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RESUMO

O uso de plantas na medicina popular, visando o tratamento de algumas
patologias, sejam centrais ou periféricas, pode ter alguma base cientifica. O objetivo do
presente estudo foi investigar as atividades antinociceptivas e antiinflamatorias do extrato
etandlico da raiz de Pouteria ramiflora (EEPr). Para esta pesquisa foram usados
camundongos Suicos machos, com 3 meses de idade. A toxicidade do extrato foi testada.
Doses nas faixas de 100, 500 ou 1.000 mg/kg, administradas por gavagem, foram usadas
para avaliar-se a toxicidade aguda. Nesta investigacdo, os camundongos foram
observados quanto a qualquer mudanca comportamental por um periodo de 4h a partir
da administracdo do EEPr. Essas observacdes também foram realizadas com 12 e 24h.
Os animais toleraram a dose de 100 mg/kg, sem ocorrer nenhuma espécie de toxicidade
ou mortalidade. As mortes ocorreram somente com as doses de 500 ou 1000 mg/kg. Trés
modelos experimentais de nocicepc¢ao foram usados para examinar o efeito analgésico
do EEPT, envolvendo tanto estimulos nociceptivos quimicos (acido acético e formalina),
guanto térmico (placa aquecida). Os extratos das plantas e os solventes foram todos
dados por gavagem, lh antes dos estimulos quimicos ou térmicos. Os controles
positivos, morfina ou indometacina, foram usados para comparar as respostas
farmacologicas dos EEPr. A atividade antiinflamatéria foi estudada em ratos Wistar (n=4),
através do modelo da bolsa de ar, com inflamacao induzida por carragenina (1 mg/kg). A
partir do exsudato inflamatorio foram feitas culturas de células para examinar as
concentracdes de oxido nitrico e a atividade da adenosina deaminase. Os resultados
mostraram uma inibicdo das contor¢cdes abdominais induzidas pelo &acido acético,
aumentado tempo de reacdo no teste da placa quente e uma inibicdo da primeira (0-5
min) e segunda fases (15-30 min) no teste da formalina. O EEPr foi capaz de inibir a
migracao celular, a sintese de 6xido nitrico e a atividade da adenosina deaminase, com
efeitos mais potentes que a indometacina. Tomados em conjunto, 0s resultados sugerem
uma potente atividade antinociceptiva e antiinflamatéria dos EEPr em doses que néao
apresentaram toxicidade aguda. Os exatos mecanismos de acédo que estdo envolvidos
com essas respostas ainda ndo foram identificados até o presente momento. Estudos
complementares devem ser realizados na tentativa de se conhecer, ndo somente 0s
exatos mecanismos analgésicos e antiinflamatorios apresentados pelos EEPr, mas
também quais os seus constituintes que estdo diretamente relacionados com aquelas
atividades.

ABSTRACT

The use of the plant in the folk medicine for some central or peripheral pathology
treatments may have some scientific basis. The aim of the present study was to
investigate the antinociceptive and antiinflammatory activities of Pouteria ramiflora root
ethanolic extract (EEPr). For this research it was used male Swiss mice, 3 months old.
The toxicity of the EEPr was tested. Doses ranging from 100, 500 or 1000 mg/kg, by
gavage, were used to assess the acute toxicity. In this evaluation, mice were closely
observed for any change in behavior during 4h of the EEPr administration, and also
inspected 12 and 24 h thereafter. The animals tolerated 100 mg/kg, without significant
signs of toxicity or overt mortality. Deaths were only observed with 500 or 1000 mg/kg.



Three experimental models of nociception were used to examine the analgesic effect of
the EEPT, involving both chemical nociceptive stimuli (acetic acid and formalin) and
thermal stimulus (hot plate). The EEPr or solvents were given by gavage 1 hour prior to
the chemical or thermal stimulus. Positive controls, using morphine (10 mg/kg) or
indomethacine (10 mg/kg), were used to compare the EEPr pharmacological responses.
The antiinflammatory activity was studied in Wistar rats (n=4), through the air pouch
model, with inflammation induced by carragenin (1 mg/kg). Cell cultures to examine nitric
oxide concentration and adenosine deaminase activity were also investigated. The results
showed an inhibition of acetic acid-induced abdominal constriction, increased reaction
time in the hot-plate test and an inhibition of the first (0-5 min) and second phase (15-30
min) of formalin induced hindpaw licking. The extract was able to inhibit the cell migration,
the nitric oxide synthesis and the adenosine deaminase activity, with more potent effects
than the indomethacine. Taken together, the results suggest a potent antinociceptive and
antiinflammatory activities of the EEPr in the doses that had not disclosed to possess
acute toxicity. The precise mechanism underlying all these response has not been
identified yet. Further studies must be conducted in order to clarify the exact
antinociceptive and antiinflamatory mechanisms of the EEPr and to figure out which
constituent of the extract exerts these activities.



I. INTRODUCAO
1. PLANTAS MEDICINAIS

A utilizagdo de plantas medicinais, segundo relatam os testemunhos
historicos pertencentes a diferentes civilizagbes e culturas, é quase tdo antiga
quanto a propria humanidade (Corréa Junior e cols., 1991). Até cerca de 2.000
anos a.C., as plantas desempenhavam dois papéis fundamentais nas
comunidades primitivas: o de complementos alimentares essenciais; e 0
mistico/religioso/curativo, que ainda pode ser visto em algumas comunidades
indigenas preservadas. Um conhecimento acumulado empiricamente através de
vérias geracdes e entre diversas etnias, hoje, € trazido para laboratérios que
buscam evidéncias de sua aplicabilidade em terapéuticas (Di Stasi, 1996). Torna-
se claro este interesse ao observarmos que grande parte dos recursos
medicamentosos, utilizados em toda a historia, provém do reino vegetal (Graga,

1990).

No Brasil, a inexisténcia de literatura tradicional alicercou a medicina
popular em informagBes verbais transmitidas pelos indios, europeus e negros,
principais formadores da etnia brasileira, e na influéncia de outras populacdes
imigrantes (Borras, 2003). Entre as muitas plantas utilizadas popularmente, que
tiveram suas origens junto aos povos indigenas, habitantes de nosso pais, e que
delas faziam uso, destacam-se a ipecacuanha (Cephaelis ipecacuanha), o
jaborandi (Pilocarpus jaborandi) e o guarana (Paullinia cupana). As plantas de
origem europ€ia, trazidas pelos colonizadores, também tiveram rapida difusdo
entre o povo brasileiro, como foi o caso da camomila (Matricaria chamomilla L.),

da melissa (Melissa officinalis L.) e a malva (Malva sylvestris L.). A utilizacdo de



outras plantas nativas das Ameéricas difundiu-se devido & grande importancia
terapéutica a elas atribuida pela populagdo, como é o caso do boldo (Peumus
boldus Mol.), a macela (Acchyroclines satureioides D.C.), o quebra-pedra

(Phyllanthus nirurii L. e P. urinaria L) (Revilla, 2001; Borras, 2003).

O Brasil, possuidor de uma flora rica, composta de uma infinidade de
espécies com aplicacOes terapéuticas, constitui-se o pais mais rico do mundo
em espécies vegetais, e que muito pode contribuir para o avango da medicina
mundial. De toda a cobertura vegetal existente no planeta, cerca de 2/3 das
espécies estdo distribuidas nas florestas tropicais, de paises subdesenvolvidos
ou em desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul. Somente o Brasil
detém aproximadamente 60.000 espécies representando um total de 20% de
todas as espécies da flora mundial, e supde-se que existam mais de 10.000

espécies ainda ndo catalogadas na Floresta Amazoénica (Albagli, 2001).

Até o aperfeicoamento da sintese quimica, as plantas eram o principal
recurso no tratamento das doengas das mais diversas origens. Os
conhecimentos acumulados pela medicina popular, por exemplo, permitiram o
desenvolvimento de medicamentos utilizados na clinica médica, como o0s
digitalicos, a quinina, a morfina, a atropina, entre outros. Com o0 avango e a
eficacia das novas drogas sintéticas, principalmente a partir da Segunda
Grande Guerra, quando a industria quimica descobriu e aperfeicoou processos
de producgdo sintética dos diversos principios ativos, anteriormente obtidos
somente nas plantas, o consumo dos produtos naturais comegou a ser mais
reduzido (Berg, 1993; Ming, 1994). Com passar dos anos, e o aparecimento de

sérias reacdes adversas a produtos sintéticos, a populacdo comecgou a



redescobrir as plantas medicinais e procurar nelas a solugdo para esses
problemas. Por serem produtos que se encontram disponiveis em qualquer
centro comercial popular e em algumas farmacias, ou seja, de facil acesso e

custo acessivel, intensificou-se o consumo (Berg, 1993).

