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Estudo do efeito antinociceptivo de Zanthoxylum rhoifolium Lam.
(Rutaceae): Possivel envolvimento dos sistemas opié  ide, serotoninérgico,
vanildide e glutamatérgico . Sergio da Silva Pereira. Orientadora: Profa. Dra.
Fernanda Regina de Castro Almeida. Dissertacdo de Mestrado. Programa de
Pés-Graduagcdo em Farmacologia. Nuacleo de Pesquisas em Plantas
Medicinais, Universidade Federal do Piaui, 2009.

A Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) € conhecida como mamica de
cadela, utilizada popularmente para dores de dente e ouvido, antiofidica,
antitumoral (casca). O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito
antinociceptivo do extrato etandlico das cascas do caule desta espécie
(EEtOHZr) e suas fragbes de particdo (Hexanica-F.HEX, Acetato de Etila-
F.AcOEt, Aquosa-F.AQ), assim como do lupeol, um triterpeno obtido de F.HEX,
em modelos de dor aguda, além dos possiveis mecanismos de acgdo
envolvidos. Camundongos Swiss machos e fémeas (25-35 g; n=6-12
animais/grupo), foram utilizados na avaliagdo da toxicidade aguda e nos testes
de nocicepcdo (Comité de Etica Animal/UFPI, parecer N°. 09/2008). Os animais
ndo apresentaram toxicidade aguda ao receberem EEtOHZr (até 4 g/kg, p.o.),
nao sendo possivel o calculo da DLsp, No teste da formalina (2 %; 20 uL/i.pl.),
guantificou-se o tempo que o animal lambia a pata estimulada durante 0-5 (fase
A) e 15-30 min (fase B), ap0s o tratamento com EEtOHZr, F.HEX, F.AcOEt ou
salina (60 min antes, p.o.) e morfina-MOR (5 mg/kg, s.c.) 30 min antes.
EEtOHZr, F.HEX e F.AcOEt (62,5-250 mg/kg) apresentaram efeito significativo
e comparavel a MOR. No teste da capsaicina (20 uL, 2 pg/pata) quantificou-se
o tempo de lambedura da pata estimulada (5 min), apos a administracdo de
EEtOHZr, F.HEX, F.AcOEt, F.AQ, salina e MOR. EEtOHZr, F.HEX e F.AcOEt
apresentaram efeito antinociceptivo significativo, ao contrario da F. AQ, que se
mostrou inefetiva. Num outro método quantificou-se 0 niumero de contorcdes
abdominais induzidas por acido acético (0,75 % i.p., 20 min), apdos o tratamento
com EEtOHZr (250 e 500 mg/kg), salina e MOR. EEtOHZr nao reduziu o
namero de contor¢des abdominais nas doses utilizadas. No teste do glutamato
(20 pL, 10 pmol/pata), foi quantificado o tempo de lambedura da pata
estimulada (15 min), apés tratamento com EEtOHZr, F.HEX, F.AcOEt, F. AQ,
lupeol, salina ou MK801 (0,03 mg/kg, i.p.). EEtOHZr, F.HEX, F.AcCOEt e o
lupeol diminuiram a resposta nociceptiva, enquanto que a F.AQ nao
apresentou efeito significativo. No estudo dos mecanismos envolvidos nos
efeitos de F.HEX e lupeol no método do glutamato, o tratamento com naloxona
(2 mg/kg, i.p.), 20 min antes de F.HEX (125 mg/kg), lupeol (12,5 mg/kg), salina
ou MOR (5 mgl/kg, s.c.), reverteu o efeito da F.HEX e lupeol; o mesmo
ocorrendo apés a Cetanserina (0,3 mg/Kg, i.p.) e L-arginina (600 mg/kg, i.p.),
mas ndao com Pindolol (1 mg/Kg, i.p.) ou Ondansetrona (0,5 mg/Kg, i.p.).
EEtOHZR (250 mg/kg p.o.) ndo alterou a locomocdo dos animais no campo
aberto ou rota rod, sugerindo inexisténcia de efeito depressor central e
relaxante muscular. O lupeol é um dos principais constituintes da F.HEX com
acdo antinociceptiva, cujo efeito parece envolver o0s sistemas opidide e
serotoninérgico (via 5-HT,a) além da inibicdo da via L-arginina - oxido nitrico.
Os resultados obtidos confirmam o uso popular da referida espécie.

Palavras Chave: Zanthoxylum rhoifolium, antinociceptivo, glutamato, lupeol.
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Study of antinociceptive effect of Zanthoxylum rhoifolium Lam.
(Rutaceae): Possible involvement of opioid, seroton inergic, vanilloid and
glutamatergic systems . Sergio da Silva Pereira. Supervisor: Prof®. Dr?
Fernanda Regina de Castro Almeida. Master degree. Post-Graduate Program
in Pharmacology. Medicinal Plants Research Center, Federal University of
Piaui, 2009.

The Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) is known as “mamica de cadela”,
popularly used for tooth and ear painful conditions, like antiofidic and antitumour
(bark). The objective of this study was to investigate the antinociceptive effect of
ethanolic extract from stem bark of this species (EEtOHZr), its fractions of
partition (hexane-F.HEX, ethyl acetate-F.AcOEt, aqueous-F.AQ) and lupeol, a
triterpene obtained from F. HEX in models of acute pain, in addition to the
possible mechanisms of action involved. Male and female Swiss mice (25-35 g,
n = 6-12 animals / group) were used in the evaluation of acute toxicity and
nociception (Ethics Committee Animal/UFPI, N°. 09/2008). The animals showed
no acute toxicity to EEtOHZr (up to 4g/kg po), so it was not possible to calculate
the LD50. In the formalin test (2%, 20uL/paw), the licking time of stimulated paw
was quantified during 0-5 (phase A) and 15-30 min (phase B), after oral
treatment with EEtOHZr, F. HEX, F. AcOEt or saline (60 min before) and
morphine-MOR (5 mg/kg, s.c.) 30 min before. EEtOHZr, F. HEX and F. AcOEt
(62,5-250 mg/kg) produced significant and MOR comparable antinociceptive
effect. The testing of capsaicin (2 pg/20uL/paw) was quantified by the licking
time of stimulated paw during 5 min, after administration of EEtOHZr, F. HEX,
F. AcOEt, F. AQ, saline and MOR. EEtOHZr, F. HEX and F. AcOEt showed
significant antinociceptive effect, in contrast to F. AQ, which was ineffective. In
another method, the number of acetic acid induced writhings (0.75% ip, 20 min)
was quantified after treatment with EEtOHZr (250 and 500 mg/kg), saline or
MOR. EEtOHZr did not reduce the number of acetic acid induced writhings in
these doses. The licking time of glutamate stimulated paw (10 pmol/20uL) was
measured (15 min) after treatment with EEtOHZr, F. HEX, F. AcOEt, F. AQ,
lupeol, saline or MK801 (0.03 mg/kg, i.p.). EEtOHZr, F. HEX, F. AcOEt and
lupeol reduced the nociceptive response, while F. AQ had no significant effect.
In the study of mechanisms involved in F. HEX and lupeol effects during
glutamate induced nociception, treatment with naloxone (2 mg/kg, i.p.) 20 min
before F. HEX (125 mg/kg), lupeol (12.5 mg/kg), saline or MOR (5 mg/kg, s.c.),
reversed lupeol and F. HEX antinociceptive effect, the same occurred after
ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.) and L-arginine (600 mg/kg, i.p.), but not with pindolol
(1 mg/kg, i.p.) or ondansetron (0.5 mg/kg, i.p.). EEtOHZR (250 mg/kg, p.o.) did
not alter the locomotion of animals in open field or rota rod tests, suggesting
lack of central depressant effect and muscle relaxation. Lupeol appears to be a
major antinociceptive constituent from the F. HEX, and its effect seems to
involve the activation of opioid and serotoninergic (via 5-HT2a) systems, and the
inhibition of L-arginine - nitric oxide pathway. The results confirm the medicinal
use of this plant.

Keywords: Zanthoxylum rhoifolium, antinociceptive, glutamate, lupeol.
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1- INTRODUCAO

1.1. Dor e Nocicepgéao

1.2. Neurotransmissao da dor

A dor é definida segundo a Associacao Internacional para o Estudo da
Dor, como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a
dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesédo (TENG,
2003). No Brasil e em outros paises, 10 a 50 % dos individuos procuram
clinicas-gerais por causa da dor. A dor esta presente em mais de 70 % dos
pacientes que buscam os consultérios brasileiros por motivos diversos, sendo a

razdo de consultas médicas em um tergo dos casos (ROCHA et al., 2007).

A dor € uma experiéncia singular influenciada por diversos elementos
tais como emocdo, cognicdo, memoria e construcdo social. Embora seja
conveniente falar da dor em termos anatémicos, fisiologicos e farmacoldgicos,
deve-se considerar que muitos outros fatores estejam envolvidos (FARQUHAR-
SMITH et al., 2007).

Do ponto de vista temporal a dor pode ser classificada em dois grupos:
dor aguda (de curta duracéo, surge do trauma de tecidos moles ou da resposta
inflamatdéria a esta lesdo e desaparece com a resolugdo do processo
patolégico) e dor cronica (de longa duracdo, pode manifestar-se
espontaneamente ou ser provocada por varios estimulos externos, sendo

associada a processos patoldgicos crénicos) (ALMEIDA et al., 2004).

Alguns conceitos importantes para a compreensdo dos mecanismos da
fisiopatologia da dor incluem a alodinia, hiperalgesia e nocicepcao
(ZIMMERMANN, 2001; FARQUHAR-SMITH et al., 2007). A alodinia seria uma
resposta dolorosa mediante um estimulo que normalmente ndo provoca dor,
uma condi¢do que podemos observar na dor neuropéatica ou neurogénica, um
estado de natureza complexa que se origina devido a lesdes de nervos
periféricos ou do Sistema Nervoso Central. A hiperalgesia é conceituada como

sendo o aumento da resposta dolorosa produzida por um estimulo nocivo.
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Pode ser primaria e secundaria, sendo que a hiperalgesia primaria esta
associada diretamente a regido da leséo tecidual, e a hiperalgesia secundaria é
aguela que se estende para areas adjacentes, normalmente ocorre na regiao
que circunda a leséo tecidual. Finalmente, o termo nocicepcéao € utilizado para
definir uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma
lesdo real ou potencial. Essa resposta por sua vez €& composta por
componentes bastante complexos que sao transdugdo, transmissdo e

modulacao de sinais neurais gerados a um estimulo nocivo externo.

Os processos fisioldgicos associados com o reconhecimento da dor
compreendem trés mecanismos basicos: a transducdo, que é a transformacéao
de um estimulo nociceptivo (mecénico, térmico ou quimico) em estimulo
elétrico nas terminacdes sensoriais livres (nociceptores); transmissao, que € o0
movimento de atividade elétrica, desde as fibras Ad e C dos aferentes
periféricos até os centros nervosos superiores; modulagdo, que é a diminuicdo
ou modificacdo na transmissdo da atividade elétrica pelos nociceptores; e a
percepcdo, que envolve o processamento cognitivo dos aspectos sensorial-
discriminativo e afetivo-motivacional do processo algico e a respectiva resposta
comportamental (LOIOLA, 2007).

As fibras Ad mielinizadas e as fibras C n&o-mielinizadas possuem a
capacidade de transmitir estimulos dolorosos em diferentes velocidades. As
fibras Ad, em funcdo da presenca da bainha de mielina, transmitem o estimulo
nociceptivo de forma rapida, enquanto as fibras C conduzem o estimulo
nociceptivo com baixa velocidade (ROCHA et al. 2007; JULIUS, BASBAUM,
2001).

As fibras C e algumas fibras Ad inervam os corpos celulares nas laminas
| e Il, enquanto outras fibras A penetram mais profundamente no corno
posterior (lamina V e VI, como também na lamina X). As fibras AR sao fibras de
maior calibre, mielinizadas e de rapida condutancia, transmitem a informacéao
de estimulos mecanicos inécuos para as laminas profundas (l1l-1V), e as células
nas laminas | e V d&o origem as principais vias de projecédo do corno posterior
ao tdlamo (MILLAN, 2002).
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As fibras sensoriais delgadas tendem a responder a estimulos nocivos
propriamente ditos ou relacionados a nocicepc¢éo, dessa forma tais fibras séo
especialmente chamadas de nociceptores. A maioria dos nhociceptores
responde a estimulos mecanicos e térmicos nocivos, mas também responde a
estimulos quimicos, tais como a capsaicina, um produto natural obtido da
pimenta vermelha, sendo entdo considerados polimodais. Em mamiferos, a
exposicdo de nociceptores a capsaicina leva inicialmente a excitacdo neuronal,
a percepcao da dor e a liberacdo local de mediadores inflamatorios, via
receptores vanildides TRPV1, que sao proteinas receptoras de potencial
transitorio, canais de cations nao-seletivos com permeabilidade variavel ao
Ca’", pertencentes a familia de canais idnicos operados por voltagem. Esses
receptores sdo também ativados por estimulo térmico nocivo (>43T) e acidos,
0 que leva a efeitos adversos em tecidos inflamados ou isquémicos (LEE et al.,
2005). Com a exposicdo prolongada, os terminais tornam-se insensiveis a
capsaicina, bem como a outros estimulos nocivos. Este fenbmeno de
dessensibilizacdo do nociceptor fundamenta o uso paradoxal dessa substancia
como analgésico, no tratamento de condi¢cdes dolorosas, desde neuropatias
diabética e viral a artrite reumatoide (CATERINA et al., 1997).

Os neurbnios de segunda ordem ou axbnios de células de projecao,
cujos corpos celulares na medula se encontram no corno posterior, vao
ascender sob a forma de feixes ou tratos até o Sistema Nervoso Central, o que
se denomina de sistema nociceptivo ascendente, que inclui um conjunto de
seis tratos (ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al. 2008).

1. Trato espinotalamico (TST): € basicamente composto por neurdnios
nociceptivos especificos e axodnios de neurbnios de largo espectro (“wide
dinamic range”- WDR) das laminas | e V — VIl da medula espinhal, esses
neurdnios projetam-se no sentido contralateral até o tdlamo, apresentam duas
subdivisbes, sendo a projecdo lateral chamada de neoespinotalamico e a
projecdo mediana, juntamente com o trato espinorreticular (TSR) e Trato
espinomesencefalico (TSM), chamados de palioespinotalamico, também
denominado de sistema ascendente paramediano, é considerado a via
nociceptiva mais importante (ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al. 2008).
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2. Trato espinorreticular (TSR): € uma via que desempenha importante
papel nos mecanismos da dor, compreende axénios de neurdnios das laminas
VIl e VIII que terminam na formacédo reticular (bulbar e pontina), para logo
ascender até o talamo, sendo que muitos deles ascendem sem cruzar a linha
média. E considerada a via mais direta entre a medula e a formacéo reticular
(ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al. 2008).

