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RESUMO

No presente trabalho foram avaliadas as atividades antinociceptiva e
antiinflamatdria da casca do caule da espécie Aspidosperma tomentosum, em modelos
de dor e inflamacdo induzidas em camundongos. A A. tomentosum pertence a familia
Apocynaceae que vem sendo extensivamente estudada e caracteriza-se quimicamente
pela ocorréncia frequente de alcaloides, alguns de importancia terapéutica, como
vimblastina e vincristina. A espécie ¢ conhecida como pau-pereiro do campo e foi
coletada no cerrado brasileiro, na cidade de Planaltina no estado de Goias, em maio de
2004. Foram avaliados as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria do extrato
etandlico bruto, obtido por extragdo com 20 L de etanol 90%, das fracdes, obtidas por
cromatografia rdpida em funil de separacdo adaptado, com solventes segundo um
gradiente crescente de polaridade, e do flavonoide isorramnetina, obtido na filtragdo do
extrato etanolico bruto de casca do caule da espécie 4. fomentosum. Foram realizados os
seguintes testes: teste das contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, placa
quente, formalina, edema de orelha induzido por capsaicina, peritonite induzida por
tioglicolato a 3%. Foi também avaliada alteragdo motora e/ou depressdo do sistema
nervoso central pelo ensaio de catalepsia. Para a andlise estatistica utilizou-se ANOVA
seguida do teste Dunnet, no tutorial Prisma®. Os valores foram considerados
significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média. No ensaio de contor¢do abdominal
induzida por acido acético, o extrato etandlico e fragdes apresentaram uma taxa de
inibi¢do entre 50,8% a 59,7%, comparados com a dipirona. No ensaio de placa quente,
as fragdoes Hex:CHCl; 50%, CHCl; 100% e CHCl3:MeOH 5% apresentaram aumento no
tempo de laténcia do animal na placa quente, sendo esse resultado revertido na presenca
da naloxona. No ensaio de nocicepcao induzida por formalina, o extrato etanodlico bruto
e suas fracdes apresentaram resultados significativos nas duas fases do ensaio, quando
comparados ao controle, sendo a fragdo CHCI3; 100% com melhor desempenho nas duas
fases (tempo de laténcia médio de 61s e 75s na primeira e segunda fase,
respectivamente). No teste de edema de orelha induzida por capsaicina apenas a fracao
soluvel do extrato etandlico bruto, a fragdo CHCl;:MeOH 10% ¢ a isorramnetina ndo
apresentaram inibicao do edema, onde o CHCl3:AcOEt 50% foi o mais ativo (64,2% de
inibi¢do do edema). No ensaio de peritonite o extrato etandlico bruto, a isorramnetina e
as fragdes utilizadas inibiram a migragdo celular, exceto a fragdo AcOEt 100%. O
resultado do ensaio de catalepsia sugere que o tratamento com as fracdes Hex:CHCl;
50%, CHCl; 100% e CHCl3:MeOH 5% obtidas da espécie A. tomentosum nao alteram a
capacidade motora do animal. Os resultados observados neste estudo indicam que
espécie A. tomentosum ¢ capaz de modular a resposta antinociceptiva e antiinflamatéria
aguda.

Palavras-chave: Antinocicep¢ao, Antiinflamatorio, Aspidosperma tomentosum.



ABSTRACT

In this study we evaluated the antinociceptive and anti-inflammatory activities of
the stem bark of the species Aspidosperma tomentosum in models of pain and
inflammation induced in mice. A 4. tomentosum belongs to the family Apocynaceae
that has been extensively studied and characterized chemically by the frequent
occurrence of alkaloids, some of therapeutic importance, such as vinblastine and
vincristine. This species is known as “pau-pereiro do campo” and was collected in the
Brazilian cerrado, in the city of Planaltina the state of Goias, in May 2004. We assessed
the antinociceptive and anti-inflammatory activity of crude ethanol extract obtained by
extraction with 20 L of 90% ethanol, fractions obtained by chromatography adapted,
according to a solvent gradient of increasing polarity, and the flavonoid isorhamnetin,
obtained in the filtration of crude ethanolic extract of stem bark of A. tomentosum. We
conducted the following tests: test of writhing induced by acetic acid, hot plate,
formalin, ear edema induced by capsaicin, peritonitis induced by thioglycollate 3%.
Was also evaluated motility and / or depression of the central nervous system by the test
of catalepsy. For statistical analysis we used ANOVA followed by Dunnet test, the
tutorial Prisma ®. Values were considered significant when * p <0.05, ** p <0.01 and
*#% p <0.001. The results were expressed as mean + standard error of the mean. In the
abdominal writhing test induced by acetic acid, ethanol extract and fractions showed
higher inhibition between 50.8% to 59.7%, compared with dipyrone. In the hot plate
test, the fractions Hex: CHCI3 50%, 100% CHCI3 and CHCI13: MeOH 5% showed an
increase in latency of the animal on the hot plate, and this result was reversed in the
presence of naloxone. In the test of nociception induced by formalin, the crude ethanol
extract and its fractions presented significant results in both phases of testing, when
compared to control, and the CHCI3 100% fraction presented better performance in
both phases (average latency time of 61s and 75s the first and second phases,
respectively). In the test of ear edema induced by capsaicin only the soluble fraction of
crude ethanol extract, the fraction of CHCI3: MeOH 10% and isorhamnetin showed no
inhibition of edema, where the CHCI3: AcOEt 50% was the most active (64.2% of
inhibition of edema). In the trial of peritonitis the crude ethanol extract, the
isorhamnetin and the fractions used inhibited cell migration, except the fraction AcOEt
100%. The test result of catalepsy suggests that treatment with the fractions Hex:
CHCI3 50%, 100% CHCI3 and CHCI3: MeOH 5% of the isolated species A.
tomentosum not alter the motor skills of the animal. The results observed in this study
indicate that the species 4. tomentosum is able to modulate the antinociceptive and anti-
inflammatory response.

Keywords: Antinociception, Anti-inflammatory, Aspidosperma tomentosum.
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1. Introducéo

A resposta inflamatéria tem como principal objetivo proteger o organismo
contra infecgdes e reparar os eventuais danos teciduais que possam ter ocorrido. Sen
assim, pode ser definida como uma resposta do sistema imune a danos celulares e
teciduais causados por infecgdes microbianas ou estimulos nocivos de origem quimica
ou fisica (HAANEN & VERMES, 1995; WEISS, 2002).

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a um dano tecidual potencial (MERSKEY & BOGDUK, 1994).
Na terapia da dor, existem duas classes principais de farmacos analgésicos. Os
antiinflamatérios ndo esteroidais sao moléculas sintéticas que possuem agodes
antiinflamatoérias, antipiréticas e analgésicas (BORNE, 1995). Os opioides abolem
diretamente a transmissao nociceptiva no Sistema Nervoso Central (SNC) (VANE,
1971; AGUIRRE-BANUELOS & GRANADOS-SOTO, 1999). Outra classe que vem
ganhando destaque tanto na pesquisa quanto na clinica sdo os canabinoides.

O estudo dos mediadores envolvidos no processo inflamatorio e da dor vem
sendo alvo de inimeras pesquisas nos ultimos anos. Existe a necessidade de obtencao
de um novo farmaco de origem natural eficaz no controle da dor e inflamacao que nao
apresente efeitos colaterais. Assim, o estudo de substancias naturais que possam
interferir neste complexo processo bioldgico ¢ de extrema relevancia.

Por milénios os produtos medicinais de origem natural tém sido utilizados para o
tratamento de diversas doengas. Embora a medicina convencional tenha superado muita
dessas terapias, ressurgiu nos ultimos anos um grande interesse, especialmente pela
industria farmacéutica, em examinar os recursos potenciais dos produtos naturais em

busca de novos compostos biologicamente ativos (ZHANG & GHOSH, 2001).

18



Recentes trabalhos reforcam a idéia de que os produtos naturais compdem uma fonte
importante para a descoberta de novas terapias para uso na clinica.

A espécie Aspidosperma tomentosum esta classificada na familia Apocynaceae
(ENDRESS & BRUYN, 2000), uma familia que vem sendo extensivamente estudada
por apresentar em sua constituicdo quimica substancias de natureza alcaloidica, dentre
eles alcaloides indolicos que tém sido utilizadas com grande relevancia na terapéutica
contra leucemia e doenca de Hodgkin (ALLEN & HOLMSTEDT, 1980; BALICK &
COX, 1996).

Cascas de espécies de arvores do género Aspidosperma sdo utilizadas na
Amazonia como fonte de madeira e contra febre ¢ reumatismo (SCHULTES &
RAFFAUF, 1990; PEREZ-ARBELAEZ, 1994). Casca do caule, dentre outras partes da
planta A. fomentosum, apresentou atividade em ensaio citotoxico in vitro contra o cancer
de linhagens de células tumorais (MESQUITA et al., 2009).

Esse trabalho tem como objetivo a busca por compostos bioativos da espécie 4.
tomentosum como prototipos de farmacos antiinflamatorios e analgésicos oriundos de

plantas.
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2. Objetivos
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2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo o estudo farmacologico da casca do caule da

espécie Aspidosperma tomentosum (Apocynaceae).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos da espécie Aspidosperma tomentosum,

e Avaliar a atividade farmacoldgica do extrato etanodlico bruto, fragdes e
isorramnetina, obtidos da Aspidosperma tomentosum, sobre modelos murinos de

nocicepg¢ao e inflamacao;

e Propor as vias envolvidas no mecanismo de agdo do extrato etandlico bruto, das

fracOes e da isorramnetina.

21



3. Revisao da Literatura
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3.1 Inflamacéo

O processo inflamatorio € uma resposta de defesa do organismo frente a um
estimulo lesivo, que visa preservar e restabelecer a homeostase do tecido agredido. Para
enfrentar a injaria ou invasdo por microrganismos causadores de doengas, o corpo
humano possui um arsenal de respostas de defesa, e a reposta inflamatoria/imunologica
forma um componente significativo de muitas doengas encontradas na clinica (RANG et
al., 2007).

O processo inflamatério envolve uma série de eventos que podem ser
desencadeados por numerosos estimulos (p.ex., agentes infecciosos, isquemia, reagdes
antigeno-anticorpo e lesdo térmica ou outra lesdo por agentes fisicos) (MORROW &
ROBERTS 1II, 2007). Desde Celsus que se caracteriza a inflamacdo por sinais
“cardinais”: rubor, calor, tumor e dor. Virchou, no século XIX, acrescentou um quinto
sinal: a perda da funcdo (MONTENEGRO & FRANCO, 1999).

A inflamacdo é a causa de inimeras doengas, incluindo artrite reumatoide,
psoriase e doenga inflamatoria intestinal, componente importante dos danos causados
por doengas auto-imunes e um contributo fundamental para doengas como cancer,
diabetes e doengas cardiovasculares (LUCAS, ROTHWELL & GIBSON, 2006).

Processos inflamatdrios sdo necessarios para a vigilancia imune, reparo ideal, e
regeneragdo apos a lesdo (VODOVOTZ et al., 2008). Por estas caracteristicas a resposta
inflamatoria ¢ benéfica e a sua auséncia pode colocar em risco a vida do individuo.
Embora a inflamagdo seja um mecanismo de defesa, os eventos complexos e

mediadores envolvidos na reagdo inflamatoria podem induzir, manter e agravar muitos
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transtornos. Assim o emprego de agentes antiinflamatorios pode ser til no tratamento

dessas patologias associadas a reag¢des inflamatorias (SOSA et al., 2002).

Os fendmenos vasculares associados a resposta inflamatéria tém como fungdo a
eliminagdo de substancias toxicas geradas no local, além de facilitar a chegada de
células inflamatorias que, atraidas pelos mediadores quimiotaxicos, fagocitam
(neutrofilos e macréfagos) e/ou liberam substancias citotoxicas, presentes em granulos,
contribuindo para a destrui¢ao do agente lesivo (SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003).