Segundo uma estimativa da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca
de 80% da populacdo mundial recorre & medicina tradicional para satisfazer suas
necessidades de cuidados primérios de saude. Os fitoterpicos de utilizagdo
popular, mais frequentemente utilizados, sdo derivados de 25.000 espécies de
plantas, sendo que foram catalogadas mais de 365.000 delas. Desse total,
somente cerca de 1.100 espécies ja foram estudadas como fonte de compostos
biologicamente ativos, e em sua grande maioria, espécies européias. Muito h,
ainda, para se conhecer da flora mundial. E esse conhecimento precisa ser
coordenado e assentado sobre bases cientificas seguras. A despeito do
progresso feito pela quimica orgénica sintética e a biotecnologia, as plantas séo
ainda uma fonte de obtencdo indispensavel de conhecimento de drogas e de
material fresco para muitas preparacdes (Corréa Junior e cols., 1991). A nossa
responsabilidade, como potenciais fornecedores de matéria-prima para o
desenvolvimento da industria de fitoterdpicos, é enorme e passa,
necessariamente, por uma mudanca radical nas diretrizes da exploragéo racional,
e no estudo cientifico das espécies com potenciais terapéuticos para a utilizacao

clinica.



2. GENERO POUTERIA

Espécies da familia Sapotaceae, ocorrentes no Bioma Cerrado dos
arredores de Brasilia, sdo arvores grandes e bastante arborizadas. Elas crescem
bem em solos pesados, comecam a florar com 7 a 8 anos e sdo normalmente
propagadas por sementes, que podem germinar mais facilmente se a casca dura
for removida antes da plantacdo. No que se refere mais especificamente a
Pouteria ramiflora Radlk (figura 1), popularmente conhecida como guapeva,
curriola (“curiola”), € uma arvore de até 6 m de altura, tronco com casca de
coloragdo acinzentada, folhas duras, verdes na face superior e ligeiramente
ferruginea na inferior, flores pequenas e frutos que apresentam forma ovéide, de
coloracéo alaranjada, com polpa esbranqui¢cada, contendo uma Unica semente de
cor roxa, que surgem no periodo de dezembro a janeiro. Curiola €, a0 mesmo
tempo, designacdo para frutas e arvore bem conhecidas e frequentes em quase

todo o territério nacional (Pennington, 1990; Lorenzi, 1992).
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Figura 1 — Espécie Pouteria ramiflora

Originarias do Brasil, arvores com esse nome, podem ser encontradas
desde a Amazobnia até a Bahia, seguindo por Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias,
Séo Paulo, até chegar ao Parana. Algumas espécies preferem o ambiente da
floresta pluvial, nas regibes amazobnicas (Pouteria torta); outras preferem o
cerrado (Pouteria ramiflora). Geralmente, os frutos da curiola sédo esverdeados ou
alaranjados e, algumas vezes, possuem uma coloragdo esbranquicada, fato
bastante raro na natureza. Sua polpa, também branca, é comestivel e muito
saborosa. Habitualmente, a curiola € apenas consumida in natura. No entanto,
técnicos do Centro de Pesquisa Agropecuaria do Cerrado da EMBRAPA de
Brasilia vém testando e aprovando receitas de geléias e de batidas feitas com a

polpa da fruta.

Além das areas onde sua ocorréncia é espontanea, a curiola pode ser
encontrada em plantacdo, nos pomares domésticos daqueles que sabem apreciar
o sabor de seus frutos e a sua beleza. A arvore, de caracteristicas ornamentais
proprias, ndo € muito alta e apresenta uma bonita copa de conformagé&o uniforme,
0 que a torna indicada na arborizagdo de ruas, parques e jardins

(http://www.bibvirt.futuro.usp.br/especiais/frutasnobrasil/curiola.html). Ha relatos, a

partir da Etnomedicina, que diversas espécies dessa familia sdo usadas com
supostas ac¢bes antimicrobianas e antiinflamatorias (Berg, 1993). Cabe,
entretanto, investigar cientificamente as possiveis propriedades antinociceptivas e

antiinflamatorias das espécies de Pouteria, em especial da Pouteria ramiflora.



3. FISIOPATOLOGIA DA DOR E INFLAMACAO

Na busca pelo alivio do sofrimento humano, ao longo dos séculos, vem-se
esbarrando em uma sensacdo complexa que une componentes psicolégicos e
fisicos, sendo geralmente imprevisivel, visto que em certos momentos é
totalmente rebelde aos tratamentos mais drésticos e em outros € aliviada
simplesmente com a sugestdo. A este fendmeno tdo complexo, temos
denominado dor (Loeser, 1994; Loeser e Melzack, 1999).

Apesar de possuir uma denominacgao tdo simples, sua conceituagéo tem
desafiado o homem h& séculos. Aristételes a reconhecia como “um estado de
alma, uma experiéncia oposta ao prazer’. Desde sua época, diversos outros
conceitos surgiram na tentativa de abranger todas as suas caracteristicas, sendo
entdo postulado pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain) que a dor seria “uma sensacao desagradavel e
experiéncia emocional associada a um dano tecidual real ou potencial dano de

tecidos, ou descrita em termos de danos semelhantes” (Oliveira, 1979; Loser e

Melzack, 1999).

Existem, no entanto, diversas modalidades de dor, primariamente definidas
como: 1) dor passageira, que se relaciona a ativacdo de receptores de dor, que,
na eminéncia de um dano tecidual, se direciona a prevengdo deste dano em
eventos incidentais. E também identificada na dor de procedimentos -
comumente vista no dia-a-dia e ndo requer tratamentos especiais; 2) dor aguda,

proveniente de danos fisicos estabelecidos que alteram as respostas centrais,



gerando uma sensacdo localizada de curta duracdo (de horas a semanas) e
intensidade variavel; e 3) dor crbnica, que ndo esta obrigatoriamente relacionada
a danos teciduais, estando mais relacionada a alteragbes de componentes
neurais da conducdo da dor, gerando um evento persistente (de meses a anos)
com intensidade também variavel (Loser 1994; Loser e Melzack, 1999; Millan,
1999). A dor crbnica pode ainda ser dividida em quatro subtipos: dor do cancer,
dor por injuria de nervos, dor por doengas crbnicas e a dor idiopéatica (Loser,
1994).

Atualmente, tém-se distinguido eventos dolorosos em quatro niveis: A
nocicepgao — a detecgdo de dano tecidual por ativagdo das vias nociceptivas; a
percepcdo de dor — gerada por estimulos nocivos, e pouco se relaciona em
intensidade com a abrangéncia do dano ou intensidade da doenga; o sofrimento —
resposta psicoldgica negativa; e a dor comportamental — reagdo comportamental,

por vezes ndo associada a injdria (Loser e Melzack, 1999).

a) Vias da nocicepgao:

Caracterizacdo das fibras aferentes primarias (FAPS):

A nocicepgdo inicia-se com a ativacdo das FAPs, que podem ser
classificadas em trés grupos, de acordo com seu diametro, estrutura e velocidade
de conducgéo (figura 2): 1) As fibras C, que possuem entre 0.4-1.2 um de
diametro, ndo mielinizadas, com baixa velocidade de condugéo (0.5-2.0 m/s); 2)
fiboras A5, com 2—6 um de diametro, mielinizadas e de velocidade intermediaria
(12-30 m/s); 3) e as fibras AB, com diametro superior a 10um, mielinizadas e de

extrema velocidade de conducdo (30-100 m/s). Na pele, estdo distribuidas em



proporcdes de 70, 10 e 20%, respectivamente (Cervero, 1994; Julius e Basbaum,
2001). Dentre esses trés grupos de FAPs é reconhecido que, no tecido cutéaneo,
somente as fibras C e A5 sdo capazes de conduzir estimulos nocivos em
condigdes normais, sendo que as A estao relacionadas unicamente com estados
patolégicos especificos como a alodinia mecanica, que corresponde a uma

sensacgdo dolorosa sob estimulos mecéanicos ndo nocivos (Millan, 1999; Julius e

Fbras Ao e B
# Mielinizada;
# lamgo calibre
# Proprioceptora

Fbras A5

# Levemente mielinizadas;

# Diametro médio;

# Nociceptora (Quimica, Mecénica e termica)

Fbras C

# Amklinizadas;

# estreito calibre;

# Nociceptora (mecéanico, térmico e quimico)

Basbaum, 2001).

I Figura 2 — Fibras aferentes periféricas

Existem diversas classes de fibras C e Ad, no entanto, sua classificacdo se
torna muito dificil em virtude de diversos fatores como a similaridade de
propriedades e os complexos métodos de identificacdo (Willis e Coggeshall,

1991). As fibras C apresentam nociceptores quimioespecificos (ativados por



mediadores quimicos como bradicinina, prostaglandinas (PGs), entre outros),
termoespecificos (ativados por aquecimento ou resfriamento) e mecanoreceptores
de baixo limiar, ativados por pressdo, podendo ser diferenciada uma grande
quantidade de fibras C que expressam nociceptores de alto limiar para estimulos
mecénicos e térmicos. No entanto, a denominacéo ‘polimodais’ (PMN — polymodal
nociceptors), conferida as fibras C, se destina a variedade que responde também
a estimulos quimicos irritantes (Handwerker e Kobal, 1993; Simone e Kajander,

1997).

Os PMN estéo diretamente relacionados & geragdo da facilitagdo medular
inerente aos estados dolorosos cronicos. Alguns estudos demonstraram a
existéncia de fibras C com nociceptores que respondem exclusivamente a
estimulos nocivos calorificos (acoplados a canais de Ca?") relacionados a
resposta axonal explosiva, na inflamagcdo de origem neurogénica. Outra
variedade, sensivel & ativagdo por histamina est4 associada ao prurido (Millan,

1999).

