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RESUMO

As dores e as inflamacdes, especialmente as cronicas, estdo envolvidas em
uma gama de patologias, levando um grande numero de pacientes diariamente a
consultérios médicos e diminuindo a idade economicamente ativa da populagao.
Atualmente existe uma busca crescente por novas drogas analgésicas e
antiinflamatorias, seja motivada por distorgbes na efetividade do arsenal
atualmente empregado, seja pelos altos custos envolvendo o desenvolvimento e
producado de medicamentos. O presente trabalho propde a prospecgédo por novos
analgésicos e antiinflamatorios através da analise “in vivo” de extratos etandlicos
obtidos de plantas medicinais comuns no Brasil, como o do caule da
Tabernaemontana catharinensis (37,5; 75; 150 mg/Kg), e folhas de Serjania
erecta (75; 150; 300 mg/Kg) e Zeyheria montana (75; 150; 300 mg/Kg),
devidamente selecionadas por suas propriedades farmacoldgicas e fitoquimicas
e/ou atividade terapéutica potencial. Através de bioensaios convencionais, como o
teste de contorcbes e edema de pata em camundongos Swiss ou “Hargreaves”
em ratos Wistar, foi possivel atestar o efeito analgésico periférico para os extratos
etandlicos das plantas mencionadas e central para o caso da T. catharinensis,
bem como a atividade antiinflamatdria deste ultimo. As analises fitoquimicas
preliminares do extrato de T. catharinensis, através de cromatografia em camada
delgada (CCD), revelou a presenga de alcaldides indolicos e triterpenos,
provavelmente 0s responsaveis pelas atividades farmacoldgicas
supramencionadas. Com efeito, a exploracdo de nossa biodiversidade pode
revelar um grande somatorio de drogas uteis, de diferentes naturezas quimicas,
mecanismos de acgéo e fontes biologicas, comercializadas na forma convencional
ou ainda como fitoterapicos, que sejam potencialmente mais eficientes e menos

onerosas que as atualmente empregadas.

Palavras-chaves: Analgésicos; Antiinflamatérios; Bioprospecgédo; Extratos

vegetais; Serjania erecta; Tabernaemontana catharinensis;, Zeyheria montana.



ABSTRACT

Pain and inflamatory process, particulary those chronic ones, are often linked to
several diseases and to continuous public health problems. In recent decades, the
search for new antiinflammtory and analgesic drugs has been increased by actual
drugs costs or efetivness. In this work, we evaluated antiiflammatory and analgesic
potential of ethanolic extracts from Tabernaemontana catharinensis (37,5; 75; 150
mg/Kg), Serjania erecta (75; 150; 300 mg/Kg) and Zeyheria montana (75; 150; 300
mg/Kg) plants. By means of suitable bioassays, model of abdominal writhing in
mice; Hargreaves test in rats or Carregeenan-induced mice paw edema we
confirmated the visceral analgesic activity of those ethanolic extracts, as weel as,
the central analgesic and antiinflammatory activity to those from T. catharinensis.
Our preliminary phytochemical analysis showed that the ethanolic extract of T.
catharinensis is a rich source of alkaloids and tripernoids, probably the agents
responsible for those pharmacological activities. Thus, the search for new
compouds from differents biological sources, chemical natures or different mode of
actions could be an attractive alternative to development of new drugs more

effective or cheapers than the actual one.

Keywords: Analgesic; Antiinflammatory; Bioprospection; Plant extracts; Serjania

erecta; Tabernaemontana catharinensis; Zeyheria montana.
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1 INTRODUGAO

1.1 Dor e Inflamagao

O processo inflamatério € definido como uma resposta exagerada e
complexa do tecido conjuntivo vascularizado, que gerado pela presenga de um
agente lesivo, garante o acumulo de fluido e leucécitos nos espacos
extravasculares, na tentativa de limitar ou eliminar os danos tissulares causados
pela lesdo. A inflamagdo aguda € uma resposta imediata e de curta duragao, cujas
principais caracteristicas sdo as alteragdes no calibre e permeabilidade vascular,
garantindo um aumento do fluxo sanguineo local e migracdo de leucdcitos,
levando ao edema, dor e rubor. A inflamacgao cronica caracteriza-se pela duragao
prolongada, pelo quadro proliferativo, dores persistentes, pela destruigao tecidual
e as tentativas de cicatrizagdo (GILMAN, 1996; DAVID ; LLOYD, 2001; OSADEB ;
OKAYE, 2003).

A dor € um dos eventos mais caracteristicos do quadro inflamatorio. De
acordo com a Organizacéao “International Association for the Study of Pain (IASP)”
o processo de dor pode ser definido como “Uma desagradavel experiéncia
sensitiva e emocional associada com danos reais ou potenciais do tecido ou
descrita em termos de tais danos” (STRANG et al., 2004), o que em outras
palavras, qualifica a dor como uma entidade patoldgica especifica e ndo apenas
um sintoma, porém de especial valia a sobrevivéncia, pois serve como um alerta
genérico da fisiologia animal (CAILLIET, 1999).

Segundo RANG e DALE (1997) a dor pode apresentar-se de forma aguda

ou crbnica. Para os processos agudos, pode ser entendida em termos de



nocicepg¢ao, um estimulo nocivo excessivo que gera uma sensacao desagradavel
e intensa. Para o quadro crbénico € definida como a dor que persiste por um tempo
maior que a lesdo desencadeante.

Os processos inflamatorios associados a dores persistentes, especialmente
nos eventos cronicos, estdo vinculados a um numero grande de patologias, como
mialgias, artrites e reumatismos (BRASILEIRO FILHO, 2000). Com efeito, os
custos pessoais e econdémico-sociais relacionados a tais processos e doengas sao
geralmente relevantes no Brasil e no mundo, tornando a pesquisa por novas
drogas ou alternativas terapéuticas justificadas neste sentido.

1.2 Analgésicos e Antiinflamatoérios

Os antiinflamatorios e analgésicos sdo farmacos geralmente empregados
no alivio de dores e inflamacgdes, diminuindo os sintomas das desordens teciduais
especialmente nos quadros crénicos (CAPASSO ; LOIZZO, 2000).

Drogas com atividade analgésica e/ou antiinflamatéria podem ser
classificadas como nao-opiodides, derivados do acido salicilico e os esteroidais, e
como opioides, derivados da morfina. As a¢des farmacoldgicas e o mecanismo de
acao sao distintos, os opidides sdo capazes de causar farmacodependéncia,
tolerancia e aliviar dores de alta intensidade, enquanto os nao-opidides nao
produzem dependéncia, porém somente aliviam as dores mais leves (SILVA,
2002).

Os analgésicos e antiinflamatérios n&o esterdides formam um grupo
heterogéneo, com efeitos terapéuticos ou colaterais similares, atuando pela
inibicdo seletiva ou indiscriminada das enzimas ciclooxigenases 1 e 2 (VANE ;

BOTTING, 1990; WOLFE et al., 1999; PETROVIC et al., 2003). Os salicilatos,



principalmente a aspirina, sdo mais uteis no tratamento de cefaléia, neuralgia,
mialgia, disminorréia, artralgia e outras dores de origem tegumentar e inflamatéria,
podendo também aliviar a dor moderada como as secundarias causadas por
trauma, cancer ou de origem pos-operatoria. As lesdes gastricas frequentemente
causadas por tais medicamentos, como o acido acetilsalicilico, vém incentivando a
busca por novas drogas, especialmente as que sejam seletivas para a enzima
ciclooxigenase-2, minimizando assim a ocorréncia do efeito colateral
supramencionado (KATO et al., 2001; WOOQODS et al., 2001).