Dependendo de sua duragdo, as inflamagdes sdo divididas em agudas e cronicas.
A inflamagdo aguda tem duracdo relativamente curta, durando alguns minutos, horas ou
dias e é independente da natureza do agente agressor (SIQUEIRA-JUNIOR &
DANTAS, 2000), enquanto que a inflamag¢do cronica tem duragdo mais longa, podendo
persistir por semanas e meses, na qual a inflamacdo ativa, destruicdo tecidual e as
tentativas de reparo estdo ocorrendo simultaneamente. Embora possa proceder a
inflamagao aguda, frequentemente a inflamagdo cronica comega de maneira insidiosa e
muitas vezes com auséncia dos sinais cardinais da inflamacdo (CONTRAN, KUNAR &
COLLINS, 2000).

Do ponto de vista funcional e morfolégico, as inflamacdes agudas se
caracterizam pelo predominio daquilo que chamamos de fendmenos exsudativos, ou
seja, consequentes a alteracdes da permeabilidade vascular, permitindo o acimulo na
regido inflamada de liquido (edema), fibrina (que se forma no intersticio pela interagao
entre componentes do plasma e fatores dos tecidos), leucdcitos, especialmente
neutréfilos e hemacias. Nas inflamagdes cronicas, além desses elementos, ocorrem no

local, fenomenos produtivos como a proliferacio de fibroblastos (com consequente
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deposicdo de colageno) além da migragao e proliferagdo local de monocitos e linfocitos

(MONTENEGRO & FRANCO, 1999).

3.1.1 Mediadores Inflamatorios

Durante os eventos vasculares sdo produzidos mediadores a partir do plasma e
das células, os quais por sua vez, modificam e regulam os eventos celulares (RANG et
al., 2007). Ap6s uma lesdo celular, diferentes mediadores sao formados ou liberados de
granulos de armazenamento (SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003).

O processo inflamatorio aciona o recrutamento de leucocitos e de inducdo ou
ativacdo de mediadores inflamatorios, como cininas, os produtos da ciclooxigenase
(COX) e citocinas. Muitas dessas moléculas sdo produzidas localmente e tém
comprovada participa¢do na inflamacdo do tecido, e sdo alvos, portanto, fundamentais
para a intervencdo terapéutica em uma série de doengas (LUCAS, ROTHWELL &
GIBSON, 2006; MEDZHITOV, 2008).

A histamina (H) (1), uma amina formada a partir do aminodacido histidina (2), ¢
encontrada na maioria dos tecidos do corpo. Em nivel celular, é encontrada, em grande
parte, em mastdcitos e basofilos associada a heparina, entretanto a H ndo mastocitaria
ocorre em “histamindcitos” no estdmago e em neurdnios histaminérgicos no cérebro
(RANG et al., 2007). Apds sua liberacdo, atua em receptores histaminicos H1. Baixas
concentragdes produzem prurido e em altas concentragdes dor. Hiperalgesia e outros

efeitos pro-inflamatorios sdo efeitos resultantes da liberacdo de H (DRAY, 1995).
N N ?
N N OH
H H,N H H,N

25



(1) Histamina (2) Histidina

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) (3) ¢ sintetizada a partir do

aminoacido triptofano. E concentrada e armazenada no interior de vesiculas localizadas

nos axonios, corpos celulares e dendritos. As multiplas agdes da 5-HT podem estar
explicadas com mais de um subtipo de receptor, que sdo expressos em padrdes distintos,
porém frequentemente superpostos. A 5-HT ndo ¢ sintetizada nas plaquetas, porém ¢
captada a partir da circulacdo e armazenada em granulos secretores (SANDERS-BUSH
& MAYER, 2007). A 5-HT provoca agregagdo plaquetaria através de receptores 5-
HT2A, e as plaquetas que ficam retidas no vaso liberam mais 5-HT. Se o endotélio
estiver intacto, a liberagdo de 5-HT causa vasodilatacdo, ajudando a manter o fluxo
sanguineo. Caso haja lesdo no endotélio, a 5-HT provoca constri¢do e prejudica ainda

mais o fluxo sanguineo (RANG et al., 2007).

NHZ
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H

(3) Serotonina

As cininas, incluindo bradicinina e calidina sdo peptideos produzidos em regides
de tecido inflamado, onde induzem seus efeitos agindo em receptores B1 ¢ B2. Em
outros locais, suas acdes incluem vasodilatacdo, permeabilidade vascular e estimulagao
de células do sistema imunoldgico e neuronios sensoriais. A BK ¢ um dos mais
importantes produtos de uma série de processos patofisioldogicos que ocorrem em

seguida de um processo de injuria tecidual (WALKER, PERKINS & DRAY, 1995). E
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conhecida como um dos mais potentes agentes algésicos endogenos e pro-inflamatoérios,
porém de acdo curta por sofrer uma rdpida inativacdo enzimatica (BOURA &
SVOLMANIS, 1984; WALKER, PERKINS & DRAY, 1995).

O oxido nitrico (NO) ¢ um mediador inflamatério, que ¢é produzido pela
isoforma induzivel da enzima o6xido nitrico sintase (iNOS). Em condi¢des patoldgicas,
os macrofagos podem aumentar significativamente a produgdo de NO. Assim, a inibi¢@o
da atividade da iNOs e/ou sua expressdo, sdo importantes propriedades anti-
inflamatorias (ALBERT et al., 2002). Além de promover relaxamento da musculatura
lisa, 0 NO desempenha agdes pro-inflamatdrias: reduz agregagao plaquetaria, atua como
radical livre causando citotoxicidade e aumenta a produgdo de prostaglandinas (PG)
(ROBBINS, CONTRAN & KUNAR, 2000).

A substancia P ¢ considerada um dos neuropeptideos mais importantes e ¢
liberada por neurdnios na medula espinhal sob vérios estimulos nocivos. Acredita-se
que exerca sua acdo através de modulacdo especifica dos receptores NKI
(SNIJDELAAR, DIRKSEN & SLAPPENDEL, 2000). A substiancia P interage com
outros componentes da transmissdo da nocicep¢do, podendo aumentar as respostas
excitatorias dos aminoacidos aspartato e glutamato no corno dorsal da medula espinhal
(URBAN & NAGY, 1998).

Inflamacdo em qualquer parte do organismo causa um rapido, extenso e
duradouro aumento nos niveis do mediador inflamatorio interleucina (IL) 1B no fluido
cerebroespinhal, e o bloqueio do receptor de IL-1p nas células do cérebro resulta em
forte inibi¢do da hipersensibilidade a dor (SAMAD et al., 2001).

As citocinas pro-inflamatorias IL1B e TNF-a participam das reagdes

inflamatorias agudas e cronicas. Estas citocinas atuam sobre as células endoteliais
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vasculares causando aumento da permeabilidade e expressdo das moléculas de adesao
(RANG et al., 2007).

Muitos dos agentes inflamatorios importantes atuam ao interferir na sintese de
eicosanoides. Os eicosanoides sdo produzidos a partir de fosfolipidios e estdo
envolvidos em vérios processos fisiologicos (Fig. 1). Estdo entre os mais importantes
mediadores e moduladores da reagdo inflamatoria (GUYTON & HALL, 2002; RANG
et al., 2007). Os eicosanoides sdo produzidos a partir do acido araquidonico (AA), um
acido graxo insaturado que se encontra esterificado no fosfolipideos.

A enzima fosfolipase A2 libera o AA dos fosfolipideos; o AA ¢ o substrato da
enzima COX que gera a Prostaglandina H2 (PGH2). Este ¢ o precursor de uma
variedade de derivados, entre eles Prostaglandina D2 (PGD2), Prostaglandina E2
(PGE2), Tromboxano A2 (TxA2) e Prostaglandina 12 (PGI2). A PGE2 (4) e PGI2 (5)
tornam as terminagdes nervosas hipersensitivas e promovem a resposta inflamatdria e a
febre. A TxAZ2 ativa plaquetas, contribuindo para o processo de coagulagdo sanguinea

(BAZAN & FLOWER, 2002).

0
o \
\\ \\\\\\ / OH
= CHy
HO CH,
(4) PGE2 (5) PGI2

Até 1971, somente uma COX era conhecida. SO no inicio da década de 90 a
isoforma COX-2 foi descoberta (XIE et al., 1991). A enzima COX-1¢ expressa
constitutivamente em diversos tecidos. A COX-2 geralmente ¢ expressa sob
circunstancias  especificas, principalmente como resultado da inflamagao

(MARCHESELLI & BAZAN, 1996). Uma década depois da descoberta da COX-2,
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uma terceira isoforma foi descoberta e chamada de COX-3, sendo esta mais abundante

no coragdo e cortex cerebral (CHANDRASERKHARAN et al., 2002).

T AL Memorans stobaiics 010

ErtimuTis fislens, quimicos,
Inflamatérios ¢ mitogEnicos

Prostaglandina D, Prostaglanding E,
DP, . DP, EP,. EP, EP, EP,

Figura 1 - Producdo e agdo de prostaglandinas. (Fonte:
www.scielo.br/img/revistas/abc/v85n3/26011f1.jpg/14/01/2010).

3.2 Dor

O tratamento da dor aguda ¢ um grande desafio mundial. A dor cronica afeta um
nimero estimado de 20% dos adultos, subindo para 50% da populacdo de idade mais
avangada (VERHAAK et al, 1998; CROMBIE et al., 1999; BLYTH et al., 2001;
HARSTALL & OSPINA, 2003).

A dor ¢ uma sensacdo desagraddvel e subjetiva resultante de um estimulo
sensorial nocivo que alerta o corpo sobre um dano corrente ou potencial aos seus 6rgaos
e tecidos (RUOFF & LEMA, 2003). Pode ser provocada por multiplos estimulos. Estes
sdo classificados como estimulos dolorosos mecanicos, térmicos e quimicos. Em geral a
dor répida ¢ provocada pelos tipos de estimulos mecanicos e térmicos, enquanto que a

dor lenta pode ser provocada pelos trés tipos (GUYTON & HALL, 2002).
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A dor cronica difere da dor aguda em varios aspectos, incluindo sua duragio e
principalmente aos mecanismos envolvidos na sua génese. A dor cronica pode ndo
decorrer de uma injaria ou processo inflamatorio facilmente identificavel (WANG &
WANG, 2003).

A dor aguda geralmente esta relacionada com uma lesdo recente, ativacdo de
nociceptores no local da lesdo, e pode desaparecer antes da cura do dano tecidual
(CARR & GOUDAS, 1999). A dor cronica ocorre devido a uma lesdo ou agravo, ¢
pode permanecer por meses ou anos, podendo acarretar consequéncias fisicas,
comportamentais e psicoldgicas (LOESER & MELZACK, 1999).

A percepcao da dor ¢ classificada em duas medidas diferentes: um elemento
sensorial/discriminativo e um elemento afetivo/emocional. O  elemento
sensorial/discriminativo reflete a percep¢do da informacdo sensorial nociva e permite
ativacdo de receptores, a transmissdo e interpretagdo do estimulo nocivo. O elemento
afetivo/emocional corresponde a percep¢do do estimulo doloroso, que ¢ seguido pela
reacdo da dor. Reflete aspectos cognitivos e emocionais da dor, variando de um
individuo a outro e depende de fatores individuais como idiossincrasia, experiéncia
dolorosa anterior e conhecimento de seu significado (RAMADABRAN &
BANSINATHI, 1996; CRAIG & STITZEL, 2005).

Os receptores da dor estdo espalhados nas camadas superficiais da pele, bem
como em certos tecidos internos como peridsteo, paredes arteriais e superficies
articulares. Em contraste com os receptores da maioria dos tecidos, os receptores da dor
se adaptam muito pouco e, as vezes, ndo se adaptam de todo. Algumas das substancias
quimicas envolvidas no processo de nocicepg¢ao incluem a BK, 5-HT, H, ions potassio,

acidos, acetilcolina e enzimas proteoliticas (GUYTON & HALL, 2002).
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Todos os membros do corpo sdo providos com terminagdes nervosas sensoriais
que podem detectar toque, calor e dor aguda - sensagdes que sdao rapidamente
transmitidas ao cérebro pelos nervos aferentes (BARTFALI, 2001).

