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CAPITULO 1

Trindade, H. I. Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo

farmacologico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicepcao quimica e térmica

s crossref 410 56238/sevenediefatiamodelodenoqt-001

Hébelys I. Trindadea
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RESUMO
A Luehea divaricata é uma planta usada na medicina
popular brasileira com finalidades diversas, sobretuto
anti-inflamatoria, antianémica e diurética.
Considerando-se 0s seus usos etnofarmacolégicos,
realizou-se este estudo com o objetivo de conhecer o0s
constituintes quimicos e a toxicidade aguda e
subcronica do extrato etanolico formulado a partir das
cascas do caule de L. divariacata (EtOH-Ld), bem
como a atividade antinociceptiva das fracdes acetato
(AcOEt) e aquosa do EtOH-Ld, de modo a possibilitar
informacdes sobre 0s seus possiveis mecanismos de
acdo. O estudo fitoquimico evidenciou, nas fracoes
AcOEt e aquosa, a presenga de taninos,
antocianidinas, antocianinas, fenois,
leucoantocianidinas,  saponinas,  triterpenos e
alcaloides. Na verificacdo da toxicidade aguda, dois
grupos de camundongos, cada um com seis animais,
foram tratados com EtOH-Ld, nas dosagens de 300 e
2000 mg/kg, respectivamente. E na toxicidade
subcrénica, quatro grupos com seis ratos cada um,
foram tratados com o veiculo e com o EtOH-Ld nas
dosagens de 100, 500 e 1000 mg/kg. Para avaliar a
atividade antinociceptiva das fracfes AcOEt e aquosa
realizaram-se 0s seguintes testes: formalina e placa
quente, utilizando camundongos Swiss machos,
divididos em seis grupos de seis animais, que foram
tratados com ambas as fragdes, nas dosagens de 100 e
200 mg/Kg, por via oral. Para verificar a participacdo
dos sistemas serotoninérgico, colinérgico muscarinico
e dopaminérgico, o que permite inferéncia sobre o
mecanismo de agdo, utilizou-se o teste de formalina.
Os resultados foram submetidos a anélise de variancia
e comparacdo de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).
Em relagdo a toxicidade aguda, os animais nao
expressaram alteragdes comportamentais em nenhum
grupo e, na avaliacdo da toxicidade subcrénica, ndo
foram vistas alteragdes dignas de nota no figado, bago
e rins, bem como, ndo foram evidenciadas diferencgas
entre os grupos tratados e ndo tratados no perfil

nocicencdo uimica e térmica:

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de

bioquimico (p<0,05). O EtOH-Ld, nas diferentes
doses estudadas, apresentou atividade antinociceptiva
nas fracdes acetato e aquosa, sendo mais significativa
(p>0,05) a fracdo aquosa na dosagem 200 mg/kg, nos
testes de formalina e placa quente. A fracdo aquosa
(200 mg/kg) do EtOH-Ld, mostrou melhor resposta
pela via colinérgica muscarinica. Assim, pode-se
concluir que o EtOH-Ld ndo apresenta manifestacdes
clinicas de toxicidade aguda e crbnica, sendo que a
fracdo aquosa, na dosagem de 200 mg/kg, proporciona
melhor efeito antinociceptivo.

Palavras-chave: acoita-cavalo, analgesia, dor,
nocicepcdo, placa quente, formalina, toxicidade,
farmacos analgésicos.

ABSTRACT

The Luehea divaricata is a plant used in Brazilian folk
medicine for various purposes, sobretuto anti-
inflammatory, diuretic and antianemic. Considering
their ethnopharmacological uses, took place this study
in order to know the chemical constituents and acute
toxicity and subchronic the ethanol extract made from
the stem bark of L. divariacata (EtOH-Ld) and the
antinociceptive activity of fractions acetate (EtOAC)
and the aqueous EtOH-Ld, to enable information on
their possible mechanisms of action. The
phytochemical study showed, in EtOAc and aqueous
fractions, the presence of tannins, proanthocyanidins,
anthocyanins, phenolics, leucoanthocyanidins,
saponins, triterpenes and alkaloids. In the verification
of acute toxicity, two groups of mice, each with six
animals were treated with EtOH-Ld at the dosages of
300 and 2000 mg/kg, respectively. The subchronic
toxicity, four groups of six rats each, were treated with
vehicle or EtOH-Ld at the dosages of 100, 500 and
1000 mg/kg. To evaluate the antinociceptive activity
of AcOEt and aqueous fractions were performed the
following test: hot plate and formalin using male
Swiss mice were divided into six groups of six animals
that were treated with both fractions at the dosages of
100 and 200 mg/kg, orally. To check the contribution
of serotonergic systems, muscarinic cholinergic and
dopaminergic, which allows inference about the
mechanism of action, we used the formalin test. The
results were submitted to analysis of variance and
comparison of means by Tukey test (p<0,05).
Regarding the acute toxicity, the animals did not




express behavioral changes in either group, and in
assessing the subchronic toxicity, were not seen
changes worthy of note in the liver, spleen and kidneys
as well, no differences were observed between the
treated groups and not processed in the biochemical
profile (p<0,05). EtOH-Ld in different doses studied
showed antinociceptive activity in the fractions acetate
and water, and most significant (p>0,05) on the
aqueous fraction dosage 200 mg/kg in the formalin

EtOH-Ld showed better response pathway by
muscarinic cholinergic receptor. Thus, it can be
concluded that the EtOH-Ld presents no clinical
manifestations of acute and chronic toxicity, and the
aqueous fraction, at a dose of 200 mg/kg, provides
better the antinociceptive effect.

Keywords: whips-horse, analgesia, pain, nociception,
hot plate, formalin, toxicity, analgesic.

test, hot plate. The aqueous fraction (200 mg/kg) of

1 INTRODUCAO

A dor representa um sério problema de salde, pois a sua ocorréncia ocasiona sofrimento,
compromete a qualidade de vida e pode gerar incapacidade, tanto em animais quanto em humanos
(MARCHAND, 2010; CASTRO et al., 2011). Nestes altimos, a dor tem sido referida como o principal
motivo de procura por assisténcia de satde, o que acarreta, também, um impacto socioeconémico (SILVA
etal., 2013). Porém, a sensacao de dor é fundamental para a sobrevivéncia, pois € o primeiro indicativo de
dano tecidual e pode ser produzida por diferentes estimulos entre eles: calor, frio, presséo, corrente elétrica,
irritantes quimicos, movimentos bruscos, dentre muitos outros (SILVA; RIBEIRO-FILHO, 2011).

Um mesmo estimulo doloroso pode ser percebido de forma distinta por diferentes individuos e até
pelo mesmo individuo em momentos diversificados, o que indica haver um componente emocional
intrinsecamente ligado a experiéncia da dor (CABRAL, 2014).

Apesar de sua acdo fisiologica, a dor pode estar associada ao sofrimento em varias patologias, o que
desencadeia uma procura constante de novas formas de tratamento dos sintomas dolorosos, buscando
encontrar analgésicos potentes e com menos efeitos colaterais, haja vista que os farmacos atualmente
disponiveis para combater a dor possuem efeitos adversos bastante significativos e, alguns deles, tais como
0s opiaceos, podem desencadear tolerdncia e dependéncia, impedindo o uso em dores cronicas (RIOS,
2014). Desta forma, ao longo dos anos, tem-se intensificado a procura de novos analgésicos, principalmente
derivados de plantas medicinais (SIMOES et al., 2010; MORI, 2010).

O uso de plantas medicinais, com fins de tratamento e cura de doencas, remonta ao inicio da
civilizacdo, desde o0 momento em que o homem despertou para a necessidade de procura, manuseio,
adaptacdo e modificagdo dos recursos naturais em beneficio proprio. Esta pratica milenar ultrapassou todas
as barreiras e obstaculos durante o processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo utilizada por grande
parte da populacdo mundial como recurso terapéutico (MOURA; MAHLKE, 2013).

No Brasil, 0 uso das plantas medicinais foi disseminado principalmente pela cultura indigena. O
Pais € rico em diversidade floristica e, portanto, dotado de fontes potenciais de produtos que podem servir
de base para a produgdo de novos farmacos (SOUSA et al., 2008; FELICIO et al., 2011). Apesar de um

grande numero de espécies ja terem sido estudadas ao longo dos anos, ainda ha um potencial enorme de

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicencdo uimica e térmica:




plantas a serem exploradas do ponto de vista da atividade biologica; dentre estas esta a Luehea divaricata
Martius & Zucarini (ou Luehea divaricata Mart. & Zucc) (MONTOVANI et al., 2009).

Do ponto de vista botanico a L. divaricata € uma arvore de grande porte (de 15 a 30 m), pertencente
a familia Tiliaceae, popularmente conhecida como “agoita-cavalo” e pode ser encontrada em varios estados
brasileiros, incluindo o Piaui (BERNARDI-WENZEL et al., 2010). Suas cascas sdo popularmente usadas
como antipirético, antirreumatico, antidiarreico, adstringente e diurético, além de serem indicadas em
afeccdes hepaticas. As folhas sdo atribuidas propriedades anti-inflamatdrias sendo assim, muito utilizada
em afeccdes do aparelho respiratorio e também do urinério. As raizes sdo também citadas como dotadas de
atividade anti-inflamatéria (MONTOVANI et al., 2009), mas ha poucos relatos cientificos na literatura que
comprovem a eficacia terapéutica desta espécie.

Trabalho prévio realizado no Programa de Pds-graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA), utilizando
0 extrato etandlico das folhas de L. divaricata, revelou atividade antinociceptiva em modelos de dor
induzida por &cido acético e formalina (BATISTA, 2013), o que justifica a continuidade dos estudos com

constituintes desta planta.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

e Avaliar a composicdo quimica e a toxicidade do extrato etandlico das cascas de Luehea
divaricata Martius & Zucchini (EtOH-Ld), bem como, a atividade antinociceptiva das fracGes aquosa e
acetato, em modelo animal, e desenvolver os estudos iniciais para a determina¢do dos possiveis mecanismos

de acdo.

1.1.2 Objetivos especificos

e Analisar os componentes fitoquimicos presente no EtOH-Ld;

e Auvaliar os efeitos de toxicidade aguda e subcronica do EtOH-Ld em camundongos e ratos,
respectivamente;

e Verificar a atividade antinociceptiva das fracdes aquosa e acetato do EtOH-Ld, em modelo
de nocicepcdo térmica (modelo da placa quente) e em modelo de nocicepcao quimica (teste da formalina)
em camundongos, por tratamento sistémico;

e Auvaliar o envolvimento dos sistemas serotoninérgico, colinérgico e dopaminérgico em um

possivel efeito antinociceptivo da fragdo aquosa do EtOH-Ld.

1.2 ESTRUTURACAO DA TESE
Esta tese foi estruturalmente organizado nas seguintes partes: Introducéo e Revisdo de Literatura,
redigidas segundo as normas editoriais do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal (PPGCA) da

Universidade Federal do Piaui (UFPI); quatro capitulos, na forma de artigos cientificos a serem submetidos

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicencdo uimica e térmica:




a publicacéo, assim intitulados: Capitulo | — “Abordagem fitoquimica do extrato EtOH, fragdes AcOEt e
Aquosa das cascas dos caules de Luehea divaricata Mart. & Zucc. (Malvaceae)”, formatado de acordo com
as normas editoriais da revista Quimica Nova; Capitulo 1l — “Efeitos da administragdo aguda e subcronica
do extrato etanodlico de Luehea divaricata”, formatado de acordo com as normas editoriais da revista
Semina: Ciéncias Agrarias; Capitulo 111 — “Avaliacdo das atividades antinociceptivas do extrato etanolico
fracionado de Luehea divaricata”, formatado de acordo com as hormas editoriais da revista Ciéncia Rural;
Capitulo IV — “Avaliagdo do mecanismo de agdo antinociceptiva da fragdo aquosa do extrato etandlico de
Luehea divaricata em camundongos”, formatado de acordo com as normas editoriais da revista Arquivo
Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia; e Consideracfes finais e Referéncias, sendo estas duas

Gltimas organizadas também de acordo com as normas do PPGCA/UFPI.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor é uma manifestacdo necessaria para a sobrevivéncia, porém a sua persisténcia causa
sofrimento e afeta a qualidade de vida do homem e dos animais, em curto e longo prazo (SALIBA; HUBER;
PENTER, 2011). E definida pela International Association for the Study of Pain (IASP) como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em
termos de tal dano (IASP, 1994; WHO, 2012).

A palavra dor é originaria do latim dolore e do grego poine, traduzidas por “pena, penalidade ou
punicao”, dai os antigos acreditarem que o processo doloroso estava associado a castigo dos deuses (FEIN,
2012). Aristoteles postulava a dor como um sentimento e a definia como uma “paixdo da alma”, sendo o
coracdo a fonte do fenémeno (DIPIRO, 2005).