Contudo, mesmo os avangos mais recentes neste sentido, como as novas
geracdes de antiinflamatérios especificos, como o etoricoxib® (Arcoxia) e o
valdecoxib® (Bextra), ndo representaram sucesso total devido ainda a outros e
novos efeitos colaterais, como altera¢des da funcado renal (FRIESEN et al., 1996;
BONNER, 2002), hipertensao, desequilibrio hidroeletrolitico (MAKAROWSKI et al.,
2002; RAHME et al., 2002), enfartes e acidentes vasculares cerebrais e, mesmo
de menor incidéncia, irritagbes gastrointestinais (WEIR et al., 2002; COPELLI et
al., 2003; HUNT et al., 2003; RAWAT ; JAIN, 2003; RUSSEL et al., 2003).

Outros antiinflamatoérios utilizados atuam de modo distinto dos nao-
esteroidais, agindo num conjunto especifico de enzimas envolvidas na geragao de
mediadores inflamatérios. Os glicocorticoides sdo exemplos desta classe de
antiinflamatérios, tendo uso indicado na supressdo da inflamacdo nas doencas
cronicas como lupus eritomatoso (MULIC et al., 2004), artrite reumatoide (IDE ;
SUZUKI, 2001), doenga pulmonar obstrutiva crénica e doengas alérgicas como

asma bronquica (KUMAR et al., 2005), rinite alérgica e urticaria (BARNES, 1998).



A acdo antiinflamatéria dos glicocorticdides deve-se principalmente ao
aumento da transcricdo de proteinas antiinflamatérias como a anexina, capaz de
inibir a agao da fosfolipase A, reduzindo, consequentemente, o recrutamento de
neutrofilos, eosinofilos e macrofagos para o foco inflamatorio (EMA et al., 1990;
HIROHATA et al., 1999; CAMACHO et al., 2004; MINAMI et al., 2004). Os
glicocorticoides aumentam também a formagéo da interleucina-10, inibindo, pois, a
acéo de eosindfilos e linfocitos T na reacado alérgica (HEIMAN et al., 1997; DUFFY
et al., 2001). Além disso, podem reduzir a transcricdo e limitar a expressédo de
citocinas como da interleucina-3 e 8, diminuindo a liberagédo de histaminas, e ainda
reduzir a expressao das ciclooxigenases (SLIM et al., 2002).

Desafortunadamente, pacientes em uso de tais medicamentos podem
apresentar efeitos colaterais indesejaveis, especialmente quando altas doses da
medicagao e longo tempo de tratamento sao requeridos. Por apresentarem tantos
efeitos paralelos indesejaveis, seu uso deve ser sempre individualizado e
supervisionado periodicamente (ZOOROB ; CENDER, 1998). Pacientes com
hipertensao arterial ou insuficiéncia cardiaca congestiva devem receber atengéo
especial, enquanto, pacientes com risco de osteoporose devem ter suas dietas
suplementadas com calcio, especialmente as mulheres na pds-menopausa.
Perfuracdo e hemorragia gastrointestinal sdo efeitos colaterais graves, enquanto o
uso prolongado de (glicocorticoides pode ainda ocasionar disturbios da
coagulabilidade vascular (ZOOROB ; CENDER, 1998; SILVA, 2002).

Os analgésicos centrais, conhecidos como narcéticos, séo representados,
entre outros, pela morfina e seus derivados, como o tramadol, o fosfato de

codeina, a meperidina, o hidrocloreto de heroina, de metadona e o fentanil e sédo



utilizados para a terapia da dor crénica decorrentes de patologias diversas
(MIRANDA ; PINARDI, 1998). A analgesia proporcionada por esse grupo envolve
interacbes complexas com receptores opiodides em diversas areas do sistema
nervoso central e periférico, promovendo a abertura dos canais de K™ e inibindo a
de canais de Ca™", e com isso reduzindo a excitabilidade neural e a liberagéo de
neurotransmissores (RANG ; DALE, 1997; KATZUNG, 2003). A despeito de sua
eficacia, apresentam sérias desvantagens, como indugcdo de depressao
respiratéria, dependéncia fisica e psiquica, além de tolerancia farmacoldgica. Esta
classe de drogas analgésicas atua sobre os receptores opidides endogenos
(PFEFFERBAUM ; HAGBERG, 1993), presentes em estrutura espinhais e supra-
espinhais (OLSON et al., 1998; SATYANARAYANA et al., 2004), envolvidos na
acao dos compostos enddgenos encefalinas, dinorfinas e endorfinas.

Na pratica clinica existe uma grande procura por novas drogas na geréncia
de dores agudas ou crdnicas, malignas ou ndo, associadas a processos
inflamatorios ou ndo. Em nove paises europeus, entre 2001 e 2003, demonstrou-
se uma alta variabilidade nos custos desses medicamentos (DE CONNO et al.,
2005). Devido aos elevados gastos na produgdo de um novo medicamento (cerca
de 350 a 500 milhdes de doblares e um periodo de 10 a 15 anos de pesquisa), ou
mesmo dos ja existentes, o preco final para o consumidor € geralmente elevado.

Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos disponiveis na
terapéutica moderna foram desenvolvidos a partir de fontes naturais, sendo 25%
de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais. Dados da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) demonstram que cerca de 65 a 80% da populagéo

mundial ndo tem acesso ao atendimento primario de saude e recorre a medicina



tradicional, especialmente as plantas, na procura de alivio para muitas doencas
(YUNES ; CALIXTO, 2001).

Aliado a isso, a busca sempre continuada por novas drogas representa
alternativa atraente para o progresso clinico, especialmente no que tange ao
tratamento de doencas associadas a dor e inflamagdo, ou a elas propriamente
ditas, garantindo por vezes avangos na qualidade e no controle de pregos dos
farmacos. As plantas possuem a capacidade de produzir compostos que podem
provocar alteragdes farmacoldgicas nos organismos vivos. Devido a alta variedade
de produtos e ainda variadas atividades farmacologicas, do ponto de vista
farmacéutico, o maior interesse deriva ainda de nossa rica biodiversidade, onde
inumeras espécies carecem de estudos para busca biotecnolégica de novas
drogas (SIMOES et al., 2004).

Considerando as limitagdes supramencionadas de seguranga, custos e
efetividade dos farmacos antiinflamatérios e analgésicos de uso convencional,
bem como os enormes prejuizos pessoais e econdmico-sociais das doencgas
inflamatorias cronicas, ressalta-se a necessidade de alternativas atraentes na
busca por novos compostos, incluindo os de origem vegetal. Para tanto, novas
propostas, como a ora estabelecida, s&o necessarias para o desenvolvimento de
drogas mais seguras e eficientes que as atualmente empregadas, seja através de
seu uso como o convencional ou de modo mais atraente, como fitoterapicos.

1.3 Plantas Medicinais e Metabdlitos Ativos

Desde a remota idade antiga, as plantas s&o utilizadas como fonte de

medicamentos para o tratamento das enfermidades que acometem a espécie

humana. Os suméricos por volta de 4000 a.C., através de escritas cuneiforme em



placas de barro, registraram o uso de plantas como remédios, incluindo o tomilho,
opio, alcaguz e mostarda (BALBACH, 1980). Na civilizagdo egipcia surgem os
primeiros textos médicos, destacando o Papiro de Ebers, onde sdo encontradas
cerca de oitocentas receitas e referéncias a mais de setecentas variagdes como a
babosa, absinto, hortela, mirra, dentre outras (ALMEIDA, 1993).

Para que haja uma melhor compreensao acerca da atividade terapéutica
das plantas é necessario conhecer os seus metabdlitos, compostos quimicos
formados, degradados ou simplesmente transformados por reagdes quimicas na
célula vegetal. Os chamados metabdlitos secundarios garantem vantagens na
perpetuacdo da espécie e na sua sobrevivéncia como, por exemplo, na defesa
contra herbivoros e microorganismos, protegdo contra raios ultravioleta e atragéao
de polinizadores (SIMOES et al., 2004).