3. Trato espinomesencefalico (TSM): compreende axbnios das
laminas | e IV e os neurbnios parabraquiais que se projetam até a amigdala,
um dos principais componentes do sistema limbico, o que sugere que o trato
espinomesencefalico participa do componente afetivo da dor. Os tratos
espinorreticular e espinomesencefalico fazem parte do sistema medial de
conducdo de estimulos dolorosos (ALMEIDA et al., 2004; KLAUMANN et al.,
2008).

4. Sistema pos-singptico da coluna dorsal (SPCD): pode transmitir
impulsos dolorosos apenas de forma eventual e alternativa, pois as lesbes da
coluna dorsal ndo alteram o limiar da dor, originam-se principalmente nas
laminas Il e IV e sua destinacao €, primeiramente, os nucleos da coluna dorsal
(ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al. 2008).

5. Trato espinocervical (TSC): compreende axdnios provenientes das
laminas 1l e 1V, suas fibras fazem uma conexao sinaptica no nucleo cervical
lateral e no primeiro e segundo segmentos cervicais, para logo chegar ao
talamo através do trato cervicotalamico, normalmente esse sistema pouco
participa do processo de conducdo de impulso doloroso em seres humanos
(ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al. 2008).

6. Sistema ascendente multissinaptico proprioespinh al (SAMP):
acredita-se ter um importante papel no processo de conducdo nociceptiva,
sobretudo de injdrias viscerais, tem sido demonstrado experimentalmente em
ratos, sendo que, posteriormente, sugeriu-se que esse sistema poderia ter
importante funcdo na dor crénica (ALMEIDA et al. 2004; KLAUMANN et al.
2008).
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1.3. Mediacao quimica da resposta nociceptiva

A lesdo do tecido e do neurdnio resulta em sensibilizacdo de
nociceptores pela acdo de substancias quimicas denominadas algogénicas,
presentes no ambiente tissular, tais como acetilcolina, bradicinina (BK),
histamina, leucotrienos, substancia P (SP), fator de ativacdo plaquetario,
radicais Aacidos, ions potassio, prostaglandinas (PGs), tromboxanos,
interleucinas, fator de necrose tumoral (TNFa), fator de crescimento nervoso
(NGF), monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e Peptidio Relacionado ao
Gene de Calcitonina (CGRP) (ROCHA et al., 2007).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério, mais importante e
amplamente distribuido no Sistema Nervoso Central, onde participa de diversos
eventos fisiologicos e patologicos. Seus receptores estdo criticamente
envolvidos na transmissdo nociceptiva aferente primaria, tanto no
desenvolvimento quanto na manutencéo da resposta nociceptiva (GAVIRAGHI,
2000; CARLTON, 2001). Neste sentido, as lesBes periféricas induzem
plasticidade em estruturas supraespinhais por meio de mecanismos que
envolvem tipos especificos de receptores para o glutamato. Apds a agressao
tecidual h& liberagdo de neurotransmissores, como a somatostatina, peptideo
geneticamente relacionado com a calcitonina, neurocinina-A, glutamato e
aspartato. Essas substancias estéo relacionadas com a ativacdo de potenciais
pos-sinapticos excitatérios e dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) e
ndo-NMDA. Estimulos frequentes das fibras aferentes geram a somacédo dos
potenciais de acdo e consequente despolarizacdo poés-sinaptica cumulativa.
Depois da ativacdo de receptores NMDA pelo glutamato, ha remoc&o do ion
magneésio do interior do receptor e o influxo de célcio para a célula, o que
resulta na amplificacdo e prolongamento da resposta ao impulso doloroso
(ROCHA et al., 2007).

O 6xido nitrico (NO) apresenta um papel dubio no organismo, as vezes
benéfico, outras vezes prejudicial. O aumento ou a reducdo da producdo de
oxido nitrico pode contribuir para o desenvolvimento de varias condicdes
patologicas (asma, artrite reumatoide, lesdes aterosclerdticas, tuberculose,
Alzheimer e doencas cardiovasculares) (DUSSE et al., 2003), e a sua

participacdo como mensageiro, esta relacionada a efeitos antitrombdtico,
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antimicrobiano, antiparasitario, ou ainda encontra-se envolvido no processo
inflamatorio, choque séptico, sindrome de reperfusdo apds isquemia e
neurotoxicidade, dentre outros (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000). Dessa
forma, a compreensdo do mecanismo pelo qual o NO atua no organismo tem
implicacdo direta na prevencdo e no tratamento de diversas patologias (Da
SILVA, 2006).

A via L-arginina — Oxido nitrico exerce uma importante funcéo
modulatéria na nocicepc¢ao, principalmente em nivel de sinapse neuronal. Apos
estimulo do neurdnio, ocorre liberacdo de glutamato que vai se ligar aos
receptores NMDA. Enquanto persistir esta unido (glutamato/receptor NMDA), o
Ca?" é capaz de entrar no citoplasma do neurdnio levando a ativacdo da
enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Assim, o NO ¢é liberado na pds-sinapse
apos estimulo pré-sinaptico submaximo, funcionando como mensageiro
retrogrado para a pré-sinapse e reiniciando todo o processo da modulacdo e

transmissao da condugéo dolorosa (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

1.4. Modulagéo da informacao nociceptiva

Os mecanismos descendentes acontecem em varios estagios do
processo inibitorio (inibicAo medular ou segmentar e controles descendentes
superiores) e modulam a resposta nociceptiva por exercer suas acdes em
nociceptores presentes nas fibras primarias aferentes, bem como em neurénios
intrinsecos do corno dorsal, como interneurdnios excitatorios, interneurdnios
inibitérios e neurénios de projecao (MILLAN, 1999; MILLAN, 2002).

Melzack e Wall (1965) descreveram a teoria do controle do portdo, que é
outro mecanismo fundamental na modulacdo da transmissdo nociceptiva na
regido da medula. De acordo com essa teoria, as fibras espessas ativariam os
neurdnios na substancia gelatinosa, enquanto as fibras delgadas os inibiriam.
Estes neurdnios por sua vez, quando ativados, impediriam ou dificultariam, por
meio de atuacdo pré-sinaptica, a transmissao de impulsos mediados por ambas

as fibras aferentes primarias, espessas e delgadas (DRUMMOND, 2000).

As principais substancias que interferem na modulagcdo da dor séo a
serotonina, noradrenalina, somatostatina e os peptideos opidides endoégenos.
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Este ultimo sistema pode ser ativado provocando analgesia, por intermédio de

estimulacdes elétricas ou de farmacos analgésicos (TENG, 2003).

Outra substancia que tem participagdo importante no mecanismo da
nocicepcgao, e que atua no Sistema Nervoso Central e periférico € a serotonina
(5-HT), pois atua em 14 receptores distribuidos em varios tecidos do corpo,
exerce também um efeito neuromodulador na membrana pré-sinaptica das
fibras aferentes primarias nas laminas I, Il e V, reduzindo a liberacdo de

glutamato através do receptor 5HTlA e ativando interneurdnios inibitorios da

substancia gelatinosa (lamina 1), liberando opidides enddgenos. A serotonina
atraves dos seus receptores 5-HT, medeia a facilitacdo de longa duracédo das
correntes pés-sinapticas excitatorias e liberacdo espontanea de transmissores
excitatorios nas sinapses do corno dorsal medular, provavelmente por ativar a

maquinaria exocitética (HORI et al., 1996). Apenas 0s receptores 5HT3A nao se

ligam a proteina G, pois ativam canais de soédio, aumentando o influxo destes
ions para a célula. Alguns antagonistas utilizados como ferramentas
farmacoldgicas no estudo da participacdo serotoninérgica no mecanismo de

acao antinociceptiva sdo a ondansetrona, antagonista do receptor 5HT3A, 0

pindolol, antagonista do receptor 5HTia1s € dos B-adrenoreceptores e a
cetanserina, antagonista 5HT,4 (SOMMER, 2004; OKUSE, 2007; PIETROVSK
et al., 2006).

Os opidides endbégenos atuam em receptores proprios que Ssao
denominados mu (u), kappa (k) e delta (), que regulam a transmissao
nociceptiva. Os receptores mu e delta estdo associados a elevacdo na
condutancia do potassio provocando hiperpolarizacdo celular, o receptor mu é
acoplado a adenilciclase, um sistema efetor da proteina G, o receptor kappa
inibe os canais de célcio dependentes de voltagem, consequentemente inibindo
a transmissdo da resposta dolorosa. Pesquisas posteriores revelaram a
descoberta de trés peptideos ou familias desses neuro-hormdnios: 1) as

encefalinas, que sao largamente distribuidas pelo Sistema Nervoso Central,

sobretudo no corno dorsal, na substancia Periaquedutal e no nucleo magnus
da rafe; 2) as dinorfinas/neo-endorfinas, sdo encontradas no hipotalamo, na

formacdo reticular mesencefalica e no corno dorsal; 3) as beta-
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endorfinas/corticotrofinas sdo amplamente distribuidas pelo Sistema Nervoso
Central, particularmente no hipotdlamo (DRUMMOND, 2000).

A substancia P e a colecistocinina (CCK) sdo peptideos ndo opidides
que se destacam, por exercer um efeito dual no processamento das
informacgdes nociceptivas, a somatostatina e a calcitonina séo outros peptideos
gue nédo se ligam a receptores e cujos efeitos antinociceptivos ainda nao estéao
esclarecidos, essas moléculas podem atuar devido a liberacdo de peptideos
opidides ou a competicho com enzimas que degradam 0S mesmos,
aumentando, assim a sua quantidade disponivel nos referidos receptores
(MILLAN, 1999, 2002; DRUMMOND, 2000).

1.5. Farmacologia da dor

O tratamento farmacoldgico da dor inclui principalmente dois grandes
grupos de farmacos, os anti-inflamatoérios ndo esteroidais e os opiodides. O
primeiro deles € um dos grupos mais utilizados na clinica, mas apesar disso, 0
uso de drogas classicas ainda desencadeia efeitos colaterais limitantes, o que
acarreta uma utilizacdo muito restrita, principalmente para doencas
inflamatorias crénicas. Como se acreditava que esses efeitos estavam
principalmente correlacionados com a inibicdo da ciclooxigenase 1 (COX-1), a
descoberta dos inibidores seletivos da ciclooxigenase 2 (COX-2) veio a torna-la
uma molécula-alvo para o desenvolvimento de compostos com atividade anti-
inflamatoéria e analgésica consideraveis, mas com toxicidade gastrointestinal
reduzida. Apesar da revolucdo no emprego de anti-inflamatérios né&o
esteroidais, os inibidores seletivos comecaram também a mostrar efeitos
colaterais, desta vez sobre o Sistema Cardiovascular, o que também tem

limitado o seu uso nos ultimos anos (MARNETT, 2009).

A habilidade dos opibides para controlar efetivamente e de forma segura
a dor intensa aguda e a dor do cancer tem sido um dos argumentos para o
emprego dessas drogas em pacientes com dor crénica, em confronto com as
ideias de cuidado consideravel ao se avaliar os riscos de adi¢cdo. Por outro

lado, existem pacientes mantidos com tratamento opidide que séo refratarios a



33

analgesia durante periodos de dor, ou mesmo durante um tratamento crénico.
A maior questao é se a eficacia analgésica opibdide pode ser mantida com o
tempo, e sdo poucas as evidéncias apoiando tal eficacia. Os provaveis
mecanismos para a falha da terapéutica opidide podem estar relacionados a
tolerancia ou a hiperalgesia induzidas por esses farmacos, e sua limitacdo
reside também no aparecimento de efeitos colaterais consideraveis
(BALLANTYNE, 2007).

Assim, é de suma importancia a continua realizacdo de estudos que
visem a elucidacédo de substancias com potencial analgésico e sem o risco de
toxicidade que os grupos ora empregados detém. Dessa forma, uma das
principais fontes de moléculas com propriedade antinociceptiva, de forma
isolada ou em associacdo (preparacdes brutas-fitoterapicos), sdo os produtos

naturais, tdo abundantes em nosso pais, e particularmente em nossa Regiao.

1.6. Produtos naturais

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € uma das
mais antigas préaticas medicinais da humanidade. A utilizagcdo de produtos
naturais como medicamento € baseada em crencas existentes ha centenas de
anos, antes mesmo do desenvolvimento da medicina cientifica, e prevalece até
os dias atuais, fazendo parte da tradicdo de cada pais, onde as pessoas
passam seus conhecimentos de uma geragdo a outra e sua aceitacdo €
fortemente condicionada pelos fatores culturais. Além da crenca sobre o poder
e cura, a fitoterapia evoluiu e sofisticou-se, o conhecimento sobre o poder

curativo das plantas ndo pode ser mais considerado apenas como tradicao,

mas como ciéncia que vem sendo estudada, aperfeicoada e aplicada por
diversas culturas, ao longo dos tempos (TOMAZZONI et al., 2006).

O uso de espécies vegetais na medicina popular com finalidades
terapéuticas tem contribuido de forma relevante ao longo dos anos para a
obtencdo de varios farmacos, amplamente utilizados na clinica, como a

emetina, vincristina, colchicina e rutina. A cada momento sao relacionadas



novas moléculas na literatura, algumas detentoras de importantes acdes
farmacoldgicas, como a forscolina, o taxol e a artemisinina (MACIEL et al.,
2002; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; FOGLIO et al., 2008).

O consumo de medicamentos fitoterapicos aumentou pelo fato de que as
populacdes estdo questionando os perigos do uso abusivo e irracional de
produtos farmacéuticos e procuram substitui-los por plantas medicinais. Além
disso, registra-se a insatisfacdo da populacdo com o sistema de saude e a
necessidade de poder controlar seu proprio corpo e recuperar sua saude,
assumindo as praticas de saude para si ou para sua familia (TOMAZZONI et
al., 2006). Entretanto, € necessario extremo cuidado ao se empregar produtos
naturais como drogas mais seguras, pois muitas vezes o fim medicinal é
diferente daquele dos silvicolas, e sua toxicidade pode parecer trivial quando
comparada com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, 0
gue nao é verdade. A toxicidade de plantas medicinais € um problema sério de
saude publica. Os efeitos adversos dos fitomedicamentos, possiveis
adulteracdes e toxidez, bem como a interacdo com outras drogas ocorrem
comumente (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, cerca de 80 % da
populacdo deste planeta se utiliza de plantas medicinais para os cuidados de
atencdo a saude. No Brasil, 20 % da populacdo é responsavel por 63 % do
consumo dos medicamentos disponiveis; 0 restante encontra nos produtos de
origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de
recursos terapéuticos (GARCIA, 1995; FOGLIO et al., 2008). As pesquisas
realizadas para avaliagcdo do uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos

no Brasil ainda s&o incipientes, assim como o controle da comercializagcao

pelos 6rgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas de produtos
naturais (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

A histéria das plantas medicinais no Brasil sofreu influéncia das culturas
africana, indigena e européia. A contribuicdo dos escravos se deu por meio da
utilizacado das plantas trazidas do continente africano para rituais religiosos e
também por suas propriedades farmacolégicas. Os indios utilizavam grande
quantidade de plantas medicinais por intermédio dos pajés que tinham o

conhecimento das ervas locais, passado de geracdo em geracao. Os primeiros
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europeus se depararam com este conhecimento quando chegaram ao Brasil, 0
qual foi absorvido por aqueles que passaram a viver no pais e a sentir a
necessidade de viver do que a natureza lhes proporcionava, fatos que fizeram
com gue eles ampliassem seu contato com a flora medicinal brasileira e a
utilizassem para satisfazer suas necessidades alimentares e medicamentosas
(TOMAZZONI et al., 2006).