A teoria aristoteliana perdurou por aproximadamente 2000 anos e depois 0s cientistas Descartes,
Galen e Versalius a questionaram, afirmando que o cérebro tinha uma participacdo ativa na sensacdo
dolorosa (ANTONIALLI, 2009). O filésofo francés René Descartes, estudioso das ciéncias exatas, utilizou
métodos para tentar explicar o sofrimento fisico e foi o primeiro a afirmar que a dor, partindo da pele, corria
por filamentos até ser percebida pelo sistema nervoso (WHITE; STEIN, 2010).

A dor incomodou profundamente os gregos, foi louvada pelos medievais e combatida pelos
vitorianos. Embora seja uma sensa¢cdo comum aos homens, ao longo da histéria, foi valorizada e explicada
de maneiras diferentes. Nos textos épicos e tragicos da Grécia Antiga, a dor € percebida como um ser
independente que ataca e "devora" o individuo. Para a medicina da Antiguidade, a dor era provocada pelo
desequilibrio dos "humores" - sangue, colera, fleuma e bile. Essas substancias combinadas, em diferentes
quantidades no corpo, determinariam as caracteristicas fisicas e emocionais das pessoas (CARIELLO;
TAVARES, 2002)

Alguns historiadores afirmavam que a dor era um sentimento feminino que deveria ser evitado pelos

homens; no século 12 passou a ser valorizada como forma de manifestacdo de fé; no Renascimento, o
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homem é colocado no "centro do universo" (antropocentrismo), assim o sofrimento fisico passou, entdo, a
ser associado ao individuo e ndo a religido, comecando a surgir estudos de anatomia e dissecacao de
cadaveres, que antes eram considerados profanacdo do corpo (WHITE; STEIN, 2010). Estes estudos
permitiram a constatagdo de que a dor € uma experiéncia Unica e individual, modificada pelo conhecimento
prévio de um dano que pode ser existente ou presumido (GARCIA, 2010).

Alguns autores consideram que os termos dor e analgesia sdo mais apropriados para o ser humano,
enguanto nocicepcao e antinocicepcdo sdo mais adequados para os animais (WATKINS; MAIER, 2003).
Outros afirmam que estes termos podem ser usados para todas as espécies, pois homens e animais
experimentam a dor de forma similar, com vias nervosas e neurotransmissores semelhantes (HELLYER et
al., 2007) e que a inabilidade de comunicacao verbal dos animais ndo impossibilita a expressao da sensacéo
algica. Assim tornou-se uma conven¢ao o uso do termo “dor” para pacientes humanos e animais
(HELLEBREKERS, 2002; YAZBEK, 2008).

Os estimulos que causam dor nas diferentes espécies animais sdo muito similares, havendo uma
semelhanca de limiar de dor para estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos. A variacao entre as espécies
ndo ocorre pela sensacdo em si, mas pela forma de manifestacdo comportamental reativa frente ao estimulo
doloroso (LUNA, 2008).

Alguns trabalhos consideram que o termo nocicepg¢do ndo deve ser confundido com dor, por ser
uma experiéncia consciente, enquanto outros defendem que a nocicepcao é a primeira fase do mecanismo
da dor (STILWELL, 2009). Define-se nocicep¢do como o processo através do qual os estimulos térmicos,
mecanicos ou quimicos sdo detectados por uma superpopulacéo de fibras nervosas periféricas, chamados
de nociceptores (BASBAUM et al., 2009). Refere-se a deteccdo de lesdo tissular por transdutores
especializados e ligados as fibras nervosas (especificamente as fibras Ao e C), que transmitem sinais ao
Sistema Nervoso Central (SNC), e que podem sofrer influéncias internas ou externas, modulatérias ou de
bloqueio (ALMEIDA et al., 2010).

Portanto, a dor diz respeito a resposta funcional do corpo a nocicep¢do. Fisiologicamente, é um
mecanismo protetor do organismo que alerta 0 SNC sobre a existéncia de estimulos destrutivos nos tecidos
do corpo, desencadeando mecanismos que visam limitar a ampliacdo da lesdo, resultando em estratégias
comportamentais complexas no intuito de evitar contato com tal estimulo. Porém, o desencadeamento dessa
resposta envolve diversas manifestaces sistémicas indesejadas na recuperacdo de um quadro clinico
(LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

O termo nocicepgéo refere-se ao reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso, que
interpretam informacdes relacionadas a lesdo. O primeiro processo da nocicep¢do é a transducdo de
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos em impulsos elétricos por terminagfes nervosas livres dos
neurdnios de primeira ordem, cuja funcdo é preservar a homeostasia tecidual, assinalando uma injdria
potencial ou real (KLAUMANN; WOUK; SILAS, 2008; TING et al., 2006).
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Nociceptores sdo, portanto, receptores sensiveis a estimulos nociceptivos. Sdo terminagfes nervosas
livres de fibras Ad e C do aferente primario nociceptivo, que € neurdnio periférico da cadeia neuronal que
conduz os impulsos nociceptivos da periferia para 0 SNC (TRACEY; MANTYH, 2007). No aferente
priméario nociceptivo se localizam receptores para diversas substancias algogénicas como histamina,
serotonina, bradicinina, tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas (VALL et al., 2011).

Os nociceptores estdo presentes em fibras aferentes, que respondem a modalidades de estimulos
diferentes. Sdo encontrados tanto em estruturas somaticas (0ssos, pele, tecido conjuntivo e musculo) quanto
em viscerais e sdo extremamente heterogéneos, diferindo quanto aos tipos de neurotransmissores que
contém, receptores e canais i6nicos que expressam, velocidade de conducgéo, propriedades de resposta ao
estimulo nocivo e capacidade de serem sensibilizados durante a inflamacdo, lesdo e/ou doencas
(BAUMANN; STRICKLAND, 2008: RIOS, 2014).

Alguns autores classificam estes nociceptores em quatro classes, conforme o tipo de estimulo a que
sd0 responsivos: mecanicos, térmicos ou quimicos, polimodais e silenciosos (MEYER et al., 2006). Os
nociceptores mecanicos respondem a pressdo intensa; 0s térmicos ou quimicos respondem a altas
temperaturas e substancias quimicas tais como bradicinina, histamina, etc.; os polimodais respondem a
estimulos diversificados (mecénicos, térmicos ou quimicos); e os silenciosos (pequena proporcéo de fibras
aferentes) que ndo sdo responsivos a estimulos, mais podem vir a ser ativados (KRAYCHETE, 2007).

Os nociceptores mecanicos (fibras Ad e C) foram classificados em dois subtipos: os do grupo ASIC
(canais i6nicos sensiveis a acidos) que, quando estimulados, podem gerar potenciais de acdo rapidos e
correntes transitérias; os tipo Il, as vezes denominados DRASIC ou ASIC3, que sdo canais através dos
quais os ions atravessam a membrana celular, que reagem aos componentes com a corrente bifasica (FEIN,
2012). Assim, os neuromediadores periféricos facilitam a despolarizacdo da membrana neuronal por tempo
prolongado, exacerbando a hiperalgesia ou a alodinia. Isso pode ser evidenciado pelo aumento da
condutividade de canais de sédio ou calcio ou pela reducdo do influxo de potéssio ou cloro para o meio
intracelular (WOOD, 2004).

Os nociceptores sao sensibilizados por acdo de substancias quimicas (denominadas algogénicas)
liberadas em decorréncia de processos inflamatdrios, traumaticos e/ou isquémicos (FANTONI,
MASTROCINQUE, 2002). Entre essas substancias podem ser citados acetilcolina, prostaglandinas,
histamina, serotonina, bradicinina, leucotrienos, substancia P, tromboxana, fator de ativacdo plaquetaria,
ions potassio (ROCHA et al., 2007), radicais &cidos, interleucinas, fator de necrose tumoral (TNFa), fator
de crescimento nervoso (NGF), monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), dentre outras (ANDRADE;
CASSU, 2008; BASBAUM et al, 2009).

A dor pode surgir com a ativagdo de nociceptores periféricos, gerando um potencial de acéo; ou
pela liberacdo de neurotransmissores excitatorios como o glutamato, ou por diminui¢cdo no limiar da
resposta da fibra nociceptiva e nociceptores circundantes, induzindo a sensibilizacdo destes. Alem disso,

existem nociceptores silenciosos, que normalmente ndo sdo ativos, mas sdo recrutados apds algum dano

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicencdo uimica e térmica:




tecidual e podem, entdo, responder a uma variedade de estimulos. Assim, quando ativados, estes se tornam
sensibilizados e respondem a estimulos nocivos de forma mais intensa (GARCIA et al., 2012; DE LUCIA
etal., 2014).

Os impulsos dolorosos estdo sujeitos a influéncias modulatdrias centrais e que, em situagGes de
estresse fisico, estes estimulos s&o tolerados (URBAN; GEBHART, 1999; MELZACK; KATZ, 2013). O
sistema nociceptivo é capaz de sofrer alteracdes nos mecanismos de percepc¢éo e conducdo dos impulsos,
denominados neuroplasticidade, o que pode aumentar a magnitude da percepcao da dor e pode contribuir
para o desenvolvimento de sindromes dolorosas crénicas (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

As estruturas do SNC envolvidas na disseminacdo do sinal doloroso sdo: cortex, onde ocorre a
consciéncia da dor; hipotalamo, que deflagra reacdes fisicas a dor, como elevacdo da presséo e taquicardia;
tronco cerebral, que entra em estado de alerta; giro do cingulo anterior, onde a intensidade de dor é avaliada;
o0 cortex pré-frontal, onde ha a tomada de decisdo ante a dor; e o sistema supressor endégeno, que libera os
mediadores como a serotonina, noradrenalina, acido gamaminobutirico (GABA) e muitos outros
(USUNOFF et al., 2006).

O processo antinociceptivo ocorre pela estimulacdo de varios locais como a substancia cinzenta
periaquedutal (SCPV), locus coeruleus (LC) e o bulbo raquidiano ventromedial rostral (BRVMR), que
inclui o nucleo magno da rafe (NMR). Projecfes diretas conectam o cdrtex pré-frontal e insular, o
hipotdlamo, a amigdala e o tronco cerebral a SCPV. Esta se liga ao NMR no BRVMR o qual, por sua vez,
projeta-se para o corno dorsal da medula. O BRVMR ¢ a maior fonte de neur6nios do tronco cerebral para
o corno dorsal, principalmente para as laminas I, Il e V. Deste modo, a estimulagcdo da SCPV provoca
excitacdo dos neurdnios do BRVMR que, por sua vez, liberam neurotransmissores, como serotonina e
encefalina, os quais vao inibir as respostas nociceptivas dos neurdnios do corno dorsal, provocando assim
uma diminuicdo das respostas a dor (BASBAUM; JESSEL, 2000). A via noradrenérgica proveniente do
locus coeruleus, que possui como principal agonista a noradrenalina, exerce um efeito inibitério sobre a
transmissdo da dor no corno dorsal (BELCHER; RYALL; SCHAFFENER, 1978; MELZACK; KATZ,
2013).

2.2 CLASSIFICACAO DA DOR

A dor é considerada como o quinto sinal vital (BOTTEGA et al., 2014) e possui classificacdo
abrangente, envolvendo varios critérios. Quanto a origem, pode ser classificada em: quimica, neurogénica
e mecanica. A dor de origem quimica procede de alteragdes metabdlicas e eletroquimicas locais causadas
por inflamacdo aguda, perdas teciduais, rupturas vasculares, e outros estimulos. A dor neurogénica decorre
de lesbes de raizes nervosas que provocam desmielinizacdo em seu trajeto resultando em manifestacéo
dolorosa irradiada aguda ou cronica. Dor mecénica € a produzida por lesdo mecanica de um tecido, como
compressao e distensdo prolongadas (STERIN; GALLEGO, 2005).
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Segundo a natureza (ponto de vista fisioldgico) a dor pode ser dividida em: nociceptiva, neuropatica
e complexa ou mista. A dor nociceptiva € aquela originada a partir da estimulacdo de nociceptores e pode
ser subdividida em: somatica e visceral. A somatica é a processada por receptores de pele e sistema
musculo-esquelético, subdividindo-se em: dor superficial (ou cutdnea) que ocorre ao nivel da pele ou
membranas mucosas (por ex., pequenas feridas, queimaduras de primeiro grau) ou dor profunda, em nivel
de musculos, o0ssos, articulacdes, ligamentos, tenddes, vasos sanguineos, fascias (por ex., fraturas 0sseas,
dor miofascial) (FEIN, 2012). A dor visceral provém das visceras ou 6rgaos, como as colicas e as oriundas
de lesGes nos pulmdes e outros 6rgédos internos (MACIEL, 2004). A dor neuropética é originada a partir de
lesbes ou compressdes do sistema nervoso, central ou periférico e a dor complexa ou mista envolve
multiplas caracteristicas e requer a associagdo de farmacos para o seu controle (MACIEL, 2004; ALMEIDA
et al., 2006).