Compete a Farmacognosia e outras ciéncias o estudo dos produtos
naturais, entendidos como aqueles compostos organicos de origem natural,
especialmente ao que se refere aos ditos metabdlitos secundarios. Notadamente a
terapéutica moderna alcangou uma enorme gama de medicamentos com agdes
especificas, sobre receptores, enzimas e canais idnicos, impulsionada, sobretudo,
por um conhecimento prévio e alargado dos trabalhos envolvendo a
Farmacognosia e o uso de produtos naturais (YUNES ; CALIXTO, 2001; SIMOES
et al., 2004).

Da variedade de metabdlitos secundarios existentes, sera enfatizado abaixo
os metabdlitos mais comuns e relevantes nas plantas estudadas neste trabalho,

Tabernaemontana catharinensis, Serjania erecta e Zeyheria montana:



Alcaloides: sao bases organicas nitrogenadas, ciclicas, onde o nitrogénio
apresenta numero de oxidagdo negativo e, comumente, carater alcalino. A
biossintese dos alcaldides sempre inclui pelo menos um aminoacido. Se o
nitrogénio esta ligado a um anel heterociclico o composto é considerado como
alcaldide verdadeiro, e caso o nitrogénio ndo pertenca ao sistema heterociclico é
entdo denominado de protoalcaldide, enquanto, se o composto nitrogenado nao
for derivado de aminoacido, o mesmo é chamado de pseudoalcaldide (SIMOES et
al., 2004).

A morfina (Figura 1), discutida acima, € um alcaldide isolado do Papaver
somniferum L. (Papaveraceae), com caracterizada agdo analgésica central

(TAKAYAMA, 2004).

Figura 1: Estrutura quimica da
morfina.

Fonte: MONTANARI e BOLZANI,
2001.

A capsaicina (Figura 2) € um alcaldide restrito ao género Capsicum com
grande importancia medicinal, com atividades antiinflamatorias, antitumorais,

analgésicas e antioxidante comprovadas (PRASAD et al., 2006).

Figura 2: Estrutura quimica da capsaicina.

Fonte: http://www.benbest.com/nutrceut/phytochemicals.html




Os alcaldides inddlicos possuem atividades biologicas importantes, sendo
que, muitas plantas que os contém sao inclusive consideradas toxicas. A maioria
destes compostos € encontrada em trés familias: Loganiaceae, Apocynaceae e
Rubiaceae, com inumeros representantes com atividade analgésica e
antiiflamatoéria. Dentre varias atividades comprovadas pode-se citar a
contraceptiva, antitumoral, antimalarica, anti-HIV, bactericida, leishmanicida e
antiinflamatéria (SIMOES et al., 2004; ANDRADE et al., 2005).

Flavondides: O termo engloba um grupo de compostos polifenélicos
complexos que apresenta uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos (A e B) e um heterociclico oxigenado (Anel C) (Figura 3). Séao
encontrados naturalmente numa grande variedade de alimentos de origem vegetal
como frutas, sementes, flores e folhas, e que fazem parte da dieta humana

(YUNES ; CALIXTO, 2001)

OH
@ Figura 3: Estrutura quimica de um
flavonadide tipico.

HO (o]
@ C
Fonte:

http://www.schulemachtzukunft2006-
OH 105.de/pix/flavonoid.ipa

Possui uma grande variedade de efeitos biologicos, incluindo acao
antibacteriana, antiviral, antioxidante, anticancerigena e antihipertensivo (KUETE
et al., 2007; LIMA-LANDMAN et al., 2007; YE et al., 2007).

A atividade antiinflamatéria conferida pelos flavondides, incluindo aqueles
encontrados em cha, constituidos principalmente pela rutina e catequina, €

explicada pelo seu efeito inibitorio sobre o metabolismo do acido araquidénico. De



fato, a atividade antiinflamatoria conferida por alguns tipos de flavondides se deve
a inibicdo da producao de prostaglandina E2 (DELPORTE et al.; 2005; HAN et al.,
2005). Um estudo de RAO et al., 2003 utilizando ratas demonstra que a ternatina,
flavondide isolado da Egletes viscosa Less, possui alta atividade antiinflamatéria e
antioxidante. A planta Scutellaria radix possui o flavondide wogonina que atua na
supressdo da ciclooxigenase 2, demonstrando boa atividade antiinflamatéria e
analgésica (SILVA et al., 2002).

Taninos: S&o substéncias fendlicas soluveis em agua, podendo, contudo,
formar complexos insoluveis em &agua com alcaldides e proteinas. S&o
classificados em dois grandes grupos de acordo com a estrutura: Taninos

hidrolisaveis ou condensados (Figuras 4a e 4b) (SIMOES et al., 2004).
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Figura 4a: Modelo estrutural tipico dos taninos
condensados
Fonte: VITAL et al.,2004.
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Figura 4b: Modelos estruturais tipicos dos taninos
hidrolisados.

Fonte: QUEIROZ et al.,2002.

De acordo com ASRES et al., (2006) os taninos possuem agao bactericida,
fungicida, antitumoral e antiviral, podendo ajudar no processo de cicatrizagao,
queimaduras e inflamagdes através da formagdo de uma camada protetora,
complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo. Sobre o local injuriado ocorre
reestruturacéo do epitélio e formagado de novos vasos (HERRERO et al., 2004;
SIMOES et al., 2004; YU et al., 2007).

Na medicina popular, a Limonium brasiliense, € utilizada no combate a
processos de inflamacgao uterina e ovariana o que levou ao estudo de MOURA et
al., 1985. Neste estudo usou-se o extrato etandlico da L. brasiliense no teste de

edema de pata induzido por carragenina, comprovando a eficacia dos taninos



presentes nas raizes da planta como inibidores do edema na dose de 250 mg/kg
por via intra-peritoneal, e, portanto, como substdncias com atividade
antiiflamatoria.

Terpenos: sao hidrocarbonetos isoméricos de formula geral C10H16 (Figura
5). Considerando a unidade terpénica como tendo 10 atomos de carbono segue-
se entdo a nomeclatura: Monoterpenos, 10 carbonos; sesquiterpenos, 15

carbonos; diterpenos, 20 carbonos e triterpenos 30 carbonos (ALLINGER et al.,

1978).
OH
’ 0= OH Figura 5: Estruturas quimicas
’ H tipicas de terpenos.
‘ Fonte: VIEGAS JUNIOR,
2003.
Linalol Citronelal Mentol

Possuem agdes farmacologicas tais como anestésica, analgésica,
antiinflamatoria, antibacteriana, anti-histaminica, antitumoral e citotoxica (OSADEB
; OKOYE, 2003; FU, et al., 2005; REYES et al., 2006).

A titulo de exemplificagdo, a Commiphora molmol Engler, conhecida
popularmente como Mirra, é utilizada no tratamento de inflamagdes bucais,
cicatrizacio de feridas e dores musculares e reumaticas, sendo altamente rica em
terpenos e sesquiterpenos (HANUS et al., 2005).

Saponinas: pertencem ao grupo dos heterosideos, possuindo uma molécula

de acgucar ligada na fragdo aglicona, entretanto, se caracterizam por terem suas



gliconas ligadas a agucares que sejam diferentes da glicose (Figura 6). Possuem a
caracteristica propriedade fisico-quimica de saponificar substancias lipossoluveis.
Suas acgbes farmacologicas mais comuns s&o a expectorante, diurética,
antiinflamatoria, analgésica, anti-anémica e larvicida (CHAPAGAIN et al., 2007; LI

et al., 2007; OLADIJI et al., 2007; SPERONI et al., 2007).