As fibras Ad se subdividem em fibras ‘grupo I', de alto limiar, ativadas por
estimulos mecénicos em niveis nocivos, com baixa sensibilidade a estimulos
térmicos — quentes ou frios. No entanto, apds estimulos térmicos repetitivos, sofre
uma sensibilizacdo a estimulos adicionais. O ‘grupo II' apresenta um menor limiar
para estimulos térmicos (Handwerker e Kobal, 1993; Simone e Kajander, 1997).
Na auséncia de lesbes teciduais ou neuronais as fibras Ap respondem
unicamente a estimulos ndo nocivos como toque, pressdo e outros (Willis e

Coggeshall, 1991; Woolf e cols., 1994; Woolf e Doubell, 1994).



Alguns estudos indicam que as FAPs podem codificar as informagdes de
intensidade e localizac@o espacial do estimulo doloroso (térmico ou mecanico).
No entanto, foi observado que o limiar de condugdo ndo corresponde exatamente
a sensacéo in vivo, o que indica a existéncia de mecanismos centrais modulando
o sinal de dor (Vierck e cols., 1997). A funcdo de sinalizagdo ‘imediata’ do
estimulo agudo corresponde ao estado de alerta da dor que funciona com
pequenas intervencfes dos mecanismos centrais e periféricos de modulacdo da
dor. Entretanto, sob condicdo de lesdo tecidual, observou-se uma facilitagéo
central e periférica que intensifica e prolonga a dor (Handwerker e Kobal, 1993;
Millan, 1999).

Outros 6rgaos, que ndo a pele, apresentam uma resposta diferenciada a
estimulos nocivos, tendo como principais FAPs as fibras classificadas como grupo
[II mielinizadas, e grupo IV amielinizadas . As fibras do grupo lll s&o associadas a
musculatura esquelética, sendo sensiveis ao estresse mecanico, isquemia/hipoxia
e aumento nocivo de presséao localizada, sendo caracterizadas como polimodais
em analogia com as fibras C, anteriormente mencionadas. As fibras do grupo IV,
geralmente mimetizam o grupo lll em sua caracteristica polimodal. Em conjunto,

fornecem o ‘alerta’ para atividade muscular excessiva (Cervero e Laird, 1999).

Transmissao e processamento dos impulsos nocivos no corno dorsal da medula

espinhal:

Os vérios subtipos de FAP partem da periferia em direcéo as laminas do corno dorsal da
medula espinhal, onde fazem sinapse com os nervos medulares. As interacdes realizadas
entre as FAPs e 0s nervos do corno dorsal sdo efetivadas através de transmissores
quimicos; assim sendo, pode-se ainda categorizar as FAPs levando em conta a sua

natureza neuroquimica, visto que é grande a variedade de substancias por elas



produzidas e liberadas. Entre as substdncias que se encontram envolvidas na
neurotransmissdo e neuromodulacdo estdo o glutamato (GLU) e outros aminoécidos
excitatorios (EAA), neuropeptideos como a substéncia P (SP), os peptideos relacionados
ao gene da calcitonina (CGRP), adenosina trifosfato (ATP), dxido nitrico (NO), PG e
neurotrofinas que, associados a uma série de interleucinas, enzimas e outros
neuropeptidios, comandam os processos de neurotransmissdo e neuromodulacéo nas
FAPs (Cao e cols., 1998; Julius e Basbaum, 2001; Fisher e cols., 2002).

Apesar da existéncia dos diversos transmissores, é bastante dificil diferenciar as classes de FAPs, de acordo com sua constitui¢do
bioquimica, em virtudes das muitas variantes envolvidas. Grande parte das fibras C é sensivel a capsaicina, sendo distinguidas duas
principais subpopulagdes: 1) as que liberam CGRP e/ou SP sob a influéncia de neurotrofinas e 2) as que possuem receptores para
ATP em suas terminagdes periféricas, e sdo dependentes de fatores de crescimentos neurais, sendo ainda definidas pela presenca de
interleucina 1B-4 (Millan, 1999).

Quando se fala de transmissdo, tem-se que levar em consideragdo nao
somente a substancia a ser liberada pela FAP, mas também os efeitos sobre as
fibras do corno dorsal. As caracteristicas neuroquimicas das FAPs variam de
acordo com o tecido que inervam, o tipo de lesé@o periférica gerado e a natureza
bioquimica da substancia por ela liberada (peptidérgicas e ndo-peptidérgicas). Os
EAA, taquicininas e CGRP estdo correlacionados as fibras finas, sensiveis a
capsaicina, que partem da pele e outros tecidos. A mais conhecida taquicinina,
SP, juntamente com a neurocinina A, atuam por ativar os receptores NK; e NKj,
que sdo receptores associados a fosfolipase C. O CGRP ativa os receptores
CGRP; e CGRP,, ambos acoplados a adenilato ciclase (AC) (Bowsher, 1987,

Besson, 1999).

Vias ascendentes e modulacdo da dor:
A sensacgdo dolorosa se inicia pela estimulagéo de nociceptores — receptores presentes nas

FAP, ativados por estimulos nocivos. Essas fibras, de alto limiar excitatorio, apresentam
sua atividade alterada durante eventos nocivos e encaminham a informagéo nociva para
a medula espinhal. A partir da ativacdo dos neur6nios medulares, os estimulos sdo
encaminhados para as vias ascendentes, incluindo os tratos espinotalamico,
espinoreticular, espinomesenceféalico e neoespinotalamico, contando ainda com a via

ascendente polissindptica que conduz os estimulos as regides encefélicas do SNC,



conforme demonstrado na figura 3 (Willis, 1985; Besson e Chaouch, 1987; Keay e cols.,
1997; Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001; Schim e Stang, 2004). Cada um dos
caminhos corresponde a ativagcdo de um nucleo talamico e correspondente area cortical.
O trato espinotaldmico ativa o nucleo lateral do tdlamo, passando pela regido cinzenta
periaquedutal (PAG) e nlcleo reticular paragigantocelular, onde se processa a ativagao
das vias descendentes inibitorias, que sdo fundamentais para o controle da dor. As
demais vias se encaminham para os nlcleos mediais (Man e Baragar, 1973; Mayer e

cols., 1976).
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Figura 3 — Vias de conducdo da dor e nocicep¢do - Uma vez que 0s
estimulos nocivos chegam a medula sdo encaminhados as vias ascendentes,
incluindo os tratos neoespinotalamico, espinoreticular, espinomesencefalico e
neoespinotalamico, contando ainda com a via ascendente polissinaptica que
conduzirdo os estimulos as regides encefalicas do SNC, incluindo a formacéo
reticular, substancia cinzenta periaquedutal, ativando os nicleos talamicos que
encaminha os estimulos para as diversas regides do cortex cerebral (modificado de

Seward Hung Illustrations)
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para as diversas areas do cortex cerebral. No encéfalo, sdo estabelecidas as principais



caracteristicas da dor como a localizagdo témporo-espacial (neocértex) e integracdo
afetivo-motivacional (sistema limbico e hipotdlamo) (Man e Baragar, 1973; Mayer e
cols., 1976).

Uma vez ativadas, as vias ascendentes espinotalamica e espinoreticular,
promovem o acionamento de fibras descendentes, em nivel reticular, talamico e
da periaquedutal, que envolvem fibras serotoninérgicas, noradrenérgicas e
dopaminérgicas (Holstege e cols., 1996; Millan 1995, 1998; Zhang e cols., 1997;
Bardin e Colpaert, 2004), sendo mais recentemente evidenciada a participacao de
fioras GABAérgicas, colinérgicas e encefalinérgicas, integrando as vias
descendentes de modulacéo da dor.

A inibicdo da transmissao do estimulo doloroso no corno dorsal da medula,
se trata simplesmente da ag¢do de interneurdnios inibitérios sobre os terminais
medulares das FAPs (figura 4) (Arvidson e cols., 1995; Antal e cols., 1996; Peng e
cols., 1996; Millan 1998; Jia e cols., 2004). No que se refere ao componente
colinérgico, este age pela ativacdo de receptores muscarinicos localizados nos
terminais das FAPs (Coggeshall e Carlton, 1997; Hoglund e Baghdoyan, 1997;
Dussor e cols., 2004).

As vias opidides se relacionam & liberacdo de encefalina e dinorfina,
componentes importantissimos no ponto de vista do tratamento da dor, agindo
sobre receptores opidides do tipo p (mu), « (kappa) e/ou 6 (delta), que séo
receptores acoplados a proteina G inibitéria (G;), promovendo a inibicdo da
adenilato cilcase, nos terminais das FAPs (Millan, 1986; Coggeshall e Carlton,

1997; Ossipov e cols., 1997).
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Figura 4 — Vias de modulagdo da dor - A modulacdo da dor pode ser
originada (A) de niveis centrais, sendo ativada a partir de estimulos corticais,
talamicos e da matriz cinzenta, e/ou periféricos, com influéncia do Sistema
Nervoso Auténomo e estimulos mecanicos, (B e C) que convergem para o sistema

b) Ini de controle da dor no corno dorsal da medula, envolvendo diversos mediadores
quimicos e podendo ser influenciados por xenobidticos (modificado de Seward de um

Hung Illustration)
agente lesivo, no entanto em alguns momentos pode gerar transtornos ao

organismo. Durante um dano tecidual ocorre a ativagdo de uma cascata de
eventos que promovem a formacéo e liberacdo de mediadores da inflamacéo,
alguns dos quais, por serem vasoativos, geram extravasamento plasmatico e
migracdo de células de defesa (mastécitos, mondcitos, linfocitos e neutrofilos
principalmente), podendo desencadear uma resposta imune celular, com
participagdo significativa de linfécitos Ty que induzem, via liberacdo de

inteleucinas (IL2), a proliferagdo de Linfocitos Tc e também a diferenciacdo de



Linfocitos B em plasmdcitos desencadeando uma resposta humoral (Male, 1999;

Colville e Gilroy, 2000; Abbas e cols, 2003). A presenca de granulécitos liberando

autacoides no tecido lesionado potencializa o processo inflamatério, sendo

formado um exsudato no local (Robbins, 2000).