As dores somaética profunda e visceral sdo causadas por estimulos inevitaveis e apresentam respostas
adaptativas especificas; geralmente sdo subagudas e podem vir acompanhadas de respostas autonémicas ou
comportamentais especificas (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

Quanto ao critério temporal, a dor pode ser classificada em transitoria, aguda ou cronica. A
transitoria caracteriza-se pela ativacdo dos nociceptores, sem qualquer dano tecidual (MONTE, 2014). A
dor aguda caracteriza-se por uma resposta organica protetora, pois adverte o individuo para uma lesdo
iminente ou real dos tecidos, gerando respostas reflexas e comportamentais coordenadas, com o objetivo
de manter o dano tecidual o mais controlado possivel (WOOLF et al., 2000). Ja a dor cronica perdura por
tempo maior que o esperado de cura, por causa da incapacidade do corpo em restaurar-se (ANTONIALLI,
2009).

2.3 ETAPAS DA NOCICEPCAO E MECANISMOS REGULATORIOS DE SENSIBILIZACAO
CENTRAL E PERIFERICA

A informacdo nociceptiva € transmitida da medula espinhal para o encéfalo por seis vias
ascendentes, que sdo os tratos: 1) espinotalamico, composto por neurdnios nociceptivos especificos e
axonios de neurénios WDR (neurdnios de variacdo de dinamica ampla), das laminas I, V e VII da medula
espinhal, que se projetam no sentido contralateral até o talamo); 2) espinoreticular (axénios de neurénios
das laminas VII e VIII que terminam na formacéo reticular para logo ascender até o tdlamo); 3)
espinomesencefalico (axénios de neurénios de projecdo das laminas | e IV que se projetam
contralateralmente até a formac&o reticular mesencefélica, substancia cinzenta periaquedutal até os nucleos
parabraquiais da formacao reticular), 4) espinocervical, originado nas laminas 1l e IV e suas fibras fazem
uma conexao sinaptica no ndcleo cervical lateral e no primeiro e segundo segmentos cervicais, para logo
chegar ao tdlamo através do trato cervicotalamico; 5) cervicotalamico (condutor das fibras anteriormente
descritas ao talamo); e 6) espinohipotalamico, formado por axénios provenientes das laminas I, V e VIII,
gue se projetam diretamente no hipotdlamo (PINTO, 2000; KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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A nocicepgdo estd dividida em quatro etapas: a transducdo, que é a transformacdo do estimulo
nocivo (térmico, tatil ou quimico) em elétrico, para posterior conducéo pelas fibras do sistema nervoso; a
transmisséo, que corresponde a conducao do impulso nervoso da periferia ao SNC; a modulagéo, conjunto
de mecanismos que modificam ou alteram os impulsos nociceptivos, ou seja, evento que aumenta ou
diminui a dor (isto &, as vias supressoras da dor sdo ativadas pelas proprias vias nociceptiva) e a percepcao,
que ocorrer em dois locais sistema limbico e hipotalamo: resposta emocional; e no cortex: sensacao fisica
da dor (PORTO, 2004; LEAO, 2013).

Os principais tipos de fibras nervosas constituintes da terminagé@o nervosa do nociceptor sdo: as de
pequeno didmetro, ndo mielinizados, que conduzem lentamente o impulso nervoso (2 m/seg. = 7,2 km/h),
designados fibras C; e as de maior diametro, ligeiramente mielinizados, que conduzem impulsos nervosos
mais rapidamente (20 m/seg. = 72 km/h) designados fibras A (PATEL, 2010) (KLAUMAN; WOUK;
SILLAS, 2008).

As terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad (mielinizadas) e C (amielinizadas), presentes na
pele, visceras, vasos sanguineos e musculo esquelético, sdo capazes de transformar o estimulo mecéanico,
térmico ou quimico em estimulo elétrico (receptores periféricos), o qual é transmitido até o SNC e
interpretando como dor (ROCHA et al., 2007, GREENE, 2010).

As fibras Ad (envolvidas na dor rdpida, aguda, cortante, ou em alfinetada) foram classificadas em
dois subtipos: I, que respondem a temperaturas em torno de 52° C, sdo insensiveis a capsaicina e possuem
resposta mediada pelos receptores do tipo vanildide 1 (VRL1); e Il, que sdo sensiveis a temperaturas em
torno de 43° C, a capsaicina e ativam, via receptores VRL1, canais catibnicos ndo-seletivos permeaveis ao
calcio (KRAYCHETE, 2007). O receptor do VRL1 é um canal permeavel ao célcio, presente em grandes
quantidades no sistema nervoso, que esta envolvido em diversas condicGes fisiopatoldgicas tais como
hiperalgesia térmica, artrite e consolidacdo da memoria (GENRO, 2008).

As fibras C (associadas a dor lenta, magante, em queimacado) também foram classificadas em dois
subtipos: I, que contém substancia P e peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP) e expressam
receptores tirocinase A, para o fator de crescimento nervoso (NGF), e responsivo a capsaicina e a prétons;
e I, que expressam receptores purinérgicos P2X3 para adenosina e um grupo de carboidratos de superficie,
capazes de se ligarem a lectina IB-4, sensiveis seletivamente a prétons (PATEL, 2010).

Existem diversos mecanismos centrais de regulacdo da dor, dentre eles ressalta-se a teoria da
comporta, proposta por Ronald Melzack e Patrick Wall, em 1965 a qual constitui-se em um modelo de
percepcao da dor no qual ha uma regulacéo da passagem dos impulsos das fibras aferentes perifericas para
o talamo através dos neurbnios de transmissao no corno dorsal. Essa teoria ndo aborda somente o0 aspecto
sensorial da dor, mas também as variaveis psicoldgicas e sua influéncia na sensacéo dolorosa, por meio de
uma avaliacdo cognitiva e informacOes de experiéncias anteriores que estdo armazenadas em regides

corticais, superiores ligadas ao componente motivacional (MELZACK; KATZ, 2013).
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A sensibilizacdo central provoca alteraces dos impulsos periféricos, com adaptagdes positivas ou
negativas, podendo ocorrer reducdo do limiar ou aumento da resposta aos impulsos aferentes, descargas
persistentes apos estimulos repetidos e ampliacdo dos campos receptivos de neurénios do corno dorsal
(ROCHA et al., 2007).

Os corpos neuronais das fibras aferentes periféricas sdo encontrados nos ganglios da raiz dorsal da
medula espinhal, que projetam seus terminais centrais até diferentes por¢es do corno dorsal (PISERA,
2005). Sua estimulacdo provoca uma hiperalgesia que pode ser primaria (no local da lesdo tecidual) e
secundaria (circunda a lesdo tecidual) (ROSENOW; HENDERSON, 2003). A sensibilizagdo periférica ndo
€ 0 Unico responsavel por todas as mudancas, devendo existir envolvimento do SNC neste processo
(ROCHA et al., 2007; XIE; HUO; TANG, 2009).

Quanto a sensibilizacdo periférica, sabe-se que 0s nociceptores, quando estimulados, provocam
aumento da sensibilidade e reducdo do limiar de estimulacdo, elevando e prolongando as respostas aos
estimulos nociceptivos. Esse fendmeno provém da inflamacdo, pois a agressdo aos tecidos rompe a
membrana celular e seus fosfolipides sdo lancados no meio intersticial, onde sofrem a a¢do enzimatica da
fosfolipase A-2, que os transforma em acido araquidonico, iniciando a “cascata do acido araquidonico”,
que apresenta duas vias metabolicas principais: sofre a agdo enzimatica da lipoxigenase que o transforma
em leucotrienos, e das cicloxigenases (COX), dando como produtos finais os tromboxanos e as
prostaglandinas (PGs). As prostaglandinas PGE2 e PGI2 agem em receptores acoplados a proteina G
(GPCR) do tipo EP1-4 (receptor de prostanodide 1 e 4) e IP3 (inositol trisfosfato), respectivamente, e
induzem hiperalgesia de nociceptores periféricos (KLAUMAN; WOUK; SILLAS, 2008; FEIN, 2012). A
diversidade das acfes da PGE2 é supostamente resultante da sua interacdo com uma familia dos GPCRs,
receptores de prostandides (EP), designados EP1 a EP4, os quais sdo encontrados em neurdnios do ganglio
da raiz dorsal (GRD). A ativacao dos receptores EP pela PGE2 pode estimular as proteinas quinases (PK)
do tipo A (PKA), tipo C (PKC) e as ativadas por mitdgenos (MAPK) (FEIN, 2012).

Dois peptideos resultantes da clivagem de cininas ativas, a bradicinina e calidina, representam as
substancias mais ativas causadoras de dor. A bradicinina atua em receptores B2, os quais sdo acoplados a
ativacdo de uma isoforma de proteina quinase C (PKC) que fosforila receptores transitorios de potencial do
tipo TRV1 (receptores de carater transitorio da vaniloide-1) e facilita a abertura do canal. Além do TRV,
0 TRPMS (receptor de potencial transitorio da melatotina-8) e 0 TRPAL (receptor de potencial transitorio
da anquirina-1), dentre outros, também possuem importancia na dor (BASBAUM et al., 2009; FEIN, 2012).

2.4 INVESTIGACAO FARMACOLOGICA DE ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

A investigacdo cientifica das atividades antinociceptivas de novos farmacos pode ser realizada
mediante a adogdo de varios protocolos que permitem avaliar os efeitos de substancias sobre os
comportamentos indicativos de dor. Para a pesquisa da atividade analgésica (antinociceptiva) os modelos

experimentais mais comuns sdo o teste de formalina e o teste da placa quente (OLIVEIRA et al., 2005).
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O teste da formalina € usado para inducdo de dor de mediagdo central e periférica. Este modelo
consiste em injetar uma substancia irritante no espaco subcutaneo da pata traseira do animal, determinando
0 surgimento de respostas motoras que permitem avaliar a intensidade da resposta nociceptiva ao estimulo
quimico (HUNSKAAR et al., 1985). A resposta nociceptiva ¢ medida pela observacdo do tempo que o
animal permanece lambendo, elevando, mordendo ou balangando a pata injetada. Esse teste permite avaliar
dois tipos de dor: a dor neurogénica, oriunda da estimulacdo direta dos neurdnios nociceptivos e a dor
inflamatdria, caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatérios (HUNSKAAR; HOLE, 1987,
MARTINS et al., 2006).

A dor neurogénica comeca imediatamente ap0s a injecdo da formalina e perdura por cerca de cinco
minutos (12 fase) e esta relacionada com a estimulagdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes
do tipo C e, em parte, das fibras do tipo Ad, associada a libera¢do de aminoacidos excitatorios, 6xido nitrico
e substancia P. Essa fase é seguida por um periodo de quiescéncia, de cerca de 5-10 minutos, ap6s o qual
se desenvolve a 22 fase da resposta (dor inflamatéria), que se inicia 15 a 30 minutos ap6s a injecdo, em
decorréncia da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios como bradicinina, prostaglandinas e serotonina,
entre outros (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SILVA et al., 2013).

A vantagem do teste da formalina sobre outros métodos de nocicepcéo é a possibilidade de avaliar
dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo e, assim, permitir buscar
analgeésicos com diferentes mecanismos de acdo (RANDOLPH, 1997; SILVA et al., 2013).

O teste da placa quente (hot plate), desenvolvido por Eddy e Leimbach em 1953, permite observar
a acdo analgésica de compostos por mecanismos centrais, semelhantes aos opiaceos (OLIVEIRA et al.,
2005). Este teste avalia a nocicep¢édo térmica, medindo o tempo de reacdo, que é o tempo entre a colocagédo
do animal na placa e a manifestacdo de dor, que € caracterizada pelo ato de lamber a pata ou saltar. A placa
de aquecimento é mantida a 55 + 1°C, sendo as aferi¢des realizadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a administracdo das substancias a serem analisadas. O tempo de corte é de 30 segundos para evitar
danos aos animais (SANTOS et al., 2011; SILVA et al., 2013).

Este modelo utiliza a temperatura como estimulo nociceptivo. Dessa forma, os nociceptores (fibras
C e AJ, principalmente) sdo estimulados apos a ativagdo dos receptores vaniloides (VRL), especificamente
0s receptores do tipo VRL-1, que possuem limiar de ativagdo em 43 °C, e os receptores do tipo VRL-1, que
possuem limiar de ativacdo em 52 °C. Estes Gltimos sdo importantes na avaliagdo da resposta a estimulos
térmicos nocivos, pois sdo responsaveis pela resposta em decorréncia do aumento da temperatura
(BENEDITO, 2009; SILVA et al., 2013).