As plantas medicinais da flora brasileira nativa sdo consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacdo de suas propriedades terapéuticas,
geralmente propagadas por usuarios ou comerciantes. O Brasil tem a maior
floresta equatorial e tropical do planeta, ndo podendo abdicar de sua vocacao
para o desenvolvimento de produtos naturais. Assim, esse imenso patriménio
genético, ja escasso nos paises desenvolvidos, tem atualmente valor
estratégico para esse tipo de mercado (PINTO et al., 2002; CALIXTO, 2003).

Apesar do Brasil ser detentor de um ter¢co da flora mundial e de um
grande numero de grupos de pesquisa contribuir significativamente para o
desenvolvimento da quimica, taxonomia e farmacologia de produtos naturais e
de outras areas relacionadas, nosso pais ndo tem uma atuacdo destacada no
mercado mundial de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises
tecnologicamente menos desenvolvidos (YUNES et al., 2001). Isso se deve ao
fato de que no Brasil a maioria dos fitoterapicos fabricados pela industria
farmacéutica esta fundamentada somente no uso popular, sem nenhuma
comprovacédo pré-clinica ou clinica, ndo podendo ser competitivo no mercado

nacional e muito menos internacional (YUNES et al., 2001).

Dessa forma, o grande desafio do pais é desenvolver com sucesso um
programa voltado para o desenvolvimento de medicamentos a partir da nossa
biodiversidade, empregando tecnologia genuinamente nacional, 0 que o
tornaria  menos dependente do mercado internacional, evitando os
constrangimentos de recorrer a tecnologias de baixa qualidade desenvolvidas
em paises com menos tradicdo cientifica e tecnolégica que o nosso, permitindo
assim que o Brasil ocupe um lugar de destague no desenvolvimento de

fitoterapicos no cenario internacional (CALIXTO, 2003).



36

1.7. Plantas do género Zanthoxylum

A familia Rutaceae é constituida de 1600 espécies de 150 géneros,
largamente distribuida pelas regides tropicais e temperadas do mundo todo,
sendo mais abundante na América tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil
existem aproximadamente 200 espécies pertencentes ao género Zanthoxylum,
sendo descrita a ocorréncia de constituintes quimicos como cumarinas,
lignanas, flavondides, alcaldides e alquilamidas insaturadas. Estas substancias
apresentam importantes propriedades farmacolégicas tais como antitumoral,
antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria, anti-helmintica, analgésica e
antiagregante plaquetaria. (CORTEZ et al., 2006; SILVA; PAOLI, 2000;
OLIVEIRA et al., 2002).

Os flavondides compreendem um grande grupo fitoquimico,
denominados compostos polifendis de baixo peso molecular, amplamente
distribuidos no reino vegetal como metabdlitos secundarios. Eles representam
uma das mais importantes e interessantes classes de compostos
biologicamente ativos (GARG et al 2001). Estudos tém demonstrado que varias
espécies de Zanthoxylum tém como um de seus constituintes os flavonéides,
dentre essas espécies estdo a Zanthoxylum avicennae (casca), Zanthoxylum
cuspidatum (casca)(GARG et al 2001), Zanthoxylum piperitum DC (folhas)
(JEONG; SHIM, 2004), Zanthoxylum nitidum (Roxb.) DC (raiz) (LU et al 2006),
e Zanthoxylum rigidum Humb. & Bonpl. ex Willd. (casca) (MOCELLINI et al
2009).

Os triterpendides sdo produtos naturais que pertencem a classe dos
terpenos. S8o moléculas constituidas por trinta atomos de carbono, seis
unidades isoprendides (com cinco atomos de carbono). A diversidade estrutural
dos triterpendides sempre atraiu a atencdo para a avaliagdo das suas
atividades biologicas. Embora essa classe de metabdlitos secundarios venha
sendo utilizada com sucesso como agentes terapéuticos na medicina, seus
usos ainda sao bastante limitados, considerando os trabalhos recentes neste
contexto, que indicam fortemente o seu potencial como droga (MAHATO;
KUNDU,1994; MAHATO et al.,1992). H&4 um crescente interesse dos
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pesquisadores na elucidacdo da atividade biolégica de varias substancias que
tem propriedades analgésicas, e dentre estas podemos destacar esses
terpendides, que ja estdo bem estabelecidos na literatura (ANDRADE et al.,
2007).

O lupeol € um constituinte pertencente a familia dos triterpendides
pentaciclicos e representa um dos mais importantes produtos naturais
biologicamente ativos. E encontrado na maioria das plantas tropicais,
principalmente em hortalicas, ervas medicinais e frutas. H4 um enorme
interesse da comunidade cientifica por essa substancia, por apresentar
diversas propriedades medicinais e ter grandes possibilidades de futuramente
vir a ser aproveitada na terapéutica (CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998;
SALEEM et al., 2004; SRINIVASAN et al., 2002).

Na literatura séo relatadas varias espécies de plantas que contém esse
constituinte e que apresentam atividade antinociceptiva. Dentre elas,
destacam-se: Austroplenckia populnea (Celastraceae) (casca) (ANDRADE et
al., 2007), Helicteres isora (Sterculiaceae) (raiz) (VENKATESH et al., 2007),
Humirianthera ampla Miers (Icacinaceae) (raiz) (LUIZ et al., 2007), Miconia
rubinosa (Melastomaceae) (partes aéreas) (SPESSOTO et al., 2003), como
também espécies de Zanthoxylum, como a Zanthoxylum riedelianum
(Rutaceae)(casca e folhas) (LIMA et al., 2007).

Mocellini et al (2009) realizaram o primeiro estudo fitoquimico das
cascas das raizes do extrato hexanico de Zanthoxylum rigidum, submetido a
cromatografia em coluna de silica gel, que resultou no isolamento e na
identificacdo do triterpeno lupeol, e da mistura dos esterdides campesterol,
estigmasterol, sitosterol e do alcaléide N-metilatanina. Facundo et al (2005)
realizaram os primeiros estudos fitoquimicos da raiz e das folhas da
Zanthoxylum ekmanii (URB.) ALAIN, resultando no isolamento dos alcal6ides
skimianina, dictamina, tembamida e sesamina, e dos terpendides lupeol e B-
sitosterol.

Diversas espécies do género Zanthoxylum sdo utilizadas na medicina
popular no tratamento de doencas cardiovasculares, tém acado relaxante
muscular, antiespasmaodica, analgésica, antifingica, anti-hipertensiva, diurética,

sudorifera, também utilizadas para combater a tuberculose, malaria e como
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antiparasitarias para Ascaris lumbricoides, Taenia sp., Trichiuris trichiura e
Shistossoma sp., além de anti-inflamatorias para infec¢cdes de garganta. Entre
as atividades descritas para Oleos essenciais do género Zanthoxylum na
literatura, destacam-se: repelente de mosquito contra Aedes aegypti e contra
insetos, bem como larvicida, inseticida, antimalarica, anti-helmintica, ictiotoxica
e antimicrobiana (FACUNDO et al., 2005; SILVA et al.,, 2008; VIEIRA et al.,
2008).

Véarias espécies do género Zanthoxylum destacam-se por suas
propriedades farmacoldgicas. Dentre elas podem ser citadas as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria dos extratos das folhas de Zanthoxylum
chiloperone, que foram avaliadas através dos modelos de contorcdes
abdominais induzidas por acido aceético, teste da formalina, edema de pata e
pleurisia induzidos por carragenina, usando 0s extratos etanolico, fracdo
hexanica e acetato de etila. Os resultados mostraram que as doses testadas
reduziram significativamente o numero de contor¢gbes abdominais, o
comportamento de nocicepcdo no teste da formalina, o edema de pata, o

volume de exsudato e a migracao leucocitaria (VILLALBA et al., 2007).

Estudos preliminares também tém demonstrado que a Zanthoxylum
rhesta Roxb. possui atividade antinociceptiva no teste de contor¢des
abdominais induzidas por acido aceético e apresenta atividade no teste de
episodios diarréicos induzidos por 6leo de mamona em camundongos. Os
resultados mostraram que o extrato metandlico da casca do caule é ativo em
ambos os testes (RAHMAN et al., 2002).

Bastos et al (2001) mostraram que a cubebina, uma lignana isolada do
extrato hexanico das folhas de Zanthoxylum naranijillo, mostra uma significante
atividade antiedematogénica no edema de pata induzido por carragenina em
ratos, mas nao apresenta significante redugdo na migracdo das células
induzida por carragenina para a cavidade peritoneal, nem no edema de pata
induzido por dextrana e histamina nesses animais. Os resultados mostraram
ainda uma significante reducdo no edema de pata induzido por PGE; e no teste

de contorcdes induzidas por acido acético e por PGIl, em camundongos.

Além disso, os extratos hidroalcodlicos 90 % das folhas, raiz e cascas do
caule da Zanthoxylum leprieurii e Zanthoxylum xanthoxyloides foram
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investigados quanto as suas propriedades antifiungicas contra nove fungos,
pelo método de diluicdo em meios soélido e liquido. Os resultados indicaram que
estes extratos inibem o crescimento in vitro da Candida albicans, Cryptococcus
neoformans e de sete fungos filamentosos. Somente os extratos obtidos da raiz
e das cascas do caule da Zanthoxylum xanthoxyloides mostraram atividade
antifingica nos germes estudados (NGONO NGANE et al., 2000).

De acordo com a literatura, a investigacdo da atividade antimicrobiana
do Oleo essencial dos frutos secos de Zanthoxylum xanthoxyloides mostrou
uma extensa zona de inibicdo, sendo considerado um sistema antimicrobiano
efetivo (NGASSOUM et al., 2003). Outras espécies como Zanthoxylum fagara,
Zanthoxylum elephantiasis, e Zanthoxylum martinicense apresentaram
atividade antifingica, mas ndo antibacteriana (DIEGUEZ-HURTADO et al.,
2003).

Islam et al (2001) avaliaram as atividades antimicrobiana, antifangica e
citotoxica dos extratos metandlico, cloroférmico e em éter de petréleo, das
folhas e cascas da Zanthoxylum budrunga, verificando que apenas o0 extrato
cloroférmico da casca mostra potente atividade antibacteriana e antifingica,
enquanto o extrato metandlico da casca apresenta atividade citotéxica mais
significativa. Os constituintes, alcool 3,5-Dimetoxi-4-geraniloxicinamilico, 8-
metoxi-N-metilflindersina, xantilina e sesamina, isolados do extrato em éter de
petréleo da casca do caule da Zanthoxylum rhesta foram avaliados quanto a
sua atividade citotoxica. O extrato bruto e o composto 8-metoxi-N-
metilflindersina mostraram acdo citotoxica para as larvas de camardo de
salmoura (AHSAN et al., 2000). Além disso, foi demonstrado que o Oleo
essencial de Zanthoxylum limonella apresenta atividade larvicida significativa
contra espécies de mosquito de Aedes aegypti e Anopheles dirus (PITASAWAT
et al., 2007).

Estudos recentes tém demonstrado o efeito antiparasitario de 6-
cantinona, 5-metoxicantinona, oxido-N-cantinona e dos alcalbides totais da
casca do caule de Zanthoxylum chiloperone, usando camundongos Balb/c
infectados de forma aguda ou cronica com Trypanosoma cruzi. Os resultados
indicam que a 6-cantinona exibe uma atividade tripanocida in vivo nesses

modelos, além de atividade antifingica. Este estudo sugere que o tratamento
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oral com esse composto a longo termo € vantajoso comparado com a atual
quimioterapia da Doenca de Chagas, uma vez que tal substancia apresentou
baixa toxicidade (FERREIRA et al., 2007).

Recentemente, foram investigados os efeitos antioxidante e
hepatoprotetor de uma glicoproteina isolada do fruto de Zanthoxylum piperitum
DC. Os resultados mostram que a glicoproteina apresenta efeito de sequestrar
o DPPH, anion superéxido e radicais hidroxila, sem apresentar efeito proé-
oxidante, demonstrando também efeito inibitorio da citotoxicidade induzida por
hipoxantina/xantina oxidase ou glicose/glicose oxidase, de maneira dose-
dependente. A administracdo da glicoproteina reduziu os niveis de lactato
desidrogenase, alanina transaminase e acido tiobarbitirico, aumentou os niveis
de oxido nitrico, e normalizou a atividade das enzimas antioxidantes hepaticas
(superdxido dismutase, catalase e glutationa-peroxidase) no modelo de injuria
hepatica aguda induzida por tetracloreto de carbono em camundongos (LEE;
LIM, 2008).

1.8. Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae)

Zanthoxylum rhoifolium Lam. pertence a familia Rutaceae, sendo
conhecida na medicina popular como mamica de cadela, mamica de porca, teta
de cadela, juva, juvevé, guarita, tambatardo, tamanqueira, tembetaru,
tinguaciba e espinho de vintém. E uma arvore aculeada de 6-12 m de altura, de
casca grossa, folhas compostas e flores polipétalas pequenas e esverdeadas.
No Brasil, € encontrada principalmente na mata pluvial da encosta atlantica,
nos estados de Minas Gerais e Rio de Janeiro, e no Nordeste, encontra-se nos
estados do Piaui e Ceara (Figuras 01 e 02) (CRUZ, 1995; MOREIRA, 1996;
SILVA; PAOLI, 2000; GONZAGA et al., 2003).

Em diversos paises esta espécie apresenta varias acdes terapéuticas.
Na Guiana Francesa é utilizada tradicionalmente na medicina popular para
tratar e prevenir o desenvolvimento de malaria; na Bolivia, a casca e as folhas
sdo cozidas e utilizadas como antipiréticas pelos indios; no Peru essa planta
tem propriedades digestiva e tbnica; e, em outros paises como o Brasil, a

espécie tem sido popularmente utilizada contra processos inflamatorios,
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microbianos, cancerosos e no tratamento da malaria. A Zanthoxylum rhoifolium
tem sido comercializada como um componente de misturas de ervas em chas,
vendidos em farmécias, supermercados e mercados populares (JULLIAN et al.,
2006; Da SILVA et al., 2007 b). As Figuras 01 e 02 ilustram a espécie
Zanthoxylum rhoifolium, que é utilizada popularmente como tbnica, sua raiz é
febrifuga, amarga, aromatica de sabor picante, sendo indicada nos casos de
fraqueza orgéanica. A casca em cozimento tem propriedade de combater dores

de dente e de ouvido, bem como picadas de cobras, pois se acredita ser um

poderoso antiofidico e antitumoral, sendo também utilizada como remédio
eficaz nas flatuléncias (CRUZ, 1995; De MOURA et al., 1997; GONZAGA et al.,
2003).