A dor ¢ basicamente classificada em dor nociceptiva, neuropatica e inflamatoria.
A dor nociceptiva ocorre por estimulagdo quimica ou fisica das terminagdes nervosas
normais, podendo ser resultado de danos teciduais como inflamagdes, traumas,
manobras invasivas ou isquemias (RANG et al., 2007).

A dor neuropatica se refere a dor resultante de um dano (devido a injuria ou
doengas) ao sistema nervoso incluindo nervos, medula espinhal e certas regides do
SNC. Pacientes com dor neuropatica sofrem de dor espontinea, alodinia (dor em
resposta a estimulo normalmente indcuo) e hiperalgesia (percep¢do acentuada de dor em
resposta a um estimulo nocivo) (WANG & WANG, 2003).

A dor inflamatéria ¢ caracterizada pela presenga de mediadores quimicos que
podem atuar diminuindo o limiar dos nociceptores, ativando os receptores ou ambos,
dependendo do tipo de substancia liberada (FERREIRA, LORENZETI & POOLE,

1993).

3.2.1 Modulacéo da dor

As terminagdes nervosas periféricas das fibras nociceptoras sensoriais viscerais e
somaticas aferentes respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos. Os canais
i0nicos/receptores altamente especializados sofrem mudancas na sua conformagdo em
resposta a um ou mais desses estimulos e, portanto, mediam a despolarizacao,
necessaria para iniciar um potencial de agdo. Os axonios aferentes primarios conduzem

a informacao das terminag¢des periféricas para o SNC (GOLAN et al., 2009).
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Os nociceptores sdo continuidade de fibras aferentes sensitivas, principalmente
dos tipos A-6 e C, diferenciadas pelo diametro e estrutura de seus axonios (MILLAN,
1999; BROOKS & TRACY, 2005). As fibras A-8 conduzem com velocidade
intermediaria e respondem a estimulos de frio, calor e mecanicos de alta intensidade, e
possuem uma fina camada de mielina. As fibras C s3o mais delgadas, amielinicas e
conduzem baixas velocidades. Conduzem lentamente, fazem sinal sinapse na medula e
sdo capazes de produzir potenciais de acdo em resposta ao calor, temperatura morna,
estimulos mecanicos intensos ou irritantes quimicos. As fibras A-6 ¢ C terminam nas
laminas mais superficiais do corno dorsal (MILLAN, 1999; BROOKS & TRACY,
2005; GOLAN et al., 2009).

Com a ativagdo do estimulo nocivo, as fibras A-6 ddo inicio a fase primaria da
dor e, com a continuagdo dos estimulos, as fibras C se encarregam da segunda fase da
dor (MILLAN, 1999).

Os potenciais de acdo gerados nos aferentes primdrios induzem a liberacao de
neurotransmissores ao alcangarem suas terminagdes axonicas centrais no corno dorsal
da medula espinhal (Fig. 2). A transmissdo sinaptica no corno dorsal, entre os aferentes
primarios das fibras C e os neurdnios de projecdo secundarios, possui componentes
rapidos, como o glutamato, e lentos, como neuropeptideos (substiancia P e peptideo
relacionado com o gen da calcitonina) e neuromoduladores (GOLAN et al., 2009).

A transmissdo sindptica na medula espinhal ¢ regulada pelas acdes
interneuronios inibitorios locais e as proje¢des que descem do tronco encefalico para o
corno dorsal. Os principais neurotransmissores inibitérios do corno dorsal da medula
espinal s3o os peptideos opioides, norepinefrina, 5-HT, glicina e 0 GABA. Como esses
sistemas podem limitar a transferéncia da informagdo sensorial para o cérebro, eles

representam um importante local de intervencdo farmacologica (GOLAN et al., 2009).
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Figura 2 — Visdo Geral do Mecanismo da Dor. (Fonte: www.papodehomem.com.br/we-are-all-on-
drugs/15/02/2010)

3.2.3 Mediadores da dor

Quando um tecido ¢ injuriado, frequentemente ocorre em resposta a génese da
inflamacgao, resultando nos aspectos gerais da enfermidade, sintomas como: febre,
letargia, anorexia e dor generalizada em musculos e em articulagdes, € uma acentuada
hipersensibilidade a dor nas proximidades do local lesionado (NETO, 2004).

Mediadores quimicos estao envolvidos, dentre eles a IL-1B. A IL-1p é produzida
no tecido inflamado, podendo ser liberada para a corrente sanguinea, sem alcangar o
cérebro devido ao bloqueio da barreira hematoencefalica. As células que fazem parte da
barreira hematoencefalica possuem, em sua superficie, receptores que reconhecem IL-
1B. Estas células quando estimuladas por IL-1p expressam duas enzimas: COX-2 e

PGE2 sintase (EK et al., 2001).
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A COX-2 converte o AA em PGH2, ¢ a PGE2 sintase converte H2 em PGE2,
um forte sinalizador de inflamagdo, febre e dor. A E2 pode ativar seus receptores
presentes em neurdnios e células da microglia, assim transmitindo a inflamac¢ao de um
tecido injuriado para o cérebro. Quando a PGE2 se liga aos receptores de PG EPI1 e
EP3, presente nos neurdnios, ocorre um aumento da excitabilidade neuronal, de forma
que um estimulo normalmente in6cuo torna-se doloroso (BARTIFAI 2001).

Algumas substancias quimicas surgem no processo de nocicep¢do decorrentes
do processo inflamatorio. Algumas de produgdo local como a BK, 5-HT, H, produtos
derivados do AA. Outras sdo produzidas no corpo neuronal para a periferia como a
substancia P ¢ o CGRP (MARQUES, 2004).

As PGs e a substancia P acentuam a sensibilidade das terminag¢des da dor, mas
ndo as excitam diretamente. As substancias quimicas sdo especialmente importantes na
estimulacdo da dor lenta, sofrida, que ocorre ap6s lesdo tecidual. Em certas situagdes, a
excitacdo das fibras torna-se progressivamente maior, especialmente na dor lenta e
nauseosa, a medida que o estimulo doloroso continua (GUYTON & HALL, 2002).

O Trifosfato de Adenosina (ATP) ¢ um componente celular presente
normalmente em concentragdo milimolar. Todavia, em presenca de uma lesdo tecidual,
grandes quantidades de ATP sdo liberadas na vizinhanga das terminagdes nervosas,
ativando-as e contribuindo para o surgimento da dor transitente (BEAN, 1990).

A substancia P e o CGRP contribuem para o aumento do edema, atuando
diretamente sobre as vénulas para produzir vasodilatagdo. Também contribuem para a
liberagdo de H dos mastocito, contribuindo para a hiperalgesia (BASBAUM &

JESSELL, 2004).
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A BK ¢ um dos agentes mais ativos causadores da dor. Isto se deve por duas
agoOes distintas: ativacdo direta das fibras A-6 ¢ C e aumento da sintese e liberacdo de
PGs (BASBAUN & JESSELL, 2004).

Essa grande quantidade de mediadores quimicos leva a redugdo do limiar de
sensibilidade e aumento de sensibilidade das terminac¢des nervosas vizinhas. Esse

processo se estende as regides nao envolvidas pelo estimulo inicial (MARQUES, 2004).

3.3 Alvos terapéuticos para o tratamento da dor

O tratamento clinico da dor se faz por meio do uso de fArmacos antiinflamatdrios
esteroidais ou ndo esteroidais. Quando se faz necessaria a atengdo médica em casos de
dor aguda, AINESs, analgésicos opioides, ou anestésicos locais podem adequadamente
controla-la. Quase todos os analgésicos correntemente utilizados foram inicialmente
desenvolvidos para o tratamento da dor aguda (WANG & WANG, 2003).

Os AINEs apresentam um amplo espectro de indicagdes terapéuticas para varios
processos como: algesia, inflamagao, pirese, profilaxia contra doengas cardiovasculares,
além de publicagdes cientificas sugerirem sua eficicia na prevencdo de doencas
neurolédgicas, como Alzheimer, e ser também uma op¢ao na terapia para casos de cancer
(KUMMER & COLEHO, 2002; SCHUG, GARRET & GILLESPIE, 2003; BRUM-
JUNIOR, 2006; ONG et al., 2007).

Esse grupo de compostos sdo denominados agentes antiinflamatérios por agirem
no processo de redugdo da reacdo inflamatoéria, inibindo a liberacdo de PGs (RANG et
al.,2007; MORROW & ROBERTS II, 2007). O mecanismo de agao dos AINEs baseia-
se na inibi¢do do sistema enzimatico COX, responsavel pela sintese dos diferentes tipos
de eicosanoides (PGD2, PGE2, PGI2, TXA2), que s3o mediadores do processo

inflamatério (Fig. 3) (BRUM-JUNIOR, 2006).
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Figura 3- Efeitos Bioldgicos das isoformas da COX. (Fonte:
www.zoonews.com.br/noticiax.php?idnoticia=121885/14/01/2010)

Os representantes atualmente disponiveis inibem, em sua maioria, tanto a
atividade da COX-1 (constitutiva) quanto a da COX-2 (induzida na presenca de
inflamacao). Acredita-se que a inibicado da COX-2 possa mediar, pelo menos em parte, a
acao antipirética, analgésica e antiinflamatéria dos AINE; entretanto a inibigao da COX-
1 resulta em efeitos colaterais indesejaveis, particularmente os que levam ao
desenvolvimento de ulceras gastricas em decorréncia da producdo diminuida de PGs
(MORROW & ROBERTS II, 2003).

Os AINEs afetam as vias da dor através de pelo menos trés mecanismos
diferentes. Em primeiro lugar, as PGs reduzem o limiar de ativacdo nas terminagdes
periféricas dos neurdnios nociceptores aferentes primarios. Ao reduzir a sintese de PGs,
os AINEs diminuem a hiperalgesia inflamatéria. Em segundo lugar diminuem o
recrutamento dos leucocitos e, portanto, a produgdo de mediadores inflamatorios

derivados de leucdcitos. Em terceiro lugar atravessam a barreira hematoencefalica e
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impedem a gera¢ao de PGs que atuam como neuromoduladores produtores de dor no
corno dorsal da medula espinal (GOLAN et al., 2009).

A descoberta de opioides endogenos e dos receptores opidceos no cérebro
geraram um grande interesse quanto a compreensdo do seu papel no controle endogeno
da dor (STEIN, 1993).

A principal utilidade clinica dos opioides ¢ o controle da dor. Esses farmacos sao
particularmente uteis no tratamento de dor viscerais difusas, dores associadas ao cancer
e na analgesia pré e pos-cirurgica. Dores neuropaticas, entretanto, costumam ser
resistentes aos opioides, ao passo que dores inflamatérias ou dores somaticas de
localizagdo bem definida sdo mais adequadamente tratadas como analgésicos nao-
esteroidais ou com uma associacdo de um analgésico ndo esteroidal e um opioide
(SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003).

Os opioides enddgenos estdo amplamente distribuidos no SNC, bem como no
organismo em geral, incluindo é4reas ndo propriamente relacionadas a dor. Os
mecanismos mediados por opioides enddgenos estdo envolvidos numa grande variedade
de processos neurais, incluindo aqueles especificamente ligados a dor (RANG et al.,
2007).

Existem trés tipos bem definidos de receptores opioides: p (mu), 6 (delta), e «
(kappa). A ativagdo desses receptores desencadeia uma cascata de eventos que resultam
em diversos feitos bioldgicos tais como: analgesia, bradicardia, depressdo respiratoria,
depressdao de reflexos flexores, euforia ou disforia, hipotermia, diurese, miose,
modulacdo de processos enddcrinos e do sistema imune, redu¢do do peristaltismo
intestinal e sedagao (SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003).

Os opioides ligam-se a receptores situados em varios nucleos e tratos do SNC e

também, perifericamente, a receptores situados nas fibras sensoriais e nociceptores
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periféricos. O efeito analgésico se faz através da atenuacdo da excitabilidade do
nociceptor periférico e do neuronio aferente primario que, além de ter menor velocidade
de descarga, passa a liberar menor quantidade de neurotransmissores excitatdrios
(SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003).