Esses testes s@o importantes para a descoberta de novas drogas, capazes de interagir com 0s
mediadores da dor e/ou inflamacao, fornecendo um ponto de partida para a elucidacdo das vias de efeito
antinociceptivo envolvidas, atendendo as necessidades da terapia farmacoldgica para este tipo de leséo
(SILVA et al., 2013).
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Outros testes que podem ser utilizados, tais como: o das contor¢des abdominais induzidas por acido
acetico (conhecido como writhing), modelo quimico de nocicepcdo, baseado na contagem das contor¢des
da parede abdominal seguidas de torcdo do tronco e extensdo dos membros posteriores, como resposta
reflexa a irritacdo peritoneal. Este pode ser visto como um modelo geral, ndo seletivo, para estudos de
drogas antinociceptivas (COUTO et al., 2011), uma vez que a irritacdo local, produzida pela injecéo
intraperitoneal do acido acético provoca a liberacdo de uma variedade de mediadores, tais como a
substancia P, bradicininas, prostaglandinas, bem como de citocinas pro-inflamatdrias tais como IL-1, IL-6,
IL-8 e TNF-o (PINHEIRO et al., 2011).

Também hé o Teste de Randall-Selitto que avalia a hipernocicepg¢do, fundamentado na inducdo de
hiperalgesia através de pressdo crescente na pata do animal e o Teste de VVon Frey, utilizado para avaliar a

sensibilidade tecidual ao estimulo mecanico (SILVA et al., 2013).

25 ENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS SEROTONINERGICO, COLINERGICO E
DOPAMINERGICO NA ANTINOCICEPCAO

Na modulacdo da dor ha um envolvimento de varios sistemas de transmissdo, dentre eles: o
serotoninérgico, colinérgico, adrenérgico, dopaminérgico, nitrérgico, adenosinérgico e outros (LUSIER;
BEAULIEU, 2010).

2.5.1 Via serotoninérgica

H& muitos anos se conhece o envolvimento da serotonina (5-HT) no sistema descendente de
modulacdo da dor. Contudo, o envolvimento da 5-HT no processamento da dor é complexo, devido esta
poder inibir ou facilitar a transmissao nociceptiva, dependendo da natureza do estimulo nociceptivo
aplicado, o local de acdo e o subtipo de receptor sobre qual atua. Em nivel periférico, a 5-HT atua em
combinacdo com outros mediadores inflamatdrios podendo excitar ou sensibilizar fibras nervosas aferentes
primarias, contribuindo para a sensibilizacao periférica e hiperalgesia apds a inflamacéo e lesdo dos nervos.
No nivel espinhal, a 5-HT tem sido implicada na transformacdo e modulacdo da dor, com as acdes pro-
noceptiva e antinociceptiva através de projecdes bulboespinhal descendentes. No cérebro, a 5-HT atua no
nucleo talamico (KAYSER et al., 2010).

O sistema inibitorio descendente da dor consiste de diversas conexdes anatdmicas centrais,
iniciando pela substéncia cinzenta periaquedutal, que por sua vez recebe aferencias de muitos nucleos
diencefalicos (nucleo parafascicular talamico, nacleo premamilar dorsal, zona incerta, nucleo dorsomedial
e ventromedial do hipotalamo, nucleo arqueado) e do tronco encefalico. A SCPV envia projecdes para o
nucleo paragigantocelular e nucleo magno da rafe (NRM). O NRM, por sua vez, envia fibras
serotoninergicas que se projetam atraves do funiculo dorsolateral para o corno dorsal da medula nas laminas
I, 1l e IV, onde inibem seletivamente neur6nios nociceptivos, incluindo interneurdnios e neurénios dos

tratos ascendentes. Estimulacdo elétrica do NRM aumenta a liberacdo de 5-HT no corno dorsal da medula,
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efeito esse blogueado pelo pré-tratamento com pCPA. Do mesmo modo, o estimulo toxico aumenta a
producéo do 4cido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), um metabdlito da 5-HT (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

A familia dos receptores da 5-HT nos mamiferos € ampla, agrupados em sete tipos: 5-HT1 a 5SHT7,
consistindo de 14 subtipos de receptores diferentes. Embora a 5-HT seja conhecida por desempenhar um
papel importante na nocicepcdo, existe apenas uma avaliacdo limitada dos subtipos do receptor da 5-HT
envolvidos neste processo (5-HT1, 5-HT2 e 5-HT3) e ainda interagem entre si e com outros mediadores
quimicos da nocicepcao (KAYSER et al., 2010; FEIN, 2012). A atividade serotoninérgica parece estar mais
relacionada ao controle da dor crénica do que da aguda (TEIXEIRA, 2006).

Alguns farmacos de amplo uso terapéutico exercem sua agdo analgésica através da via
serotoninérgica. Alguns estudos propGem que a acdo analgésica da fenazona, do cido acetilsalicilico e do
acetominofen se deve, em parte, a ativacdo da via inibitoria serotoninérgica descendente. Outros farmacos
utilizados, principalmente no tratamento de algumas modalidades de dor cronica, tém como mecanismo de
acdo a inibicdo ou bloqueio da recaptacdo da serotonina e da noradrenalina. Os antidepressivos sdo 0s
principais representantes deste grupo e alguns deles possuem uma ac¢ao mais seletiva sobre a recaptacdo da
serotonina (grupo da fluoxetina, por exemplo), sendo enquadrados como inibidores seletivos da recaptacéo
da serotonina (RANG et al., 2012Db).

2.5.2 Via colinérgica

Estudos recentes tem relacionado o sistema colinérgico central na modulacdo da dor. Diversas
condigdes sao reconhecidas como capazes de aumentar a liberacdo de acetilcolina medular, destacando-se
os opiodides sistémicos e a aplicagdo intratecal de agonistas 02 adrenérgicos. A libera¢do de acetilcolina
(ACh) pela medula espinhal produz antinocicepg¢do e aumenta a atividade do sistema nervoso simpatico. A
administracdo intratecal de agonistas colinérgicos muscarinicos ou de inibidores da colinesterase
(anticolinesterasicos) é capaz de promover antinocicep¢do em ratos, gatos, carneiros e também no homem,
atribuindo-se um mecanismo muscarinico nesta acdo analgésica (HABERBERGER et al., 2004; HESS,
2006).

A ACh é um mediador quimico de sinapses no SNC, no SNP e também na juncdo neuromuscular.
A ACh, seus receptores e 0 aparato enzimatico responsavel por sua sintese e degradacdo, constituem o
sistema de neurotransmissdao colinérgica. O conhecimento desse sistema, principalmente das vias de
sinalizacdo intracelular que se iniciam pela ativacdo dos receptores colinérgicos, tem sido utilizado no
desenvolvimento de novos tratamentos para sindromes neuroldgicas e psiquiatricas (VENTURA et al.,
2010).

A ACh néo é utilizada terapeuticamente, por causa de sua agdo difusa e hidrolise répida pela
acetilcolinesterase sinaptica e butirilcolinesterase plasmatica. Seus niveis enddgenos podem ser mediados

por diversas substancias envolvidas na transmissdo do processo doloroso. Sua liberacdo é aumentada nos
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neurénios do SNC a partir da ativacdo de receptores opidides pré-sindpticos pela morfina, causando
potencializacdo do efeito antinociceptivo (ABELSON; KOMMALAGE; HOGLUND, 2004).

O aumento dos niveis de acetilcolina intraespinhal durante a analgesia induzida pelos AINESs, como
a aspirina, também é conhecido (ABELSON; KOMMALAGE; HOGLUND, 2004).

A ativacdo do nervo vago (elétrica ou por agonistas colinérgicas) diminuem a resposta inflamatoria
(teoria do reflexo inflamatdrio) pela inibicdo de mediadores inflamatorios (citocinas) produzidos em tecidos
periféricos que notificam o SNC da presenca de inflamagdo no organismo. A ativacdo do nervo vago, cujo
neurotransmissor € a ACh, inerva componentes imunoldgicos como linfonodos, figado e baco, e isso tem
como consequéncia uma reducdo da resposta inflamatéria (ROCHA, 2013).

A hiperatividade parassimpatica ocasionada por drogas ou estimulacdo direta do nervo vago é
considerada como um fendmeno contrarregulador da liberacdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio
durante um processo inflamatério (TSUTSUMI et al., 2008).

Experimentos utilizando camundongos knockout para receptor a-7-nicotinico mostraram, in vivo, a
relacdo dessa subunidade na atividade anti-inflamatoria colinérgica, visto que 0s animais mostraram-se
mais sensiveis a estimulos inflamatorios liberando niveis mais elevados de TNFa, IL-1, IL-6 no sangue,
sugerindo a existéncia de estreita relacdo da via colinérgica muscarinica com agdes analgésicas/anti-
inflamatorias (XIONG et al., 2012; LEIB; KATUS; KAYA, 2013; ROCHA, 2013).

Portanto, o sistema colinérgico € considerado parte de um sistema enddgeno de controle da dor,

sendo um possivel alvo farmacoldgico para drogas antinociceptivas (BENEDITO, 2013).

2.5.3 Via dopaminérgica

A dopamina é um dos neuromoduladores mais estudados na atualidade, sendo considerada um
neurotransmissor chave em dores de longa duracdo (PELLICER et al., 2010; SURMEIER; GRAVES;
SHEN, 2014). Um aumento no ténus dopaminérgico inibe a dor de longa duracéo, e o rompimento de vias
dopaminérgicas supraespinhais pode também envolver uma maior percep¢do da dor. Em algumas espécies,
como camundongos e ratos, a apomorfina (agente dopaminérgico nao seletivo) causa a hipotermia. Os
agentes blogueadores do receptor de dopamina, como a pimozida e o haloperidol, sdo capazes de
antagonizar competitivamente a hipotermia induzida pela apomorfina (ADAMS, 2003; PELLICER et al.,
2010).

O sistema dopaminérgico possui duas familias de receptores, conhecidos como D1 (D1 e D5) e D2
(D2, D3 e D4). Os receptores D1 sdo expressos em uma densidade maior que os receptores D2 ou D3, no
entanto estes possuem afinidades maiores e sdo ativados por concentra¢cbes menores de dopamina do que
os receptores D1 (PAULUS; TRENKWALDER, 2006; PELLICER et al., 2010). Estes receptores causam
inibicdo pre-sinaptica da liberagcdo de neurotransmissor pelos aferentes nociceptivos primarios. Agonistas
de receptores D2 também podem causar antinocicepcao por potencializar os efeitos dos opidides endogenos
(MILLAN, 2002).
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A estimulacéo dos receptores D1 causa efeitos pré-nociceptivos diretamente, ou por antagonizar as
acOes dos agonistas D2 ou opidides. Os efeitos da dopamina sobre a nocicepg¢éo espinal dependem de sua
concentracdo local: baixos niveis podem ativar os receptores D2 que reduzem a nocicepg¢édo, enquanto que
altos niveis de dopamina ativam os receptores D1 que aumentam a nocicepcdo (PAULUS;
TRENKWALDER, 2006)

O sistema dopaminérgico € um importante alvo implicado nas desordens cognitivas e afetivas, que
estad intimamente relacionado com a satde mental, devido ao conhecimento de que a funcdo dopaminérgica
reduzida também esta implicada na fisiopatologia da depressao. A atividade dopaminérgica pode atenuar o
comportamento nociceptivo em animais (MAGNUSSON; FISHER, 2000), ocorrendo, por outro lado, a
hiperalgesia naqueles que apresentam reducéo na liberacdo de dopamina (GAO et al., 2001; MUROTANI
et al., 2010). Os efeitos farmacoldgicos das drogas antipsicoticas apresentam semelhangas nos seres
humanos e nos animais (D’AQUILA et al., 2000; PELLICER et al., 2010).

2.5.4 Outras vias

O sistema opioide representa um importante alvo para avaliacdo de mecanismo de acdo de novas
substancias com propriedades antinociceptivas. A ativagdo dos receptores opidides (sobretudo p, d € K,
acoplados a proteina G) leva ao fechamento de canais para calcio voltagem-dependentes nas terminacdes
nervosas prée-sinapticas, o que reduz a liberacdo de neurotransmissores, além disso, a ativacdo desses
receptores leva a abertura de canais de potassio (K*) célcio dependentes, produzindo hiperpolarizacdo da
membrana celular de neur6nios pds-sinapticos, reduzindo a liberacdo de neurotransmissores (a exemplo da
substancia P), pelos terminais centrais do neurbnio aferente primario. Estes agonistas atuam, ainda,
ativando as vias inibitorias descendentes (GRAEFF; GUIMARAES, 2000).