Os mediadores inflamatérios podem ainda ativar e/ou sensibilizar as FAPs,

caracterizando uma hiperalgesia primaria, que € explicada basicamente pelos

processos periféricos (figura 5). A hiperalgesia primaria, como mencionado, esta

sempre acompanhada de um dano tecidual, com a promocé&o de funcdo anormal

dos termoceptores e mecanoceptores — reducdo de seu limiar de acdo (Reeh e

cols., 1986, 1987; Dray e Urban, 1996;). Entre os mediadores incluimos a

serotonina, bradicinina e PGs, e mais recentemente estudados, citocinas, prétons
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Nocivo

Sinal
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Vaso
Sanguineo
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Fig. 5 — Desenvolvimento do
processo inflamatorio: a partir de
um dano tecidual de origem quimica,
mecanica, térmica elou
microbiolégica é desencadeado o
processo  inflamatério com a
participacdo de mediadores quimicos
e células inflamatérias que, em
interacdo com as fibras aferentes
periféricas, estabelecem o estado de
hiperalgesia primaria (modificado de
Bear e cols., 2001).

e neurotrofinas, sendo possivel distinguir os diversos mecanismos pelos quais

afetam as FAPs, promovendo excitagdo sensibilizacdo e/ou modulagdo (Moncada

e cols., 1978; Cohen e Perl, 1988; Reeh e Kress, 1995; Dray e Urban, 1996).



4. MECANISMO DE ACAO DE DROGAS ANALGESICAS E
ANTIINFLAMATORIAS.

LesBes teciduais e/ou inflamacdo levam a ativacdo de calicreinas no
plasma e nos tecidos (Marceau, 1995), que geram cininas (bradicinina, como a
mais importante) e calidinas, a partir de polipeptideos precursores. Estas séo
rapidamente metabolizadas formando des-arg®-bradicinina e des-arg'®-calidina
que estéo diretamente envolvidos com a modulagdo e ativagdo de nociceptores
(Marceau, 1995). Estas substéncias agem sobre receptores tipo BK; e BKy, que
sdo acoplados a proteina G (Marceau, 1995; Hall, 1997). Os receptores BK;
promovem a despolarizacdo das FAPs por aumentar a condutancia ao Na* (Dray
e Urban, 1996), via ativagdo da fosfolipase C (PLC), resultando na ativagéo de
canais de Na’ (McGuirk e Dolphin, 1992; Cesare e McNaughton, 1996). A
bradicinina atua como ativador e sensibilizador de nociceptores. A ativagao leva a
uma dor imediata, e a sensibilizagdo a hiperalgesia inflamatoria (Ferreira e cols.,
1993).

As PGs sdo derivadas do &cido araquidénico (acido 5,8,11,14-
eicosatetraengico), que por sua vez é sintetizado por metabolizagdo de
fosfolipidios, via fosfolipase A,. A sintese de PGs dependem basicamente de duas
reagOes; 1) uma reagdo via ciclooxigenase para a formagéo de prostaglandina G,
(PGGy) precursora e 2) uma reacao de peroxidagdo que leva a formacéo de

prostaglandina H, (PGH,), a partir da qual se formam as outras.

Dentre as PGs, atualmente conhecidas, as que apresentam maior
importancia no relevante a hiperalgesia sdo as PGE; e PGl, (prostacilinas). Estas

agem sobre as FAPs nociceptoras, promovendo uma sensibilizagéo das fibras e



também uma ativac@o da via, por ativacdo dos receptores de PGE, e de PGl,,
respectivamente (Levine e cols., 1986; Samuelsson e cols.,1987; Rang e cols.,
1991; Bakhle e Botting, 1996; Boie e cols., 1997). A metabolizacdo do &cido
araquidonico pela via das lipoxigenases origina os leucotrienos - mediadores da
liberag@o de dihidroxieicosatetraendico além de indutor da sintese e liberacéo de
eicosandides em macrofagos e basdfilos (Levine e cols., 1986; Samuelsson e

cols.,1987; Rang e cols., 1991).

A enzima responsavel pela producdo das PGs é conhecida como
ciclooxigenase (COX) ou, por alguns autores, “endoperdxido-redutase”. A COX
apresenta-se amplamente distribuida em todos os tecidos, em diversas isoformas,
as quais podem ser agrupadas em dois grupos distintos: 1) as constitutivas
(COX1), que produzem as quantidades requeridas pelo organismo para a
regulacdo de fungdes vitais e sinalizagédo celular; e 2) as induzidas (COX_z), que
podem gerar grandes quantidades de PGs, estando, geralmente, sua ativacao,
associada a eventos patoldgicos. Ha uma isoforma constitutivas, presente em
neurdnios, porem com estrutura semelhante a COX;, podendo ser regulada por
eventos neuronais (Breder e cols., 1995; Beiche e cols., 1996; Willingale e cols.,
1997). A COX; seria a enzima mais importante para a sintese de PGs em estados
inflamatorios, levando em consideragéo, inclusive, o aumento de sua expressao
génica nesses estados(Hay e Belleroche, 1997).

Entre os fatores que atuam na inducdo da COX;, tem sido demonstrada a
grande importancia do NO e citocinas, principalmente as interleucina-1 (IL-1) e

fator de necrose tumoral-a (TNF-o), apesar de se observar uma atividade



inibitéria das IL-4 e IL-10 (Bakhle e Botting, 1996; Perkins e Dray, 1996; Wagner e
cols., 1998).

O ATP é capaz de induzir dor, via ativacdo direta de fibras finas (Rang e
cols., 1991; Burnstock e Wood, 1996; Bland-Ward e Humphrey, 1997). Tal efeito é
mediado por um aumento do influxo de Ca*, pela ativac&o de receptores tipo Py,
que sao receptores ionotropicos, ou pela ativagdo de receptores metabotrépicos
tipo P,y — acoplados positivamente a PLC (Bouvier e cols., 1991; Burnstock e
Wood, 1996; Collo e cols., 1996; Robertson e cols, 1996; Thorne e Housley, 1996;

Khakh e cols., 1997; Sawynok e Reid, 1997; Svichar e cols., 1997).

A serotonina (5-HT, 5 Hidroxitriptamina) é liberada por plaquetas,
mastocitos e/ou células endoteliais, atuando através da ativacéo de receptores 5-
HT; — receptor acoplado a PLC, com producao de diacilglicerol (DAG) e trifosfato
de inositol (IP3); podendo ativar, também, canais de Na'; e assim, ativar as FAPs
nociceptoras, tanto C quanto Ad (Grubb e cols., 1988; Guilbaud e cols., 1989;

Millan, 1995; Abbott e cols., 1996; Ronde e Nichols, 1997; Pierce e cols., 1997).

A histamina (HA), ainda que sendo um conhecido fator inflamatério, pouco
se relaciona com processos dolorosos, exceto em grandes concentragdes, onde
atua como ativador e sensibilizador de nociceptores, levando a uma dor imediata,
e a sensibilizacdo a hiperalgesia inflamatéria (Ferreira e cols., 1993), porém
estando, geralmente, mais correlacionada com sensagdes de prurido (LaMotte e
cols., 1987; Rang e cols.,, 1991). A acdo excitatoria da HA é mediada
principalmente por receptores Hi, promovendo uma liberagcdo de SP e CGRP nos
terminais das FAPs (Tani e cols., 1990; Bileviciute e cols., 1997; Hill e cols.,

1997).



O NO é também uma das substéncias que reflete grande importancia nos
mecanismos da dor e da inflamag&o. Originalmente denominado fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF), o NO € um gés solavel que participa
dos processos fisiolégicos de vasodilatagdo, agregacdo plaquetaria, defesa
antibacteriana e neurotransmissdo, além de participar do processo inflamatorio
(Furchgott, 1993; Robbins e Grisham, 1997). O NO é sintetizado a partir da L-
arginina por atuacdo da enzima sintase de Oxido nitrico (NOS), em células
endoteliais, neurbnios e também em células de defesa como macréfagos (Bredt e

Snyder, 1994; Goodwin e cols., 1999).

Atualmente se distinguem trés variedades de NOS: NOS |, presente em
células neuronais, por isso sendo também conhecida como nNOS; NOS I,
presentes em células de defesa, incluindo polimorfos nucleares e macréfagos; e
NOS I, ou NOS endotelial (eNOS). A producdo de NO esta intimamente
associada a ativacédo da atividade fagocitica de macrofagos e a migragéo celular
durante o processo inflamatério, além de agir como indutor da COX; (Bakhle e

Botting, 1996; Perkins e Dray, 1996; Levy e Zochodne, 2004).