Os agonistas de receptores p produzem analgesia espinal e supra-espinal e outros
efeitos como depressdo respiratoria, miose, reducdo do transito intestinal e euforia
(SCHOR, BOIM & SANTOS, 2003; GOLAN et al., 2009). A ativagao de um receptor
opioide causa analgesia através de dois mecanismos basicos: reducdo da liberacdo de
neurotransmissores ¢ reducdo da excitabilidade neuronal.

A morfina foi o primeiro opioide (6) utilizado na terapéutica (RANG et al.,
2007) e juntamente com a codeina (7) e seus derivados semi-sintéticos, constituem os
opioides mais amplamente utilizados para o controle da dor (GOLAN et al., 2009).

Mediados pelo subtipo de receptor p2, os efeitos colaterais mais importantes dos
opioides ¢ a depressdo respiratoria e a constipagdo. O uso prolongado de opioides
também acarreta dependéncia e, a suspensdo abrupta de seu uso, acarreta em sindrome
de abstinéncia. Maiores avangos nas pesquisas de novos opioides tém objetivado o
aumento da razdo entre sua eficidcia e seus efeitos colaterais indesejados (STEIN,

SCHAFER & MACHELSKA, 2000).

(6) Morfina (7) Codeina
Outro mecanismo que vem ganhando destaque ¢ aquele que envolve a

participagdo de canabinoides endogenos e seus receptores correspondentes. A dor
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severa ¢ cronica tem sido cogitada como um possivel alvo para essa terapia.
(CONSROE, 1998).

Os principais alvos dos canabinoides endogenos sdo os receptores CB1 e CB2.
Estes estdo presentes em areas de processamento de dor na medula espinhal e cérebro, e
receptores CB1 estdo quase exclusivamente envolvidos com efeitos antinociceptivos
(RICHARDSON, ASNONSEN & HARGREAVES, 1998; CICHEWICZ, 2004). Além
disso, receptores CB2, presentes em nervos periféricos também parecem contribuir para
o controle da dor (CONSROE, 1998).

No SNC, os receptores CB1 sdao mais altamente expressos em axonios € nervos
terminais. Sua expressdo em células gliais € controversa e, caso ocorra, estd em uma
consideravel densidade menor do que nos neuréonios (HOWLETT et al., 2002).
Receptores CB2 sdo encontrados principalmente em células do sistema imunitdrio. Os
niveis mais elevados de CB2 no sangue periférico sdo encontrados (em ordem
decrescente) nos linfocitos B, células natura killer, mondcitos, neutrofilos, linfocitos T8
e T4 (BOUABOULA et al., 1993).

Os receptores canabinoides sdo parte do sistema endocanabinoide, que consiste
dos receptores de canabinoides, canabinoides enddgenos (endocanabinoides) e as
enzimas que sintetizam e degradam endocanabinoides. Até a data, a maioria dos
farmacos utilizados terapeuticamente que interagem com o sistema endocanabinoide
¢ derivada de Cannabis sativa L. (Fig. 4), e produzem os seus efeitos pela ativagdo
dos receptores canabinoides. Os cabinoides estdo envolvidos em uma grande variedade
de processos fisiologicos e fisiopatologicos (BLACK, 2004; WALTER & STELLA,
2004).

O delta-9-tetrahidrocanabinol, principio ativo da Cannabis sativa, atua via

receptores CB1 e CB2, ja os outros canabinoides apresentam maior afinidade por um ou
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outro receptor (BONFA, VINAGRE & FIGUEREIDO, 2008), como por exemplo, a
anandamida (8), atenua a dor produzida por dano quimico ao tecido cutidneo por
interagir com receptores CB1 localizados fora do SNC (CALIGNANO, La RANA,
GUIFFRIDA, 1998).

Lamentavelmente, a atividade psicoativa destes compostos tem impedido sua
aplicacdo na medicina. Na tultima década, a elucidagdo dos componentes do sistema

endocanabinoide uma melhor compreensao tem ampliado as possibilidades terapéuticas

(BLACK, 2004; WALTER & STELLA, 2004).

Figura 4 — Cannabis sativa L. (Fonte: http://quiprona.wordpress.com/2009/11/.13/02/2010)

(8) Anandamida

3.4 Consideragdes sobre Plantas Medicinais
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), planta medicinal ¢ “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais Orgaos, substadncias que podem ser

utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precurssoras de farmacos semi-sintéticos”

(WHO, 2000).
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Apds séculos de uso empirico, os primeiros estudos cientificos de plantas
medicinais datam do século XIX (HAMBURGER & HOSTETTMANN, 1991). A
medicina tradicional chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade e eficiéncia que até
hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais s3o estudados na busca pelo
entendimento de seu mecanismo de agdo e no isolamento dos principios ativos
(VIEGAS-JUNIOR, BOLZANI & BARREIRO, 2006).

Fitoterapico, de acordo com a portaria n® de 31 de janeiro de 1995 (BRASIL,
1995), ¢ “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado empregando-se
exclusivamente matérias primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para
fins de diagnéstico, com beneficios para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de
sua qualidade. Nao podem estar incluidas substincias ativas de outras origens, ndo
sendo considerado produto fitoterapico quaisquer substancias ativas, ainda que de
origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas”.

Os maiores impactos no setor de fitofarmacos sdo confirmados nos farmacos
antitumorais, onde recente prospeccdo revelou que 61% das 877 substancias
introduzidas como farmacos foram derivadas ou inspiradas em produtos naturais. Em
certas areas terapéuticas, estes valores sobem para 78% (antibacterianos). Com o
aumento de microorganismos resistentes aos farmacos antimicrobianos ja conhecidos,
varios extratos de plantas medicinais foram testados, com finalidade de se procurar
novas substancias com atividade antimicrobiana reconhecida (BASTOS, 2007).

O Brasil ¢ um dos 14 paises com maior biodiversidade mundial, abrigando cerca
de 13,6% de todas as espécies vegetais vivas do planeta, contendo mais de 10% de
todos os organismos descritos na Terra. Essa biodiversidade ainda ¢ pouco conhecida e

muito pouco explorada quanto ao uso como fonte de medicamentos. Das plantas
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floriferas conhecidas, aproximadamente 55.000 espécies, cerca de 22% destas ocorrem
no Brasil, principalmente nas regides da floresta amazonica, mata atlantica e cerrado (A
BIODIVERSIDADE BRASILEIRA, 2009). As florestas da regido amazodnica
concentram grande variedade de formas de vida do planeta, sendo que apenas 30% sao
conhecidas da ciéncia, particularmente quanto as suas propriedades biomedicinais
(BIODIVERSIDADE MUSEU GOELDI, 2007).

Apesar desta grande diversidade genética, o Brasil apresenta uma dependéncia
externa, no mercado de farmacos, em que 84 % de todos os farmacos sdo importados e
78% da producdo brasileira ¢ feita por empresas multinacionais (GUERRA &
NODARI, 2003).

A falta de acesso ao medicamento leva a um agravamento de enfermidades,
sofrimento individual e familiar, além da perda da qualidade de vida e prejuizos
relacionados ao trabalho e geragdo de renda (LA CRUZ, 2005).

No Brasil, os estudos sdo focalizados em antiinflamatorios, antimicrobianos e
na atividade antitumoral/citotoxica de algumas espécies de plantas (HOLETZ et al,
2002; SUYENAGA et al., 2002).

Um numero extensivo de plantas de varias familias encontradas no cerrado
brasileiro tem sido estudado para avaliar sua eficicia e efeitos terapéuticos, além do
isolamento de seus principios ativos (NAPOLITANO et al., 2003).

A industria farmacéutica motivada, em parte, pela descoberta de quimioterapicos
eficazes como vimblastina, vincristina, podofilotoxina e os andlogos etoposideo e
teniposideo, camptotecina e taxol, reativou o interesse pelos medicamentos de origem
vegetal, principalmente pela busca de substincias com estruturas moleculares
complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por um processo sintético de

custo racional (MONTANARI & BOLZANI, 2001).
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A quimica de produtos naturais ¢, dentro da quimica brasileira, a area mais
antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue o maior nimero de pesquisadores (PINTO
et al,. 2002), estando as pesquisas com plantas ainda estdo muito centradas no ambito da
Universidade e Institutos de Pesquisa onde se desenvolve basicamente a fitoquimica

tradicional (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

3.5 Consideragdes sobre Aspidosperma tomentosum

A espécie Aspidosperma tomentosum esta classificada taxonomicamente no
género Aspidosperma, pertencente a familia Apocynaceae. A familia Apocynaceae foi
recentemente reorganizada e inclui cerca de 1500 espécies, divididas em torno de 424
géneros (ENDRESS & BRUYN, 2000). Essa familia contém entre 3700 a 5100 espécies
distribuidas em cerca de 250 a 550 géneros (ROCHA, REIS-LUZ & RODRIGUES,
1982; NICHOLAS & BAIINATH, 1994), sendo encontradas predominantemente nos
tropicos e subtropicos e sdo menos frequentes em regides temperadas (STRUWE,
ALBERT & BREMER, 1994; RIBEIRO et al.,1999). Na flora brasileira, sao
catalogadas mais de 400 espécies da familia Apocynaceae, em 41 géneros, sendo 32
destes encontrados apenas na Amazonia (CAMPBELL & HAMMOND, 1989).

A familia Apocynaceae ¢ constituida de plantas ornamentais, incluindo arvores,
arbustos, ervas e plantas fornecedoras de madeira e vem sendo extensivamente estudada
e apresenta algumas espécies com atividade hipotensora, simpatolitica e antimalarica
(Steele et al., 2002; www.mkcwb.hpg.ig.com.br/plantasmedicinais.htm).

O género Aspidosperma ¢é encontrado apenas na América, principalmente entre o
México e a Argentina (CORREA, 1926). Em 1987, uma nova classificagdo
quimiotaxondmica das espécies desse género foi proposta por Bolzani et al,

compreendendo 48 espécies em 7 séries. Nessa classificacdo foi incluida também outra
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séric (Tomentosa), conforme descrito por Garcia, Ruben & Brown (1976): A.

formosanum A. P. Duarte, A. longepetiolatum Kuhlm, A. gilbertii A. P. Duarte e 4.

ramiflorum Muell. Arg (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacdo das espécies do género Aspidosperma.

Série Espécies

Rigida A. rigidum Rusby (= A. Laxiflorum Kuhlm.)

Nitida A. auriculatum Mgf., A. carapanauba M. Pichon, A. compactinervium
Kuhlmann, 4. discolor A. DC., A. eburneum F. Allem, A. excelsum Benth, A.
marcgravianum Woodson, 4. nitidum Benth ex Miill.-Arg., A. oblongum A.
DC. E A. spegazzinii Molf. Ex Meyer

Quebrachines A. chakensis Spegazzini e A. Quebracho-blanco Schlecht

Polyneura A. cuspa Blake, A. cylindrocarpon Miuell.-Arg., A. dispermum, A. peroba, A.
polyneuron Miill.-Arg. e A. sessiliflorum

Pyricolla A. australe Mill.-Arg., A. campus-belus A. P. Duarte, A. gomesianum A.
DC., A. multiflorum A. DC., A. nigricans Handro, 4. olivaceum Miill.-Arg.,
A. parvifolium, A. populifolium A. DC., A. pyricollum Muell.-Arg., A.
pyrifolium Mart., A. quirandy, A. refractum Mart., A. rhombeosignatum, A.
subincanum Mart., A. tomentosum Mart., A. ulei Mgf. e A. vargasii

Nobile A. album (Vahl) R. Bent., A. desmanthum Benth ex. Miill.-Arg., A. exalatum
Monachino, A. fendleri, A. limae Woodson, A. megalocarpon Miill.-Arg., A.
melanocalyx Miill.-Arg., A. neblinae Monachino, A. obscurinervium
Azembuja, 4. sandwithianum e A. spruceanum Benth

Macrocarpa A. duckei, A. macrocarpon Mart e A. Verbascifolium Miill.-Arg.