Figura 6: Estrutura quimica
tipica de uma saponina.

Fonte: NEGRI, 2005.

A alcaguz, Glycyrrhiza glabra L., € uma das plantas mais comumente
usadas na medicina oriental no tratamento de doengas alérgicas, disturbios
inflamatorios e ulceras gastricas. A saponina predominante é a glicerrizina, de alto
poder antiinflamatorio, conforme descrito no estudo de HERALD et al., (2003). De
acordo com SATO et al., (2006) o extrato das sementes da Aesculos turbinata
ricas em cumarinas e saponinas, inibiram a acédo da ciclooxigenase em testes in
vivo e in vitro, por exemplo.

1.3.1 Tabernaemontana catharinensis

A planta T. catharinensis (Figura 7) pertence a familia Apocynaceae, género
Tabernaemontana L., tribo Plumeriae Endl, se¢cdo Peschiera Mull.Arg, espécie
Tabernaemontana catharinensis A.DC. (FLORA BRASILIENSIS, 2006).

Popularmente, é conhecida como leiteiro de vaca, sendo encontrada na Argentina,



Paraguai e também no cerrado brasileiro e Bolivia (LEEUWEMBERG, 1994). A
planta Tabernaemontana é uma arvore que atinge em torno de 2 metros de altura,
caracterizada pelo latex abundante em suas partes aéreas (TAESOTIKUL et al.,
1989). As cascas das raizes dessa espécie sdo usadas popularmente como
antivenenos em mordedura de serpentes. Possui como sinonimias T. affinis, T.
hilariana e T. australis (PEREIRA, 1999).

O género Tabernaemotana € conhecido pelo alto teor de alcaldides
inddlicos, compostos que possuem significante atividade antiinflamatoria e anti-
nociceptiva, tendo comprovagdo em testes farmacolégicos com as espécies
Tabernaemontana pandacaqui (TAESOTIKUL et al., 2003) e a Tabernaemontana
pachysiphon (INGKANINAN et al, 1999). A subfamilia Apocynoideae é
caracterizada por acumular grandes quantidades de glicosideos esteroidais.
Outros metabdlitos secundarios presentes sdo triterpenos e esterdides. Varias
espécies ricas em alcalbides e triterpenos pertencentes a familia Apocynaceae
possuem efeito antiinflamatorio e antinociceptivo, como demonstrado pelo extrato
metandlico de folhas secas da Alstonia macrophylla Wall. Os alcaloides
acuamidina, acuamina, acuamicina e pseudo-cuamigina isolados do extrato de
sementes da Picralima nitida e o esterdide velotinol presente na Mandevilla
velutina, e os flavondides da Mallotus peltatus também possuem os efeitos
supracitados (MENZIES et al., 1998; ARUNACHALAM et al., 2002; DUWIEJUA et
al., 2002; CHATTOPADHYAY et al., 2006; MATTOS et al., 2006).

Algumas das atividades farmacoldgicas apresentadas pelos alcaldides
presentes neste género s&o: cardiotbnica (vocoamina), hipoglicémica

(coronaridina), analgésica (conofaringina), antitumural (camptotequinta), entre



outras (PEREIRA, 1999). Ha que se mencionar ainda a inibigdo do alastramento
da leishmaniose e inibigdo da enzima acetilcoloinesterase por alcalbéides indolicos
da T. catharinensis, como outros exemplos de atividades importantes (ANDRADE
et al., 2005; SOARES et al., 2007;). O alcaldide quartenario encontrada na mesma
espécie, 12 metoxi-4metilvoachalotina, possui elevada inibicdo da atividade letal
decorrente do envenenamento ofidico por Crotalus durissus terrificus (BATINA et
al., 2000). Os triterpenos possuem atividade antimalarica (Bruceantin) (GUO et al.,

2005); citotoxica (GAUTHIER et al., 2006) e antiinflamatodria (DE FELICE et al,,

2006) entre outras.

Figura 7: T. catharinensis da colegéo
de plantas medicinais da Unidade de
Biotecnologia da Unaerp.

Fonte: Acervo pessoal

1.3.2 Serjania erecta
A S. erecta (Figura 8) é integrante da familia Sapindaceae, género Serjania

Shumach, tribo Paullinieae Kunth, segao Pachycoccus, espécie Serjania erecta



Radlk. (FLORA BRASILIENSIS, 2007). Possui como sinonimias os nomes
Paullinia grandiflora e Serjania grandiflora, sendo conhecida popularmente como
cinco-folhas e timbé-do-campo (RECOR, 2007)

Tipica do cerrado brasileiro, suas folhas sdo usadas na medicina popular
para o tratamento de Ulceras e infec¢des fungicas (FENNER et al., 2006), sendo
rica em saponinas, flavonéides e taninos.

Na familia Sapindaceae, espécies que possuem efeito antiinflamatoério e
antinociceptivo sdo descritas em estudos com o extrato hidroalcélico das folhas da
Dodonaea viscosa e da Litchi chinensis Gaertn (BESRA et al., 1996; KHALIL et al.,
2006)

As saponinas encontradas em outra espécie de Serania, a S.
salzmanniana, possuem atividade antifungica comprovada contra Cryptococcus

neoformans e Candida albicans (EKABO et al., 1996)

Figura 8: Fotografia de S. erecta
(cinco-folhas).

Fonte: Ligia Moraes (UNAERP).




1.3.3 Zeyheria montana

A Z. montana (Figura 9) pertence a familia Bignoniaceae, género Zeyheria
Mart., tribo Tecomeae Endl., espécie Zeyheria montana Mart. possui a sinonimia
de Zeyhera (FLORA BRASILIENSIS, 2007). Conhecida popularmente como bolsa-
de-pastor e bucho (RECOR, 2007). E um arbusto comumente encontrado no
cerrado brasileiro, especificamente na regido central e sudeste do pais
(MACHADO et al., 2006).

Dentre as espécies com a atividade antinociceptiva e antiinflamatéria
pertencentes a familia Bignoniaceae, destacam-se a Kigelia africana e Tabebuia
avellanedae, ambas ricas em flavondides e saponinas, a Incarvillea sinensis, rica
em alcaldides, e ainda a Catalpa bignonioides Walt, rica em saponinas e
esteréides (DE MIRANDA et al., 2001; MUNOZ-MINGARRO et al., 2003; CHI et
al., 2005; PICERNO et al., 2005).

As raizes da Z. montana sao usadas na medicina popular para tratamento
de pele (JACOME et al, 1999) e no tratamento de tumores, sob a forma de
tintura, enquanto, as folhas utilizadas para combater inflamagdes de modo geral

(BERTONI, 2003). Esta espécie produz terpenos e flavondides (MACHADO et al.,

2006).

Figura 9: Fotografia de Z. montana.

Fonte: Prof. Dra. Ana Maria Soares
Pereira (UNAERP).




Finalmente, cumpre ressaltar que a escolha de cada uma das espécies
(T. catharinensis, S. erecta e Z. montana), estda de comum acordo com suas
potenciais propriedades analgésicas e antiinflamatérias, originalidade cientifica e
outros fatores. Neste caso, a selecdo compreende a facilidade de obtencéo e a
ampla distribuicdo destas plantas no territério nacional, analise da caracterizagao
fitoquimica, tendo como premissa a presenca de classes de compostos
fitoquimicos conhecidamente ativos como analgésicos ou antiinflamatorios, analise
do potencial analgésico/antiinflamatério de outros membros da familia e género de

plantas, bem como quanto ao seu uso popular para a atividade fim.