A adenosina desaminase (ADA), € uma enzima relacionada com o
metabolismo de purinas, mediando a desaminagdo da adenosina, participa do
processo de proliferacdo de linfécitos mediante processo inflamatério e/ou
estimulo mitético. A inibicdo da ADA pode promover um decréscimo no namero
de linfécitos B e T, servindo como um marcador para estes processos (Hovi e
cols., 1976; Rodrigues e cols., 1994; Resta e Thompson 1997; Conlon e Law,

2004).



Nossa proposta de estudo, portanto, foi investigar, através de modelos
cladssicos de analgesia e inflamagédo dentro da Farmacologia Celular, até que
ponto a espécie Pouteria ramiflora podia ou ndo apresentar as atividades
analgésicas e/ou antiinflamatorias sugeridas pelo uso popular como uma forma de
contribuir para as inimeras lacunas que encontram-se em aberto quanto a esses

estudos que aqui foram abordados.

. OBJETIVOS

Geral:

Avaliar as possiveis atividades analgésicas e antiinflamatoérias do extrato

etandlico de raiz de Pouteria ramiflora (EEPT).



Especificos:

Para investigar as alteragbes comportamentais, que poderiam auxiliar nas
andlises das respostas analgésicas, 0os seguintes objetivos foram levados em

consideragéo:
- Observar possiveis atividades do EEPr na resposta a estimulos quimicos
viscerais nocivos no modelo das contor¢gdes abdominais induzidas pelo &cido

acético;

- Verificar a capacidade do EEPr, levando-se em consideragédo o limiar
nociceptivo, em alterar a laténcia de camundongos em uma superficie de

cobre aquecida a 55°C;

- Investigar se as dores de origem neuropatica e inflamatoria, através do teste

da formalina, poderiam ser bloqueadas pelo pré-tratamento com EEPT.

Objetivando investigar as respostas antiinflamatérias do extrato, procurou-se

observar possiveis alteragfes celulares, através dos objetivos:
- Observar a eficicia do EEPr nos processos inflamatérios localizados, fazendo-
se uso do modelo de inflamacgéo da bolsa de ar, tendo como agente indutor

flogistico a carragenina.

- Investigar, através do exsudatos inflamatérios, a acdo dos EEPr sobre a
migragao celular, a concentragdo de NO e atividade da enzima ADA.

. MATERIAL E METODOS
1. ANIMAIS

Neste trabalho, foram utilizados camundongos albinos, Suicos, pesando de
25 a 35 gr, e ratos norvegicus, com aproximadamente 180 gr; todos machos,
fornecidos pelo Biotério do Instituto Evandro Chagas e alocados no Biotério

Setorial do Centro de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal do Para.



Foram mantidos em gaiolas plésticas (39x32x16 cm), com forragcdo de serragem
sob temperatura controlada (22+1°C) e ciclo de luz claro-escuro de 12 horas (luz
de 6:00 as 18:00 horas), tendo agua e ragdo “ad libitum”. Para minimizar as
influéncias circadianas, todos os experimentos foram realizados no periodo da

manhé. Os grupos experimentais foram sempre de 10 animais/tratamento.

2. DROGAS/SOLUCOES:

Para a realizagédo dos experimentos foram utilizados morfina, 4cido acético,
formalina, carragenina, indometacina que foram preparados com solugédo salina
(NaCl 0,9%), obtidas da Sigma Aldrich. Os extratos etandlicos de diferentes
espécies de Pouteria (cedidos gentilmente pelo Banco de Extratos de Plantas do
Bioma Cerrado, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade de
Brasilia) foram preparados com agua destilada. A via de administrac@o escolhida
foi a oral (v.0.) para os extratos e a intraperitoneal (i.p.) para as drogas, com
excecao da formalina, que foi administrada subcutaneamente (s.c.). O volume

administrado foi de 100ul/10 g de peso do animal.

3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS:

a) Determinacé&o da toxicidade aguda:

Para esta determinacao, foram utilizados camundongos (n = 10), em jejum
de 12 horas, que receberam por via oral, através de uma cénula orogéstrica, as
doses de 100, 500 e 1.000 mg/kg do EEPr. Em seguida, os animais foram
colocados em gaiolas, com racdo e agua “ad libitum”, e observados durante 72

horas. ApGs esse periodo de tempo, o nimero de mortes de cada grupo foi



expresso como o percentual do nimero total de animais injetados. A dose que foi
utilizada nos demais experimentos foi determinada pelo padrdo de toxicidade do

presente extrato.

b) Avaliagdo da atividade antinociceptiva:

Teste das contorcdes induzidas por acido acético:

O teste das contorgbes abdominais tem como objetivo determinar a
atividade antinociceptiva periférica. Seguimos o modelo proposto por Vander
Wende e Margolin (1956) para ratos, e modificado por Koster e cols. (1959) para
camundongos. O teste consistiu em observar os numeros de contor¢des
abdominais, acompanhadas pela extensdo de, pelo menos, uma das patas
traseiras (indicio da sensacdo dolorosa). Os animais em jejum (n=10/tratamento)
de 12h, receberam agua destilada, indometacina ou diferentes doses dos extratos
de Pouteria, por v.o. (figura 6a), e depois de 1h foram administrados por via i.p.
acido acético (1% v/iv) 100ul/10 g de peso de animal (figura 6b), seguindo-se a
contagem do numero de contor¢bes abdominais durante 30 minutos, tempo esse

contado a partir da inje¢do do &cido (figura 6c).

a. _ b

6@ Min. )
Acido acético i.p. 5
100p1/10g de peso

Contagem do n? de
contorcoes

Figura 6 — Teste das contor¢des induzidas pelo &cido acético



Teste da placa aqguecida:

Este teste, proposto por Wolff e McDonald (1944) e modificado por outros
pesquisadores (Carlini, 1973), presta-se a avaliacdo da atividade antinociceptiva
em nivel central. Consiste em expor camundongos ao estimulo térmico nocivo
(placa aquecida 55+0,5 °C) e observar quantos segundos os animais levam para
manifestar uma reagcdo (lamber as patas anteriores ou saltar da placa) ao
estimulo térmico, considerando uma laténcia maxima de 30 segundos para evitar
gueimaduras nas patas. No processo de sele¢do dos animais, foram desprezados
aqueles que apresentaram laténcia acima de 8 segundos. Os grupos (n=
10/tratamento), receberam, por v.o., &gua destilada ou diferentes doses de EEPr
(figura 7), meia hora antes da exposi¢cdo. A morfina (10 mg/kg) foi administrada
por via s.c. e os animais foram imediatamente expostos ao estimulo nocivo. O

registro do tempo de reacgéo foi realizado a cada 30 minutos, durante 3h.

Cronometragem
do tempo de
®, laténcia

Tempo méximo de
exposicao: 30 seg.

Exposi¢ao nos tempos

0 -30 - 60 -90 -120 -1BO -180
Minutos

Figura 7 — Teste da placa quente



Nocicepcdo induzida pela formalina:

Proposto por Hunskaar e cols. (1985) e revisto por Tjolsen e cols. (1992),

consiste na indugdo da nocicepgao pela injegéo intraplantar de 20 (I de formalina

e salina na regido intraplantar da pata posterior direita e esquerda de

camundongos, respectivamente. Em seguida, os animais pré-tratados (1 hora)

com indometacina (padréo), salina (controle) ou os extratos, foram colocados,

individualmente, em camaras de observagao, sendo cronometrado o tempo que o

animal permaneceu lambendo ou mordendo (indicativo de nocicepgdo) a pata

injetada com formalina (figura 8). Os tempos estipulados dentro dos primeiros 30

minutos, foram os de 0 — 5 minutos (estimulagéo neurogénica da nocicepcéo) e

de 15 — 30 minutos (nocicepg¢éo de origem inflamatdria).

Administragao

0-5min. => Nocicepgao

_ FigurarfeurHesgitick nocicepcac

AN 15 - 30 min. => Nocicepgéo
por inflamagéo

de resposta

c) Avaliacéo da atividade antiinflamatéria:



V. Preparacéo da bolsa de ar e inflamacéo local:

A bolsa de ar foi produzida seguindo o método de TAO e cols. (1999),
modificado por Bastos (2004), com a administracdo subcutédnea, em ratus
novergicus (n = 5), de 20 ml de ar na regido interescapular e reinflada com 10 ml
de ar no 3° e 6° dia apds o inicio do experimento. No 9° dia os animais foram pré-
tratados, com 50 ou 100 mg/kg do EEPr (v.0.), salina (controle), ou 10 mg/kg de
indometacina na bolsa. Uma hora depois, deu-se o tratamento com carragenina
1% m/v — agente flogistico — numa dose de 100 mg/Kg, diluida em solug&o salina.
Os animais foram sacrificados 16h apds administragdo do agente flogistico. Este
experimento teve como objetivo verificar o volume e producéo de exsudato (figura

9).