Figura 01 - Zanthoxylum rhoifolium Lam. Figura 02 - Detalhe do caule de
Zanthoxylum rhoifolium Lam.
Fonte: fotos de Luciano da Silva Lopes

Em estudos preliminares foi feita a caracterizacdo morfo-anatémica da
semente de Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) visando o conhecimento
dos tegumentos, endosperma e embrido. As sementes sdo obovédides de
coloracdo preta, medindo cerca de 3,0 mm de comprimento por 3,0 mm de
largura, o endosperma é do tipo celular, contendo reserva protéica, o embrido &
axial, obliquo ao eixo da semente, aclorofilado, de coloracdo branca, dominante
e 0s cotilédones possuem reserva protéica (SILVA; PAOLI, 2000).

De Moura et al (1997) identificaram um novo alcaldide
benzofenantridinico isolado do extrato metandlico da casca de Zanthoxylum
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rhoifolium, denominado zantoxilina e, simultaneamente, identificaram 3
componentes conhecidos, a diidronitidina, 6-oxinitidina e skimianina,
determinados por método espectroscopico e analise elementar.

Estudos recentes mostraram que a fracédo alcaloidica da casca do caule
da Zanthoxylum rhoifolium apresentou atividade antiplasmddica em bioensaios.
O fracionamento do extrato produziu sete alcal6ides benzofenantridinicos, a
diidroavicina, diidronitidina, oxiavicina, oxinitidina, fagaridina, avicina e nitidina.
A atividade antimalarica dos ultimos cinco compostos foi avaliada, sendo a
nitidina o mais potente, com ICsy < 0,27 M contra Plasmodium falciparum.
Esses autores também evidenciaram que, o decocto das cascas do caule
mostrava a presenca de fagaridina, avicina e nitidina, o que justificaria o uso
popular da espécie para esse fim (JULLIAN et al., 2006). Além disso, Bertani et
al (2005) avaliaram o potencial de 35 remédios tradicionais antimalaricos
utiizados na Guiana Francesa, através de um teste geral de atividade
esquizonticida in vitro contra Plasmodium falciparum resistente a cloroquina.
Algumas dessas espécies de plantas foram selecionadas para testes in vivo,
dentre elas o extrato das cascas do caule da Zanthoxylum rhoifolium, que inibiu
mais de 50 % do crescimento de Plasmodium yoelii em roedores com malaria.

Da Silva et al (2007, a) avaliaram a atividade citotoxica do 6leo essencial
extraido das folhas de Zanthoxylum rhoifolium Lam. contra células tumorais
HeLa (carcinoma cervical humano), A-549 (carcinoma de pulm&o humano), HT-
29 (adenocarcinoma de célon humano), e células ndo tumorais, Vero (rim de
macaco) e macréfagos de camundongos. Também foram testados alguns
terpenos constituintes do oleo volatil (B-cariofileno, a-humuleno, a-pineno,
mirceno e linalool), verificando sua participacdo na citotoxicidade apresentada
pelo 6leo. Os resultados mostraram que o 6leo volatil é citotoxico apenas
contra células tumorais, mas ndo apresenta citotoxicidade contra as células
nao tumorais. Esse mesmo grupo mostrou ainda que o 6leo essencial extraido
das folhas de Zanthoxylum rhoifolium Lam. e o [-cariofileno promovem
aumento da sobrevivéncia de camundongos portadores do tumor ascitico de
Erlich (4 dias com 20 mg/kg), o que ndo aconteceu com O0S terpenos a-
humuleno, a-pineno e B-pineno. Enquanto que nos estudos in vitro o 0leo
essencial e o B-cariofileno apresentaram pouca atividade contra as células

tumorais, o0 que o0s levou a crer que isso se deva a uma acao
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imunomoduladora, relacionada ao fato do B-cariofileno realizar sinergismo com
outros compostos presentes no Oleo volatii das folhas de Zanthoxylum
rhoifolium Lam (DA SILVA et al., 2007, b).

A analise do extrato etandlico e fracdes de particdo de Zanthoxylum
rhoifolium Lam, por meio de cromatografia em camada delgada de gel de silica,
usando reveladores especificos, sugeriu a presenca de substancia de natureza
isoprénica (triterpenos e esterodides), sobretudo na fragdo hexanica, bem como
de flavondides e alcalbides na fracdo ACOET e fracdo aquosa. A presenca de
triterpenos na espécie foi confirmada pelo isolamento e identificacdo do lupeol
(Figura 03) (CAMELO et al., 2005).

Com base na literatura referenciada acima, salientando a importancia da
investigacdo de novas substancias para o tratamento da dor, e, ressaltando os
usos populares, as atividades farmacoldgicas, assim como 0s constituintes
isolados em varias espécies do género Zanthoxylum e na espécie em estudo,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antinociceptivo de
Zanthoxylum rhoifolium Lam. em modelos animais de dor aguda, e possiveis
mecanismos envolvidos, com o intuito de contribuir para o estudo
farmacoldgico dessa espécie, comprovar seu uso popular como analgésico,
além de demonstrar a existéncia de novas substancias para o tratamento da

dor.

Lupeol

Figura 03 - Estrutura do lupeol obtido de Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae).
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2- OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

Avaliar o efeito antinociceptivo de Zanthoxylum rhoifolium Lam

(Rutaceae).

2.2. Objetivos Especificos:

2.2.1. Avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico das cascas do caule de

Zanthoxylum rhoifolium em camundongos;

2.2.2. Investigar o efeito antinociceptivo do extrato etandlico, fracbes de
particdo (hexanica, acetato de etila e aquosa) e lupeol (principal constituinte da
fracdo hexanica), obtidos da casca do caule de Zanthoxylum rhoifolium, em
modelos de nocicepc¢do quimica induzida por capsaicina, formalina, glutamato

e acido acético;

2.2.3. Investigar possiveis mecanismos envolvendo os sistemas opidide,
glutamatérgico, serotonérgico e a via L-arginina-oxido nitrico na acéo

antinociceptiva,

2.2.4. Averiguar a influéncia de um possivel efeito depressor ou relaxante
muscular do extrato etandlico da casca do caule de Zanthoxylum rhoifolium
avaliados nos testes do campo aberto e Rota-Rod, sobre a atividade

nociceptiva evidenciada.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1. Drogas e Reagentes
Substéncia

Acido acético glacial P.A.
Capsaicina

Cetanserina

Cloreto de sodio
Formaldeido

Glutamato

L-argenina

L-NOARG

MK 801

Naloxona

Ondansetrona

Pindolol

Sulfato de morfina (Dimorf)

Tween 80

47

Origem
VETEC-Brasil
(Sigma,USA)

(Sigma,USA)
(VETEC-Brasil)
(Dindmica,Brasil)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Sigma,USA)
(Cristalia, Brasil)

(Sigma,USA)



48

3.2. Equipamentos

Equipamento Origem
Balanca digital para pesar animais (Plenna,USA)
Balanca analitica (Modelo-AR2140), (OHAUS, USA)
Camara de observacao de acrilico espelhada (NPPM-PI)
Campo aberto de acrilico (NPPM-PI)
Rota Rod (Modelo RR-2002) (Insight equipamentos,Brasil)

3.3. Obtencédo do extrato bruto e fracGes de particA 0

Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) foi coletada em janeiro de
2005, no municipio de Pedro II-PI, identificada por nossos colaboradores da
area de botanica e um exemplar da exsicata (n® TEPB 13.870) foi depositado
no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piaui.

A obtencdo do extrato etandlico bruto da Zanthoxylum rhoifolium Lam.
(Rutaceae) - (EEtOHZr) e a identificacdo, isolamento e purificagdo dos
compostos, foi realizada pelo grupo de pesquisa coordenado pela Prof® Dr?.
Mariana Helena Chaves do Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias
da Natureza da Universidade Federal do Piaui.

A técnica extrativa foi realizada utilizando-se o procedimento a
temperatura ambiente, como a maceragao, por meio do solvente organico
etanol, seguido de particbes com solventes em gradiente crescente de
polaridade, tais como hexano e acetato de etila (Figura 04). As solucdes
extrativas foram concentradas através de evaporador rotativo sob presséo

reduzida e liofilizadas.
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3.4. Isolamento e purificacdo dos constituintes qui micos

Foram empregados métodos cromatograficos usuais de isolamento,
como a cromatografia em coluna e a cromatografia em camada delgada
analitica para monitoramento das fracdes.

O extrato hexanico (2 g) foi cromatografado em coluna de gel de silica
eluida com hexano-ACOEt em ordem crescente de polaridade. Foram
coletadas 50 fragGes de 100 mL, as quais foram concentradas em evaporador
rotatério e reunidas em nove grupos de acordo com os fatores de retencdo. O
grupo S2 (1,1g) constituido pelas fracdes eluidas com hexano-ACOEt (95:5),
apos recristalizacdo em MeOH, forneceu o lupeol (250 mg:kg, (12,5%)) (Figura
03)(CAMELO et al., 2005).

A caracterizacdo estrutural do lupeol obtido pelos procedimentos
cromatograficos foi feita utilizando-se métodos espectroscopicos como a
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). As andlises de RMN foram realizadas
no Centro Nordestino de Aplicacdo e uso da Ressonancia Magnética Nuclear —
CENAUREMN da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os espectros de RMN

do lupeol estdo apresentados em anexo.
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Figura 04- Obtencao das fracfes do extrato etanélico de Zanthoxylum rhoifolium Lam.
(Rutaceae).

*Classes de constituintes quimicos que poderiam estar presentes nas fracdes
de particdo (CECHINEL-FILHO; YUNES,1998, CHAVES, 1996).
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3.5. AVALIACAO FARMACOLOGICA

3.5.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (25-35 Q),
provenientes do biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
(NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno a
temperatura de 24 + 3 °C, no ciclo claro-escuro de 12 h e tratados com agua e
racdo padréo ad libitum. Permaneceram no laboratorio para adaptacao por um
periodo de 1 h antes da realizacdo do experimento. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica da Universidade Federal
do Piaui (Protocolo n° 09/2008).

3.5.2. Toxicidade aguda em camundongos

Para a determinacdo da toxicidade aguda do extrato, utilizaram-se
camundongos Swiss, 25-35 g, divididos em grupos de 05 machos e 05 fémeas
cada, sendo mantidos em jejum de sélido durante 18 h. Os produtos testes
foram solubilizados em Tween 80 e salina. Foram observados durante 72 h,
quanto aos parametros: estado de alerta, sedacado, ptose, dispnéia, miccao,
diarréia, convulsado, atividade motora espontanea, reflexo postural, piloerecéo,
nocicepcao, morte, dentre outros (MILLER; TAINTER, 1944; LITCHFIELD;
WILCOXON, 1949).

3.5.3. Avaliacédo da atividade antinociceptiva

3.5.3.1. Nocicepcéao induzida pela injecéo intraplan tar de formalina (2%)

em camundongos

Para investigar o possivel efeito antinociceptivo do EEtOHZr, foi utilizado
inicialmente o teste de nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de
formalina (2%). Este modelo permite avaliar dois tipos de dor, a primeira fase é
de origem neurogénica que tem sido atribuida ao efeito direto e imediato do

agente flogistico sobre fibras aferentes nociceptivas, enquanto que a segunda
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fase representa um tipo de dor caracterizado pela liberacdo de mediadores
inflamatoérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SILVA et al., 2006).

Os animais foram tratados por via oral com o EEtOHZr, nas doses de 125
e 250 mg/kg, com a fracdo hexanica (F.HEX) e acetato de etila (F.AcOEt) nas
doses de 62,5 e 125 mg/kg e, decorrido o tempo de absorcdo de 60 minutos,
receberam o estimulo. Logo apds a injecdo de 20 pL de formalina a 2% na
regido plantar da pata posterior direita, os animais foram colocados
individualmente na camara de observacao, onde foi cronometrado o tempo que
o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata que recebeu o estimulo,
quantificado cumulativamente nos primeiros 5 minutos (primeira fase) e durante
15-30 minutos (segunda fase), como indice de nocicepg¢do. Os animais controle

receberam salina por via oral ou morfina (5 mg/kg, s.c.).

3.5.3.2. Teste de contor¢cdes abdominais induzidas p  ela injecdo de acido

acético em camundongos

Este modelo é util para avaliar a analgesia moderada produzida por
compostos antiinflamatorios, consiste na inducdo da resposta nociceptiva
através da administracdo intraperitoneal de acido acético (0,75%) diluido em
solucdo salina. A administracdo intraperitoneal de acido acético induz
contor¢cdes abdominais, as quais sdo caracterizadas por contracdo e rotacao
do abdémen do animal, seguidas pela extensdo de uma ou das duas patas
traseiras. Esta resposta nociceptiva se deve a uma sensibilizagdo de
nociceptores por prostaglandinas (COLLIER et al.,1968; BENTLEY, 1981,
PIRES et al., 2004).

Grupos de animais foram tratados por via oral com o EEtOHZr (250 e
500 mg/kg), 1 h antes da injecdo do &cido acético. O grupo controle recebeu o
mesmo volume do veiculo (salina, p.o.) utilizado para diluir o extrato. ApGs a
administracdo do acido acético, os animais foram colocados individualmente na
camara de observacdo durante 20 minutos. O numero de contorcdes
abdominais apos o estimulo com &acido acético (0,75 % i.p.) foi quantificado
cumulativamente. A atividade antinociceptiva do extrato péde ser obtida através
da comparacdo do numero de contor¢cdes abdominais quantificadas entre os

grupos controle e tratados com EEtOHZr ou morfina (2,5 mg/kg, s.c.).
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3.5.3.3. Nocicepcéao induzida pela injecdo intraplan tar de capsaicina em

camundongos

Esse modelo foi proposto por Sakurada et al., (1992) para o estudo de
compostos que atuam sobre a dor de origem neurogénica. A injecao de
capsaicina induz a estimulacdo das terminacbes nervosas nociceptivas e
térmicas causando a liberagdo de varios neuropeptideos envolvidos na
transmissao da dor, incluindo principalmente as taquicininas (substancia P,
neurocinina A e neurocinina B) que atuam na ativacdo de fibras aferentes
nociceptivas tipo C (SAKURADA et al., 1992; SAKURADA et al., 1996;
SANTOS; CALIXTO, 1997).

Os animais foram colocados individualmente na camara de observagéo,
para um periodo de adaptacdo de 20 minutos. Apés, esse periodo, cada animal
recebeu por via intraplantar 20 yL de solucdo de capsaicina na pata posterior
direita, era cronometrado o tempo que este permanecia lambendo ou
mordendo a pata que recebeu o estimulo por 5 minutos, e considerado como
indice de nocicepcéo. Grupos de animais foram tratados com EEtOHZr, F.HEX,
F.AcOEt e aquosa (F.AQ), nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg por via oral, 1 h
antes da injecdo da capsaicina. Os animais controle receberam salina por via

oral ou morfina (5 mg/kg, s.c.).