2 OBJETIVO

Avaliar e determinar a capacidade analgésica e antiinflamatoria promovidas
por extratos etanolicos provenientes das espécies vegetais selecionadas
(Tabernaemontana catharinensis, Serjania erecta e Zeyheria montana), comuns
em nossa regidao e Brasil, na colegdo de plantas medicinais da Universidade de
Ribeirdo Preto, por meio de modelos animais e em esquema de dose-resposta.

Foram objetivos especificos deste trabalho:

2.1 Avaliar a atividade antinociceptiva periférica dos extratos etandlicos das
plantas Tabernaemontana catharinensis (casca do caule), Serjana erecta (folhas)
e Zeyheria montana (folhas) através do teste de contorgdo induzido por acido
acético em camundongos Swiss;

2.2 Avaliar a atividade antinociceptiva central do extrato etandlico
proveniente da casca do caule de Tabernaemontana catharinensis, por meio do
teste de Hargreaves em ratos Wistar;

2.3 Avaliar a atividade antiinflamatéria do extrato etandlico proveniente da
casca do caule de Tabernaemontana catharinensis nos testes de edema de pata
de camundongo Swiss;

2.4 Prover a analise fitoquimica preliminar do extrato etandlico da casca do
caule de Tabernaemontana catharinensis por meio de cromatografia de camada

delgada (CCD).



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta dos vegetais e preparagao dos extratos

A T. catharinensis foi coletada no municipio de Assis — SP, em julho de
1996, a S. erecta foi coletada em Araxa — MG, em novembro de 2005 e Z.
montana coletada em Franca — SP, em outubro de 2005. Os extratos vegetais
foram preparados a partir das folhas secas (Serjania e Zeyheria) e da casca do da
casca do caule (Tabernaemontana) moidos de cada espécie vegetal. Utilizou-se
1kg da Tabernaemontana e Zeyheria para 2,5L e 5L de solvente (alcool etilico a
95%), respectivamente, e para a Serjania 200g de folhas para um litro de etanol
absoluto. O material vegetal permaneceu em maceracgao por 24h antes de cada
uma das trés extragdes.

Realizou-se entéo, para cada extracao, a filtracdo seguida do processo de
rota-evaporacdo do etanol, realizando-se, posteriormente a liofilizacdo, a
ressupensdo em agua dos extratos vegetais das espécies descritas para a
execucao dos ensaios farmacologicos.

3.2 Analises Fitoquimicas

Buscando uma melhor analise das classes fitoquimicas de compostos
presentes no extrato etandlico da casca do caule de T.catharinensis realizou-se
uma cromatografia de camada delgada comparativa (CCDC) seguido de revelagao
adequada. Utilizou-se analise duplicada, com duas placas de silica gel PFas4
(Aldrich), ambas com 5 X 10 cm. As fases moveis para cada protocolo foram: A)
Hexano:Acetato de etila (7:3, v/v) e B) Cloroféormio:Metanol (8:2, v/v). Aplicou-se o
extrato diluido as placas seguida das corridas cromatograficas em separado. As

substancias foram visualizadas sob luz utravioleta (254 e 366 nm) (modelo UVGL-



25) e por um segundo método que compreendia a pulverizagdo do reagente
vanilina sulfurica seguida de aquecimento (WAGNER , 1984).

3.3 Ensaios Farmacologicos

3.3.1 Animais

De acordo com os protocolos, foram utilizados camundongos Swiss machos
albinos (18-25 g) ou ratos Wistar machos (150-250 g) provenientes do Biotério
Central da Universidade de Sdo Paulo — USP, do Biotério ANILAB (Paulinia-SP),
ou ainda do Biotério da Universidade de Ribeirdo Preto. Os animais foram
devidamente mantidos em caixas de polipropileno no interior de estantes
isoladoras, com oferta livre de alimentagao e agua, isolamento término, olfativo e
acustico, ar filtrado, ciclo de claro/escuro de 12 horas e temperatura ambiente
constante de 21 + 3°C.

Cumpre ressaltar que os procedimentos relativos aos animais estiveram em
acordo com as normas estabelecidas no Manual de Cuidados e Usos de Animais
de Laboratério, aprovado junto a Sociedade Brasileira de Neurociéncias e
Comportamento. Todo o esforgo fora despendido para que nenhum estresse ou
dor desnecessaria fosse causado aos animais de experimentagdo, bem como para
gue o menor numero possivel de animais fosse utilizado.

3.3.2 Avaliacao da Atividade Antinociceptiva
3.3.2.1 Teste de Contor¢gdo Abdominal em camundongos

Os camundongos Swiss albinos (18-25 g), devidamente habituados, foram
distribuidos entre grupos controle (n=07) ou experimentais (n=07). Os grupos
experimentais foram tratados, via intraperitoneal (ip), com solugdo aquosa do

liofiizado dos extratos etandlicos vegetais (7. catharinensis; S. erecta e Z



montana) em trés diferentes concentragdes (37,5, 75 e 150 mg/kg, para o caso da
T. catharinensis ou 75, 150 e 300 mg/Kg para o caso da S. erecta e Z. montana)
para elaboracdo de curva dose-respostas. Os grupos controle foram tratados com
salina (0,9%; p/v) (100 uL; ip), aspirina (100 mg/kg, por gavagem) e morfina (05
mg/kg, por via subcutédnea), como abalizado pela metodologia descrita por
ASONGALEM et al., (2004). Apos as administragdes em cada um dos grupos e
pausa de 60 minutos, foi administrado por via ip 0,1 mL de solugdo aquosa de
acido aceético a 01% (v/v), agente irritante indutor da liberagdo de mediadores
inflamatorios nociceptivos. Os animais entdo foram acondicionados em funis de
vidro (Figura 10), mantidos em sala silenciosa para observacao, e registrado, em
intervalos regulares de 5 minutos, o numero de contor¢gdes abdominais durante os
30 minutos subsequentes, apds a administragdo do agente irritante. Os resultados
foram apresentados como porcentagem de atividade analgésica, como calculado
pela equacao:

Porcentagem da atividade analgésica = N — N1 X 100,

N
Onde N é a média de numero de contor¢ées do grupo controle, N1 € a

meédia do numero de contorgdes do teste por grupo.



Figura 10: Avaliacdo da atividade
antinociceptiva periférica em funis de
vidro:

Teste de contor¢cdo abdominal induzido
por &acido acético em camundongos

Swiss.

Fonte: Acervo pessoal.

3.3.2.2 Nocicepgao Térmica - “Hargreaves”

Ratos machos Wistar (200-250g), devidamente habituados, foram
distribuidos entre grupos controle (n=09) ou experimentais (n=09). O tempo basal
de reacdo animal, ou seja, os tempos de laténcia para retirada da pata traseira
direita quando submetida a aquecimento via luz infravermelha na regido plantar
dos animais (Temperatura média de 55 + 1.0°C) foi mensurado 01 hora antes de
todos os tratamentos descritos abaixo e registrados. O grupo controle positivo,
recebeu solugdo aquosa de morfina na dose de 5 mg/Kg (via i.p) e no grupo
controle negativo solugdo 100uL de salina (0,9%, v/v) (i.p). O grupo experimental
foi tratado, por via intraperitoneal, com solugdo aquosa do liofilizado do extrato
etandlico da casca do caule de T. catharinensis em diferentes concentracoes
(37,5; 75, 150 mg/kg) para elaboragdo de curvas dose-respostas. Apds as

diferentes administracdes, os animais foram colocados individualmente nos



compartimentos do aparelho de “Hargreaves” (Figura 11), sendo registrados os
tempos de laténcia para retirada de pata direita, nas mesmas condi¢cbes usadas
na avaliacdo da resposta basal. Foram feitas avaliagdes do limiar de dor apés 30,
60, 120 e 180 minutos dos diferentes tratamentos e avaliados em relagdo aos
diferentes grupos e medidas basais. Salienta-se que os testes estdo de acordo

com os protocolos descritos por HARGREAVES et al., (1988).