Cultura de células do exsudato inflamatoério:

Ap0s o processo de inflamag&o com carragenina, foram retiradas aliquotas
de 150 ul, do exsudato, para serem cultivadas. Os exsudatos foram incubados em
DMEM (Dubelco Modified Eagle Medium, D5280, Sigma), suplementado com 10%
de soro bovino fetal (10270-106, GIBCO), e com 25000ug/L penicilina e 25000
U/L estreptomicina (15140-122, GIBCO). As amostras foram cultivadas em placa
de cultura de 24 pocos previamente tratadas com poli-L-lisina (PLL 100pg/ml;
P5899, Sigma). As culturas foram mantidas em estufa com uma atmosfera

formada por 5% CO, e 95% O, a 37°C.

€ ar

injecdo ds 10ml /
e S




Esxudato inflamatério

Figura 9 — Modelo de inflamacéo local: Bolsa de ar

Andlises bioguimicas
& Medida da atividade de Adenosina Desaminase (ADA)

A atividade da ADA foi determinada pelo método colorimétrico descrito por
Rodrigues e cols. (1994), baseado na formagéo do indofenol de coloracdo azul,
mediante a reacdo da amobnia liberada pelo catabolismo enzimatico, em
incubagao prévia de 1 hora com 0,05M de substrato (adenosina) e 500ul de
exsudato diluido 1:2 em salina, com solug@es de hipoclorito alcalino e fenol. Além
de tais solucdes, também foi utilizada a solu¢éo padréo de sulfato de amonio 7,5 x
10°M. Desta reagdo, como produto, foi obtido indofenol, que foi medido em
espectrofotometro em comprimento de onda de 460 nm. A atividade da ADA foi

expressa em UJ/L.

& Ensaio de Nitrito
O ensaio de nitrito foi realizado de acordo com o modelo de Green e cols.
(1982) pela adicdo de reagente de Griess no material a ser analisado. Este
reagente foi preparado pela mistura de volume equivalente de solugéo de
naftiletileno a 0,1% com a solugéo de sulfanilamida a 1% em acido fosférico a

5%. Um volume de 500 pl de amostra (retirado da cultura de exsudato) foi



misturado com o mesmo volume de reagente de Griess. O resultado da reagéo
foi a coloragdo rosa puarpura do meio. Esta foi, posteriormente, medida em
espectrofotdmetro com comprimento de onda de 540 nm. As concentragdes de
nitrito foram determinadas pela comparagdo com os resultados obtidos pela

curva padrédo de diluicbes seriadas de nitrito de sédio.

4. ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados de todos os experimentos foram expressos como
meédiate.p.m. As diferengcas entre os grupos foram realizadas baseando-se na
Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo post hoc de Tukey ou Dunnett, de
acordo com cada caso. Foram considerados como significAncia estatistica os
resultados que apresentaram p<0.05. Os testes post hoc utilizados variaram de
acordo com cada tipo de experimento, baseando-se no nimero de amostra e/ou

os tipos de comparacg0es feitas, em relagéo aos respectivos controles.



IV. RESULTADOS

1. TOXICIDADE AGUDA

Foram realizados os experimentos com as doses de 100, 500 e 1000
mg/kg do EEPr, apresentando um padrdo segundo mostrado na tabela abaixo. A
partir dos resultados obtidos, foi utilizada, como dose padrdo para os demais
experimentos, 10% da dose na qual comegou-se a observar mortes (1000mg/kg).
Foi obtida, desta forma, uma boa margem de seguranca, uma vez que

normalmente é utilizada a dose correspondente a 10% da DL50.

Toxicidade aguda do EEPTr:

° 9

Dose (mg/Kg) N° de mortes %
100 0 i
500* 0 i

1000* 2 20

* Alteracdes fisiocomportamentais, como: sudorese excessiva, baixa atividade,

aumento da micgdo e sonoléncia.




2. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EEPr.

a) Efeitos do EEPr sobre o estimulo nociceptivo induzido pelo acido acético.

Neste estudo foram utilizadas as doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg (dose
padréo obtida a partir do estudo da toxicidade aguda) de EEPr, administradas 60
minutos antes da injecdo de &cido acético. Na dose de 50 mg/kg, foi observada
uma reducgdo significativa do ndmero de contorcbes em relacdo ao controle,
produzindo valores semelhantes aos do padréo indometacina. Ao aumentar a

dose para 100 mg/kg foi observado um bloqueio total das contor¢des induzidas

pelo &cido acético (ver gréfico 1).
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Grafico 1 — Efeito do extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora nas contor¢gdes abdominais
induzidas pelo acido acético. Os resultados representam a médiate.p.m de 10 animais. *p<0,05
representa significancia estatistica em relagdo aos animais controles tratados com acido acético
nos respectivos tempos (Teste de Tukey).

b) Efeitos do EEPr sobre o estimulo térmico nocivo:

EEPr foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia dos animais na placa
aguecida a 55 + 5 °C, tanto na dose de 50 mg/kg quanto na dose de 100 mg/kg,
descrevendo uma relagédo dose efeito, como mostrado no gréafico abaixo. A dose
de 50 mg/kg exerceu uma atividade antinociceptiva nos tempos 30 (15,31 + 1,53
s), 60 (18,00 £ 1,27 s), 90 (18,68 + 1,58 s) e 120 min. (15,89 £ 1,90 s), com
significativa diferenca estatistica em relagdo ao controle (0 = 10,81 + 0,51 s;30 =
8,56 + 0,53 s; 60 =9,16 + 0,59 s; 90 = 8,62 £ 0,52 s5; 120 = 8,41 + 0,62 s; 150 =
11,40 £ 1,44 s; e 180min. = 11,71 £ 0,95 s). A dose de 100 mg/kg produziu uma
atividade antinociceptiva desde o tempo 0 (15,20 + 0,97 s) — 30 min apés a
administragéo dos respectivos tratamentos; seguindo pelos tempos 30 (22,36 +
1,74 s), 60 (22,43 £ 1,52 s), 90 (25,22 + 1,21 s), 120 (20,71 + 1,07 s), 150 (20,17+

1,62 s) e 180 (14,38 + 1,39 s).

Grafico 2 — Influéncia do estimulo térmico na atividade antinociceptiva do extrato etandlico de
raizes de de Pouteria ramiflora em camundongos, avaliada no Teste da placa aquecida, a 55°C.
Os resultados representam a médiate.p.m de 10 animais. *p<0,05 representa significAncia
estatistica em relacdo aos animais controles tratados com agua destilada nos respectivos tempos
(Teste de Tukey). B=basal dos animais obtido antes de iniciar a administragédo com os respectivos
tratamentos.
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c) Efeitos do EEPr sobre o estimulo nociceptivo induzido pela formalina:
Neste estudo, o EEPr foi administrado 60 minutos antes da injegéo
intraplantar de formalina 2,5%. A dose de 50 mg/kg, como apresentado no gréfico
3, ndo promoveu uma reducgdo significativa na nocicepgado neurogénica (0-5 min)
- 0,87 £ 0,12 min. Em relagdo ao controle (0,99 £ 0,14min.), mas promoveu uma
reducdo de 78% no tempo de lambida na pata direita dos animais, na fase
inflamatoria (Controle = 1,10 + 0,29 min.). A dose de 100mg/kg interferiu de forma
significativa, reduzindo a resposta a nocicepcdo tanto na fase neurogénica
(reducéo de 47%), quanto na fase inflamatoria (redugcdo de 91%). Os resultados

mostraram uma relagéo dose efeito para o EEPr.
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Grafico 3 — Avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato etandlico de raizes de Pouteria
ramiflora em camundongos no Teste da formalina. 0-5 min representa a primeira fase
(neurogénica); 15-30 min representa a segunda fase (inflamatoria). Os resultados representam a
médiate.p.m de 10 animais. * p<0,05 representa significancia estatistica em relacdo aos animais
controles injetados com formalina (Teste de Dunnet).

3. ESTUDO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA DO EEPr

Este estudo foi realizado através da técnica da bolsa de ar, a partir da qual se fez a coleta de

exsudato inflamatorio para a realizagcdo dos experimentos a seguir:
a) Efeitodo EEPr sobre a ativacdo e migracéo celular:

Contagem e cultura de células:

Para avaliar os efeitos do EEPr sobre a migragcéo celular, amostras de
exsudato foram diluidas 1:100 e realizada a contagem de células (leucécitos) em
camera de Neubauer. Observamos uma expressiva inibicdo pela droga nas
concentragdes de 50 e100 mg/Kg, ou seja, uma inibicdo de 65 e 81% (controle=
43, 83 % 1,00), respectivamente, enquanto a indometacina (10mg/kg) reduziu 57%

(gréfico 4).



Em cultura observou-se a evidente reducdo do numero de células no

exsudato inflamatério, como mostrado na figura 10.
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Gréfico 4 — Efeito do extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora sobre o niumero de células
presentes no exsudato inflamatdrio. Os resultados representam a médiate.p.m de 04 animais.
*p<0,05 representa significancia estatistica em relagdo aos animais controles tratados com agua
destilada; # represente a significancia estatistica em relagdo aos animais controles tratados com
Carragenina (Teste de Tukey). LVD= lavado( salina injetada na bolsa no lugar da carragenina);
VCL = veiculo (agua destilada v.0.); CRG= carragenina injetada na bolsa; INDO= indometaci
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Figura 10 — Cultura de exsudato inflamatério

(A) Representa o grupo experimental que recebeu salina na bolsa, em lugar de carragenina, onde ndo
observamos desencadeamento de processo inflamatério. No grupo da carragenina (B), observa-se a
abundancia de células, sendo possivel notar a presenca de células vacuolizadas (seta branca),
possivelmente macrofagos, e células aparentemente emitindo pseuddpodes (seta amarela). A
administracdo do veiculo (salina), por via oral (C), ndo alterou a migracdo celular induzida pela
carragenina. A indometacina - 10mg/kg (D), reduziu a migracao celular. O tratamento com o EEPr 50
mg/kg (E) e 100 mg/kg (F) resultou em uma diminuicéo significativa do niamero de células. A dose de
100mg/kg foi mais eficaz em inibir a migracdo celular, demonstrando uma possivel atividade
antiinflamatéria.