3.5.3.4. Nocicepcao induzida pela injecédo intraplan tar de glutamato em

camundongos

Com a finalidade de estudar o possivel envolvimento do sistema
glutamatérgico nos efeitos evidenciados, os animais foram tratados com
EEtOHZr (125, 250 e 500 mg/kg), suas fracbes F.HEX, F.AcOEt e F.AQ (62,5,
125, 250 e 500 mg/kg) e Lupeol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) por via oral. Uma hora
depois dos tratamentos, os animais receberam 20 pL de solucdo de glutamato
(10 umol/pata) dissolvido em salina, por via intraplantar na pata traseira direita.
Os animais foram colocados individualmente na camara de observacédo, e o
tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata que recebeu o
estimulo foi cronometrado durante 15 minutos e considerado como um indice
de nocicepgéo. Os animais controle receberam salina por via oral ou MK 801
(0,03 mg/kg .i.p.)(BEIRITH et al., 2002).



3.5.4. Estudo dos possiveis mecanismos de acdo anti  nociceptiva da

fracdo Hexanica do EEtOHZR e do lupeol em camundong  0s

3.5.4.1. Participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo da

fracéo hexanica e do lupeol

Com o objetivo de avaliar a influéncia do sistema opidide sobre o efeito
antinociceptivo da F.HEX, grupos distintos de animais foram pré-tratados com o
antagonista opidide ndo seletivo naloxona (2 mg/kg, i.p.), 20 min antes da
administracdo de F.HEX (125 mg/kg, p.o.), lupeol (12,5 mg/kg, p.0.) ou morfina
(5 mg/kg, s.c.), a qual foi utilizada como controle positivo (PIETROVSKI et al.,
2006). Decorrida 1h ap6s a administracdo da fracdo ou 30 minutos apos a
administracdo de morfina, injetou-se por via intraplantar 20 pl de solugéo de

glutamato (10 pymol/pata) e avaliou-se a resposta nociceptiva.

3.5.4.2. Participacdo da via L-arginina-6xido nitri co no efeito
antinociceptivo da fragdo hexanica e do lupeol

Para avaliarmos também a participacdo da via L-arginina - 6xido nitrico
no efeito antinociceptivo causado pela F.HEX e lupeol, os animais foram
previamente tratados com o precursor do 6xido nitrico, L-arginina (600 mg/kg,
i.p.) e apés 20 minutos cada grupo recebeu F.HEX (125 mg/kg, p.o.), lupeol
(12,5 mg/kg, p.o.) e N®—nitro-L-arginina (L-NOARG, 75 mg/kg, i.p.), um inibidor
da enzima o6xido nitrico sintase (PIETROVSKI et al., 2006). Decorrida 1h apos
a administracdo da F.HEX e do lupeol e 30 min apods o tratamento com L-
NOARG, os animais foram avaliados quanto & nocicepcdo induzida pela
injecdo intraplantar de 20 pyL de solucdo de glutamato (10 pmol/pata). Os

animais controle foram tratados com salina por via oral.

3.5.4.3. Participacdo do sistema serotoninérgico no efeito antinociceptivo

da fracdo hexanica e do lupeol

Para avaliarmos a participacdo do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo causado pela F.HEX e lupeol, os animais foram previamente

tratados com Cetanserina (0,3 mg/Kg i.p., antagonista 5HT,a), Pindolol (1
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mg/Kg i.p., antagonista 5HTia1s € antagonista dos [-adrenoreceptores) e
Ondansetrona (0,5 mg/Kg i.p., antagonista 5HT3). Transcorridos 20 minutos
apos o ultimo tratamento, os animais foram tratados com F.HEX (125 mg/kg,
p.o.) ou lupeol (12,5 mg/kg, p.o.) e, apos 1 h foi avaliada a nocicepcéo induzida
pela injecao intraplantar de 20 pl de solucdo de glutamato (10 pmol/pata). Os
animais controle foram tratados com salina por via oral (PIETROVSKI et al.,
2006).

3.5.5. Avaliacéo da atividade motora

3.5.5.1. Efeito sobre a performance motora no model o do “Rota Rod”

Este método permite detectar a ocorréncia de incoordenacdo motora,
permitindo uma interpretacdo mais precisa dos resultados de atividade
antinociceptiva (LAPA et al., 2003; DUHAM; MIYA, 1957). O Rota Rod é um
aparelho que contém uma barra de 2,5 cm de altura de diametro, subdividida
em 6 compartimentos com uma altura de 25 cm, girando a 12 r.p.m (Modelo
RR — 2002, Insight equipamentos). Os animais foram pré-selecionados um dia
antes do teste, em sessfes de 1 minuto de duracéo, sendo escolhidos aqueles
gue permaneceram na barra giratéria por esse periodo. No dia do experimento
os animais foram tratados 1 h antes do teste com EEtOHZr (250 mg/kg p.o.),
30 minutos antes com o diazepam (4 mg/kg, i.p), registrando-se o tempo de
permanéncia do animal na barra giratéria por 1 minuto, com trés reconducdes

no méximo, com o tempo de corte de 3 minutos de duracao.

3.5.5.2. Avaliacdo da atividade motora espontanea d e camundongos no

modelo do campo aberto

Este método permite avaliar a atividade exploratdria de camundongos. O
campo aberto é uma caixa de acrilico com paredes transparentes e chao preto
(30X30X15 cm), e a sua base é dividida em 9 quadrantes de diametros iguais.
Um dia antes do experimento os camundongos foram colocados na arena para
ambientacdo. Os animais foram tratados com EEtOHZr (250 mg/kg p.o.) e
veiculo 1 hora antes, e diazepam (4 mg/kg, i.p) 30 minutos antes de serem
levados individualmente ao campo aberto e observados por um periodo de 5
minutos (ARCHER, 1973; SIEGEL, 1946; DUHAM; MIYA, 1957).
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3.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Gréafico Prisma 3.0 e o0s
resultados foram expressos como meédia + E.P.M dos valores. Para
comparacao multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
(One way e two way - ANOVA) seguida pelo Teste de Bonferroni. Quando
necessario, os dados receberam algum outro tipo de tratamento estatistico

complementar. A analise de significancia foi considerada quando p < 0,05.
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RESULTADOS




4- RESULTADOS

4.1. Toxicidade aguda em camundongos

58

O extrato bruto da casca de Zanthoxylum rhoifolium n&o apresentou

toxicidade aguda, ndo sendo possivel o calculo da DLsp. Em relagdo aos

parametros comportamentais observados nos animais machos e fémeas, ndo

se detectou nenhuma alteracdo significativa durante o periodo de 72 horas

(Tabela 01).

Tabela 01: Avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico (EEtOHZr) da casca de

Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) em camundongos Swiss machos e fémeas (20-

35g).

PERIODO DE OBSERVACAO (Horas)

DOSE| N° ANIMAIS 24 h 48 h 72h
N|D]|]M|N|DJ|M|N/|D]|M
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)

0,5

g/kg |05(m) O5(f)|100 O 0 [100 O O [100 O O

1,0

g/kg |05(m) O5(f)|100 O O [100 O O [100 O O

2,0

g/kg |05(m) O5(f)|100 O O [100 O O [100 O O

Legenda: Machos (m); Fémeas (f); Normal (N); Deprimido (D); Morto (M).
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4.2. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.2.1. Nocicepcao induzida pela injecdo intraplanta r de formalina (2%) em

camundongos

Os resultados apresentados na figura 05 mostram que o EEtOHZr na
dose de 250 mg/kg por via oral, promoveu reduc¢ao significativa do tempo que o
animal permaneceu lambendo a pata nas duas fases do teste quando
comparado com o veiculo (12 fase - EEtOHZr 250 mg/kg: 28,40 + 3,86 e
veiculo: 54,27 + 3,62)(p< 0,01) (22 fase — EEtOHZr 250 mg/kg: 18,66 + 6,90 e
veiculo: 63,65 + 6,74)(p< 0,001), o que corresponde a uma inibicdo de 47,67 %
na primeira fase e 70,69 % na segunda fase.

O EEtOHZr na dose de 125 mg/kg por via oral, promoveu reducéo
significativa do tempo de lambedura da pata apenas na 22 fase do teste,
guando comparado com o veiculo (12 fase - EEtOHZr 125 mg/kg: 43,66 + 6,67
e veiculo: 54,27 * 3,62) (22 fase — EEtOHZr 125 mg/kg: 37,89 + 7,42 e veiculo:
63,65 + 6,74)(p< 0,05), correspondendo a uma inibicdo de 40,48 % na segunda
fase.

A morfina (5 mg/kg s.c.), analgésico opidide utilizado como controle
positivo nesse protocolo experimental, inibiu significativamente as duas fases
de resposta (12 fase: 16,35 * 2,98; 22 fase: 7,74 + 5,46)(p < 0,001) quando
comparado com o veiculo (12 fase: 54,27 + 3,62; 22 fase: 63,65 *+ 6,74).

Os dados apresentados na figura 06 demonstram que a fracdo hexanica
na dose de 125 mg/kg p.o., foi efetiva nas duas fases de resposta comparada
com o veiculo (12 fase — F.HEX 125 mg/kg: 27,83 + 4,03 e veiculo: 55,97 +
3,69)(p < 0,01), (22 fase — F.HEX 125 mg/kg: 28,36 + 3,62 e veiculo: 65,36 +
7,52)(p < 0,001), o que corresponde a uma inibicdo de 50,28 % na primeira
fase e de 56,61 % na segunda. A dose de 62,5 mg/kg apresentou resultado
significativo apenas na segunda fase (12 fase — F.HEX 62,5 mg/kg: 39,27 +
3,94 e veiculo: 55,97 + 3,69) (22 fase — F.HEX 62,5 mg/kg: 20,05 + 4,92 e
veiculo: 65,36 £ 7,52)(p < 0,001), levando a uma inibicao de 69,31 % desta.

Os resultados que constam da figura 07 sdo pertinentes ao efeito da
fracdo AcOEt nas doses de 62,5 e 125 mg/kg demonstrando atividade

significativa na nocicepc¢éo da formalina, somente na segunda fase de resposta
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do teste, comparado com o veiculo (22 fase — F. AcOEt 62,5 mg/kg: 40,84 +
4,12 (p < 0,01); F. AcOEt 125 mg/kg: 14,27 + 1,97 (p < 0,001) e veiculo: 62,59
*+ 6,03), apresentando uma inibicdo de 34,75 e 77,21 % da segunda fase,
respectivamente. A primeira fase de resposta néo foi inibida por nenhuma das
doses utilizadas da fracdo em estudo (12 fase — F. AcOEt 62,5 mg/kg: 42,51 +
2,98; F. AcOEt 125 mg/kg: 40,83 £ 2,52 e veiculo: 50,76 *+ 4,74).

4.2.2. Teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido aceético em

camundongos

De acordo com os dados apresentados na figura 08, constatou-se que
EEtOHZr nas doses de 250 e 500 mg/kg por via oral, ndo apresentou efeito
antinociceptivo significativo (51,77 + 2,49; 49,0 + 3,29) em relacédo ao veiculo
(56,83 = 4,09). A morfina (2,5 mg/kg s.c.) diminuiu significativamente o nimero
de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético (5,71 + 1,47) quando

comparado com o veiculo (p < 0,001).

4.2.3. Nocicep¢do induzida pela injecdo intraplanta r de capsaicina em

camundongos

Os resultados apresentados na figura 09 mostram que o EEtOHZr na
dose de 250 mg/kg por via oral apresentou reducao significativa do tempo de
lambida da pata do animal (5,13 + 0,65) ap0s a administracdo da capsaicina
em relacdo ao veiculo (18,80 + 1,85)(p<0,001). A morfina (5 mg/kg s.c.) reduziu
o0 tempo de lambida da pata do animal (2,44 + 0,66) quando comparado com o
veiculo (p<0,001). As doses de 125 e 500 mg/kg p.o. do EEtOHZr néo
apresentaram efeito antinociceptivo significativo (17,59 + 1,34; 20,37 + 2,76).

Os resultados apresentados na figura 10 mostram o efeito da fragcéo
hexanica por via oral, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg no teste da
capsaicina, onde apenas a dose de 500 mg/kg apresentou efeito
antinociceptivo significativo no tempo de lambida da pata do animal (9,86 *
2,03) em relacdo ao veiculo (22,11 + 1,53)(p<0,001). Nas doses de 125 e 250
mg/kg a fracdo nao apresentou atividade antinociceptiva significativa (27,02 *
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3,94; 22,66 + 3,25) quando comparado ao veiculo, enquanto que a morfina
apresentou um resultado semelhante ao descrito anteriormente.

Os resultados mostrados na figura 11 apresentam o efeito da fragcéo
AcOEt por via oral, nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg no teste da capsaicina.
A fracdo mostrou-se efetiva nas doses de 250 e 500 mg/kg (10,76 = 1,61; 9,94
+ 1,25), apresentando reducao significativa do tempo de lambida da pata do
animal em relacdo ao veiculo (18,28 £ 1,52)(p < 0,01). A dose de 125 mg/kg
por via oral ndo apresentou efeito antinociceptivo significativo (18,78 * 3,24),
enquanto que a morfina apresentou efeito significativo, conforme descricédo
anterior.