Existem estudos que demonstram o importante papel exercido pelo sistema purinérgico (adenosina
e adenosina trifosfato) na transmissdo dolorosa tanto periférica quanto central (SAWYNOK, 1998;
SEGERDHAL; SOLLEVI, 1998; SAWYNOK, 1999), a partir do conhecimento de que: analogos da
adenosina produzem efeito antinociceptivo em varios modelos de nocicepcdo; a liberacdo de adenosina em
nivel espinhal contribui para a eficacia de opidides; e que a cafeina, que é um antagonista dos receptores
de adenosina Al, A2A e A2B, potencializa a atividade analgésica de AINES, quando administrados
concomitantemente. Apesar de ainda ndo terem o mecanismo bem elucidado, substancia que interferem
com o sistema adenosinérgico podem representar uma nova ferramenta farmacologica para a dor
(BENEDITO, 2013).

A via da L-Arginina e do 6xido nitrico (NO) também possui destacado papel na fisiopatologia da
dor. O NO ¢ encarregado da ativacdo da guanilato ciclase soluvel e elevagcdo do GMPc intracelular, o que
0 habilita a modular uma série de funcdes fisiologicas e participacdo na nocicep¢do central e periférica,
agindo como pro-nociceptivo ou como antinociceptivo, dependendo da concentracdo. Porém o verdadeiro

mecanismo do éxido nitrico estar envolvido nesse duplo efeito ainda é obscuro (ZAKARIA et al., 2005).
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Outros participantes da cadeia de eventos da nocicepg¢ao séo 0s canais i6nicos, 0s quais pertencem
auma familia de proteinas que formam poros em membranas lipoprotéicas e que se encarregam de controlar
o fluxo de particulas carregadas eletricamente (ions) entre 0s meios interno e externo das células. A
compreensdo do funcionamento, da estrutura e regulacdo desses canais leva ao entendimento de muitos
processos fisiopatoldgicos, dentre esses, a sensagdo dolorosa (FEIN, 2012).

Uma das fun¢Ges mais marcantes dos canais para K* esta na manuten¢do do potencial de repouso
da membrana de todas as células. No entanto, a medida que os estudos acerca desses canais se intensificam,
novas funges sdo atribuidas a eles (HILLE, 2001).

Todos os tipos de canais para K* parecem estar envolvidos no processo de antinocicepgdo. A
abertura de canais para K* e 0 consequente aumento da condutancia a esse ion para o exterior da célula leva
a hiperpolarizacdo celular, ndo ocorrendo, assim, a propagacdo do estimulo nociceptivo (RANG et al.,
2012a).

Na maioria das células excitaveis, a corrente de entrada que da inicio ao potencial de acdo resulta
da ativacdo dos canais para sodio regulados por voltagem (Nav). Os canais de sddio também estdo
envolvidos na génese da nocicepcao por participarem do processo de hiperexcitabilidade neuronal. Podem
ser classificados em dois grandes grupos: os sensiveis a tetrodoxina (TTXs), que estdo presentes nas fibras
A, em todo o sistema nervoso e no ganglio da raiz dorsal; e os resistentes a tetrodoxina (TTXs), que sdo
encontrados especialmente nas fibras C do ganglio da raiz dorsal (KRAYCHETE, 2007).

Os neurotransmissores centrais foram identificados em varias regiGes do sistema nervoso
(principalmente nas laminas I, 11, V, VII e X), e incluem a substancia P, a colecistocinina, a somatostatina,
0 CGRP, o peptideo intestinal vasoativo (VIP), a dinorfina, a oxitocina, os acidos glutamico e aspartico e a
adenosina. Esses neurotransmissores podem ser liberados de maneira conjunta e agir em locais distantes
daqueles da liberacdo, e provocar potencial pds-sinaptico inibitério ou excitatorio, dependendo da
quantidade e do local em que séo liberados (WOOD, 2004).

As lesdes que se iniciam no sistema nervoso periférico modificam a anatomia e fisiologia do sistema
nervoso central com hiperatividade celular, que é predominante nas lIaminas I, Il e V do corno dorsal da
medula espinhal, no talamo e no cdrtex cerebral. Isso pode se manter por um longo periodo ou
indefinidamente, justificando o carater cronico da dor. A sensibilizacdo medular sinéptica cléssica é
consequéncia da liberacdo de aminoacidos excitatorios (aspartato e glutamato), de peptideos (a substancia
P e CGRP) e de neurotrofinas (NGF, BDNF) no corno dorsal da medula espinhal (BASBAUM et al., 2009).

O éacido glutdmico e o acido aspartico sdo 0s neurotransmissores excitadores mais importantes no
SNC. Os receptores do glutamato mais bem conhecidos séo os receptores NMDA (N-metil-D-Aspartato) e
AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol —propi6nico) (FEIN, 2012).

Os receptores NMDA do glutamato sdo também canais ionicos que aumentam a permeabilidade ao
sodio. Porém, diferem dos receptores AMPA porque normalmente estdo blogueados pelo magnésio,

dependendo do potencial de membrana. Este mecanismo intervém na génese do fenémeno da dor. Os

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicencdo uimica e térmica:




receptores AMPA do glutamato sdo canais iénicos permeaveis ao sddio que provocam a normal
despolarizacéo rapida dos neurbnios. Esse mecanismo, associado ao recrutamento de outras sinapses que
veiculam informac6es das areas vizinhas ao local ou distantes da origem da dor, pode explicar fenémenos
como a hiperalgesia (aumento da resposta ao estimulo nociceptivo) ou alodinia (estimulo ndo agressivo
provocando dor (MARIZ: SILVA, 2006; FEIN, 2012).

2.6 FARMACOS USADOS NO CONTROLE DA DOR

A busca incessante de condutas terapéuticas para controle da dor é uma tarefa laboriosa. Apesar de
o arsenal terapéutico disponivel ser extenso (medicamentos alopaticos, homeopaéticos, fitoterdpicos e
terapias complementares) ainda ha lacunas a serem preenchidas. Muitas sindromes dolorosas sao
complexas e envolvem mais de um tipo de dor, com diferentes componentes associados (LUNA, 2006). O
tratamento iniciado antes da injuria inibe o processo de sensibilizacdo periférica e central. Portanto, uma
das estratégias mais aceitas atualmente envolve a combinagdo de farmacos e técnicas que promovam efeito
sinérgico (SILVA et al., 2010; LOPES, 2013).

Os primeiros medicamentos analgésicos obtidos a partir das plantas medicinais foram
comercializados no século XIX, sendo a base de morfina, extraida da papoula (Papaver somniferun) e do
acido salicilico, extraido da casca de salgueiro (Salix spp.). Atualmente, novos analgésicos sao obtidos desta
mesma fonte, como a capsaicina obtida da pimenta (Capsicum annuum), ziconotide, um peptideo extraido
do molusco marinho Conus magus e compostos canabinoides extraidos da Cannabis sativa
(tetraidrocanabinol, canabidiol e outros) (LI; VEDERAS, 2009; RUSSO, 2008; SCHMIDT et al., 2008).

A abordagem mais comum para reduzir a dor e a inflamagdo envolve a utilizagdo de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES). No entanto, devido a complexidade do processo algésico, varias
categorias de farmacos sdo utilizados no seu controle terapéutico. Dentre eles citam-se: analgésicos
opiodides, anestésicos gerais, anestésicos locais, agonistas a-2 adrenérgicos, bloqueadores adrenérgicos,
antidepressivos, antagonistas de NMDA, benzodiazepinicos, fenotiazinicos, relaxantes musculares e
nutracéuticos (ANDRADE; CASSU, 2008; LOPES, 2013).

Os AINEs possuem efeito anti-inflamatério, analgésico e antipirético. Esses efeitos estdo
relacionados a inibic¢éo das enzimas COX-1 e COX-2 que catalisam a transformac&o do acido araquidénico
em prostaglandinas e tromboxanos, que medeiam o processo inflamatdrio. Sdo usados para o controle da
dor aguda, sendo rapidamente absorvidos, posteriormente metabolizados pelo figado (GOTZSCHE, 2003;
ARAUJO et al., 2005; MOORE, 2009).

Os opioides sdo derivados da semente da papoula Papaver somniferum (MCCURDY; SCULY,
2005). A morfina € o opidide mais utilizado, principalmente em pacientes que sofrem de dor cronica
(ANDERSEN; CHRISTRUP; SJIOGREN, 2003; MCDOUGALL, 2011). Os efeitos bioldgicos dos opioides

sdo mediados por receptores (L, O, k) expressos no cérebro e medula espinhal e na periferia, que estdo
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associados a uma variedade de respostas fisioldgicas e psicoldgicas desencadeadas por ligantes enddgenos
e exdgenos. Apresenta efeitos analgésicos, sedativos e hipnoticos (LANG et al., 2010).

Os anestésicos gerais ndo sao considerados analgésicos. Atuam bloqueando a percepc¢édo da dor
induzindo o cortex cerebral a ndo percepcdo da informacdo nociceptiva (inconsciéncia) que esta sendo
recebida. Os anestésicos locais inibem a passagem de ion sodio pelos canais ions-seletivos nas membranas
nervosas, retardando a velocidade de despolarizacdo e impedindo a propagacdo do potencial de acéo,
prevenindo a transmissdo do impulso nervoso e a excitacdo do nociceptor ou inibindo o processo
modulatério de nocicepcdo (KLAUMANN et al., 2008).

A analgesia dos agonistas a-2 adrenérgicos decorre da ativagao de receptores a-2 adrenérgicos no
SNC, que provoca diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores nociceptivos, como substancia P e 0
peptideo relacionado ao gene da calcitonina — CGRP (ANDRADE; CASSU, 2008). Blogqueadores
adrenérgicos (a ou ) sdo usados no controle de certos tipos de cefaléia, cuja patogénese esté relacionada a
desequilibrios neurolégicos ou de humor (YALCIN et al., 2010). Alguns antidepressivos triciclicos
(amitriptilina, imipramina e clomipramina) sdo adjuvantes na terapéutica da dor, por bloquearem a captacéo
de serotonina e noradrenalina, colaborando com o sistema analgésico endégeno (ANDRADE; CASSU,
2008).

Entretanto, o uso destes farmacos sem as devidas orientacfes médicas ou por longos periodos, pode
levar ao aparecimento de sérias reacOes adversas. Devido a estes fatores, a busca por novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da dor e inflamacdo, como o uso de espécies vegetais, tem sido estimulado
pelo Ministério da Satde no Brasil (BASTING et al., 2014).

Uma nova classificacdo das substéncias farmacolédgicas usadas no controle da dor envolve uma
proposicdo da Organizacdo Mundial de Satde (WHO) e do IASP, sendo considerada uma nova taxonomia
para as substancias analgésicas (LUSSIER; BEAULIEU, 2015). Baseia-se no mecanismo de interferéncia
no estimulo doloroso, que abrange seis grandes grupos e varios sub-grupos: 1) analgésicos antinociceptivos,
incluindo os agentes ndo opidides (acetaminofén e AINES), os opidides e os canabinoides; 2)
antihiperalgésicos, envolvendo os antagonistas de n-metil d-aspartato (NMDA), gabapectindides, 6xido
nitrico, coxibes e outros; 3) moduladores da inibicdo ou excitacdo dependente, dentre os quais 0s
antidepressivos triciclicos, inibidores da recaptacdo de norepinefrina-serotonina, inibidores seletivos da
recaptacao de serotonina e os agonistas a-2 adrenérgicos; 4) moduladores da transmisséo/sensibilizacao
periférica, como 0s anestésicos locais, carbamazepina, topiramato e capsaicina; 5) moduladores da inibicéo
ou excitacdo descendente, como o tramadol e o tapentadol; 6) outros agentes como a calcitonina e 0s
bifosfanatos (LUSSIER; BEAULIEU, 2010; LUSSIER; BEAULIEU, 2015).

Dentre as condutas consideradas menos convencionais de combate a dor, ressaltam-se: os estimulos
elétricos e mecanicos, a acupuntura e outras terapias complementares, dentre elas o uso de plantas
medicinais (VEIGA-JUNIOR, 2008).
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2.7 PLANTAS MEDICINAIS

Iniciou-se ha milhares de anos o uso de produtos naturais por populacfes de varios paises com a
finalidade de tratar diversas patologias, como forma alternativa ou complementar aos medicamentos
sintéticos. As plantas medicinais tém um importante papel na saide mundial (SOUSA et al., 2008).

Algumas plantas com atividade psicoativa exercem efeitos importantes sobre a consciéncia, as
emocOes e a cognicdo, sendo utilizadas hd muito tempo com finalidades terapéuticas, espirituais e
recreacionais. A investigacdo farmacoldgica de produtos naturais com atividade sobre o SNC tem auxiliado
a compreensao das bases neuroquimicas de muitas doencas. Extratos vegetais e produtos deles isolados
exercem suas acles através de interagdes com moléculas enddgenas transdutoras de sinais (RANG et al.,
2012a).

A Etnofarmacologia € a parte da farmacologia que estuda a exploracao cientifica interdisciplinar
dos agentes biologicamente ativos, tradicionalmente empregados pelo homem como recursos terapéuticos
(NIEHUES et al., 2011). Historicamente, a utilizacdo de plantas como fonte de produtos terapéuticos
acompanha a humanidade e, apesar do enorme desenvolvimento da sintese quimica, 25% dos farmacos
prescritos no mundo sao de origem vegetal (CARVALHO, 2006).