* as culturas foram feitas a partir do exsudato, com aliquotas de 150uL semeadas em placas de 24
pocos. Estas culturas foram mantidas com DMEM suplementado com soro bovino fetal (n= 2/ grupo).

b) Efeito do EEPr sobre a atividade da Adenina Desaminase:

Na verificacéo da atividade da ADA presente no exsudato inflamatério, observamos que o EEPr (50 mg/kg) promoveu uma redugdo
de 68% dessa atividade enzimatica, quando comparada com a atividade no grupo controle (carragenina= 74,44 + 6,09). A dose de
100mg do EEPr reduziu a atividade em 95%, enquanto a indometacina (10mg/kg) reduziu 67%.
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Gréfico 5 — Efeito do extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora na atividade da enzima
ADA. Os resultados representam a médiate.p.m de 04 animais. * p<0,05 representa significancia
estatistica em relacdo aos animais controles tratados com &agua destilada; # representa
significancia estatistica em relagdo aos animais controles tratados com Carragenina (Teste de
Tukey). LVD= lavado( salina injetada na bolsa no lugar da carragenina); VCL = veiculo; CRG=
carragenina; INDO= indometacina; EEPr50 ou EEPr100= 50 ou 100 mg/kg de do extrato etandlico
de raizes de Pouteria ramiflora

c) Efeito do EEPr sobre a sintese de NO:

Com os sobrenadantes das culturas de exsudato inflamatério, foram realizadas medidas das concentragdes dos metab6litos do NO
(nitrito e nitrato), onde foi verificada também a diminuicao da produgao desses metabdlitos (50mg/kg — 77%; 100mg/kg — 89%), em
comparagdo com o grupo carragenina (253,25 + 7,89). O padrdo indometacina reduziu em 59% a concentragdo de NO/NOs.
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Gréfico 6 — Efeito do extrato etandlico de raizes de Pouteria ramiflora na sintese de NO em
inflamacao local. Os resultados representam a médiate.p.m de 04 animais. * p<0,05 representa
significancia estatistica em relacdo aos animais controles tratados com agua destilada; #
representa significAncia estatistica em relagdo aos animais controles tratados com Carragenina
(Teste de Tukey). LVD= lavado(salina injetada na bolsa no lugar da carragenina); VCL = veiculo;
CRG= carragenina; INDO= indometacina; EEPr50 ou EEPri00= 50 ou 100 mg/kg de do extrato
etanolico de raizes de Pouteria ramiflora



V. DISCUSSAO

Os resultados indicam que o EEPr apresenta uma excelente atividade
antinociceptiva e antiinflamatoéria, como demonstrada pela total inibicdo das
contor¢bes abdominais (teste do acido acético), aumento do limiar da dor (teste
da placa aquecida), reducéo das respostas algicas a um estimulo flogistico (teste
da formalina) e capacidade de inibir a migragdo celular e ativacdo dos
macrofagos (teste da bolsa de ar). Foi essencial empregar mais de um teste para
confirmar as acgfes antinociceptivas, o uso dos trés testes envolveram tanto
estimulos nociceptivos visceral quimico (4cido acético e formalina), quanto
estimulos térmicos (placa quente), o que proporcionou uma melhor avaliacdo das
propriedades que foram investigadas, permitindo observar o comportamento do

extrato diante das varias formas de induzir a dor.

Levando em consideragdo que um dos maiores fatores limitantes do uso de
novos farmacos é a baixa margem de seguranga de toxicidade, os resultados
obtidos podem ser considerados relevantes, pelo fato de que as doses usadas
nesses experimentos nao apresentaram qualquer tipo de toxicidade (alteragbes

fisiocomportamentais) ou mortalidade, quando da avaliagdo nos testes de

toxicidade aguda.

A pesquisa realizada indicou que o EEPr apresenta uma toxicidade aguda
relativamente baixa, sendo que estes resultados ndo podem ser colocados como
conclusivos, uma vez que, por caréncia de EEPr, ndo foi possivel complementar
os experimentos que forneceriam a DLsy (Dose Letal para 50% de um grupo

experimental). No entanto, a falta dessa informac¢éo néo interferiu na avaliagédo



dos dados, pois os presentes resultados foram suficientes para sugerir a baixa
toxicidade aguda do extrato e assegurar uma relativa seguranga nos
experimentos. Nos experimentos foram utilizadas doses correspondentes a 10%

do que representaria a DLy (dose letal para 20% de um grupo experimental).

Apesar dos resultados dos trés primeiros testes de analgesia terem sido
importantes para avaliagdo da atividade analgésica, o que mais chamou a
atencdao foi a grande poténcia do extrato, na dose de 100 mg/kg, para bloquear as
dores viscerais em 100%. Além de gerar uma resposta proxima aquela
apresentada pela morfina diante de um estimulo térmico, mostrou também a
grande poténcia do mesmo. Mediante a resposta bifasica obtida no teste da
formalina, houve reforgo ainda maior da atividade antinociceptiva do extrato em

guestao.

A analgesia, como € amplamente conhecida, pode ser obtida por
interferéncias tanto nos mecanismos bioquimicos periféricos quanto centrais. Nos
periféricos, inibindo a formacdo e/ou liberagdo de mediadores quimicos
envolvidos na cascata da inflamagédo, interferindo desta forma com os
mecanismos de facilitagdo, a hiperalgesia primaria (Vane e cols., 1998). Nos
centrais, atuando sobre a neurotransmisséo nociceptiva, de forma a estimular as
vias moduladoras da dor e nocicepgdo, ativando fibras neuronais inibitérias
serotoninérgicas e/ou opidides, agindo diretamente sobre os receptores opiodides
amplamente distribuidos desde neurbnios periféricos até o SNC, ou ainda
bloqueando receptores e obstruindo vias importantes para a transmissao e
facilitagdo do estimulo doloroso (Collier, 1963; Melzack e Wall, 1965; Sora e cols.,

1997; Rang e cols, 2003).



Os mecanismos periféricos de analgesia sdo geralmente associados aos
efeitos semelhantes aos dos antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINES). A atuacéo
do extrato inibindo as contor¢gdes abdominais induzidas por &cido acético, que
envolve de forma significativa as PGE, e PGF,, no fluido peritoneal (Gyres e
Knull, 1975; Deraedt e cols., 1980; Vane e cols., 1998), sugere sua atuagéo na
inibicdo da sintese de PGs, conhecidamente o principal mecanismo das drogas

disponiveis para o uso clinico.

Levando em consideragdo que os AINEs promovem este efeito, tanto em
nivel periférico quanto central, combatendo assim os processos de dor, febre e
inflamacéo (Hardman e cols., 2003; Koppert e cols., 2004), por impedirem a
ligagéo do Acido aracdoénico ao seu sitio de ligacdo na COX, alguns se ligando de
forma covalente, como o &cido acetilsalicilico, em sitios especificos do canal da
enzima, ou de forma ndo covalente — maioria dos casos (Frolich, 1997; Vane e
Botting, 1998; Vane e cols., 1998). E possivel que o EEPr possa exercer
mecanismo(s) semelhante(s), entretanto s&80 necessarios estudos mais

aprofundados para reforgar esta hipotese.

Foi observado que o extrato apresentou uma atividade periférica superior a
da droga padréo (indometacina 10 mg/kg), devendo-se, assim, atentar para outros
possiveis mecanismos para sua atuacao, incluindo a investigacdo de possiveis
atividades tipo esteroidal (atuacdo em um nivel mais elevado na cadeia de sintese
de PGs e/ ou acdo sobre a liberagdo de outros mediadores inflamatérios) e
indicando também estudos de sua atividade sobre os varios mediadores dos
processos da hiperalgesia primaria, entre os quais podemos citar bradicinina, NO,

interleucinas e neurotransmissores que modulam este mecanismo periférico.



Sabe-se que a primeira fase do teste da formalina (neurogénica: 0-5min) é
comandada por mecanismos centrais. A solugcdo de 2,5% de formol é capaz de
promover dor por estimulo direto de nociceptores nas FAPs e conseqiente
liberacdo de SP e/ ou bradicinina (Hunskaar e cols., 1985; Tjolsen e cols., 1992).
Varios resultados experimentais indicam que a formalina ativa diversos tipos de
FAPs, inclusive fibras C. Nesta primeira fase, gera um estado de dor persistente
(Heapy e cols., 1987). A segunda fase (inflamatéria: 15-30 min) € comandada por
autacdides, incluindo HA, 5-HT, PGs, cininas, entre outros (Shibata e cols., 1989).
O EEPr diminuiu o tempo de lambida nas patas, em ambas as fases, isto pode
sugerir uma dualidade de seu efeito, ou seja, ele € um potente agente tanto sobre

0S mecanismos centrais, como sobre 0os mecanismos periféricos da dor.