Os resultados mostrados na figura 12 demonstram que a fracdo aquosa
nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg por via oral, ndo diminuiu
significativamente o tempo de lambida da pata do animal (19,80 + 3,31; 23,01 +
2,45; 22,76 + 3,68) em relacdo ao veiculo (21,24 + 1,48). A morfina (5 mg/kg
s.c.) significativamente reduziu o tempo de lambida da pata do animal apds a
administracdo de capsaicina (2,63 = 0,70) quando comparado com o veiculo
(21,24 £ 1,48)(p<0,001).
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FIGURA 05: Efeito do extrato etandlico de Zanthoxylum rhoifolium (EEtOHZr) na
primeira fase (A) e na segunda fase (B) da nocicepc¢ao induzida por formalina 2
% (20 plL/pata) em camundongos Swiss machos. Cada grupo representa a
média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com veiculo (C), EEtOHZr
(125 e 250 mg/Kg p.o.) ou morfina (5 mg/Kg s.c.) 60 e 30 min antes do estimulo
(*p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, comparado ao veiculo (C)) (ANOVA duas vias,
Teste de Bonferroni).
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FIGURA 06: Efeito da fragdo hexanica (F. HEX) na primeira fase (A) e na segunda
fase (B) da nocicepcao induzida por formalina 2 % (20 yL/pata) em camundongos
Swiss machos. Cada grupo representa a média do tempo de reagédo de 6 a 12
animais tratados com veiculo (C), F. HEX (62,5 e 125 mg/Kg p.o.) ou morfina (5
mg/Kg s.c.) 60 e 30 min antes do estimulo (**p<0,01, ***p<0,001, comparado a
(C)) (ANOVA duas vias, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 07: Efeito da fracdo acetato de etila (F. AcOEt) na primeira fase (A) e na
segunda fase (B) da nocicepgao induzida por formalina 2 % (20 pL/pata) em
camundongos Swiss machos. Cada grupo representa a média do tempo de reacdo
de 6 a 12 animais tratados com veiculo (C), F. AcOEt (62,5 e 125 mg/Kg p.0.) ou
morfina (5 mg/Kg s.c.) 60 e 30 min antes do estimulo (*p<0,05, ***p<0,001,
comparado a (C)) (ANOVA duas vias, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 08: Efeito do extrato etandlico de Zanthoxylum rhoifolium (EEtOHZr) sobre
a nocicepc¢ao induzida pelo acido acético (0,75% i.p.) em camundongos Swiss
machos (25-35 g). Cada grupo representa a média do tempo de reagdo de 6 a 12
animais tratados com EEtOHZr (250 e 500 mg/kg p.o.), Morfina (2,5 mg/kg s.c.) e
veiculo (C), 30 e 60 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado ao veiculo (C))

(ANOVA uma via, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 09: Efeito do extrato etandlico da Zanthoxylum rhoifolium (EEtOHZr) sobre
a nocicepc¢ao induzida pela capsaicina (20 pL, 2 pg/pata) em camundongos Swiss
machos (25-35 g). Cada grupo representa a média do tempo de reacédo de 6 a 12
animais tratados com EEtOHZr (125, 250 e 500 mg/kg p.o.), Morfina (5 mg/kg s.c.)
e veiculo (C), 60 e 30 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C) (ANOVA
uma via, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 10: Efeito da fracdo hexanica (F. HEX) sobre a nocicepcéo induzida pela
capsaicina (20 pL, 2 pg/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
HEX (125, 250 e 500 mg/kg p.o.), Morfina (5 mg/kg s.c.) e veiculo (C), 60 e 30 min
antes do estimulo(***p<0,001, comparado a (C)) (ANOVA uma via, Teste de

Bonferroni).
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FIGURA 11: Efeito da frac&o acetato de etila (F. AcOEt) sobre a nocicepg¢éo induzida
pela capsaicina (20 pL, 2 pg/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
AcOEt (125, 250 e 500 mg/kg p.o.), Morfina (5 mg/kg s.c.) e veiculo (C), 60 e 30 min

antes do estimulo (**p<0,01, ***p<0,001, comparado a (C)) (ANOVA uma via, Teste
de Bonferroni).
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FIGURA 12: Efeito da fracdo aquosa (F. AQ) sobre a nocicepcao induzida pela
capsaicina (20 uL, 2 pg/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
AQ (125, 250 e 500 mg/kg p.o.), Morfina (5 mg/kg s.c.) e veiculo (C), 60 e 30 min

antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C)) (ANOVA uma via, Teste de
Bonferroni).
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4.2.4. Nocicepcdo induzida pela injecdo intraplanta r de glutamato em

camundongos

A figura 13 mostra que o EEtOHZr na dose de 250 mg/kg por via oral
apresentou reducao significativa do tempo de lambedura da pata dos animais
(24,81 £ 4,21) apés a administragcdo de glutamato, em relagcdo ao veiculo
(83,85 *+ 6,12)(p<0,001). © MK 801 (0,03 mg/kg i.p.) reduziu significativamente
o tempo de lambedura da pata estimulada com glutamato (20,63 + 4,53)
quando comparado com o veiculo. O extrato nas doses de 125 e 500 mg/kg por
via oral ndo apresentou efeito antinociceptivo significativo (68,79 + 6,65; 66,67
+ 8,09).

Os dados da figura 14 mostram que a fracdo hexanica (125, 250 e 500
mg/kg p.o.) apresentou efeito antinociceptivo significativo, as doses (62,5, 125
e 250 mg/kg p.o.) apresentaram efeito dose-dependente, visto através da
reducdo no tempo de lambedura da pata dos animais ap0s a administracédo de
glutamato (41,52 + 8,79; 8,41 £+ 2,94; 15,22 + 2,92) em relacdo ao veiculo
(82,16 = 5,66)(p<0,001), respectivamente. A dose de 62,5 mg/kg né&o
apresentou atividade antinociceptiva significativa (72,71 = 6,91), quando
comparada ao veiculo. O controle positivo com MK 801 funcionou como
descrito anteriormente.

Os resultados da figura 15 demonstram que a fragdo AcOEt nas doses
de 125, 250 e 500 mg/kg por via oral foi efetiva em reduzir significativamente
(37,86 £ 2,38; 42,45 + 6,13 e 42,71 £ 5,05) o tempo de lambedura da pata dos
animais apés a administracdo de glutamato, em relacdo ao veiculo (86,66 *
6,26)(p< 0,001). A dose de 62,5 mg/kg por via oral ndo apresentou efeito
antinociceptivo significativo (76,54 + 6,43). O controle positivo com MK 801
funcionou como descrito anteriormente.

Os resultados apresentados na figura 16 mostram que a fragdo aquosa
nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg por via oral, ndo diminuiu
significativamente o tempo de lambedura da pata dos animais apds a
administracdo de glutamato (52,95 + 7,75; 55,89 = 12,74; 53,92 = 9,08) em

relacdo ao veiculo (85,77 = 6,74).
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A figura 17 apresenta o efeito antinociceptivo do lupeol nas doses de
12,5 e 25 mg/kg por via oral (33,05 + 3,87; 36,05 £ 4,71), frente a nocicepgao
induzida pela administracdo intraplantar de glutamato, em relagdo ao veiculo
(76,76 £ 4,72)(p< 0,001). A dose de 6,25 mg/kg p.o. ndo apresentou efeito
antinociceptivo significativo nesse teste (68,23 + 7,84), enquanto que o MK-801

funcionou como descrito.

4.3.0. Estudo dos possiveis mecanismos de acdo anti  nociceptiva da

fracdo hexanica do EEtOHZr em camundongos

4.3.1. Participacdo do sistema opiodide no efeito an  tinociceptivo da fracao

hexéanica e do lupeol

Os resultados presentes nas tabelas 02 e 03 e figuras 18 e 19, mostram
que o pré-tratamento dos animais com naloxona (2 mg/kg, i.p.) interferiu com a
antinocicepcao causada pela fracdo hexanica do EEtOHZr (125 mg/kg, p.o.) e
do lupeol (12,5 mg/kg, p.0.) no teste de nocicepc¢éo induzida pelo glutamato,
revertendo a agdo antinociceptiva evidenciada pela morfina (5 mg/kg, s.c.)

conforme esperado.

4.3.2. Participacao da via L-arginina-6xido nitrico no efeito antinociceptivo

da fracédo hexanica e do lupeol

As tabelas 04 e 05 e as figuras 20 e 21 demonstram que o preé-
tratamento dos animais com L-Arginina (substrato da enzima oOxido nitrico
sintase, 600 mg/kg, i.p.), reverteu de forma significativa a atividade
antinociceptiva da fracdo hexéanica do EEtOHZr (125 mg/kg, p.o.) e do lupeol
(12,5 mg/kg, p.o.), quando avaliada na nocicepcéo induzida pelo glutamato, o
que também foi evidenciado frente a administracdo da L-NOARG (inibidor da

enzima Oxido nitrico sintase, 75 mg/kg, i.p.).
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FIGURA 13: Efeito do extrato etandlico de Zanthoxylum rhoifolium (EEtOHZr)
sobre a nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 pL,10 pmol/pata) em
camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a média do tempo
de reacdo de 6 a 12 animais tratados com do EEtOHZr (125, 250 e 500 mg/kg
p.o.), MK 801 (0,03 mg/kg i.p.) e veiculo (C), 60 e 20 min antes do estimulo
(***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma via, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 14: Efeito da fragdo hexanica (F. HEX) sobre a nocicepcao induzida pelo
glutamato (20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
HEX (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg p.o.), MK 801 (0,03 mg/kg i.p.) e veiculo (C), 60 e
20 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma via, Teste de
Bonferroni).
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FIGURA 15: Efeito da fracdo acetato de etila (F. AcOELt) sobre a nocicepcédo induzida
pelo glutamato (20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g).
Cada grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com
F. AcOET (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg p.o.), MK 801 (0,03 mg/kg .i.p.) e veiculo (C),
60 e 20 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma via, Teste
de Bonferroni).
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FIGURA 16: Efeito da fracdo aquosa (F. AQ) sobre a nocicepcao induzida pelo
glutamato (20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
AQ (125, 250 e 500 mg/kg p.o.), MK 801 (0,03 mg/kg .i.p.) e veiculo (C), 60 e 20
min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma via, Teste de

Bonferroni).
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FIGURA 17: Efeito do lupeol sobre a nocicepcao induzida pelo glutamato (20 uL,10
pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a
média do tempo de reagdo de 6 a 12 animais tratados com Lupeol (6,25, 12,5, 25
mg/kg p.o.), MK 801 (0,03 mg/kg i.p.) e veiculo (C), 60 e 20 min antes do estimulo
(***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma via, Teste de Bonferroni).



Tabela 02 — Investigacdo do envolvimento do sistema

opiéide no

efeito antinociceptivo da fracdo hexanica no teste de glutamato em

camundongos.

Grupo Dose mg/Kg, via Tempo de resposta (s)

inibicao(%)

X
Veiculo
------ , p-O. 92,09 +7,73
Veiculo
Naloxona 2, 1.p. 74,11 + 8,01 19,52
Morfina 5, s.c. 9,02 +2,11%** 90,20
Naloxona 2/5,i.p./s.c 75,15 + 11’64a 1,40
+ Morfina
F. HEX. 125, p.o. 38,43 + 5,68*** 58,27
Naloxona 2/125 i.p./p.o. 61,37 + 2,52b 17,19
+ F. HEX.

77

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12
animais por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; ?p<0,001, comparado a
Morfina; °p<0,05, comparado a F. HEX.; ANOVA uma via, seguida pelo Teste de

Bonferroni).
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FIGURA 18: Investigacdo do envolvimento do sistema opidide no efeito
antinociceptivo da fracdo hexanica (F. HEX) na nocicepc¢éao induzida pelo glutamato
(20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo
representa a meédia do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F. HEX
(225 mg/kg p.o.), naloxona (2 mg/kg i.p.), Morfina (5 mg/kg s.c.) e veiculo, 60 e 20
min antes do estimulo (***p<0,001, comparado ao veiculo; p<0,001, comparado
com o grupo morfina; °p<0,05, comparado com a F. HEX)(ANOVA uma via, Teste
de Bonferroni).
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Tabela 03 — Investigagédo do envolvimento do sistema opidide no efeito

antinociceptivo do lupeol no teste de glutamato em camundongos.
Inibicao(%)
Grupo Dose mg/kg, via Tempo de resposta (s) X
Veiculo
------ , p.O. 94,72 + 7,97
Veiculo
Naloxona 2,1.p. 74,11 £ 8,01 21,75
Morfina 5, s.c. 9,02 £ 2,11*** 90,20
Naloxona 2/5,i.p./s.c 75,15 + 11,64 1,40
+ Morfina
lupeol 12,5, p.o. 41,13 £ 7,09*** 56,58
Naloxona 2/12,5 i.p./p.o. 73,02 + 12’75b 1,47
+ lupeol

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12 animais
por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; *p<0,001, comparado a Morfina;
®p<0,05, comparado ao lupeol; ANOVA uma via, seguida pelo Teste de Bonferroni).
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FIGURA 19: Investigacdo do envolvimento do sistema opidide no efeito
antinociceptivo do lupeol na nocicepcdo induzida pelo glutamato (20 pL,10
pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a
média do tempo de reagdo de 6 a 12 animais tratados com Lupeol (12,5 mg/kg
p.o.), naloxona (2 mg/kg i.p.), morfina (5 mg/kg s.c.) e veiculo, 60 e 20 min antes do
estimulo (***p<0,001, comparado ao veiculo; *p<0,001, comparado com 0 grupo
morfina; °p<0,05, comparado com o lupeol)(ANOVA uma via, Teste de Bonferroni).
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Tabela 04 — Investigacdo do envolvimento da via L-arginina-oxid o]
nitrico no efeito antinociceptivo da fracdo hexanic a no teste de
glutamato em camundongos.

Inibicao(%)
. X
Grupo Dose mg/kg, via  Tempo de resposta (S) Veiculo
Veiculo - , p.O. 8342+746 -
L- Arginina 600, i.p. 81,16 +4,53 2,70
L- NOARG 75, i.p 17,52 £ 3,71** 78,41
L- NOARG + 75/600 i.p. 77.06 + 6,65 5,05
L- Arginina
F. HEX 125, p.o. 41,52 + 8,79*** 50,23
L- Arginina  600/125 i.p./p.o. 86,17 +5.91° 6,17
+ F. HEX.

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12 animais
por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; *p<0,001, comparado a L-NOARG;
bp<0,001, comparado a F. HEX.; ANOVA uma via, seguida pelo Teste de
Bonferroni).
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FIGURA 20: Investigacdo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico no efeito
antinociceptivo da fracdo hexanica (F. HEX) na nocicepc¢éao induzida pelo glutamato
(20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo
representa a meédia do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F. HEX
(125 mg/kg p.o.), L- Arginina (600 mg/kg i.p.), L-NOARG (75 mg/kg i.p.) ou veiculos,
60 e 20 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado ao veiculo; %p<0,001,
comparado com o grupo L-NOARG e "p<0,001, comparado com a F. HEX)(ANOVA
uma via, Teste de Bonferroni).
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Tabela 05 — Investigacdo do envolvimento da via L-arginina-6xido
nitrico no efeito antinociceptivo do lupeol no test e de glutamato em
camundongos.
Inibicao(%)
. X
Grupo Dose mg/kg, via  Tempo de resposta (s) Veiculo
Veicuo - , p.O 81,68+6,69 @ -
L- Arginina 600, i.p. 81,16 + 4,53 0,64
L- NOARG 75, i.p. 17,52 £ 3,71*** 78,55
L- NOARG + 75/600 i.p. 73,68 + 6,67a 9,79
L- Arginina
Lupeol 12,5, p.o. 33,05 + 3,87*** 59,53
L- Arginina + 600/12,5 79.45 + 9.84° 2,73
lupeol i.p./p.o.

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12 animais
por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; *p<0,001, comparado a L-NOARG;
®p<0,001, comparado ao lupeol; ANOVA uma via, seguida pelo Teste de

Bonferroni).
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FIGURA 21: Investigagdo do envolvimento da via L-arginina-6xido nitrico no efeito
antinociceptivo do lupeol na nocicep¢do induzida pelo glutamato (20 pL,10
pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a
média do tempo de reacdo de 8 a 12 animais tratados com Lupeol (12,5 mg/kg
p.o.), L- Arginina (600 mg/kg i.p.), L-NOARG (75 mg/kg i.p.), veiculos, 60 e 20 min
antes do estimulo (***p<0,001, comparado ao veiculo; ?p<0,001, comparado com 0
grupo L-NOARG e °p<0,001, comparado com o Lupeol)(ANOVA uma via, Teste de
Bonferroni).
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4.3.3. Participacdo do sistema serotoninérgico no e  feito antinociceptivo

da fracédo hexanica e do lupeol

Os resultados das tabelas 06 e 07 e figuras 22 e 23 mostram que o preé-
tratamento dos animais com cetanserina (0,3 mg/kg i.p., antagonista 5HT;a)
reverteu a acdo antinociceptiva da fracdo hexanica (125 mg/kg, p.o.) e do lupeol
(12,5 mg/kg, p.o.) na nocicepcao induzida pelo glutamato, o que nao foi
evidenciado com o tratamento com pindolol (1 mg/kg i.p., antagonista 5HT1a18 €
antagonista dos [(-adrenoreceptores) ou ondansetrona (0,5 mg/kg i.p.,
antagonista 5HT3).