No Brasil, a utilizacdo de plantas no tratamento de doencas é influenciada pelas culturas indigena,
africana e europeia. A cultura brasileira sofreu sérias influéncias desta mistura de etnias, tanto no aspecto
espiritual, como material, que se fundiram aos conhecimentos existentes hoje no Pais. Atualmente, observa-
se 0 ressurgimento da medicina natural, enfatizando as plantas medicinais para restabelecimento da satde
humana. Com este acontecimento, inUmeras terapias alternativas e naturais despontam para alimentar as
necessidades de bem estar do ser humano (BORBA; MACEDO, 2006).

Um dos fatores que contribui para a larga utilizacdo de plantas para fins medicinais no Brasil € o
grande nimero de espécies vegetais encontradas no Pais, as quais contribuem para descoberta e novas
substancias que possam integrar o mercado farmacéutico (BORBA; MACEDO, 2006; FELICIO et al.,
2011).

Um estudo de revisao revelou a existéncia de 210 espécies vegetais cujos extratos apresentaram
atividade antinociceptiva em testes de laboratdrio, o que mostra a grande diversidade de fontes de principios
ativos oriundos de vegetais (ALMEIDA, NAVARRO; BARBOSA FILHO, 2001).

Dentre as varias espécies de plantas brasileiras, de interesse medicinal na area de dor e inflamacdo,
a L. divaricata (Tiliaceae) possui diversos usos etnofarmacologicos relatados, na forma de infusdo das
folhas e decoto das cascas, com finalidades anti-inflamatdria, antianémica, diurética, antisséptica bucal,
dentre outras (PIO CORREA, 1984; ALICE et al., 1995).

2.7.1 L. divaricata
A Luehea divaricata Martius & Zucchini (Fig. 1) é uma espécie pertencente a ordem Malvales, da

familia Tiliaceae, conhecida popularmente como agoita-cavalo, ibatingui, ivatingui, acoita-cavalo-miudo,
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pau-de-canga, caiboati, esteiveira, que vem despertando interesse cientifico. O nome “agoita-cavalo” foi
atribuido devido a flexibilidade de seus galhos e ao seu uso como chicote em animais (TANAKA et al.,
2005; MULLER, 2006; CARVALHO, 2008; WALKER et al., 2008).

Figura 1- Espécie Luehea divaricata Martius & Zucchini e detalhe da sua flor (a direita)

Fonte: arquivo pessoal da autora.

E uma planta arborea, de carater deciduo, que atinge dimensdes proximas a 30m de altura, tem
rapido crescimento, muito utilizada nos reflorestamentos mistos de areas degradadas de preservacao
permanente (LORENZI, 1992; MULLER, 2006; CARVALHO, 2008; FELICIO et al., 2011).

Sua floracdo acontece dos meses de dezembro a abril, em alguns estados brasileiros, podendo
ocorrer em outros locais entre os meses de novembro a julho. A frutificacdo geralmente se da entre fevereiro
a julho ou de abril a outubro, dependendo da regido (CARVALHO, 2008).

Pode ser encontrada nos Estados do Piaui, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e
Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, e também em outros paises sul-americanos como: Argentina,
Uruguai e Paraguai (CARVALHO, 2006; CARVALHO, 2008).

E usada na medicina popular brasileira para diferentes finalidades: a infusdo das folhas e o decoto
das cascas sdo utilizados como agentes anti-inflamatorio, antianémico, diurético, antissepsia bucal, entre
outros (PIO CORREA, 1984; ALICE et al., 1995); as cascas, folhas e flores sdo comercializadas em feiras
populares com indicacdo para o combate a disenteria, reumatismo, tumores, lesbes de pele, acne, afecgdes
dos aparelhos respiratorio e urinario; a infusdo das flores € usada no tratamento da bronquite e a raiz é
considerada depurativa e anti-inflamatoria (TANAKA et al., 2003).

Siqueira (2006) observou a eficacia do extrato hidroalcodlico da casca de L. divaricata no
tratamento de Ulceras géstricas em ratos, o qual revelou a presenca de flavonoides, taninos, antocianinas e
triterpenos. Ja Tanaka et al. (2005) demonstraram que as fragdes aquosa e acetato de etila foram
moderadamente ativas contra Staphylococcus aureus, enquanto a fracdo butanolica inibiu discretamente o
crescimento S. aureus e a fracdo hexanica apresentou atividade fraca contra a mesma bactéria. Tais fragdes

ndo demostraram atividade fungistatica ou fungicida nos ensaios antifugicos testados, e apresentaram efeito
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citostatico na concentracdo de 25 pg/mL e 250 pg/mL. Relataram ainda a presenca de um flavonoide
epicatequina no extrato bruto metanolico das cascas do caule.

Uma andlise fitoquimica das folhas da L. divaricata demostrou a presenca de flavonoides,
saponinas, taninos caquéticos, mucilagem, e em menor quantidade, alcaloides, dleos fixos, antocianinas,
carotenoides, e polissacarideos (BORTOLUZZI et al., 2002).

E importante ressaltar que o extrato aquoso de plantas, que é a preparacéo utilizada pela populacio
em geral, tende a apresentar maior capacidade antioxidante (COURTES, 2014).

A analise do extrato etandlico bruto das folhas da planta L. divaricata, coletadas no povoado
Alegria, zona rural de Teresina — PI, evidenciou atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria, na dosagem
de 160 mg/Kg, resultados esses que podem ser justificados pela presenca de esterdides, leucoantocianidinas,
heterosideos saponinicos e triterpenos pentaciclicos livres, fendis e flavonoides, demonstrados na analise
fitoquimica do referido extrato (BATISTA, 2013).

Em Santa Maria-RS, um estudo avaliou a acdo do extrato aquoso da folha da planta L. divaricata
no modelo experimental de Doenca de Huntington (DH) induzida por 3-nitropropionico (3-NP),
administrado em ratos Wistar na dosagem de 500 mg/kg e 1000 mg/kg. Nesse estudo, foi verificado que o
extrato aquoso das folhas de L. divaricata inibiu a oxidacéo e as alteracbes comportamentais induzidas pelo
tratamento com 3-NP, ou seja, foi eficaz na prevencao de sintomas da DH induzidos pela administracdo de
3-NP (MULLER, 2006). Portanto, esta planta pode ser utilizada como um agente potencial para estudos na

area de dor e doencas neuroldgicas associadas com danos oxidativos.

3 CONSIDERACOES FINAIS

A aplicacao etnofarmacoldgica da L. divaricata (acoita cavalo) e seu uso em comunidades carentes
com o objetivo de aliviar a dor, motivou a realizacdo deste trabalho.

A pesquisa fitoquimica do extrato etanélico das cascas do caule de L. divaricata revelou como
compostos predominantes: taninos, antocianidinas, antocianinas, fendis, leoucoantocianidinas, saponinas,
triterpenos e alcaloides. O extrato bruto da L. divaricata ndo apresentou manifestacGes clinicas de
toxicidade aguda e subcrdnica, visto que: 1) os animais ndo apresentaram comportamentos diferentes entre
0s grupos tratados e ndo tratado; 2) ndo houveram alteracdes nos perfis bioquimicos analisados; e 3)
auséncia de morte.

Os resultados obtidos a partir do modelo de nocicepcdo quimica mostraram que a fragdo aquosa da
casca do EtOH-Ld, na posologia de 200 mg/kg, apresentou efeito antinociceptivo, provavelmente de origem
periférica, pois foi capaz de elevar o limiar de dor induzida pela administracdo intraplantar de formalina.
Este efeito envolveu, provavelmente, o sistema colinérgico muscarinico e, aparentemente, néo teve relagdo
com as vias serotoninérgica e dopaminérgica.

Pelo modelo de nocicepgdo térmica (placa quente) percebeu-se que, na fase inicial do processo

doloroso (neurogénico), provavelmente houve participagao das fibras aferentes dos tipos Ad e C,
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geralmente ativadas pela liberacdo de aminoacidos excitatdrios, 6xido nitrico e substancia P. E que na
segunda etapa (inflamatdria), provavelmente houve inibicdo da liberagdo de mediadores pré-inflamatorios,
bem como, bloqueio da dor de forma semelhante ao opidide morfina.

Este é o primeiro relato que se tem noticia acerca da acdo analgésica da fracdo aquosa isolada do
extrato etanolico desta planta em modelos de dor. Estudos subsequentes sdo necessarios para efetivamente

elucidar os mecanismos envolvidos na acdo e estabelecer esquemas posoldgicos seguros. Portanto, ha

grandes perspectivas de continuidade dos estudos com esta planta.
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CAPITULO 2

Abordagem fitoquimica do extrato EtOH, fracoes AcOEt e
aquosa das cascas dos caules de Luehea divaricata Mart. & Zucc.
(MALVACEAE).
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RESUMO

L. divaricata pertence a familia Malvaceae, utilizada
na medicina popular brasileira para diferentes fins. O
objetivo era analisar qualitativamente a composi¢do
fitoquimica do extrato de etanol e EtOAc e fragdes
aquosas de conchas de L. divaricata. Foi utilizado para
extrair e a solucdo hidroalcodlica das fragoes
fitoquimicas para exame dos seguintes constituintes:
fendis, taninos e antocianinas, antocianidinas,
flavonoides, leoucoantocianidinas, catequinas,
flavonas, flavonois, flavononas, flavondis, xantonas,
diidroflavonois, esterdides, triterpenos, saponinas e
alcaldides. Conclui-se que o extrato de etanol
apresentou como principais componentes as seguintes
classes de compostos: alcaldides, fendis, saponinas,
taninos, triterpenos, antocianidinas, antocianinas,
leoucoantocianidinas.

1 INTRODUCAO

Palavras-chave: cavalinhos, extrato de etanol, testes
fitoquimicos.

ABSTRACT

L. divaricata belongs to the Malvaceae family, used in
Brazilian folk medicine for different purposes. The
objective was to qualitatively analyze the
phytochemical composition of the ethanol extract and
EtOAc and aqueous fractions of L. divaricata shells.
Was used to extract and the hydroalcoholic solution of
the phytochemical fractions tests for examination of
the following constituents: phenols, tannins and
anthocyanins, anthocyanidins, flavonoids,
leoucoantocianidinas, catechins, flavones, flavonols,
flavonones, flavonondis, xanthones, diidroflavonois,
steroids, triterpenes, saponins and alkaloids. It is
concluded that the ethanol extract presented as the
main components the following classes of compounds:
alkaloids, phenols, saponins, tannins, triterpenes,
anthocyanidins, anthocyanins, leoucoantocianidinas.

Keywords: horse-whips, ethanol extract,
Phytochemicals tests.

A familia Malvaceae ¢ composta por cerca de 119 géneros e 1500 espécies distribuidas por todo

mundo, principalmente em regides tropicais.! No Brasil é constituida aproximadamente por 68 géneros,

731 espécies (379 endémicas), 5 subespécies (nenhuma endémica) e 16 variedades (5 endémicas).?

O género Luehea Willd. pertence a familia Malvaceae e ¢ constituido por 10 espécies (3 endémicas)

e 2 variedades (1 endémica) no Brasil.> Luehea divaricata Mart. & Zucc. é uma espécie nio endémica e
ocorre no Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil, principalmente nos estados da Bahia, Piaui, Goids, Minas
Gerais, S3o Paulo, Rio de Janeiro, Santa Catarina e Rio Grande do Sul).>* E conhecida popularmente como
acoita-cavalo, acoita-cavalo mitdo, pau-de-canga, caiboti, ibatingui e ivatingui.*> As folhas desta espécie
sdo utilizadas na medicina popular no tratamento de disenteria, leucorréia, reumatismo, blenorragia e
tumores, além disso, a infusdo das flores é usada contra bronquite e a raiz é depurativa.*

Estudos farmacologicos com os extratos metandlicos e aquoso das folhas da Luehea divaricata
demonstraram varias atividades, tais como: antifiingica, antimicrobiana, antiproliferativa, genotoxica,
antioxidante e mutagénica.>®”*? O estudo fitoquimico das folhas possibilitou o isolamento de dois

triterpenos, uma flavona e um esteroide a partir do extrato metanélico. '
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J& o estudo com extrato metandlico das cascas do caule apresentou atividades antifingica,
antimicrobiana e antiproliferativa® e estudo quimico do mesmo restringiu-se ao isolamento de apenas uma
substancia, o flavonoide (-)-epicatequina.’

O extrato metanélico das partes aéreas apresentou atividade antimicrobiana.'! Além disto, os
extratos diclorometano e aquoso das cascas apresentaram efeitos antifiingicos e antigenotoxico,

: 12,4
respectivamente.