Quanto aos aspectos centrais, o extrato foi ativo nas fases neurogénica e
inflamatoria no teste da formalina, o que pode ser indicativo de associagdo com o
sistema opioide (Hunskaar e cols., 1985; Vaz e cols., 1996). E bem sabido que a
morfina produz efeito analgésico por ativar receptores opidides u, k € & (Sora e
cols., 1997). Muitos estudos farmacolégicos sugerem que o0s receptores do tipo p
sejam o maior alvo para o sitio de acdo da morfina (Loh e Smith, 1989). Nao
obstante, a analgesia pode ser obtida por substancias que ativem diretamente
estes receptores ou estimulem a liberagdo de substancias opidides enddgenas.
Diante dessas informacdes, houve o cuidado em usar a morfina como controle
positivo nos experimentos envolvendo estimulos térmicos. Observou-se também
que o EEPr apresentou um efeito analgésico proximo a resposta maxima induzida
pela morfina, mostrando a grande poténcia na inibicdo da via nociceptiva

apresentada por ele.



Apesar dos mecanismos de acdo, que justificam os efeitos analgésicos
centrais do EEPr ainda estarem em fase de investigacao, é de interesse saber se,
de fato, as a¢Bes sdo de natureza opidide e/ou envolve acetilcolina e outros
agentes. O uso de antagonistas, como, por exemplo, a naloxona ou atropina

podem fortalecer essa hipotese.

Sabe-se que, apesar de ser 0 mecanismo mais visado na clinica, a
influéncia sobre as vias opioidérgicas ndo sdo a Unica fonte de analgesia central,
mas também pode ser promovida por mediadores tipo GABA, adenosina, que
particularmente mereceria atengdo, uma vez que tem sido amplamente observado
analgesia por bloqueio de receptores de adenosina (Milan, 1999). Desta forma,
tornam-se importantes futuros estudos da influéncia do EEPr sobre as vias de
conducéo da dor, como sua influéncia sobre receptores de glutamato, adenosina,

liberag@o de SP e sobre vias inibitdrias correlacionadas.

Os resultados obtidos na segunda fase do teste da formalina chamaram a
atencdo para as provaveis propriedades antiinflamatoérias que o extrato poderia
apresentar. Dentro do modelo experimental de inflamag&o local induzida por
carragenina em ratos, foi observado que o EEPr inibiu significativamente o
desenvolvimento do processo inflamatorio. Tais resultados, somados aos obtidos
no teste da formalina, sugeriram uma potente atividade antiinflamatéria, uma vez
que os dados utilizando a dose de 100 mg/kg superaram a droga padréo
indometacina. Em virtude disso, foi aberto um vasto leque de opgdes para a

pesquisa de mecanismos pelos quais ele age.

Tendo o conhecimento de que a carragenina é um potente agente

flogistico, e que tem como principal agédo a indugdo da sintese de PGs, que por



sua vez, ao ativar FAPs, promovem uma liberag&o periféria de NO e migragdo de
células de defesa, com sequente liberacdo de mediadores inflamatérios no tecido
agredido, constitui-se um padré@o de desenvolvimento de processo inflamatério.

O processo inflamatorio, como se sabe, depende, basicamente, da sintese
e liberacdo de mediadores quimicos, envolvendo tanto a participagdo de enzimas
teciduais quanto de células de defesa, partindo de uma lesdo ou dano tecidual. O
processo de diapedese é de grande relevancia, dentro do processo inflamatorio,
pois através deste, os mastdcitos, assim como linfécitos e macréfagos, podem
chegar até o tecido agredido e, mediante estimulos quimicos, liberar os diversos
mediadores do processo inflamatério, os quais tendem a potencializa-lo
(Furchgott, 1993; Robbins 2000).

O NO, possuidor de atividade vasodilatadora, por atuar sobre a sintese de
GMPc, facilita o processo de diapedese e o0 extravasamento plasmético. Logo, a
inibicdo da NOS, mais especificamente a eNOS, promove uma inibicdo da
migracdo celular pela reducdo da vasodilatagdo. Por outro lado foi observado
também indicios de inibicdo da atividade fagocitica dos macréfagos (dado né&o
conclusivo) que também é dependente de NO, neste caso, envolveria a isoforma
iINOS (Furchgott, 1993; Robbins 2000; Medeiros e cols.,2004).

Refor¢cando os dados da literatura, o EEPr promoveu reduc¢des de 65% (50
mg/kg) a 81% (100 mg/kg) na migracdo celular. Estes resultados foram
respaldados pela significativa redu¢éo da concentracdo de NO3;/ NO,4 (derivados
do metabolismo do NO) no exsudato inflamatério, o que indica uma possivel acéo
inibitéria da INOS e eNOS, sugerindo ainda um dos possiveis mecanismos de sua
atividade antiinflamatoria, pois ao impedir a migracdo celular e o extravasamento

plasmatico ele impede a potencializacédo do processo inflamatério.



O fato de ser observada uma reducao significativa na migracéo de células
da corrente sanglineas para os tecidos, sugere que esta ndo seja unicamente
produzida pela inibicdo da eNOS, mas, provavelmente, também pela inibicdo de
outros mediadores quimicos envolvidos neste processo. Entre os mais
importantes, que facilmente pode estar envolvida, é a PGl,, que € outro forte
concorrente para a vasodilatagdo, por promover o relaxamento da musculatura
lisa dos vasos, via inibicdo da sintese de AMPc, reforgando, portanto, a sugestao
da atuacdo do EEPr sobre a COX, quer por agao direta, ou seja, bloqueado o sitio
de ligagao desta ao acido araquiddnico, ou indireta, pela simples retirada do efeito
indutivo da sintese de COX, promovido pelo aumento da concentragdo do NO no
momento da inflamacgé&o (Bakhle e Botting, 1996; Perkins e Dray, 1996; Wagner e
cols., 1998).

A reducdo do numero de células no exsudato inflamatério pode ser devido
a diminuicdo da diapedese pela inibicdo da eNOS, mas também pela reducéo da
atividade de enzima ADA, mais especificamente isoenzima ADA;, que,
conhecidamente, em processos inflamatérios ou sob estimulo mitético, é
componente fundamental para a proliferacdo de linfécitos da linhagem B e T (Hovi
e cols., 1976; Resta e Thompson 1997).

Uma vez que, o EEPr inibiu a atividade desta enzima, consequentemente,
promoveu uma inibicdo da atividade proliferativa dos linfocitos, somando isto a
inibicho da diapedese, efeito notadamente promovido pelo extrato, pode-se
justificar uma redugdo namero de células linfociticas no exsudato.

Esses resultados parecem reforgar ainda mais aqueles em que o EEPr nas
doses de 100 e 300 mg/kg inibiram o edema induzido por carragenina em pata de

rato. Essas mesmas doses inibiram o aumento da permeabilidade vascular



induzida por carragenina i.p.; além de ter sido também inibido o recrutamento
leucocitario induzido por carragenina, lipopolissacarideo (LPS), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e leucotrieno B4 (LTB4) (Nunes, 2004).

Portanto, observamos que o EEPr promove uma redugdo marcante na dor
de origem inflamatdria, possivelmente por agir em pontos-chaves da inflamacao:
1) na provéavel inibicdo da sintese de PGs; 2) na inibicdo da sintese de NO e 3)
InibicAo da ADA, além de interferir nos mecanismos inflamatoérios envolvidos vos
estudos de Nunes (2004). A sua agao potente sobre estes mediadores inibe a
ocorréncia de diversas etapas da cascata inflamatoéria, promovendo, como
observado na cultura do exsudato inflamatério, um ambiente semelhante ao que

recebeu veiculo inerte.



VI. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados, foi possivel observar que o EEPr apresenta
grande eficacia nas atividades antinociceptiva e antiinflamatéria, uma vez que o
EEPT:

1. Nas doses de 50 e 100mg/kg, inibiu de forma significativa as contorgdes
induzidas por acido acético 1%, com atividade superior a apresentada pela

indometacina (10 mg/kg);

2. Na inducéo de nocicepgdo por estimulo térmico, aumentou o limiar para
dor, nas doses de 50 e 100mg/kg. Esta ultima se aproximou ao efeito da

morfina 10 mg/kg.

3. No teste da formalina, na dose de 50mg/kg, inibiu significativamente a 22

fase, enquanto na dose de 100mg/kg inibiu a 12 e 22 fases.

4. Nas doses de 50 e 100 mg/kg, inibiu significativamente a migragéo celular
e no modelo de inflamac¢é&o induzida por carragenina, promovendo uma
potente redug&o na concentragéo de NO, sendo inclusive mais potente que

a indometacina.

5. Nas doses de 50 e 100 mg/kg, promoveu uma potente reducdo da
atividade da enzima adenosina desaminase, sendo também mais potente

que a indometacina.

Em conjunto, os resultados mostram a importancia de que futuras
investigacbes dos mecanismos moleculares das atividades antinociceptiva e

antiinflamatoria, apresentadas pelo EEPr, sejam levadas em questéo.
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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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