4.4. Avaliagéo da atividade motora

4.4.1. Efeito sobre a performance motora no modelo do “Rota Rod”

Os resultados apresentados na figura 24 mostram que o tratamento com
EEtOHZr (250 mg/kg p.o.) ndo alterou significativamente o tempo de
permanéncia dos animais na barra giratéria no teste de Rota Rod por um
periodo de 1 minuto (57,19 = 2,33), enquanto que o Diazepam (4 mg/kg i.p.)
reduziu de forma significativa o tempo de permanéncia dos animais na barra
giratoéria (15,71 + 5,19) quando comparado com o veiculo (56,32 + 2,11)
(p<0,001).

4.4.2. Avaliacdo da atividade exploratéria de camun  dongos no modelo do
campo aberto

No teste do campo aberto, o EEtOHZr (250 mg/kg p.0.) ndo alterou o
namero de quadrantes invadidos (75,42 + 6,99) em relacdo ao veiculo (71,42 +
8,94), enquanto que o Diazepam (4 mg/kg i.p.) reduziu de maneira significativa
(15,71 + 5,19)(p<0,001) o numero de quadrantes invadidos (Figura 25).



Tabela 06 — Investigacdo do envolvimento do sistema

no efeito antinociceptivo da fracdo hexanica no tes
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serotoninérgico
te de glutamato em

camundongos.
Grupo Dose mg/Kg, Tempo de resposta (s)  Inibicdo(%)
. X
via Veiculo
------ , p-O. 81,18 £5,97
Veiculo
Pindolol 1,i.p. 77,03 £5,97 511
Cetanserina 0,3, i.p. 66,12 + 5,30 18,55
Ondansetrona 0,5, i.p. 59,85 £ 8,31 26,27
F. HEX 125, p.o. 41,52 + 8,79*** 48,85
Pindolol + 1/125, i.p./p.o. 35,33 +7,68 14,91
F.HEX
Cetanserina + 0,3/125 73,63 + 6.42° 77,33
F. HEX. I.p./p.o.
Ondansetrona 0,5/125 51,02 + 9,62 22,88
+ F. HEX. i.p./p.o.

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12 animais
por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; ®p<0,001, comparado a F.HEX.;
ANOVA uma via, seguida pelo Teste de Bonferroni).
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FIGURA 22: Investigacdo do envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo da fracdo hexéanica (F. HEX) sobre a nocicep¢do induzida pelo
glutamato (20 pL,10 pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada
grupo representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com F.
HEX (125 mg/kg p.o.), cetanserina (0,3 mg/kg i.p.), pindolol (1 mg/kg i.p.),
ondansetrona (0,5 mg/kg i.p.), veiculos, 60 e 20 min antes do estimulo (***p<0,001,
comparado ao veiculo; ®p<0,001, comparado com F. HEX)(ANOVA uma via, Teste

de Bonferroni).
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Tabela 07 — Investigacao do envolvimento do sistema serotonérgico no
efeito antinociceptivo do Ilupeol no teste de glutam ato em
camundongos.

Grupo Dose mg/kg, via  Tempo de resposta (s)  Inibigdo(%)
X
Veiculo
------ , p.O. 82,06 £5,70
Veiculo
Cetanserina 0,3, i.p. 66,12 + 5,30 19,42
Lupeol 12,5, p.o. 33,05 £ 3,87*** 59,72
Cetanserina + 0,3/125 88,07 + 15,17°% 100
lupeol i.p./p.o.

1) Valores representam média + E.P.M. do tempo de resposta; 2) n= 6 a 12
animais por grupo (***p<0,001, comparado ao veiculo; ®p<0,001, comparado ao
lupeol; ANOVA uma via, seguida pelo Teste de Bonferroni).
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FIGURA 23: Investigacdo do envolvimento do sistema serotonérgico no efeito
antinociceptivo do lupeol na nocicep¢do induzida pelo glutamato (20 pL,10
pmol/pata) em camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a
média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com lupeol (12,5 mg/kg p.o.),
cetanserina (0,3 mg/kg i.p.), veiculos, 60 e 20 min antes do estimulo (***p<0,001,

comparado ao veiculo; #p<0,001, comparado com o lupeol)(ANOVA uma via, Teste
de Bonferroni).
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FIGURA 24: Efeito do EEtOHZr sobre a performance motora de
camundongos Swiss machos (25-35 g) na barra giratéria. Cada grupo
representa a média do tempo de reacdo de 6 a 12 animais tratados com
EEtOHZr (250 mg/kg p.o.), veiculo (C) e diazepam (4 mg/kg s.c.), 60 e
30 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a (C))(ANOVA uma
via, Teste de Bonferroni).
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FIGURA 25: Efeito do EEtOHZr sobre a frequéncia de locomoc¢ao espontanea de
camundongos Swiss machos (25-35 g). Cada grupo representa a média do tempo
de reacdo de 6 a 12 animais tratados com EEtOHZR (250 mg/kg p.0.), veiculo (C) e
diazepam (4 mg/kg s.c.), 60 e 30 min antes do estimulo (***p<0,001, comparado a
(C)(ANOVA uma via, Teste de Bonferroni).
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5- DISCUSSAO

Zanthoxylum rhoifolium Lam. (Rutaceae) é conhecida na literatura
popular como mamica de cadela. No Brasil € amplamente distribuida e no
Nordeste, encontra-se nos estados do Piaui e Ceara, mas também em outras
regibes do pais, sendo utilizada pela populacdo no tratamento de dores de
dente e de ouvido (CRUZ, 1995; MOREIRA, 1996; SILVA; PAOLI, 2000).
Apesar de sua utilizacdo na medicina popular para os mais variados fins, ndo
h& relatos na literatura de estudos que comprovem a sua utilizacdo como
analgésica.

Neste trabalho procurou-se investigar a atividade farmacologica de
Zanthoxylum rhoifolium Lam. em modelos experimentais de nocicepcao,
assim como a toxicidade aguda e alguns mecanismos envolvidos na acéo
antinociceptiva. Desta forma o presente estudo buscou comprovar de certa
forma alguns dos seus usos populares, como também contribuir para o estudo
farmacoldgico dessa espécie, utilizando extrato etandlico de suas cascas e
fracoes de particho obtidas com solventes de diferentes polaridades,
evoluindo até a deteccdo de alguns dos seus constituintes quimicos
majoritarios.

Os modelos experimentais utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva foram modelos de dor aguda em camundongos: nocicepcao
induzida pela injecao intraplantar de capsaicina (SAKURADA et al., 1992;
SAKURADA et al., 1996; SANTOS; CALIXTO, 1997), formalina (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987) ou glutamato (BEIRITH et al., 2002) e contor¢cdes abdominais
induzidas pela injecdo de acido acético (COLLIER et al., 1968; BENTLEY,
1981; PIRES et al., 2004).

Neste sentido, os resultados obtidos no presente estudo, baseando-se
nas indicacdes populares, mostram, pela primeira vez, que o extrato etandlico
da casca do caule de Zanthoxylum rhoifolium e suas fragdes, assim como o
lupeol (principal constituinte identificado), apresentam atividade antinociceptiva
quando administrados por via oral, em diferentes modelos de nocicepgéo

quimica em camundongos.
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Os resultados obtidos ndo mostraram sinais de toxicidade aguda no
extrato bruto da casca de Zanthoxylum rhoifolium (EEtOHZr), ndo sendo
possivel o calculo da dose letal 50 % até a dose de 2 g/kg (Tabela 01). Em
relacdo aos parametros comportamentais observados, ndo se detectou
nenhuma alteracdo como piloerecdo, ptose, dispnéia, convulséo e nem
alteragbes na micgéo, diarréia ou atividade motora espontanea, permanecendo
0s animais em estado normal durante o periodo de 72 horas de observagao
(MILLER; TAINTER, 1944; LITCHFIELD; WILCOXON, 1949).

O teste de formalina permite o aparecimento de uma gama de
respostas motoras bem caracterizadas, cuja quantificagdo permite que se
avalie a intensidade da resposta nociceptiva (DUBUISSON; DENNIS, 1977).
Tal resposta ja foi avaliada através do tempo despendido pelo animal em
comportamentos assumidamente relacionados a dor, através de uma escala
arbitraria de quatro pontos, mas inumeras variagdes foram propostas para este
método de medida, a maioria das quais preconiza 0 uso de apenas um
parametro de avaliacdo da resposta. O tempo, contado em segundos, em que
o animal permanece lambendo ou mordendo a pata estimulada (“licking time”),
tem sido frequentemente usado como indice de nocicep¢do (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; LAPA et al., 2003).

Este modelo permite evidenciar duas fases da sensibilidade dolorosa: a
primeira fase, onde a dor neurogénica (aguda) é causada pela ativacédo direta
das terminacdes nervosas nociceptivas, apés a administracdo intraplantar do
agente algico, promovendo estimulacao direta de fibras aferentes nociceptivas
tipo C, que liberam neuropeptideos, como a substancia P entre outros. A
segunda fase seria caracterizada como dor de origem inflamatéria que esta
relacionada a liberagdo de mediadores quimicos como a histamina, serotonina,
bradicinina, aminoacidos excitatorios e prostaglandinas (HUNSKAAR HOLE,
1987; TIDLSEN et al., 1992; CORREA; CALIXTO, 1993; LAPA et al., 2003).

Os resultados do presente trabalho mostram que no modelo de
formalina, o EEtOHZr na dose de 250 mg/kg promoveu reducao significativa
em ambas as fases do teste, o que corresponde a uma inibicdo de 47,67 %
na primeira fase e 70,69 % na segunda fase. Na dose de 125 mg/kg o

EEtOHZr foi efetivo apenas na segunda fase, quando comparado com o
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grupo controle, levando a uma inibicdo de 40,48 %. Assim, pode-se sugerir
que seus constituintes ativos atuem possivelmente devido a alteracdo da acéo
de mediadores liberados durante a resposta inflamatéria posterior. De acordo
com a literatura, varias espécies vegetais tém acado antinociceptiva no
presente teste, sugerindo que tal acdo possa se dever ao efeito anti-
inflamato6rio de varios constituintes ativos, como triterpenos e flavonoides
(BARROS et al., 2006; LUIZ et al., 2007; MALEKI-DIZAJI et al., 2007).

Durante a etapa seguinte do trabalho, foram testadas as fracbes HEX e
AcOEt nas doses de 62,5 e 125 mg/kg p.o.. Na dose de 125 mg/kg, a fracao
HEX foi efetiva nas duas fases de resposta, demonstrando uma inibicdo de
50,28 % na primeira e 56,61 % na segunda, enquanto que a dose de 62,5
mg/kg apresentou efeito significativo apenas na segunda fase, levando a uma
inibicdo de 69,31 %. A fracdo AcOEt ndo mostrou efeito significativo na
primeira fase da resposta nas doses avaliadas mas, as doses de 62,5 e 125
mg/kg mostraram inibicdo da segunda fase, de 37,75 e 77,21 %,
respectivamente. Esses resultados nos levam a crer que o0s triterpenos
presentes na fracdo HEX venham a demonstrar efeito na nocicepcédo direta
como também frente a mediadores inflamatérios posteriormente liberados
durante a resposta a formalina. H& relatos na literatura que esses constituintes
apresentam efeito em ambas as fases neste modelo de dor (OTUKI et al.,
2001; PIETROVSKI et al.,, 2006). Por outro lado, a fracdo AcOEt possui
constituintes como os flavondides, que apresentam prioritariamente inibicdo da
acao de substancias como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas
liberados, responsaveis pela resposta inflamatoria observada, o que pode ser
reforcado pelo efeito de flavondides como a quercetina e o kaempferol,
presentes na fracdo AcOEt do extrato hidroalcodlico das folhas de Danae
racemosa (Asparaginaceae), capazes de inibir tanto a primeira como a
segunda fase de resposta no teste da formalina (MALEKI-DIZAJI et al., 2007;
WILLAIN-FILHO et al., 2008), e pelo isolamento de flavondides da casca de
outras espécies de Zanthoxylum (GARG et al 2001).

Esses resultados mostraram que o extrato etandlico e suas fracdes
HEX e AcOEt foram capazes de inibir de forma significativa ambas as fases,

tanto a inicial quanto a tardia da resposta a formalina, fornecendo indicios de
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que esta planta possui um importante efeito antinociceptivo e provavel acao
anti-inflamatéria.

Embora seja um modelo pouco especifico, o teste de contor¢des
abdominais em camundongos utilizado neste trabalho € de ampla utilizacao
na pesquisa de drogas analgésicas com acdo anti-inflamatoria, por ser
simples e de facil observacdo. O acido acético é um estimulo conveniente
para um teste de triagem, por produzir uma resposta cuja intensidade
depende da interacdo de varios eventos, nheurotransmissores e
neuromoduladores que determinam a nocicep¢cao. Assim, este modelo é
sensivel a substancias analgésicas de agao central ou periférica, dotadas dos
mais variados mecanismos de acdo (LAPA et al., 2003).

A administracao intraperitoneal de acido acético, um agente irritante
para a membrana serosa, provoca comportamentos estereotipados que séo
caracterizados por contor¢cdes abdominais, movimentos do corpo inteiro
(particularmente das patas traseiras), reducdo da atividade motora e da
coordenacao motora (LE BARS et al., 2001).

No teste de contor¢cbes abdominais constatou-se que EEtOHZr nas
doses 250 e 500 mg/kg p.o., ndo apresentou efeito antinociceptivo
significativo, embora a morfina (2,5 mg/kg s.c.) tenha diminuido o nimero de
contor¢cdes abdominais em relacdo ao veiculo. A nocicepcéo provocada pelo
acido acético envolve a estimulacdo direta de fibras nociceptivas tipo C,
ocorrendo a producéo principalmente de PGE; e PGF; no fluido peritoneal, e
depende da liberacdo de citocinas como IL-13, TNFa e IL-8, de macréfagos e
basofilos localizados na cavidade abdominal. Dessa forma, como o EEtOHZr
nao apresentou efeito antinociceptivo nesse teste, houve um paradoxo entre
essa resposta e aquela obtida no teste da formalina, havendo maior
sensibilidade deste ultimo em relacdo a atividade antinociceptiva/anti-
inflamatoria dos seus constituintes ativos, 0 que necessita de investigacao
posterior (FAROUK et al., 2008, LUCENA et al., 2007).