O Quadro 1 apresenta as atividades farmacoldgicas comprovadas da espécie L. divaricata, enquanto

0 Quadro 2 e Figura 1 mostram os constituintes quimicos isolados e suas respectivas classes.

Quadro 1. Potencial farmacoldgico da espécie L. divaricata.

PARTE DA EXTRATO/ A
PLANTA COMPOSTO ATIVIDADE REFERENCIA
Antifingica
EM Antimicrobiana 5
Antiproliferativa
EA Genotoxica 6
Folhas
EA Antioxidante 7
Nao informado Mutagénica 8
Nao informado Antimicrobiana 9
EDCM Antifingica 12
Casca
EA Antigenotoxica 4
Antifingica
dCas:als EM Antimicrobiana 5
0 caute Antiproliferativa
Partes aéreas EM Antimicrobiana 11
Nio informado _ (Tirosol) 2-(4- Antimicrobiana 13
hidroxifenol)-etanol

Nota: EM: Extrato metandlico; EA: Extrato aquoso; EDCM: Extrato diclorometanico.
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Quadro 2. Constituintes quimicos isolados na espécie L. divaricata.

PARTE DA A
PLANTA EXTRATO COMPOSTO REFERENCIA
Triterpeno 10
Acido 3B-p- hidroxibenzoiltorméntico (1)
EM Mistura contendo o acido maslinico (2)
Folhas
Triterpeno
Acido 3B-p- hidroxibenzoiltorméntico (1) 5
Mistura contendo o dcido maslinico (2)
Flavona
EM Vitexina (3)
Esteroide
EM Glicopiranosilsitosterol(4) >
Casca do EM Flavonoide
Caule (-)-Epicatequina (5)
Nao Composto fenolico 13
informado (Tirosol) 2-(4-hidroxifenol)-etanol

Nota: EM: Extrato metanolico.

Figura 1. Estrutura dos constituintes quimicos isolados de L. divaricata.

HO

Glicopiranosilsitosterol (4)

OH
OH

OH O

Vitexina (3) "OH

OH
Epicatequina (5)
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Com isto, pode-se constatar que ha poucos estudos abordando os aspectos quimico e farmacolédgico
desta espécie. Assim, este trabalho objetivou analisar qualitativamente a composi¢ao fitoquimica do extrato

etanolico e fragdes AcOEt e aquosa das cascas de Luehea divaricata.

2 PARTE EXPERIMENTAL
Material vegetal

As cascas do caule de Luehea divaricata Mart & Zucc foram coletadas no povoado Bebedouro, no
municipio de Nazaria, Estado do Piaui, em 30 de dezembro de 2013. O material vegetal foi identificado e
uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso com o nimero TEPB 30.119. As cascas
foram secas em estufa (+ 45 °C) de circulacdo de ar for¢cada por uma semana e depois moida em moinho de

facas obtendo-se um po (3,4 kg).

Preparacio do extrato etandlico

Apobs secagem e moagem, o material vegetal foi submetido a extragdo por maceragdo com etanol
(99,5%) por cinco vezes consecutivas ao abrigo da luz, sendo posteriormente filtrada ¢ a solugdo obtida
concentrada em evaporador rotatorio a 40 °C e, ap0s liofilizacdo foi obtido 170 g (5%) do extrato etandlico

bruto que foi acondicionado em frasco de vidro ambar e conservado em refrigerador.

Particido do extrato etandlico

O extrato bruto foi suspenso na mistura MeOH/H20 (1:2) obtendo-se um volume de 1500 mL ¢
submetido a uma particdo liquido-liquido com hexano (20 x 200 mL) e AcOEt (32 x 200 mL)
sucessivamente fornecendo as fragdes hexanica (3 g, 1,8%), AcOEt (40 g, 24%) e aquosa (113 g, 67%).

Testes fitoquimicos

Os testes qualitativos para detecc@o dos constituintes do metabolismo secundario foram realizados
por meio de reagdes gerais, segundo metodologia adaptada.'* '3

Uma aliquota de 1 g do extrato EtOH e das fragdes AcOEt e aquosa das cascas do caule de L.
divaricata foi solubilizada em uma mistura de EtOH/H20 (8:2) obtendo-se um volume de 100 mL. A
solu¢do hidroalcoolica do extrato e da fragdes foi utilizada nos testes fitoquimicos para a analise dos
seguintes constituintes: fendis, taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leoucoantocianidinas,

catequinas, flavonas, flavonois, flavononas, flavonondis, xantonas, diidroflavondis, estéroides, triterpenos,

saponinas e alcaloides.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A pesquisa fitoquimica tem como objetivo conhecer possiveis constituintes quimicos de espécies
vegetais ou avaliar qualitativamente sua presenca, indicando assim grupos do metabolismo secundario;
desta forma, pode contribuir no processo de isolamento e identificagdo dos principios ativos vegetais'°.

O extrato etandlico das cascas do caule de Luehea divaricata ¢ as fragdes obtidas da sua particao
liquido-liquido (F. AcOEt e F. aquosa) apresentaram resultado positivo para diversas classes de metabdlitos
secundarios, conforme mostrado na Tabela 1.

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicina tradicional no tratamento de diversas
enfermidades, como diarreia, hipertensao arterial, hemorragias, feridas, gastrite, tlcera gastrica, problemas
renais, afeccio urinaria e processos inflamatorios em geral. '®

As leucoantocianidinas sdo polifendis naturais pertencentes a classe dos bioflavonoides. Sua
caracteristica principal € a acdo antioxidante hidrossoluvel presente em sua estrutura que chega a ser mais
forte que a vitamina E. Sua agfio antioxidante se deve ao fato das leucoantocianidinas eliminarem qualquer
espécie de radicais livres envolvidas no processo!’. As antocianinas apresentam propriedades antioxidantes
e anti-inflamatdrias que ajudam na prevencao de doencas cardiovasculares, neuroldgicas, cancer, diabetes,
dentre outras'®. As antocianidinas possuem atividade anti-inflamatdria por inibigao da liberagdo e da sintese
de substancias endogenas que provocam inflamagdo como a histamina, protease e leucotrienos '¢.

Os triterpenos sdo compostos com varias potencialidades medicinais, apresentando atividade anti-
inflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral, analgésica, cardiovascular, antitumoral e anti-HIV 20,

As saponinas apresentam uma variedade de propriedades bioldgicas devido a sua capacidade de
formar complexos com esteroides, proteinas e fosfolipideos de membranas, podendo apresentar atividade
hemolitica, moluscicida, espermicida, anti-helmintica, hipocolerestomiante, anti-inflamatéria e anti-viral'®.
O flavonoide epicatequina (5) ¢ o composto fenolico (Tirosol) 2-(4-hidroxifenol)-etanol foram

313 0 que ndio aconteceu neste estudo, o qual houve

identificados em extrato metandlico das cascas do caule
apenas a suspeita da presenca de catequina na analise fitoquimica, isto pode decorrer da pequena quantidade
desta substancia nas amostras, ou ainda da dificuldade de visualiza¢do do resultado, devido a presenga de
interferentes. Estes achados sugerem a necessidade de estudos posteriores a fim de melhor caracterizar as

substancias presentes nas cascas do caule de L. divaricata.

Tabela 1. Resultados da abordagem fitoquimica do extrato etanolico e fragdes da casca de Luehea divaricata.

Classes de metabolitos E. EtOH F. AcOEt F. Aquosa
Alcaloides + + +
Antocianidinas ++ ++ 4t
Antocianinas ++ ++ 4t
Catequinas S S

Esteroides 0

Fenois ++
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Flavonoides S S S
Flavonois 0 0 0
Flavononas 0 0 0
Flavononois 0 0 0
Leoucoantocianidinas ++ +H+ 4t
Saponinas ++ ++ ++
Taninos ++ -+ S
Triterpenos ++ ++

Xantonas 0 0

PARAMETROS: ausente (0), suspeito (S), fraco (+), médio (++), forte(+++).
4 CONCLUSAO

O extrato etandlico das cascas do caule de L. divaricata apresenta como principais constituintes
fitoquimicos as seguintes classes de compostos: taninos, antocianidinas, antocianinas, fendis,

leoucoantocianidinas, saponinas, triterpenos e alcaloides.
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CAPITULO 3

Avaliacao da toxicidade aguda e subcroénica do extrato etandlico
de Luehea divaricata
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RESUMO

A L. divaricata Mart. & Zucc. é planta usada na
medicina  popular brasileira para diferentes
finalidades, dentre elas como anti-inflamatorio,
antianémico e diurético. O objetivo deste trabalho foi
examinar os possiveis efeitos de toxicidade aguda e
subcrénica do extrato bruto etanolico da casca de L.
divaricata em camundongos e ratos. Na avaliagdo da
toxicidade aguda, foram utilizados dois grupos de
camundongos tratados, na dosagem de 300 e 2000
mg/kg, respectivamente. Todos os grupos foram
formados por seis animais, sendo trés de cada sexo. Na
toxicidade subcronica, foram compostos quatro
grupos de ratos: controle, 100, 500 e 1000 mg/kg.
Todos os grupos foram constituidos por seis animais,
sendo trés de cada sexo. Os resultados foram
analisados pelo teste de Tukey (P<0,05). Nao foram
observados altera¢cdes comportamentais indicativas de
toxicidade em nenhum grupo. Quanto a massa
corporal e dos érgdos dos animais tratados, ndo houve
diferenca significativa dos animais tratados em relagéo
aos animais do grupo controle (p<0,05), e também nédo
houve diferenca significativa nos parametros
bioquimicos obtidos do soro dos animais tratados em

1 INTRODUCAO

relacdo ao grupo controle (p<0,05). Assim, pode-se
concluir que o extrato ndo apresenta manifestacGes
clinicas de toxicidade aguda e toxicidade subcronica.

Palavras-chave: acoita-cavalo, camundongos, ratos.

ABSTRACT

L. divaricata Mart. & Zucc. It is a plant used in
Brazilian folk medicine for different purposes, among
them as anti-inflammatory, anti-anemic and diuretic.
The objective of this study was to examine the possible
effects of acute and subchronic crude ethanol extract
of L. divaricata peel in mice and rats. In the evaluation
of acute toxicity, both groups of treated mice were
used at a dosage of 300 to 2000 mg/kg, respectively.
All groups were formed by six animals, three of each
sex. In subchronic toxicity, the compounds were four
groups of rats: control, 100, 500 and 1000 mg/kg. All
groups consisted of six animals, three of each sex. The
results were analyzed by Tukey test (p<0,05). There
were no behavioral changes indicative of toxicity in
either group. As for body mass and organs of the
treated animals, there was no significant difference
between the treated animals compared to control
animals (p<0,05), and there was also no significant
difference in biochemical parameters obtained from
the serum of treated animals compared the control
group (p<0,05). Therefore, it can be concluded that the
extract has no clinical manifestations of acute and
subchronic toxicity.

Keywords: horse-whips, mice, rats.

A diversidade vegetal do cerrado brasileiro torna possivel o encontro de variadas espécies com

potencial econdmico, para fins medicinais, nutricionais ou até mesmo ornamentais (CUNHA et al., 2013).

Segundo Azevedo e Valente (2005), a familia Tiliaceae possui cerca de 450 espécies distribuidas em regides

tropicais, sendo que 65 delas sdo encontradas no Brasil.

A L. divaricata Martus & Zucc. (Tiliaceae) € encontrada em varios estados brasileiros, dentre eles

o Piaui. E uma planta arborea, de carater deciduo que atinge dimensdes proximas a 30m de altura, tem

rpido crescimento, conhecida popularmente como acgoita-cavalo, ibatingui, ivatingui, agoita-cavalo-

miado, pau-de-canga, caiboati, esteiveira e sua floracao varia entre os meses de novembro a julho, de acordo
com a regi&o que pertence (LORENZI, 1992; MULLER, 2006; CARVALHO, 2008; FELICIOetal., 2011).

E usada na medicina popular brasileira para diferentes finalidades: a infusdo das folhas e decoto das cascas,
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s&o utilizados como anti-inflamatdrio, antianémico, diurético, asséptico bucal, entre outros (P10 CORREA,
1984; ALICE etal., 1995). As cascas, folhas e flores sdo comercializadas em feiras populares com indicagéo
para 0 combate a disenteria, reumatismo, tumores, feridas, acne, afeccdes dos aparelhos respiratorio e
urinario; a infuséo das flores é usada no tratamento da bronquite e a raiz é considerada depurativa e anti-
inflamatéria (TANAKA et al., 2003).

Assim, este trabalho objetivou verificar os possiveis efeitos de toxicidade aguda e subcrénica do

extrato bruto etandlico da casca de L. divaricata em camundongos Swiss e ratos Wistar.