Figura 11: Avaliacao da atividade
antinociceptiva central: Aparelho e
teste de “Hargreaves”.

Fonte: Acervo pessoal.

3.3.3 Avaliagao da Atividade Antiinflamatoéria

3.3.3.1 Teste do Edema de pata induzido por carragenina

O teste foi realizado com dois grupos controles e trés grupos experimentais,
para cada qual foram distribuidos sete camundongos Swiss. A mensuragdo da
espessura da pata traseira direita de todos os animais foi realizada previamente,
sendo a pata marcada em altura definida de modo a garantir a regularidade de
medida, antes da inoculagdo das amostras (tempo Oh) através do uso de um
pletismdédmetro (7140, Ugo Basile, Italia) (Figura 12). Em seguida administrou-se
salina 100uL (i.p) ao primeiro grupo controle (negativo), 10 mg/kg de Indometacina

(i.p) no segundo grupo controle (positivo) e o extrato hidroalcélico da casca do



caule de T. catharinensis aos grupos experimentais nas doses 37,5 mg/kg; 75
mg/kg e 150 mg/ kg (i.p). Apdés uma hora de experimentag¢do, administrou-se 50uL
de solugéo aquosa de carragenina a 01% (p/v) na pata direita subplantar em cada
camundongo de acordo com o método descrito por WINTER et al., (1962). O
volume da pata foi mensurado no pletismémetro nos tempos de 30 min, 1 h, 2h e
3h apds a aplicagdo da carragenina. Alternativamente, os resultados também
foram apresentados como porcentagem de inibigdo do edema de acordo com a
equagao: % de inibicdo do edema = [(Vt —VO)controle —(Vt —VO0)experiemntal]/(Vt
-V0)x100, onde Vt é a média do volume para o grupo e Vo o volume médio para

cada grupo antes dos diferentes tratamentos.

Figura 12: Avaliagdo da atividade
antiinflamatoéria: Teste de edema

de pata induzido por carragenina

em camundongos Swiss.

Fonte: Acervo pessoal.




3.4 Anadlise estatistica dos dados
A analise estatistica dos dados foi feita pelo Teste t de Student ou ainda
pelo teste de t de Student seguido de ANOVA, sendo considerados significativos

os valores de p < 0,05.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como apresentado na Figura 13, os numeros 1 e 2, das placas de
cromatografia de camada delgada comparativa, representam amostras
respectivamente da T. catharinensis e da S. erecta As analises fitoquimicas
preliminares mostram que a T. catharinensis € rica em alcaldides e terpenos, nao
aparecendo na revelacdo nenhum desses compostos na amostra da S. erecta.
Como salientado ainda na sessao introdutdria, estes compostos estao
normalmente presentes em plantas com atividade antiinflamatéria e analgésica,
sendo em muitos dos casos os principios ativos majoritarios para estas atividades
fim (OSADEB ; OKAYE, 2003; TAESOTIKUL et al., 2003; SIMOES et al., 2004).
Outras classes fitoquimicas normalmente apontadas como antiinflamatoérios ou
analgésicos como flavondides e taninos n&o foram encontradas no extrato
etandlico da casca do caule de T. catharinensis.(Figura 1). Estas analises
fitoquimicas preliminares serdo de grande valia no isolamento do composto ativo,

uma vez que norteara as estratégias de purificagdo cromatografica futuras.



A) Hexano: Acetato de etila (7:3) B) Cloroférmio: Metanol (8:2)
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Azul/amarelo: Alcaldides Roxol/Lilas: Terpenos

Figura 13: Faixa 1: T. catharinensis e Faixa 2: S. erecta. As setas na placa A indicam os
alcaldides (Azul/amarelo) e os terpenos (roxo/lilas) nas setas da placa B encontrados no
extrato etandlico de T. catharinensis. Estes metabdlitos ndo foram encontrados em
S. erecta. Pesquisas para outros metabdlitos, como flavonodides, taninos ou saponinas
revelaram-se negativas.

Tabela 1: Analises fitoquimicas preliminares do extrato etandlico da casca do caule de T.
catharinensis.

Metabodlitos secundarios Extrato Etanélico T.catharinensis

Alcaloides +
Terpenos +
Flavondides _
Saponinas _
Taninos

( +) positivo e ( - ) negativo



Atualmente existe uma busca crescente por novas drogas analgésicas e
antiinflamatorias, seja motivada por distorcbes na efetividade do arsenal
atualmente empregado, seja pelos altos custos envolvendo o desenvolvimento e
producdo de medicamentos (YUNES ; CALIXTO, 2001; SIMOES et al., 2004). A
pesquisa por tais drogas pode, em alguns casos, representar grandes avangos e
alivio nas patologias que envolvem dor e inflamagdo, como cefaléias, mialgia,
artrites, reumatismos e uma gama variada de tantas outras doengas agudas e
cronicas, muito embora para maioria dos casos, ndo corrijam efetivamente a
causa do problema (CAPASSO ; LOIZZO, 2000; IDE ; SUZUKI, 2001; DE CONNO
et al., 2005).

A exploragcdo de nossa enorme biodiversidade precisa ser efetivamente
posta em pratica, e neste contexto, pode revelar um grande somatorio de drogas
uteis, de diferentes naturezas quimicas, mecanismos de acgéo e fontes bioldgicas,
comercializadas na forma convencional ou ainda como fitoterapicos (SIMOES et
al., 2004). Com efeito, as novas drogas poderdo ser mais eficientes, potentes,
seguras e baratas que as atualmente empregadas (YUNES ; CALIXTO, 2001). A
correcao dos efeitos colaterais, especialmente aqueles que envolvem a
dependéncia farmacologica para alguns analgésicos, bem como a redugdo de
custos e aumento de poténcia, podera ser empenhada ainda pela modificagao de
estruturas quimicas ja conhecidas ou ainda pela triagem de novas drogas de
diferentes origens biolégicas, como ora proposto para o caso das plantas
estudadas (KUMAR et al., 2005; ELI, 2006).

O uso de modelos experimentais animais € usualmente indispensavel as

analises de novas drogas com atividades farmacologicas. Na avaliagdo de



nocicepg¢ao periférica ou central, os testes de contorgéo induzido por acido acético
e “Hargreaves”, respectivamente, sdo comumente utilizados, devido a facilidade
relativa de execugao. No caso do teste de contor¢cdo, o acido acético promove a
liberacdo de acido araquiddnico via ciclooxigenases, sendo ent&do, a biossintese
consequente de prostaglandinas, o efetor principal do mecanismo de dor
(FRANZOTTI et al., 2002). O meétodo de “Hargreaves” tem sido considerado um
dos mais adequados na analise de analgesia central. A validade deste método tem
sido demonstrada, uma vez ser possivel inclusive a observacao de nocicepgado em
animais que tenham sido acometidos de paralisia motora (PLUMMER et al., 1991).

Dos extratos avaliados, a T. catharinensis (Tabela 2) foi a que se mostrou
mais efetiva, em comparacdo com os extratos de S. erecta e Z. montana, ou
mesmo a aspirina, no que se refere a atividade analgésica periférica analisada
pelo teste de contor¢do (Tabelas 3 e 4, respectivamente). O efeito antinociceptivo
observado para T. catharinensis, nos testes de contor¢do, se mostrou dose-
dependente (r = -0.88, p<0.01), tendo sido observado atividade de antinocicepgao
para as trés doses ensaiadas, 37.5 mg/Kg (40.97%), 75 mg/Kg (77.70%) and 150
mg/Kg (88.98%) (Tabela 2). Este resultado motivou as analises fitoquimicas
descritas acima, bem como, os demais testes farmacologicos executados neste
trabalho, muito embora atualmente, se continuem os demais experimentos com S.
erecta e Z. montana, que também demonstraram certa potencialidade analgésica
(inibicdo de cerca de 40% do numero de contorgdes, na dose de 300 mg/kg)
(Tabelas 3 e 4). As atividades observadas parecem estar ligadas a inibigdo da

biossintese de prostaglandinas.