Tomentosa A. formosanum e A. dasycarpon A. DC

Viérias arvores do género Aspidosperma sao utilizadas no noroeste da Amazodnia

como fonte de madeira e contra febre e reumatismo (SCHULTES & RAFFAUF, 1990;

PEREZ-ARBELAEZ, 1994).

As cascas de espécies do género Aspidosperma sdo usadas comumente na

medicina popular da Regido Amazonica e¢ a baixa toxicidade apresentada por suas

infusdes tem contribuido para seu uso (GOTTLIEB, KUBITZKI & MESQUITA, 1978;

FERREIRA et al., 2004). Cascas de A. nitidum, A. album, A. discolor, A. excelsum, A.

polineuron possuem atividade antimalarica comprovada por testes in vitro e in vivo

(CARVALHO et al., 1991).

A espécie A. quebrancho-blanco ¢ usada no Brasil em casos de enfisema,

bronquite ¢ pneumonia, bem como no tratamento de impoténcia, contra sintomas de
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hiperplasia prostatica benigna, e dispnéia asmatica e cardiaca (LYON et al., 1973; AIMI
et al., 1991). A espécie A. ramiflorum é empregada no tratamento de leishmaniose
(FERREIRA et al., 2004).

A familia Apocynaceae caracteriza-se quimicamente pela ocorréncia frequente
de substancias de natureza alcaloidica. Os alcaloides s3o uma das mais variadas classes
de metabdlitos secundarios encontrados nos organismos vivos, incluindo
aproximadamente. 12.000 substancias. Alguns alcaloides obtidos de espécies de
Apocynaceae apresentam importancia terapéutica no tratamento de leucemia e da
doenca de Hodgkin, como vimblastina e vincristina, isolados de Catharanthus roseus L

(Fig. 5) (BALICK & COX, 1996).

Figura 5- Espécie Catharanthus roseus L. (Fonte: www.photomazza.com/?Catharanthus-
roseus/13/02/2010).

O género Aspidosperma apresenta uma ampla variedade de alcaloides ind6licos
(DEUTSCH et al., 1994), com atividade hipotensora e simpatolitica, a espécie A.
nitidum (Fig. 6) ¢ utilizada como anticonceptiva (RIBEIRO et al., 1999), no tratamento
de inflamagdes de tutero e ovario, em diabetes, em problemas estomacais, contra cancer,
febre e reumatismo (WENIGER et al., 2001). Podemos citar também alcaloides com
atividade antimaldrica, como aspidospermina, extraida da espécie A. olivaceum

(MITAINE-OFFER e al., 2002).
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Figura 6- Espécie Aspidosperma nitidium.(Fonte:
www.treemail.nl/.../PlantPages/Apocynaceae.htm/13/02/2010)

Estudos relatam atividade antibacteriana da casca da espécie A. megalocarpon
contra Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus e atividade antiviral das partes aéreas
(VERPOORTE et al., 1983; ROMING et al., 1992). Trés alcaldides, fendlerina,
aspidoalbina e aspidolimidina, que foram isolados da casca do caule dessa mesma
espécie, apresentam atividade antimalarica in vitro (MITAINE et al., 1998).

A espécie Aspidosperma tomentosum (Fig. 7) é encontrada no cerrado brasileiro,
conhecida como Pau- Pereiro do Campo, utilizada na construgdo e fabricacdo de moveis

e instrumentos musicais.

Figura 7- Espécie Aspidosperma tomentosum — Pau-Pereiro do Campo.(Fonte:
www.arboretto.blogspot.com/2008 03 01 archive.html/13/02/2010)

Folhas, haste de madeira, casca do caule, raiz da planta e tronco da A.

tomentosum apresentaram atividade em ensaio citotoxico in vitro contra o cancer de
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linhagens de células tumorais (MDA-MB-435, HCT-8 e SF-295) (MESQUITA et al.,
2009).

Foram isolados da espécie A. fomentosum, alcaloides inddlicos: N-Acetil-12-
hidroxiaspidospermatidina (limatidina) (9), (+)-Uleina (10) (ARNDT et al., 1967) e 3-

epi-Uleina (11) (BOLZANI et al., 1987).

(10) (+)-Uleina (11) 3-epi-Uleina

Tendo em vista a presenga na estrutura quimica de bases de anéis aromaticos
nitrogenados em varios farmacos antiinflamatorios utilizados na terapéutica (Fig. 8)
como, por exemplo, a fenilbutazona (12), o 4cido meclofenamico (13), o diclofenaco
(14), o piroxicam (15) e, particularmente a indometacina, que apresenta o nucleo
indolico (16), e os alcaloides inddlicos encontrados no género Aspidosperma, cria-se

interesse na busca de prototipos de farmacos AINEs.
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Figura 8- Estruturas de farmacos Antiinflamatorios usados na terapéutica.

Além dos alcaloides, também ¢ relatado o isolamento de outros metabdlitos
secundarios em espécies de Aspidosperma, como por exemplo, flavonoides (Fig. 9),
sendo: isorramnetina-3-O-ramnosilglicosideo (17), isorramnetina-3-0O-
ramnosildiglicosideo (18), quercetina-3-O-ramnosilglicosideo (19), quercetina-3-O-
xilosilgalactosideo (20), quercetina-3-O-ramnosildiglicosideo (21), quercetina-3-O-
xilosilgalactosilglicosideo (22), campferol-3-O-ramnosilglicosideo (23) e campferol-3-
O-ramnosildiglicosideo (24) isolados das folhas de 4. quebracho-blanco (PELLOTO &

DEL PERO, 1995).
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Figura 9- Flavonoides isolados das folhas da espécie Aspidosperma quebrancho-blanco.
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4. Materiais e Métodos



4.1 Coleta e identificacdo do material botanico:

A casca do caule da espécie Aspidosperma tomentosum (Mart) foi coletada em
Planaltina no estado de Goias, em maio de 2004, e identificada pelo botanico Dr. José
Elias de Paula, da Universidade de Brasilia, onde uma exsicata [No. JEP 3732 (UnB)]

do referido material esta depositada.

4.2 Obtencéo do extrato:

A casca do caule da planta foi submetida a secagem em estufa a 40°C por 72
horas com posterior trituragdo. O material seco foi moido, fornecendo um total de 3,64
kg, posteriormente submetido a extragdo com 20 L de etanol 90% em percolador a
temperatura ambiente por 96 h. A remog¢do do solvente sob pressdo reduzida, em

aparelho rotatdrio, forneceu 316,55 g (8,696%) o extrato etanolico bruto (EEB).

4.3 Filtracdo a vacuo do extrato etanolico bruto:

Durante o processo de concentracdo do extrato notou-se a formacdo de
precipitado amarelado e, para sua retirada, uma aliquota (74,10 g) do EEB foi suspensa
em metanol. A fase insoluvel foi separada do sobrenadante (dgua-mae) por filtragdo a
vacuo em funil de buchner, fornecendo 11,10 g (14,97%) do precipitado de cor amarelo

clara (Fig. 10)

Figura 10- Aspecto da substancia obtida apés filtragio a vacuo (foto: EPIFANIO, 2007).
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4.4 Cromatografia rapida em funil de separacéo adaptado:

O sobrenadante (dgua-mae) apos a retirada do solvente foi colocado em aparelho
rotatério sob pressdo reduzida, fornecendo 63,00 g (85,02%). Parte, (53,00 g), foi
submetida a cromatografia rapida em funil de separa¢do adaptado para utilizagdo de
vacuo.

Este procedimento objetivou fracionar a “agua mae” pela polaridade, onde os
solventes eluiram os constituintes com os quais tém afinidade, obtendo-se, assim,
fragoes semelhantes em polaridade utilizando como suporte silica gel desativada. A
desativagdo foi feita utilizando 100 g de silica para 10 mL de agua destilada, por 1 hora

em evaporador rotatdrio sem vacuo.

Figura 11- Cromatografia rapida em funil de
separacdo adaptado (foto: EPIFANIO, 2007).

Pesou-se 53 g da dgua-mae e incorporou-se, com auxilio de pistilo em gral de
porcelana, silica desativada até que todo o extrato tomasse forma de p6. Apds secagem
completa (48 h) o material foi colocado em um funil de separacio adaptado forrado com
algoddo e uma camada de silica (2 cm). Cobriu-se o material com mais algodao. Eluiu-
se o material com os solventes segundo um gradiente crescente de polaridade iniciando-

se com Hexano (Hex), Hexano-Clorofémio (Hex-CHCIl3) 50%, Cloroférmio (CHCls),
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Cloroférmio-Acetato de Etila (CHCIl;-AcOEt) 50%, Acetato de Etila (AcOEt),

Cloroférmio-Metanol (CHCIl3-MeOH) 5%, Cloroférmio-Metanol (CHCI;-MeOH) 10%.

4.5 Animais:

Foram utilizados grupos com 7-8 camundongos da linhagem Suico (20-35g),
machos ou fémeas, adultos, com 6 a 8 semanas de idade. Todos os animais utilizados
neste trabalho foram manipulados de acordo com normas estabelecidas pela Comissao
de Etica da Universidade Federal de Alagoas para manuseio de animais em modelos de
inflamagdo. Este trabalho teve aprovagdo prévia do Comité de Etica da UFAL (n° do
processo: 009468/2006-12).

Os animais foram obtidos do Biotério Central de Criagdo da UFAL, mantidos
em gaiolas de plastico, em sala sob controle de luz (12h claro /12h escuro). Os animais
foram deixados em jejum por oito horas antes do inicio do experimento com livre

acesso a agua.

4.6 Substancias:

Foram utilizados: acido acético (0,6%), formalina (2,5%, v/v), capsaicina (12,5
mg/ mL), indometacina (37,5 mg/kg) (Merck), Tween 80 (q.s.p.), goma arabica (q.s.p.),
dipirona (40 mg/ kg), Tioglicolato 3% (Sigma Chemical), morfina (15 pmol/ kg),
naloxona (2 mg/ kg) (Dimorf-Cristalia-BR) e haloperidol (1 mg/ kg) (Cristalia). O
extrato, fragcdes e isorramnetina obtidos da 4. tomentosum foram diluidos com 20 pL de
Tween 80, suspensos em goma arabica e administrados na dose de 100 mg/ kg, via oral.
Dipirona e indometacina foram administradas via oral. Morfina, naloxona e haloperidol

forma administrados por via intraperitoneal.

53



4.7 Ensaio de contorgdes abdominais induzidas por &cido acético (COOLIER,
DINNEN, SCHINEIDER, 1968):

O perfil da antinociceptivo foi avaliado em ensaio de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Este modelo nos permite avaliar a
nocicepcao inflamatdria visceral e a atividade antinociceptiva de substancias que atuam
tanto em nivel central quanto periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela
injecdo intraperitoneal do 4acido acético (0,6%), provocando fortes contor¢des
abdominais, as quais consistem na contracdo da musculatura abdominal, juntamente
com a extensdo de uma das patas posteriores. Apds 40 minutos da administragdo das
substancias, foi administrado o &cido acético na cavidade peritoneal dos animais. Cinco
minutos apds a injecdo, as contor¢des foram contadas durante 20 minutos. Foram feitos
controles do 4cido acético (controle positivo) e foi utilizado dipirona como farmaco
padrdo do teste. Calculou-se a porcentagem de indu¢do da inibicdo mediante a reducao

do numero de contor¢des totais nos grupos pré-tratados em relagdo ao grupo controle.

4.8 Ensaio da Placa Quente (KURAISHI et al., 1983):

A atividade analgésica central foi avaliada através do teste da placa quente (55 +
0,1 °C). Os animais foram colocados sobre a placa aquecida e suas respostas ao estimulo
térmico (retirada das patas traseiras ou dianteiras e saltos) foram cronometradas. Foram
feitas duas medidas controle em intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo de
“cut-off” (méximo de permanéncia do animal na placa de 10 segundos): a primeira
medida foi realizada antes do tratamento do animal e a segunda 30 min apds o
tratamento. Feito isso, foi administrado o extrato, fracdes, isorramnetina ¢ o farmaco

padrdo (morfina). As medidas do tempo de resposta foram registradas em intervalos de
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30 minutos durante 2 horas. A atividade antinociceptiva central foi avaliada pelo

aumento do tempo (segundos) que o animal permaneceu sobre a placa quente.