Dando continuidade ao estudo, utilizou-se EEtOHZr e fracdes acetato de
etila, hexanica, e aquosa, na nocicepcao neurogénica induzida pela inje¢céo
intraplantar de capsaicina, que é um alcaldide extraido da pimenta vermelha, e

que estimula terminacdes nervosas nociceptivas e térmicas causando dor
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intensa (BINOTTI et al., 2003; SAKURADA et al., 1992; SANTOS; CALIXTO,
1997). A capsaicina age através dos receptores vanildides (TRPV-1) no
sistema nervoso periférico, abrindo um canal catidbnico ndo seletivo, que
permite o influxo de cations, principalmente Ca™ e Na', causando
despolarizacdo e o inicio de potenciais de acao. Esses receptores (TRPV-1)
podem ser ativados em temperaturas acima de 43 °C, uma temperatura
semelhante aquela que provoca a dor (BINOTTI et al., 2003; OKUSE, 2007;
PALAZZO et al., 2008).

Estudos demonstram que a capsaicina provoca a despolarizacdo de
células ganglionares da raiz dorsal, associadas as fibras demielinizadas do tipo
C e provavelmente também as fibras mielinizadas Ad, sem afetar outros
neurbnios sensitivos. A capsaicina determina a liberacdo de varios
neuropeptideos, principalmente as taquicininas (substancia P, neurocinina A e
neurocinina B) que atuam na transmissdo da sensagdo de dor na via
nociceptiva e de processos inflamatérios (BINOTTI et al., 2003; SAKURADA et
al., 1992; SAKURADA et al., 1996; SANTOS; CALIXTO, 1997).

Desta forma, utilizando o modelo de nocicepcéo induzida pela injecéo
intraplantar de capsaicina, pode-se observar que apenas a dose de 250 mg/kg
por via oral do EEtOHZr foi capaz de inibir a nocicep¢éo neurogénica causada
pela capsaicina. As doses de 125 mg/kg e 500 mg/kg ndo mostraram efeito, e
segundo a literatura, esse fendbmeno pode ocorrer quando a maior dose atingiu
niveis de concentracao excessivos ou toxicos (CALABRESE; BALDWIN, 2001).

Em seguida foram testadas as doses 125, 250 e 500 mg/kg por via oral
das fracoes HEX, AcOEt e AQ. A primeira apresentou efeito antinociceptivo
significativo em relacdo ao veiculo apenas na dose de 500 mg/kg, a segunda
mostrou-se eficaz nas doses de 250 e 500 mg/kg, enquanto que a ultima ndo
apresentou efeito em nenhuma das doses estudadas. Uma vez que a
capsaicina causa dor neurogénica que envolve a ativacdo, via receptor
vanildide (TRPV 1), de fibras aferentes nociceptivas tipo C (CATERINA et
al.,1997), pode-se sugerir que 0s principios ativos presentes nas fracoes
estudadas inibem a liberagdo ou acdo de substancias que atuem via TRPV1,
ou agem diretamente nesse receptor (SZALLASI; BLUMBERG, 1993;
SANTOS; CALIXTO, 1997; SAKURADA et al., 1996, 2003).
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Esta bem descrito na literatura que o glutamato € um neurotransmissor
excitatorio encontrado em maior concentragdo no Sistema Nervoso Central
(SNC), estando seus receptores localizados na coluna dorsal, originados de
fibras aferentes primarias nociceptivas (GAVIRAGHI, 2000; CARLTON, 2001).
Os receptores de glutamato sédo classificados funcionalmente como
receptores ionotrdpicos de trés tipos e foram identificados como N-metil-D-
aspartato (NMDA), cainato e acido DL-a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole-
propidnico (AMPA), diretamente acoplados a canais ibnicos ativados por
ligantes, que medeiam a ac¢éo sinaptica rapida. Os receptores metabotropicos
sdo acoplados a proteina G, ligados a sistemas de segundos mensageiros
intracelulares, presentes tanto na membrana pré quanto pdés-sinaptica,
participam na modulacdo da transmisséo sinaptica, desempenhando funcéo
importante na transducao de sinal do glutamato (GAVIRAGHI, 2000; ROSA et
al., 2005; ARAUJO et al., 2006).

Esses receptores agem individualmente ou em combinagdes durante a
transmissao excitatoria, e, aléem de mediar a transmissao sinaptica normal,
eles participam na modificacdo das conexdes sinapticas durante o
desenvolvimento. A ativacdo desses receptores abre os canais idnicos
permedaveis a Na', K" e Ca™. A captacdo do glutamato é dirigida por um
cotransporte de sodio acoplado a um contratransporte de potassio, além
disso, durante o ciclo de transporte pode ocorrer movimento de ions
hidrogénio, que leva a mudancga de pH. Esses canais cations-seletivos sdo
compostos de subunidades e, para cada tipo de receptor, ha varios subtipos
que diferem na composicado das subunidades e nas propriedades funcionais
(ARAUJO et al., 2006).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que apenas a dose
de 250 mg/kg do EEtOHZr inibiu o tempo de lambida da pata do animal
induzida por glutamato em relagéo ao veiculo, permanecendo as doses de 125
e 500 mg/kg p.o. inefetivas. Esta resposta parece envolver a ativacao de
receptores periféricos, principalmente NMDA, com a subsequente liberacéo de
6xido nitrico (BEIRITH et al., 2002; ARAUJO et al., 2006), demonstrando um
carater de hormese, provavelmente porque a dose mais elevada ja comeca a

sair do limite farmacolégico para o toxicolégico (CALABRESE et al., 2001).
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As fracdes HEX e AcOEt diminuiram a resposta nociceptiva induzida
pelo glutamato nas maiores doses estudadas (125, 250 e 500 mg/kg p.o.),
sendo ineficazes na menor dose utilizada (62,5 mg/kg p.o.). Por outro lado a
fracdo AQ foi ineficaz nesse teste em todas as doses avaliadas (125, 250 e 500
mg/kg p.o.). Essas fragBes (62,5, 125 e 250 mg/kg) demonstraram efeito dose
dependente, sugerindo que seus constituintes ativos possam inibir a ativacéo
ou a acao de substancias que atuem na ativacdo de receptores NMDA
presentes nas fibras nociceptivas (ARAUJO et al., 2006), e tal interacéo estaria
interferindo com a liberacédo do 6xido nitrico e outros mediadores envolvidos
(BEIRITH et al., 2002), o que foi confirmado quando a L-arginina reverteu o
efeito antinociceptivo da F.HEX (Figura 21).

O lupeol mostrou-se efetivo nas doses de (12,5 e 25 mg/kg p.o.) frente a
nocicepcao induzida pelo glutamato. Assim, o lupeol, que € o principal
constituinte da fracdo hexanica, pode ser o responsavel pela atividade
observada com esta, 0 que sugere sua participagao de forma direta ou indireta
na ativacdo dos receptores glutamatérgicos. Alguns trabalhos tém demonstrado
que o lupeol apresenta efeito anti-inflamatério (FERNANDEZ et al., 2001a,b;
GEETHA; VARALAKSHMI, 2001; LIMA et al., 2007), mas ndo antinociceptivo, 0
gue vem de encontro aos resultados apresentados no presente trabalho,
provavelmente porque naquele estudo o lupeol ndo apresentou atividade
antinociceptiva por via oral em ratos Wistar, nos modelos de placa quente e
contor¢cdes abdominais (GEETHA; VARALAKSHMI, 2001).

Numa outra etapa do presente trabalho, investigou-se possiveis
mecanismos que pudessem estar envolvidos na atividade antinociceptiva da
fracdo hexanica do EEtOHZr, bem como do seu principal constituinte ativo, o

lupeol, na nocicepcéo induzida por glutamato.

Os receptores opidides estao localizados na periferia, medula espinhal e
estruturas supra-espinhais, esses receptores sdo denominados p, K e d, todos
eles estdo acoplados a proteina G e medeiam o0s principais efeitos
farmacoldgicos da morfina, inclusive analgesia, que é principalmente mediada
pelo receptor p, ou seja, bloqueando a transmissao periférica e central da via
nociceptiva aferente e por isso, 0s agonistas desses receptores tornam-se téao
eficientes no tratamento da dor (SAWYNOK, 2003).
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Neste trabalho demonstrou-se que a administracdo da naloxona reverteu
parcialmente o efeito antinociceptivo da fracdo HEX, assim como do seu
principal constituinte, o lupeol. Este resultado sugere que a antinocicepgdo
provocada pela fracdo hexanica possa ter um envolvimento parcial do sistema
opibide, juntamente com a participacdo de outras vias modulatérias, e que o
lupeol pode ser o principal responsavel por esta acdo, atuando por
mecanismos centrais ou periféricos. Existem relatos na literatura sugerindo a
participacdo do sistema opioide no efeito de constituintes como triterpenos e
diterpenos, provavelmente em nivel de receptores opidides (PIETROVSKI et
al., 2006; LUIZ et al., 2007; CHATURVEDI et al.,2008).

7

O sistema serotonérgico é uma das vias que exercem um papel
importante na modulacdo da nocicepc¢éo, razao pela qual também foi avaliada
a sua participacdo na antinocicepcdo da fracdo hexanica e do lupeol. A
serotonina tem sido associada ao longo do tempo, com 0 processamento e
modulacdo da dor no Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico. E liberada
das plaquetas e células mastocitarias apos a lesdo no nervo, sendo o efeito
algésico ou analgeésico dependente do sitio de acdo e do subtipo de receptor
ativado. Existem varios receptores para serotonina e estudos mostram que 0s
receptores 5HT4, SHT, e 5HT3; estdo presentes nas fibras aferentes tipo C. A
serotonina atua em combinacdo com outros mediadores inflamatérios e pode,
ectopicamente, estimular e sensibilizar as fibras aferentes, contribuindo para
uma sensibilizacdo periférica e hiperalgesia inflamatdria e consequentemente
lesédo do nervo (SOMMER, 2004).

Os resultados da presente investigagdo mostraram que o tratamento
com pindolol, antagonista 5HT.a18 € antagonista dos [(-adrenoreceptores, e
com ondansetrona, antagonista 5HT3, ndo alterou de maneira significativa a
acao antinociceptiva causada pela fragdo hexanica na nocicepcao induzida
pelo glutamato. Por outro lado, a cetanserina, antagonista 5HT,a, reverteu
completamente a acdo antinociceptiva da fracdo hexanica e do lupeol nesse
meétodo, sugerindo a participacdo desse subtipo de receptor serotoninérgico na
resposta evidenciada. Como o lupeol é o principal constituinte ativo dessa
fracdo, talvez seja o responsavel majoritario pelo efeito observado, e possa

estar agindo por uma acao direta nos receptores serotoninérgicos, ou indireta,
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via liberacdo de serotonina endogena (SOMMER, 2004; PIETROVSKI et al.,
2006).

Nossos dados demonstram que a via L-arginina-oxido nitrico parece
estar envolvida no efeito antinociceptivo da fracdo hexanica do EEtOHZr e do
seu constituinte majoritario lupeol, uma vez que a L-arginina foi capaz de
reverter o efeito antinociceptivo de ambos na nocicepcédo induzida pelo
glutamato. Ainda foi possivel constatar, como descrito na literatura, que a L-N®-
nitro-arginina (L-NOARG - inibidor da oOxido nitrico sintase), reduziu
significativamente a resposta neuronal apés a estimulacdo quimica. Este efeito
da L-NOARG foi totalmente revertido pela injecdo de L-arginina, substrato da
enzima oxido nitrico sintase (NOS) (BEIRITH et al., 2002; PIETROVSKI et al.,
2006; LUIZ et al., 2007).

Os métodos que permitem estudar a resposta nociceptiva envolvendo
um comportamento motor, seja o reflexo de retirada da cauda ou o ato de
levantar ou lamber a pata estimulada, podem sofrer a interferéncia de drogas
que promovam relaxamento muscular ou sedacéo, levando a incoordenacéo
motora, fazendo com que as respostas ndo sejam necessariamente
analgésicas. Para avaliar uma possivel interferéncia desses efeitos na acgéo
antinociceptiva evidenciada, os animais foram submetidos aos testes do campo
aberto e Rota Rod apos o tratamento com EEtOHZr. O teste de Rota Rod € um
método que detecta a incoordenacdo motora pela acdo relaxante muscular,
permitindo com seguranca que descartemos um resultado falso-positivo para o
efeito antinociceptivo, enquanto que o campo aberto ird evidenciar um possivel
efeito depressor central, pela diminuicdo da atividade motora espontanea
(LAPA et al,. 2003; DUHAM; MIYA, 1957).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o EEtOHZr néo
alterou o tempo de permanéncia dos animais na barra giratéria no teste do
Rota Rod, como também néo reduziu o nimero de quadrantes invadidos no
teste do campo aberto, sugerindo que o0 extrato ndo apresenta acao relaxante
muscular nem depressora central na maior dose efetiva nos modelos de

nocicepcgao.

Em sintese, os resultados apresentados neste trabalho confirmam
alguns dos usos populares de Zanthoxylum rhoifolium e contribuem para o
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conhecimento farmacoldgico desta espécie, indicando que o extrato etandlico
das cascas do caule e fracdes de particdo deste (hexanica, acetato de etila),
apresentam importante efeito antinociceptivo em modelos de nocicepgéo
quimica induzida por capsaicina, formalina e glutamato em camundongos. O
lupeol, principal constituinte ativo da fracdo hexanica, parece ser o principal

responsavel pelos efeitos observados.

Os presentes resultados também sugerem que o sistema opidide medeia
parte da acdo antinociceptiva observada, assim como o0 sistema
serotoninérgico via receptores 5-HT2, e que existe alteracdo da transmisséo

glutamatérgica e vanildide nesse efeito.

Neste contexto, os resultados obtidos nesse estudo fornecem uma base
farmacoldgica para a utilizacdo popular da Zanthoxylum rhoifolium como
analgésica, e suas preparacfes ativas demonstram potencial terapéutico para

o desenvolvimento de fitoterapicos e/ou fitofarmacos com tal propriedade.
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6- CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que:

1- O extrato etandlico da casca do caule de Zanthoxylum rhoifolium Lam, néo
apresenta toxicidade aguda por via oral, tendo em vista que néo foi possivel o

célculo da DLsp em camundongos;

2- O EEtOHZr e as fracdes HEX e AcOEt exercem efeito antinociceptivo frente
a nocicepc¢ao quimica induzida por capsaicina, formalina e glutamato, mas nao

por acido acético;

3- A acdo antinociceptiva evidenciada com a fracdo HEX e lupeol parece

envolver a mediacéo do sistema opioide;

4- A acao antinociceptiva demonstrada com a fragcdo HEX e lupeol envolve a
participacdo do sistema serotoninérgico via receptores 5-HT,s € da via L-

arginina-oxido nitrico;

5- A acgdo antinociceptiva da fragdo HEX e lupeol frente a capsaicina se deve

possivelmente a inibicdo da liberacdo ou da acdo de substancias que atuem

na ativacado do receptor vanildide (TRPV 1) nas fibras aferentes primarias;

6- A acao antinociceptiva da fracdo HEX e lupeol frente ao glutamato envolve
a inibicdo da liberacédo ou da acédo de substancias que atuem na ativacdo dos

receptores glutamatérgicos, possivelmente ionotropicos;

7- O EEtOHZr ndo manifestou agao relaxante muscular ou depressora central,
indicando que esses efeitos ndo contribuiram para a atividade antinociceptiva

evidenciada no presente estudo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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