Tabela 2: Efeito antinociceptivo periférico do extrato T. catharinensis., aspirina e morfina no teste
de contorgao induzido por acido acético.

Numero de Number de
Tratamento Dose (mg/kg) S contorcoes % Inibicao
animais :
(30min.)

Controle Ac.

Acético (1%) 00 07 81.13 +16.74 0.00%
Extrato 37.5 07 47.90 £ 6.83* 40.97%
Extrato 75 07 18.09+£6.83 77.70%
Extrato 150 07 8.94 £6.51* 88.98%

Aspirina 100 07 37.66 £ 13.18* 54.93%
Morfina 5 07 243 +2,16* 97,01%

Tabela representativa de uma série de trés experimentos independentes. *p<0,05 (Teste ¢
de Student).

Tabela 3: Efeito antinociceptivio periférico do extrato S. erecta, aspirina e morfina no teste de
contorgao induzido por acido acético.

Numero de Number de
Tratamento Dose (mg/kg) S contorcoes % Inibicao
animais :
(30min.)

Controle Ac.

Acético (1%) 00 07 54,47 £0,95 0.00%
Extrato 75 07 59,33 + 25,60 12,69%
Extrato 150 07 47,50 £ 10,39 15,83%
Extrato 300 07 29,31 + 18,89* 45,92%

Aspirina 100 07 40,52 £+6,97* 25,52%
Morfina 5 07 9,33 £2,89* 82,80%

Tabela representativa de uma série de trés experimentos independentes. *p<0,05 (Teste ¢
de Student).

Tabela 4: Efeito antinociceptivo periférico do extrato Z. montana, aspirina e morfina no teste de
contorgao induzido por acido acético.

Numero de Number de
Tratamento Dose (mg/kg) S contorcoes % Inibicao
animais h
(30min.)

Controle Ac.

Acético (1%) 00 07 72,28 £1,14 0.00%
Extrato 75 07 41,38 £9,11* 42.62%
Extrato 150 07 43,23 +7,63* 40,08%
Extrato 300 07 42,67 + 8,14 40,89%

Aspirina 100 07 51,91 + 8,03* 28,16%
Morfina 5 07 433 +1,53* 93,98%

Tabela representativa de uma série de trés experimentos independentes. *p<0,05 (Teste ¢
de Student).



Em relagdo a avaliagdo da atividade antinociceptiva central para a T.

catharinensis os resultados estdo representados na tabela 5.

Tabela 5: Efeito analgésico central do extrato T. catharinensis e morfina na indugao de dor por
“Hargreaves”.

Periodo de laténcia (s)
Tratamento Dose(mg/kg)

0h 0.5h 01h 1.5h 20h 25h 3.0
Controle 00 11.43+0.71  10.23+0.20 8.80+2.05 7.27+1.32 9.07£1.05 10.58+1.76  9.12+2.45
Extrato 37.5 10.10+£0.19  15.,63+2.73* 13.58+2.43*  10.30+0.55* 9.07+2.36 9.77+0.61 7.87+1.30
Extrato 75 13.05+¢0.32 14.30+0.64*  15.,17+0.35* 15.,73x1.61* 15.,04x1.47* 12.23+1.30* 10.04+3.57
Extrat0 150 12.00+2.92 13.27+2.85* 16.06+2.61*  15.,43+2.03* 13.73%¥2.03* 12.03+2.01* 10.04+1.03
Morfina 05 12.57+1.06 16.37+£1.05*  19.47+£1.45*  17.33+1.47* 14.83+1.47* 13.33%1.56* 11.10%£1.70

Tabela representativa de uma série de trés experimentos independentes. *p<0,05 (Teste ¢
de Student seguido de ANOVA).

Como mencionado acima, o teste de “Hargreaves” ¢ um modelo de
experimentagdo para analgesia central. De acordo com a tabela 5, podemos
observar que as trés doses do extrato de T. catharinensis também induz analgesia
central, além da periférica ja observada na tabela 2. A maior atividade observada
aconteceu com a morfina no tempo de observagao de 1 hora. O apice da atividade
analgésica para os extratos foi alcangado entre 1hora e 1hora e meia, periodo em
que os animais demonstraram maior resisténcia ao estimulo doloroso. Este apice
foi alcangado na dose de 150 mg/kg, em que o tempo de laténcia da retirada de
pata é quase o dobro do grupo controle. A tabela 5 mostra uma queda de
atividade protetora para extratos e morfina com o passar do tempo, o que de
acordo com a literatura é natural devido a sensibilizacdo dos animais (DAR, et al.,
2005, ELHAZABI et al., 2006). Os resultados de controles, morfina e média dos

tempos basais foram bastante semelhantes aqueles descritos na literatura



(IWALEWA et al., 2003; DAR, et al., 2005). Assim, além do efeito inibitério na
biossintese de prostaglandinas, o extrato de T. catharinensis parace apresentar
um mecanismo complementar de analgesia central.

Para a analise da atividade antiinflamatoria, utilizou-se o teste de edema de
pata em camundongos, que se mostra bastante comum em analises deste tipo de
atividade com plantas medicinais (OSADEB ; OKOYE, 2003; TAESOTIKUL et al.,

2003; PANTHOG et al., 2004). Os resultados sdo sumarizados na tabela 6:

Tabela 6: Efeito antiinflamatério do extrato T. catharinensis e indometacina no teste de indugao de
edema por carragenina em valores absolutos e porcentagem de inibigcéo.

volume da pata direita traseira(mL)

Tratamento Dose (mg/kg) oh 05h 1h 2h 3h

Controle 00 0.131£000 00490002 0059%0.001 00790002 0.120=0.018
0.050 = 0.013 0.060+0.009 00830002 0.082 = 0.010*

Extract 375 01330002 16 1704 (22.94%) (26.13%) (30.35%)
0.045+0.007 0.055+0.012 00830003 0.069 = 0.017*

Extract 75 01310001 ™00 479%) (26.84%) (29.38%) (34.46%)
0.047 =0.001 0.061=0.002 0.087 = 0.004* 0.078 = 0.010*

Extract 150 013550004 o5 139 (28.40%) (42.38%) (56.42%)
. 0.047 =0.005 0.063+0.009 0.075 = 0.003*  0.062 = 0.011*

Indometacina 10 0.131 = 0.006 (27.17%) (28.34%) (47.40%) (65.,.89%)

Tabela representativa de uma série de trés experimentos independentes. *p<0,05 (Teste ¢
de Student seguido de ANOVA).

A atividade antiinflamatoria do extrato etandlico de T. catharinensis foi
observada nas trés doses ensaiadas. A maior atividade antiinflamatoria foi
observada na dose de 150 mg/kg (3 horas), com reducdo do edema de pata de
até 56,42% em relagédo ao grupo controle. O efeito foi menor que da indometacina,
cerca de 66% (3 horas). O teste de edema de pata induzido por carragenina € um
processo bifasico (VINEGAR et al., 1969). A fase inicial ocorrida na primeira hora
€ atribuida a liberacdo de histamina e serotonina. A segunda fase de edema,
posterior a primeira hora, € mediado pela liberagdo de prostaglandinas, proteases

e enzimas lisosomais (CRUNCKHON, ; MEACOCK, 1971; VINEGAR et al.; 1969).