4.9 Ensaio de nocicepc¢édo induzida por formalina (HUNSKAAR & HOLE, 1987):

O ensaio consiste na inje¢do de 20 uL. de uma solugdo de formalina 2,5% (v/v)
(formaldeido diluido em salina) na face dorsal da pata traseira do animal, independente
do peso do animal. O extrato, fracdes, isorramnetina e o farmaco padrdo (indometacina)
foram administrados 40 min antes do estimulo nociceptivo. O tempo (segundos) em que
o animal permanece lambendo a pata foi registrado, sendo esse tempo considerado
como indicativo de nocicep¢do. Com base no padrido de respostas foi possivel
estabelecer dois periodos: fase neurogénica - primeiros cinco minutos e fase
inflamatoria - 15-30 minutos apods a injecdo de formalina. A atividade antinociceptiva

foi avaliada pela reducdo do tempo (segundos) que o animal lambeu a pata.

4.10 Edema de orelha de camundongo induzido por capsaicina (SANCHEZ &
MORENO, 1999):

Este ensaio consiste na administracdo local (orelha direita) de 20 uL de uma
solucao de capsaicina diluido em acetona (12,5 mg/mL), 1 hora apos a administracdo
oral do extrato, fragdes, isorramnetina, fairmaco padrdo (indometacina) ou veiculo-
salina. O ensaio ¢ caracterizado por uma reposta inflamatéria aguda da orelha, com
desenvolvimento de edema. Os animais foram sacrificados e suas orelhas pesadas para
obten¢do do indice de inflamagao (II), e em seguida os pesos das orelhas inflamadas
(OI) foram comparados com os pesos da orelha contra-lateral (OC) que nao foi tratada
com o agente flogistico. O II se da pela subtragdo do peso da OI pelo peso da OC,

dividido pelo peso OC, multiplicado por 100. A atividade antiinflamatoria foi avaliada
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pela percentagem de inibigdo do edema (IE): o indice de inflamagdo do grupo tratado
(ITt) foi dividido pelo indice de inflamag¢do do grupo controle (Ilc), multiplicado por
100. Esse valor vai ser subtraido de 100 e assim obteve-se o indice de inibigdo do
edema.
[I=01-0C x 100%  IE=1tx 100% - 100
oC Ilc

4.11 Ensaio de peritonite induzida por Tioglicolato 3% (De SOUZA & RIBEIRO-
DA-SILVA, 1998; SMITH, DENHARDT & TERMINELLI, 2001):

Os animais foram tratados 40 min antes da administragdo de 1,0 mL de
tioglicolato 3%. A peritonite avalia a migracao leucocitaria, por meio da contagem de
leucocitos (x 10°/mm’) presentes no exsudato liberado na cavidade peritoneal. Apés 4h,
os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e imediatamente submetidos a
cirurgia para abertura do abdomen e a cavidade peritoneal foi entdo lavada com 3 mL de
uma solugdio HANKS (HBSS, livre de Ca®" e Mg®"). Depois de massagem manual
suave, o exsudato foi recuperado e o volume foi medido. O liquido foi coletado e a
contagem dos leucdcitos (polimorfonucleares PMNL) presentes no exsudato coletado
nas cavidades abdominais foi realizada em cidmara de Neubauer, diluindo as células em
1:20 em azul de tripan. Os resultados foram expressos em células x 10°/mL. A atividade

antiinflamatoria foi avaliada pela redu¢do do niimero de células no lavado.

4.12 Ensaio de catalepsia (SANBERG et al.; 1988):

O animal foi colocado com as duas patas dianteiras sobre uma barra horizontal
de vidro a uma altura de 5 cm do chao. O tempo que o animal ficou nessa posicao foi
cronometrado at¢ 300 s em cada medi¢do. O estado cataléptico foi considerado

concluido quando o animal retirou as patas da barra ou quando ele subiu na barra. A
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medigdo foi realizada nos tempos 30, 60, 120, 180 e 240 minutos ap6s a administragao
do extrato, fragdes, isorramnetina ¢ do fArmaco padrao (haloperidol). A atividade central

foi avaliada pelo aumento do tempo do animal (segundos) na posi¢do cataléptica.

4.13 Analise Estatistica:

Os niveis de significadncia entre os grupos experimentais € o controle foram
feitos utilizando-se 0 ANOVA seguido do teste de Dunnet, no tutorial Prisma®. Os
valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média.
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5. Resultados



Ap6s realizacdo da evaporagdo do solvente do filtrado (dgua-mae/ fase soluvel),
a baixa pressdo em aparelho rotatorio, de todas as 7 fragdes obteve-se as fragdes
concentradas e homogéneas (Fig. 12). Através de analises através de técnicas
espectroscopicas e espectrométricas, o precipitado foi identificada como 3,5,7,4’-

Tetraidroxi-3’-metoxiflavona (isorramnetina) (25) (Fig. 13) (EPIFANIO, 2007).
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Figura 12. Organograma de obtengdo das fragdes, fase soltivel e isorramnetina a partir do EEB
da espécie A. tomentosum.
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3,5,7,4’-Tetraidroxi-3’-metoxiflavona (Isorramnetina)

Figura 13- Flavonoide Isolado da Casca do Caule da espécie Aspidosperma tomentosum.
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Para avaliar o perfil farmacolégico do EEB, das fragdes e da Isorramnetina,
obtidos da espécie Aspidosperma tomentosum, iniciou-se com o ensaio de contor¢ao
abdominal induzida por &cido acético para deteccdo de atividade antinociceptiva
(COOLIER, DINNEN, SCHINEIDER , 1968).

O EEB, as fragdes e a isorramnetina foram utilizadas na dose de 100mg/ kg,
sendo a dipirona o farmaco padrdo utilizado. Os resultados mostraram que algumas
fragbes ¢ o EEB apresentaram uma inibi¢do da contor¢do abdominal quando
comparados com a dipirona, um analgésico de agdo periférica, que apresentou uma
inibicdo de 64,1% (Tabela 2). O flavonoide isolado isorramnetina, apresentou uma
porcentagem de inibi¢ao do nimero de contor¢des de 42,2%. Este resultado mostra uma
possivel acdo antinociceptiva, uma vez que o EEB, algumas fracdes e a isorramnetina
isolados da A. tomentosum foram capazes de diminuir o nimero de contor¢des

abdominais induzidas pelo 4cido acético.
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Tabela 2 - Efeito antinociceptivo da casca do caule da espécie 4. tomentosum (v.0) no
ensaio de contor¢des abdominais induzido por acido acético.

Substancia N°. de contorgdes Inibicdo
Média + epm (%)
Controle 40,67 £ 1,8 —
Dipirona 14,6 £ 2,18 64,1%*
EEB 19+£2,17 53,3**
Isorramnetina 23,5+ 3,64 42 2%*
Fase Soluvel 30,8 + 3,02 24,8
Hexano 100% 18,6 £2,25 54,7**
Hex:CHCI; 50% 26 £2,45 36,1%*
CHCI; 100% 39,4 +5,37 3,1
CHCI;5:AcEOt 50% 16,4+ 2,09 59,7**
AcEOt 100% 31+£2,07 23,8
CHCl;:MeOH 5% 20 £2,08 50,8**
CHCI;:MeOH 10% 28,8+ 1,83 29,2%

Resultados expressos em média = epm; *p<0,05, **p<0,01; n =7-8; ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Para avaliacao de uma possivel ag¢do central do extrato, fracdes e isorramnetina
isolados da espécie 4. tomentosum foi realizado o teste de placa quente. Neste ensaio, as
fragoes Hex:CHCl; 50%, CHCIl; 100% e CHCIl;:MeOH 5%, apresentaram aumento
significativo no tempo de laténcia do animal na placa quente (Tabela 3). Esses
resultados sugerem uma possivel acdo analgésica central dessas fragcdes. A morfina, um

potente analgésico de acdo central, foi utilizada como fairmaco padrao nesse ensaio.
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Tabela 3 — Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. tomentosum (v.0) no

ensaio de placa quente.

Substancia Leitura Leitura

Pré- Pés-tratamento

tratamento

30min 60min 90min 120min

Controle (goma) 42 +0,7 3,7+0,7 3,7+£0,6 3,7+0,7 47+1,2
Morfina 12,8 £ 0,4%* 10,3 £ 0,8%%* 9,7 £0,7%* 9,7 £0,95%* 12,8 &£ 0,4%*
EEB 43+0,5 4,8+1,8 6,6 £1,2 59+14 6,3+0,9
Isorramnetina 4,1+0,5 47+0,8 44+0,7 3,6t£0,8 72+1,7
Fase Solavel 4,6+0,7 5,0+ 0,7 4,6+0,8 3,1£04 2,9+0,5
Hexano 100% 3,2 +0,7 2,604 3,0£04 2,8+0,5 3,1+£0,6
Hex:CHCl; 50% 4,6+0,3 6,3+0,9 74 +0,7* 7,0+£1,5 73+13
CHCIl; 100% 3,0+£0,6 48+0,6 7,8+0,9* 5,3+0,2 6,3+1,5
CHCIl;:AcEOt 50%  3,9+0,7 43+0,7 3,604 3,3+0,8 3,9+0,8
AcEOt 100% 43=+1,0 2,9+0,5 42+0,6 54+1,4 3,7+£0,6
CHCl;:MeOH 5% 3,2+0,8 8,5+ 1,2** 7,7+1,6* 6,7+1,7 72+1,1
CHCI;:MeOH 10%  4,4+0,8 52412 6,7+0,7 6,9+1,1 6,6+ 1,2

Os resultados estdo expressos em média = erro padrao da média, * p <0,05; **p <0,01; n = 7-8; Teste

ANOVA, seguido do teste de Dunnet.

Com a hipétese de uma agdo antinociceptiva central, foi realizado o ensaio de

placa quente na presenga de um antagonista de receptor opioide para investigar um

possivel mecanismo de acdo via receptores opioides. Para isso foram utilizadas as

fragdes que apresentaram a¢@o antinociceptiva central no ensaio de placa quente, sendo

elas: Hex:CHCl; 50%, CHCI; 100% e CHCl3:MeOH 5%, administradas 20min apds a

administragdo de um antagonista de receptor opioide, a naloxona. Os resultados

mostram que, com a presenca do antagonista opioide, o efeito das fragdes foi abolido,

sugerindo que essas fracdes podem estar agindo via receptores opioides (Tabela 4).

Entretanto, estudos posteriores devem ser realizados para confirmar esta hipotese.
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Tabela 4 - Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. tomentosum (v.0) no

ensaio de placa quente, na presenca da naloxona.

Substancia Leitura

Pré-tratamento

Leitura

Pos-tratamento

30min 60min 90min 120min
12,8 £ 0,4%* 10,3 +£0,8%* 9,7+ 0,7** 9,7+ 0,9%** 12,8 £ 0,4**

Morfina

Morfina+ Naloxona 2,6 +0,5 3,3+0,9 3,8+0,7 2,6+0.,8 3,004
Hex:CHC1;50%+ 2,603 3,7+0,5 1,2+0,2 3,6 £0,8 24+04
Naloxona

CHCI15100%+ 2,604 42+0,5 2,004 3,2+0,6 2,7+0,3
Naloxona

CHCI15:MeOH 5% + 3,2+0,2 3,9+ 0,8 3,0+0,7 3,3+0,5 5,0+1,2

Naloxona

Os resultados estdo expressos em média =+ erro padrio da média, * p < 0,05, **p <0,01; n = 7-8; Teste
ANOVA.

Para uma melhor avaliacdo da resposta antinociceptiva, o EEB, as fracdes e a
isorramnetina obtidos da 4. tomentosum, foram submetidos ao ensaio de nocicepgao
induzida por formalina. Nesse ensaio o EEB suas fracdes e a isorramnetina
apresentaram resultados significativos na primeira fase do ensaio (fase neurogénica),
mostrando que a 4. tomentosum pode modular a resposta nociceptiva. Na segunda fase
(inflamatoria), apenas o EEB, isorramnetina e as fragdes CHCl; 100% e CHCl;:MeOH
5% foram capazes de inibir o tempo de lambida da pata do animal (Tabela 5).

A fracdo CHCI; 100% foi a fragdo com melhor desempenho nas duas fases do
ensaio (tempo de laténcia médio de 6ls e 75s na primeira e segunda fase,
respectivamente). O flavonoide isorramnetina apresentou um melhor desempenho na
segunda fase do ensaio, apresentando um perfil antiinflamatorio. O farmaco padrio
utilizado neste ensaio foi a indometacina, apresentando um melhor desempenho na fase

inflamatoria, com 56,1% de inibi¢cdo do tempo de lambida do animal.
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Tabela 5 — Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. tomentosum (v.0) no

ensaio de formalina.

12 fase 12 fase 2@ fase 2@ fase
Substéncia (neurogénica) Inibicdo  (inflamatéria) Inibicdo

Tempo (s) (%0) Tempo (s) (%0)
Controle 82,83 +£5,65 --- 215,7 +£24,03 -
Indometacina 59,36 £ 8,10 23.,4% 94,61 + 24,41 56,1%*
EEB 39,60 +£2,40 55,0** 75,80 £29,68 64,8**
Isorramnetina 59,40 + 6,30 35,7** 55,60 + 32,68 74,2%*
Fase Soluvel 41,80 + 3,43 52,3** 139,60 + 10,44 35,3
Hexano 100% 59,20 + 4,40 31,8** 195,00 + 28,20 9,6
Hex:CHCl; 50% 62,75+ 3,90 24,2%* 204,50 +£42,42 5,2
CHCI; 100% 35,50 £ 7,04 57,1** 51,25 +19,35 76,2**
CHCl;3:AcEOt 50% 46,00 £ 5,21 49,6** 131,2 £ 18,37 39,2
AcEOt 100% 56,00 £ 2,80 32,4** 128,8 £ 9,75 40,3
CHCl;:MeOH 5% 59,60 +£3,71 31,8** 84,60 + 27,75 60,8**
CHCI5:MeOH 10% 42,20 £+ 2,60 52,0%* 177,80 + 16,28 17,6

Resultados expressos em média = epm; *p<0,05, **p<0,01. n = 7-8; ANOVA, seguido do teste de Dunnet

Para avaliar o efeito antiinflamatorio, foi realizado o ensaio de edema de orelha
induzida por capsaicina. Neste ensaio algumas fragdes apresentaram uma inibi¢ao
significativa do edema induzido por capsaicina, sendo a fragdo em CHCl;: AcOEt 50%
a fracdo mais ativa, com 64,2% de inibi¢ao do edema. O farmaco padrao utilizado foi a
indometacina que apresentou uma porcentagem de inibicdo de 79,2%, sugerindo um

perfil antiinflamatoério da A. tomentosum (Tabela 6).
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Tabela 6 — Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. ftomentosum (v.0) no
ensaio de edema de orelha induzido por capisaicina.

Substancia % de edema Inibicéo
(%)
Controle 100 + 6,65 ---
Indometacina 20,84 £ 2,17 79,2%*
EEB 58,17+ 6,12 41,8%*
Isorramnetina 75,09 + 17,44 249
Fase Soluvel 87,01 + 13,00 12,9
Hexano 100% 49,74 + 13,99 50,3%*
Hex:CHCI; 50% 60,40 + 10,41 39,6*
CHCI; 100% 43,50 £ 8,87 56,5*
CHCI;:AcEOt 50% 35,80+9,72 64,2*
AcEOt 100% 39,89 +£9,43 59,9*
CHCl5:MeOH 5% 48,60 + 7,34 51,4%
CHCl;5:MeOH 10% 73,69 + 22,85 26,3

Resultados expressos em média =+ epm; *p<0.05; n = 7-8; ANOVA seguido do teste de Dunnet.

Outro ensaio realizado a fim de confirmar a atividade antiinflamatoria da espécie
A. tomentosum foi o ensaio de peritonite induzida por tioglicolato a 3%. Com excec¢ao
da fragdo AcOEt 100%, as outras fragdes, o EEB e a isorramnetina reduziram
significativamente o numero de células no lavado peritoneal, apos 4 h da administragdo

do estimulo (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. tomentosum (v.0) no ensaio de
peritonite induzida por tioglicolato 3%, em camundongos (n = 7-8). **P < 0,01; Teste ANOVA, seguido
do teste Dunnet.
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As fracdes que apresentaram resultados significativos no teste da placa quente
foram testadas no ensaio de catalepsia. Neste ensaio, o farmaco padrdo utilizado foi o
haloperidol, um antipsicético que age bloqueando receptores dopaminérgicos (D2). O
haloperidol induziu um forte estado cataléptico durante as quatro horas do ensaio. Os
animais tratados com veiculo ¢ com as fracdes Hex: 50% CHCl;, CHCI3100% e CHCl;:
MeOH 5%, ndo apresentaram um estado cataléptico, permanecendo na barra até 1 min,
sugerindo que essas fragdes isoladas da espécie A. tomentosum ndo alteram a
capacidade motora do animal (Tabela 7).

Tabela 7 — Efeito antinociceptivo da casca co caule da espécie A. tomentosum (v.0) no
ensaio de catalepsia.

Substancia 30min 60min 120min 180min 240min
Veiculo 5,0+ 0,6 38+1,1 6,6+ 2,6 8,7£2,9 5,7£0,8
Haloperidol 103,2£17,2%** 174,837 3*** 201,6+£36,6*** 230,5+44,0%** 261,8+28,5%**
Hex:CHCl; 10,742,0 22,2495 20,847,5 19,546,3 11,9429

50%

CHCl; 100% 6,3+1,9 4,44+0,6 10,942.5 13,1+4,3 5,840,7
CHCI;:MeOH  6,9+2.,9 7,942,1 11,1£5,1 10,9+3,5 22,1+7,9

5%

Os resultados estdo expressos em média = erro padrao da média. *** p < 0,001; n=7-8; Teste ANOVA
seguido de teste Dunnet.
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6. Discussao
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O efeito antinociceptivo da 4. fomentosum foi investigado com a utilizagdo de
modelos classicos de testes nociceptivos, induzidos por estimulos quimicos e térmicos.
Os efeitos antiinflamatérios podem ser obtidos por uma grande variedade de agentes
quimicos distintos e ndo existe uma correlagdo evidente entre suas atividades
farmacologicas e estruturas quimicas (SERTIE ef al., 1990). Este fato, associado a
complexidade do processo inflamatoério, demonstra que o uso de diferentes modelos
experimentais ¢ essencial nas triagens farmacologicas de protdtipos de farmacos
antiinflamatorios.

O ensaio de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético trata-se de um
ensaio de nocicepgao periférica, onde a irritagdo local desencadeia a liberagdo de varios
mediadores como a BK, substancia P e PGs, bem como citocinas. Estes mediadores irdo
promover estimulagdo e sensibilizacdo das terminagdes nociceptivas primarias,
resultando em intensa nocicep¢do e hiperalgesia inflamatoria sendo uma ferramenta
para a avaliacdo da atividade analgésica e antiinflamatéria de novos compostos
(CUNHA et al., 1991; IKEDA et al., 2001; SHU, GAO & YANG, 20006).

Desta forma, o resultado obtido sugere que o efeito antinociceptivo da A.
tomentosum possa estar relacionado a inibicdo da liberagdo de mediadores e pela
inibi¢do da migracdo de células que provocariam o processo doloroso.

Embora as contor¢des abdominais induzidas pelo 4acido acético representem um
modelo de nocicepcdo periférica, que consiste em estimulos de alta intensidade e a
resposta nociceptiva de curta duragdo, este ndo ¢ um modelo especifico (BRAGGIO et
al., 2002), portanto, a interpretacdo da redug¢do da dor através do estimulo pelo acido
acético, deve ser conduzida de forma cautelosa e levando-se em consideragdo os

resultados de outros testes.
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Uma vez que a espécie 4. tomentosum apresentou atividade antinociceptiva no
ensaio de contor¢do abdominal, buscou-se avaliar sua acdo central em um teste
especifico a agentes de acdo central como o ensaio de placa quente.

O calor ¢ freqiientemente utilizado como um estimulo nociceptivo em modelo de
dor aguda. O modelo da placa quente ¢ muito conhecido por ser sensivel a substancias
que atuam em nivel central. O calor induz efeitos termoceptivos cutineos ¢ a integragao
do estimulo ocorre devido a estimulacao de fibras C ndo-mielinizadas de conducao lenta
(HENDRY, HSIAO & BUSHNELL, 1999). O teste da placa quente caracteriza-se por
apresentar uma resposta rapida ao estimulo térmico conduzindo o impulso ao corno
dorsal da medula espinhal e posteriormente aos centros corticais (DICKENSON &
BESSON, 1997).

E importante ressaltar que quando o animal é colocado sobre a placa fria
(temperatura ambiente), ndo sdo observados os pardmetros comportamentais induzidos
pela alta temperatura.

Neste teste, as fragdes Hex:CHCl; 50%, CHCI; 100% e CHCl;:MeOH 5%, na
dosede 100 mg/kg, foram capazes de aumentar significativamente o tempo de reagdo ao
estimulo térmico, quando comparados ao farmaco morfina, na dose de 15 umol/ kg. O
modelo de placa quente ¢ sensivel a farmacos opioides como a morfina que, a nivel
espinhal, inibe a transmissdo dos impulsos nociceptivos através do corno dorsal (RANG
etal.,2007).

Com a realizagdo do teste de placa quente foi observada uma possivel agdo
central da espécie A. tomentosum, via receptores opiodes. Assim, achou-se interessante
repetir o ensaio de placa quente na presen¢a do farmaco naloxona (2 mg/ kg), um

antagonista de receptores opioides.
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Na presenca da naloxona, as fragoes Hex:CHCIl; 50%, CHCIl; 100% e
CHCIl3:MeOH 5% que tinham apresentado um efeito central, tiveram esse efeito inibido,
sugerindo que a atividade antinociceptiva da A. tomentosum esteja relacionada aos
receptores opioides centrais.

Como as Hex:CHCl3 50%, CHCIl; 100% sao fracdes sequenciais € provavel que
tenham extraidos substancias em comum, pois a polaridade dos sistemas de solventes
permite que os sistemas carrearam, em parte, as mesmas substancias.

A extracdo de flavondides utiliza solventes com polaridade crescente: a primeira
extragdo, geralmente ¢ feita com solvente apolar e retira 6leos, gorduras, esterdis e
pigmentos facilitando a extracdo posterior dos flavonodides. A segunda extracdo feita
com solventes um pouco mais polares, como cloroféormio, permite recuperar as
agliconas livres pouco polares tais como flavonas, flavanonas, isoflavonas e outras
agliconas com alto grau de metilacdo. Aumentando a polaridade do solvente (acetona,
metanol, dgua) se extraem as agliconas, flavonas e flavonois mais polares (Barreto,
Filho & Craveiro, 2005).

A fragdo CHCI; 100% induziu um aumento significativo do animal na placa
quente porém nao induziu resultado significativo no ensaio de contor¢do abdominal.
Nao foram achados na literatura dados que sustente esse comportamento porém, por ter
sua acdo central revertida na presenca da naloxona, existem indicios de sua possivel
acdo via receptores opioides. O mesmo acontece com a fragdo Hex:CHCls 50%, que nao
induziu efeito significativo na segunda fase do ensaio de formalina, mas induziu
resultado significativo no ensaio de placa quente.