Embora possamos notar uma inibicdo do edema agudo na primeira hora, o apice
de atividade antiinflamatéria promovido pelo extrato de T. catharinensis ocorre na
terceira hora, sugerindo uma prevaléncia da inibigio da producdo de
prostaglandinas como parte principal do mecanismo farmacologico exercido pelo
referido extrato.

Embora dificil a comparagdo da poténcia, o extrato de T. catharinenses
apresenta uma efetividade relativamente satisfatoria em relagcdo a uma série
comum de outros extratos apresentados na literatura (TITA et al., 2001; NETO et
al., 2005; UDDIN et al., 2005). Brevemente, n&o é incomum que as doses de
extrato utilizadas nos experimentos sejam em geral maiores de 300 mg/kg,
enquanto aquelas utilizadas para T. catharinesis foram iguais ou menores que 150
mg/kg de animal. Cumpre ressaltar que a T. catharinenses inibiu em até 88,98%
as contorgdes induzidas por acido acético, na dose de 150 mg/Kg. Os controles,
de modo geral, repetiram os valores de literatura (IWALEWA et al., 2003;
ASONGALEM et al., 2004).

Nos testes de contorcdo abdominal, edema de pata e “Hargreaves” de
ASONGALEM et al., (2004) o extrato de Erigeron floribundus foi ensaiado nas
doses de 50, 100, 200, 400 e 800 mg/kg. Neste estudo a maior porcentagem de
inibicdo para o teste de contor¢cdo abdominal foi na dose de 800 mg/kg com
inibicdo de 63.56%, em contraste com a T.catharinensis que na dose de 150
mg/kg, que atingiu maior porcentagem de inibicdo (88,98%). No estudo de
DONGMO et al., (2005) alcangou-se 76,40% de inibigdo para contorgdo abdominal
com uma fracdo butandiica da Acacia pennata na dose de 400 mg/kg. Isto

demonstra, pelo menos do ponto de vista semi-comparativo a alta potencialidade



da T catharinensis em inibir as prostaglandinas liberadas por indug&o do acido
acetico (NETO et al., 2005). No entanto, também existem inumeros exemplos de
extratos de plantas com efeitos em dosagens menores ou iguais aquelas utilizadas
para T. catharinensis. Por exemplo, ZAKARIA et al., (2006) demonstraram que o
extrato cloroférmico de Solanum nigrum nas doses de 20, 100 e 200 mg/kg
apresentou efeito analgésico dose-dependente e bastante satisfatorio.

Seguindo-se 0 mesmo raciocinio para a analgesia central, o trabalho de
DAR et al., (2005) mostra que o extrato metandlico de Bombax ceiba, na dose de
100 mg/kg, promoveu grande aumento da laténcia de retirada da pata, também
com uma hora e meia de avaliagao no teste de “Hargreaves”. No mesmo tipo de
teste, de acordo com ELHABAZI, et al., (2006) o extrato aquoso de Thymus
broussunetti nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg promoveu grande aumento de
laténcia ap6s uma hora de avaliagdo na dose de 300 mg/kg. Nos estudos de
RATNASOORIYA et al., (2005), para se alcangar resultados semelhantes foram
usadas doses de extrato aquoso de Crinum bulbispermum na ordem de 1000,
1500 e 3000 mg/kg. Ha ainda estudos como de NETO et al., (2005), em que o
extrato hidroalcdlico da Pfaffia glomerata foi analisada com relacdo aos seus
efeitos analgésicos nas doses de 100, 200 e 300 mg/kg com os testes de
contorgdo abdominal e placa quente. No teste de contorgdo abdominal o efeito do
extrato da P. glomerata foi doses dependentes, atingindo 74% de inibigéo,
entretanto, mostrou-se inativo como promotor de analgesia central.

Em comparagdo com o efeito antiinflamatorio de outros extratos de plantas

descritos, a T. catharinensis também aponta para uma efetividade relativamente



satisfatoria (TAESOTIKUL et al.,, 2003; ASONGALEM et al., 2004; NETO et al,,
2005).

VASUDEVAN et al., (2007) realizaram experimento com extrato etanodlico
de Thespesia populnea para o teste de edema de pata induzido por carragenina
nas doses 100, 200 e 400mg/kg. Neste trabalho foi reportada uma redugao dose
dependente do edema que se observa em todas as doses e em todos os tempos
de observagdo, com predominancia da fase tardia (3 horas), onde o efeito
antiinflamatorio na dose de 400 mg/kg atinge o seu maximo. Ainda em nivel de
exemplificacdo, o extrato aquoso de Erigeron floribundus foi analisado nas doses
de 50, 100, 200, 400 e 800 mg/kg e demonstrou possuir atividade antiinflamatoria
dose-dependente no teste de edema de pata em ratos. A dose de 800 mg/kg
apresentou efeito comparavel ao da indometacina.

Finalmente, podemos especular que o processo de extracdo se mostrou
satisfatério, especialmente para o caso da T. catharinesis, uma vez que foi
observada uma boa atividade farmacolégica para o extrato nos modelos
experimentais utilizados e para as doses ensaiadas, além, de o mesmo estar
provido de classes de compostos fitoquimicos com reconhecida atividade
antiinflamatoria e analgésica, como terpenos e alcaldides, provavelmente os
agentes responsaveis pelas atividades farmacoldgicas observadas. Apesar de
impossivel estabelecer uma correlagdo definitiva, € correto supor que as
atividades analgésicas e antiinflamatorias observadas para o extrato da casca de
caule de T. catharinesis, associada aos seus efeitos inibitorios da letalidade e
miotoxidade, possam justificar o uso da planta como um anti-veneno nos

acidentes ofidicos no Brasil e em outros paises da América do Sul.



5.0 CONCLUSAO

As conclusdes deste trabalho s&o:

1) Os extratos etanodlicos de T. catharinensis (casca do caule); S. erecta
(folhas) e Z. montana (folhas) se mostraram efetivos como agentes
antinociceptivos periféricos. Destaca-se aqui, a atividade analgésica obtida com as
trés diferentes dosagens do extrato de T. catharinensis, para o qual a atividade se
mostrou dose- dependente. O extrato inibiu em até 88,98% o numero de
contorgdes induzidas por acido acético, dentro dos 30 minutos de observacéo;

4) As analises fitoquimicas preliminares mostram que a T. catharinensis é
2) O extrato etandlico da casca do caule de T. catharinesis também se mostrou
efetivo como um agente antinociceptivo central, no teste de “Hargreaves”. O apice
da atividade analgésica foi alcangado entre 1hora e 1hora e meia, na dose de 150
mg/kg, em que o tempo de laténcia da retirada de pata foi o dobro daquele
apresentado pelos animais do grupo controle;

3) O extrato etandlico da casca do caule de T. catharinesis ainda se
mostrou efetivo como um agente antiinflamatdério, reduzindo o edema de pata em
camundongos induzido por carregenina em até 56 %;

rica em alcaldides e terpenos, compostos normalmente presentes em
plantas com atividade antiinflamatoria e analgésica, sendo que estas analises
preliminares serdo de grande valia no isolamento do composto ativo,
provavelmente um alcaldide ou terpeno, ou ainda uma mistura dos mesmos;

5) Considerando as limitagcbes dos antiinflamatorios e analgésicos atuais,
bem como os enormes prejuizos pessoais e econdmico-sociais das doencgas

inflamatdrias crénicas, novas propostas, como a ora estabelecida, sdo necessarias



na tentativa do desenvolvimento de drogas mais seguras e eficientes que as
atualmente empregadas, seja através de seu uso como o convencional ou de

modo mais atraente, como fitoterapicos.
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