Para melhor caracterizar a atividade antinociceptiva da A. tomentosum foi
escolhido o modelo de dor induzida por formalina em camundongos, considerado o

modelo que mais se aproxima da dor clinica (TJOSEN & HOLE, 1997).
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A injecdo de formalina desencadeia intensa nocicep¢ao por estimulacdo direta
dos nociceptores, caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e sacudidas da
estrutura injetada com o agente irritante. Este modelo permite avaliar a resposta de um
animal a dor continua e moderada ocasionada por injuria tecidual. Caracteriza-se por
apresentar resposta ao estimulo quimico na forma bifésica e distinta, sendo a primeira
fase considerada neurogénica e a segunda inflamatéria em resposta a um estimulo
quimico (BRAGGIO et al., 2002).

O EEB, as fragdes e a isorramnetina isolados da espécie A. tomentosum inibiram
a primeira fase do ensaio de nocicepgao induzida por formalina, sugerindo a hipotese
dos efeitos antinociceptivos apresentados serem mediados pela interagdo com receptores
associados a modulagdo e/ou transmissao da dor de origem neurogénica.

Neste teste, o EEB, isorramnetina ¢ as fragdoes CHCl; 100% e CHCl3:MeOH 5%
foram capazes de reduzir a resposta durante as duas fases do processo algésico, sendo a
inibicdo mais pronunciada na segunda fase, revelando uma acdo desses compostos
testados durante o desenvolvimento da dor inflamatdria, sugerindo que a espécie 4.
tomentosum possa estar atuando sobre as terminagdes nervosas periféricas, através da
inibi¢do de COX (ASONGALEM et al., 2004; NOGUEIRA, 2004).

Portanto, neste estudo, o resultado obtido sugere que além da atividade
antinociceptiva, A. tomentosum apresenta também uma acentuada a¢ao antiinflamatoria.

Uma vez que a espécie A. tomentosum apresentou resultado satisfatorio na
segunda fase do ensaio de formalina, sua possivel atividade antiinflamatéria paralela a
acdo analgésica foi testada através dos modelos inflamatorios de edema de orelha

induzida por capsaicina e peritonite induzida por tioglicolato 3% em camundongos.
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O processo inflamatorio caracteriza-se morfologicamente pela saida de fluidos e
de células do sangue para o intersticio, € macroscopicamente, geralmente, desenvolve-
se a formacao de eritema ¢ edema (MORROW & ROBERTS II, 2007).

O modelo de edema de orelha em camundongos induzida por agentes irritantes,
como a capsaicina ¢ um modelo valido para o estudo de substdncias com potencial
antialérgico e atividade antiinflamatoria local. Muitas classes de farmacos, tais como:
antagonistas da BK, antihistaminérgios, antiserotoninérgicos, AINEs e antiinflamatérios
esteroidais podem modular a resposta dependendo da substincia edematogénica
(MANTIONE & RODRIGUEZ, 1990; STERNER & SZALLASI, 1999).

A capsaicina ¢ habil para despolarizar neurdnios sensoriais e corpos celulares, e
para produzir aumento da condutancia e da permeabilidade para calcio (MARSH et al.,
1987). O influxo de cdlcio induzido pela capsaicina também causa liberagdo de outros
neurotrasmissores ¢ neuromoduladores das terminagdes periféricas das fibras sensoriais
(GAMSE, 1982; HOLZER, 1988).

A formagdo do edema em tecidos lesionados ¢ resultado da agdo sinérgica de
varios mediadores inflamatorios, que promovem, além de outros efeitos, aumento da
permeabilidade vascular mediado pelo aumento do fluxo sanguineo local e quimiotaxia.
O desenvolvimento do edema ¢ dividido em duas fases: fase precoce observada em
torno de uma hora, onde ocorre a liberagao de BK, H ¢ 5-HT;; e a fase tardia onde ocorre
a formacao de PGs, que exercem agdo inflamatoria direta e estimulam a liberacdo de
outros mediadores por células presentes no sitio da inflamacao (MICELI ef al., 2005).

O método da peritonite induzida por tioglicolato (3%) permite avaliar a
migracdo leucocitaria para a cavidade peritoneal. A migragdo celular ¢ um dos passos
mais importantes do processo inflamatorio. Células efetoras e regulatorias chegam ao

intersticio através de mecanismo altamente seletivo que envolve a interagdo com o
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endotélio vascular, diapedese através da parede do vaso e migracdo para a lamina
propria (WILLIAMS, 2004). Citocinas inflamatorias, tais como TNFI, IL-1 e IL-6
aumentam a expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais que promoverao a
adesdo de neutréfilos e monocitos circulantes ao endotélio inflamado (SMYTHIES et
al., 2005).

A infiltragdo de leucocitos no local da inflamacdo agrava a reagdo inflamatéria
produzindo quantidades excessivas de enzimas proteoliticas, espécies reativas de
oxigénio, eicosanoides e citocinas, causando danos ao tecido (ROOME et al., 2008).

O tioglicolato ¢ um importante estimulador da migragao leucocitaria (FIEDLER
et al, 2006; MONTESINOS, DESAI & CRONSTEIN, 2006). A injecdo local de
tioglicolato provoca um suave extravasamento, porém mais duradoura acumulagdo de
polimorfonucleares para a cavidade peritoneal apds 4h, mantendo os niveis basais por
até 48h apds sua administracdo. (MELNICOFF, HORAN & MORAHAN, 1989;
MAUREEN, et al., 1999).

A peritonite ¢ uma condi¢ao inflamatdria caracterizada por ativagdo nos sistemas
de cascata (complemento, coagulacdo, cininas, fibrindlise), células (endoteliais,
leucocitos, monocitos, monoécitos) e liberagdo de mediadores (radicais livres de
oxigénio, histamina, ecosanoides, fatores de coagulagdo e citocinas) (TEITAUM, 2006).

No modelo de peritonite induzida por tioglicolato, mastocitos e macréfagos
atuam no aumento de permeabilidade vascular (KOLACZKOWSKA et al., 2002). De
acordo com a resposta inflamatoria apresentada sugere-se que o tratamento dos animais
com A. tomentosum esteja inibindo o mesmo perfil celular, praticamente abolindo o
influxo de células polimorfonucleares para o tecido.

Considerando que o teste de contor¢des abdominais, assim como outros modelos

de nocicepcdo como o teste de placa quente e de dor induzida pela formalina,
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fundamenta-se na mensuracdo de respostas motoras dos animais, resultados falso
positivos poderiam ser obtidos caso ocorresse incoordenagcdo motora por sedacado,
depressdo do S.N.C e/ou relaxamento muscular, foi investigado se o tratamento dos
animais com A. tomentosum estaria causando. Assim, foi realizado o teste de catalepsia.

Viérios relatos indicam que os antipsicoticos administrados aos roedores induzem
comportamentos catalépticos, sendo esse efeito relacionados a diminuicao da atividade
de dopamina estriatal (HORNYCKIEWICZ, 1973).

Um mecanismo importante na regulacdo da atividade dopaminérgica ¢ a
atividade dos autoreceptores encontrados nos receptores dopaminérgicos terminais.
Hoje, ¢ amplamente aceito que autoreceptores mediem a liberagdo de dopamina estriatal
e sdo controlados em parte pelo sistema muscarinico. Ono et al., (1992) relataram que
PGs podem participar em indu¢do de comportamentos catalépticos, podendo alterar o
limiar para a génese de catalepsia por criar um desequilibrio no sistema estriatal através
da modula¢ao de autoreceptores dopaminérgicos.

O tratamento com as fragdes Hex:CHCl; 50%, CHCl; 100% ¢ CHCI3:MeOH 5%,
obtidos da espécie A. fomentosum ndo alterou nenhum dos parametros avaliados no teste
catalepsia, como também ndo aumentou o tempo de permanéncia das patas dianteiras do
camundongo na barra. Estes resultados excluem a hipdtese de acdes sedativas ou
depressoras do SNC ou interferéncia na capacidade motora dos camundongos, dando
indicios de que as fragdes significativamente ativas no ensaio de placa quente estejam
agindo via receptores opioides.

Este estudo sugere que a espécie A. tomentosum apresenta efeito antinociceptivo,
que pode ser detectado em modelos de estudo baseados em estimulo nociceptivo
quimico, como a formalina e o 4acido acético, e também em modelo com estimulo

térmico (placa quente). Indicam, também, uma atividade antiinflamatoria demonstrada
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nos testes de edema de orelha induzida por capsaicina e peritonite induzida por
tioglicolato.

Os resultados do presente trabalho indicam que os efeitos antiinflamatorios da 4.
tomentosum, possivelmente se devem a efeitos inibitorios sobre a liberagdo de
histamina, serotonina; pela inibi¢do da formag¢do de PGs e/ou sobre seus receptores.
Essa hipotese explicaria a capacidade do EEB e fra¢des da A. tomentosum de reduzir a
reatividade a dor e a formagao do edema e também sua capacidade em inibir a migragao
leucocitaria. Estes resultados também apontam para uma possivel a¢do antinociceptiva
mediada via receptores opioides.

Dentre as substancias identificadas a partir de plantas, os flavonoides
representam uma das mais importantes e interessantes classes de substincias
biologicamente ativas. Tem sido relatado que os flavonoides s3o bons agentes
antioxidantes ¢ antiinflamatorios (MEOTTI et al., 2006; WILLAIN-FILHO et al.,
2008), como a quercetina e miricetrina, € que podem induzir apoptose de células
cancerosas. Os flavonoides sdo capazes de inibir as enzimas COX e lipoxigenase
(ODONTUYA, HOULT & HOUGHTON, 2005). Outra propriedade antiinflamatoria de
flavonoides ¢ a sua capacidade de inibir a degranulacdo sugerido de neutrdfilos
(NIJVELDT et al., 2001). Além disso, existem estudos que mostram que certos
flavonoides, como daidzeina, genisteina, isorramnetina, kaempferol, quercetina,
naringenina e pelargonidina, podem regular a producdo de NO em resposta a estimulos
inflamatérios (HAMALAINEN et al., 2007).

Os resultados de uma possivel agdo antiinflamatdria apresentada pelo flavonoide
isorramnetina, demonstrada nesse trabalho, corroboram com os dados da literatura de
atividade antiinflamatéria dos flavonoides, inclusive a propria isorramnetina, revelada

como principio ativo antiinflamatdrio de espécies do género Rhamnus L., e sugere que

75



uma o possivel mecanismo ocorra através da inibicdo da liberagdo de histamina de
mastdcitos peritoneal (WEI et al., 2001).

Possiveis a¢des sugeridas nesse trabalho podem ser elucidadas com a realizacao
de outros ensaios posteriores que permitiriam avaliar os possiveis mecanismos de a¢ao
envolvidos com sinais da inflamagdo e analgesia inibidos pelos tratamentos com A.
tomentosum. Tais estudos posteriores poderdo responder se esta espécie ¢ efetivamente
um agente potencial na pesquisa de novos farmacos com agdo analgésica e

antiinflamatoria.
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7. Conclusoes e Perspectivas



Os dados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que o EEB, as fracdes e
o flavonoide identificado como Isorramnetina, obtidos da espécie Aspidosperma

tomentosum sdo capazes de modular a resposta antinociceptiva e antiinflamatoria aguda.

As atividades antinociceptiva e antiinflamatoéria contribuem para o estudo
etnofarmacolégico da espécie Aspidosperma tomentosum, visando a identificacdo de
novos prototipos de farmacos analgésicos e antiinflamatérios, oriundos de plantas

brasileiras.

Como perspectivas, outras partes desta planta serdo estudadas quimica e
farmacologicamente, visando a busca de fragdes e/ou substincias ativas como
antinociceptivas e antiinflamatorias.

Os resultados obtidos neste trabalho podem dar suporte ndo somente a outros
trabalhos com produtos naturais e/ou plantas de uso medicinal, como também, a
pesquisa por novos farmacos analgésicos e antiinflamatérios, que ainda existe um
aspecto de interesse na pesquisa farmacéutica atual, principalmente no que se refere a
busca por substancias que possuam tais atividades aliadas a efeitos adversos reduzidos,
possibilitando assim uso no tratamento de doengas inflamatérias cronicas, que exigem

longos periodos de tratamento farmacologico.
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