2 MATERIAL E METODO

As cascas da L. divaricata foram coletadas na Comunidade Bebedouro, municipio de Nazéaria-Pl,
em dezembro de 2013 e a excitada da espécie depositada no Herbario Graziela Barroso, da Universidade
Federal do Piaui (UFPI), sob o registro TEPB 30.119. O material vegetal foi desidratado em estufa (+ 45°C)
por uma semana e depois triturado em moinho de facas até a obtencdo do pd. Apds a pulverizacao, foi
submetido a extracdo com etanol por 12 dias a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo
posteriormente filtrada em papel de filtro e a solucéo obtida concentrada em evaporador rotatério a 40°C e
depois submetido a liofilizacdo, obtendo-se o extrato bruto etandlico liofilizado.

Para a realizagéo dos experimentos de toxicidade aguda e subcronica foram utilizados camundongos
Swiss (20-25 g) e ratos Wistar (250-300 g) para os testes da toxicidade aguda e subcrénica, respectivamente.
Todos os animais foram provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA/UFPI e foram
mantidos em gaiolas, em ambiente climatizado (25 + 3°C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com comida
e 4gua a vontade. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPI, com Parecer n° 0106/12.

Para o estudo da toxicidade aguda, foram adotadas metodologias preconizadas pelo Guia OECD
423/2001 "Toxicidade Aguda de Classe" (OECD, 2001). A dose inicial selecionada para o estudo foi de
300 mg/kg, seguindo o protocolo proposto pela OECD para substancias ndo testadas ou com historico de
toxicidade desconhecida (OECD, 2001). Como néo foi observada morte nesta dose, testou-se a dose mais
alta recomendada pelo protocolo, 2000 mg/kg.

Foram utilizados seis camundongos Swiss (machos e fémeas, trés de cada sexo), para cada um dos
grupos tratados (300 e 2000 mg/kg, por via oral — v.0., extrato diluido em agua destilada) e controle (dgua
destilada 10 mL/kg, v.0.). Apos a administracdo, os animais foram avaliados com 1h, 2h, 4h, 6h e 24h, e
depois diariamente, até o 14° dia apds o tratamento, para observacdo do aparecimento dos seguintes sinais:
hiperatividade, tremores, convulsdo, piloerecdo, hipnose, sedagéo, resposta ao toque, reflexo auricular,
limpeza, levantar, escalar, vocalizar, forca para agarrar, salivagdo, cianose e morte, seguindo o screnning
hipocratico. Os sinais avaliados na observacdo comportamental seguiram o protocolo segundo Malone e

Robichaud (1962) e Malone (1977). Os animais foram pesados diariamente, durante os 14 dias de
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tratamento, para observar alteracdes de peso e também foram pesadas a ragdo e quantidade de &gua ingerida
pelos animais.

Para o estudo da toxicidade subcrdnica, foram utilizados seis ratos Wistar (machos e fémeas, trés
de cada sexo), para cada um dos grupos tratados (100, 500 e 1000 mg/kg, v.0.) e controle (dgua destilada
10 mL/kg, v.0.). ApOs a administragdo, os animais receberam os tratamentos diariamente, durante 30 dias,
sendo monitorado o peso corporal de cada animal e sua ingestdo alimentar e hidrica, todos os dias.

Ao final do experimento, todos os animais foram anestesiados (xilazina-50 mg/kg e cetamina-10
mg/kg, via intraperitoneal — i.p.), e eutanasiados com tiopental (90 mg/kg, i.p.), seguindo as Diretrizes
Brasileiras para Eutanasia de Animais (CONCEA, 2013) e a Resolucao de n° 1.000 de 11 de Maio de 2012
(CRMV, 2012). Imediatamente antes do sacrificio foram feitas coletas de sangue sem anticoagulante para
obtencdo do soro, para fins de dosagem bioquimicas. Estas foram realizadas em aparelho semiautomatico
(Analisador Bioquimico BA 88 BIOCLIN) com o uso do “kits” Bioclin segundo as recomendagfes do
fabricante, avaliando as concentracdes de creatinina, uréia, Transaminase ALT (TGP) e Transaminase AST
(TGO). Logo depois, as cavidades abdominal e toracica foram abertas e as observacGes macroscopicas
foram anotadas.

A andlise histopatol6gica foi realizada para toxicidade subcrénica, Fragmentos de figado, baco e
rins foram coletados e fixados em formaldeido a 10%, processados para inclusdo em parafina e corados
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE). Foram analisados 0s seguintes processos histologicos: alteragdes
celulares, intersticiais, vasculares, inflamatérias e distdrbios no crescimento e diferenciacdo celulares
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia a 5% de probabilidade (ANOVA) e
guando identificada diferenca estatistica, foi aplicado o teste de Tukey, também com 5% de probabilidade,
utilizando-se o software Graph Pad Prism versdo 6.0. Os resultados obtidos foram expressos como média

+ desvio padréo.

3 RESULTADO

Né&o foi observada morte nem qualquer sinal de toxicidade nos animais controle e tratados (com 300
e 2000 mg/kg) durante todo o estudo. Na avaliacdo até o 14° dia, observou-se um aumento significativo no
ganho de peso dos camundongos tratados com o EtOH-Ld em relagdo ao controle (Figura 1), porém néo
houve diferenca no consumo de alimento e na ingestéo de agua pelos animais (Figura 2 e 3). No screening

hipocratico, nenhuma alteracdo motora e/ou sensorial foi observada.
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Figura 1. Média do ganho de peso de camundongos tratados com o extrato etanélico das cascas de L. divaricata e observados
durante 14 dias. a=p<0,05 vs controle; b=p<0,05 vs 300mg/kg.
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Figura 2. Média do consumo de alimento de camundongos tratados com o extrato etandlico das cascas de L. divaricata e
observados durante 14 dias.
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Figura 3. Média da ingestéo de 4gua de camundongos tratados com o extrato etandlico das cascas de L. divaricata e observados
durante 14 dias.
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No ensaio de toxicidade subcrbnica em ratos, por 30 dias, 0s animais tratados apresentaram
diferenca estatistica no ganho de peso em relacdo aos animais do grupo controle, conforme mostra a Figura
4. A Figura 5 demonstra que a média de consumo de racdo pelos animais tratados com EtOH-Ld na
dosagem de 500 mg/kg, por 30 dias, apresenta diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle.
Quanto a ingestdo de agua, houve diferenca estatistica na média de consumo pelos animais tratados com
EtOH-Ld na dosagem de 1000 mg/kg, por 30 dias, em relacéo ao controle e ao EtOH-Ld com 500 mg/kg
(Figura 6).

Figura 4. Média do ganho de peso de ratos tratados com o extrato etanélico das cascas de L. divaricata durante 30 dias. a=p<0,05
vs controle; b=p<0,05 vs 250mg/kg; c= p<0,05 vs 500mg/kg.
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Figura 5. Média do consumo de alimento de ratos tratados com o extrato etandlico das cascas de L. divaricata durante 30 dias.
a=p<0,05 vs controle; b=p<0,05 vs 250mg/kg; c= p<0,05 vs 500mg/kg.
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Figura 6. Média da ingestdo de agua de ratos tratados com o extrato etanélico das cascas de L. divaricata durante 30 dias.
a=p<0,05 vs controle; b=p<0,05 vs 250mg/kg; c= p<0,05 vs 500mg/kg.
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Quanto a massa corporal e dos 6rgdos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos tratados
com EtOH-Ld em relacdo aos animais do grupo controle (Tabela 1). Também ndo houve diferenca

estatistica nos pardmetros bioquimicos obtidos do soro dos animais tratados em relacdo ao grupo controle
(Tabela 2).

Tabela 1. Massa corporal e dos 6rgaos de ratos tratados com o extrato etandlico das cascas de L. divaricata durante 30 dias.

Variaveis Peso (9)
Controle 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
Figado 9,31+5,17 9,29+2,34 8,91+248 8,76 + 1,98
Baco 0,91+0,32 0,77+0,18 0,80 £ 0,26 0,78+ 0,14
Rim direito 1,06 £ 0,31 0,97 £ 0,20 0,89+0,19 0,89+0,18
Rim esquerdo 1,09+£0,32 1,01+ 0,22 0,93+0,23 0,96 £ 0,16

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos tratados com o extrato etandlico das cascas de L. divaricata durante
30 dias.

Parametros Tratamento
Controle 250 mg/Kg 500 mg/Kg 1000 mg/Kg
TGO/AST 85,29 + 14,09 75,63 + 15,95 71,14 + 23,88 94,5+ 25,21
TGP/ALT 108,3 + 28,18 925+155 83,29 + 32,63 118,0 + 24,89
Creatinina 0,68 + 0,15 0,51+0,16 0,61+0,11 0,50+0,12
Uréia 56,0 + 10,83 56,38 + 15,47 55,0+ 11,24 46,63 + 16,62

N&o houve diferenca significativa entre os grupos a 5% de probabilidade.

4 DISCUSSAO

A avaliacdo de toxicidade aguda é uma metodologia bastante empregada para verificar e classificar
substancias quanto a capacidade de provocar danos agudos aos organismos vivos, em altas doses,
especialmente injdrias anatomopatoldgicas e letalidade. E um ensaio essencial para o estabelecimento de
doses a serem utilizadas em estudos subcrénicos (BIGHETTI et al., 2004). Estudos toxicologicos

demostram que toda substancia é um agente toxico em potencial, dependendo apenas das condigdes de
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exposicdo, como dose administrada ou absorvida, tempo, frequéncia e via de administracdo
(VALADARES, 2006; ZATTA et al., 2009; PIRES JUNIOR et al., 2012).

Na avaliacdo aguda do EtOH-Ld nas dosagens de 300 e 2000 mg/Kg de peso corporal, por via oral
(v.0.), os animais ndo apresentaram sinais de toxicidade e ndo houve morte, durante os 14 dias de
observacdo. N&o foi observada também nenhuma alteracdo em relagdo ao scrrenning hipocratico, sendo o
comportamento dos grupos tratados semelhante ao do grupo controle.

Esses dados corroboram com o de Bighetti et al. (2004) que utilizaram o extrato bruto da casca da
L. divaricata na posologia de 5 g/kg e ndo observaram sinais de toxicidade nos animais, durante os 14 dias
de observacéo.

A toxicidade sistémica de uma determinada substancia pode ser manifestada, também por meio da
reducdo nos consumos de agua e racdo, alteracdo comportamental, apatia, ma condicdo de pelagem e
alteracdo na massa relativa dos 6rgaos. Assim, outro parametro utilizado em avalia¢fes toxicoldgicas é o
peso corporal, pois indica o aparecimento de efeitos toxicos, algumas vezes precoce, de uma determinada
substancia no organismo animal (PIRES JUNIOR et al., 2012).

Na avaliacdo da toxicidade aguda, houve aumento significativo no ganho de peso dos animais
tratados em relagcdo ao controle; entretanto ndo houve diferenca significativa no consumo de alimento em
relagdo ao controle (Figura 1 e 2). Na verificacdo da toxicidade subcronica também observou-se esse
aumento significativo no ganho de peso entre os grupos tratados e controle, e também houve diferenca
significativa no consumo de racdo (Figura 4 e 5).

A acdo toxica de uma substancia pode comprometer alguns 6rgaos, tais como figado, baco e rins.
Pode induzir alteragdes morfolégicas mais ou menos caracteristicas, sendo o exame histoldgico um meio
complementar muito util na confirmacéo diagndstica (TOKARNIA et al., 2012; TURMINA, 2012).

O figado é bastante suscetivel a acdo de compostos quimicos, pelo fato de substancias administradas
por via oral, sofrerem absorcdo gastrintestinal e poderem ser transportadas primeiramente para o figado
(veia porta hepética). Assim sendo, um agente toxico vai primeiramente passar pelo figado para ser
distribuido na corrente sanguinea (TURMINA, 2012). A les&o hepética induzida por drogas surge através
do dano quimico sofrido pelas células do figado, desencadeando respostas bioldgicas que podem ser
protetoras ou tdxicas (KAPLOWITZ, 2005).

O baco € o maior 6rgéo linfoide do corpo, e apresenta como funcgdes a filtracdo do sangue, fagocitose
de hemacias e micro-organismos invasores do sangue, fornecimento de linfocitos T e B imunocompetentes
e producdo de anticorpos. O sistema imune é bastante complexo, e por isso a avaliagdo dos potenciais
efeitos imunotoxicos de drogas, produtos quimicos e outros agentes ndo é uma tarefa simples. O sistema
imunologico pode estar entre 0s mais sensiveis a toxicidade de muitos produtos quimicos e merece atencao
especial. Ha evidéncias de que algumas substancias podem causar supressdo imunologica, agravar a reacao
alérgica e ter algum envolvimento em doengas autoimunes (ROBERTS; ADAMS, 2000; SELGRADE,
2004; GARTNER; HIATT, 2010).
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Os rins funcionam como um depurador sanguineo, regulam a pressdo sanguinea e volume do fluido
corporal, além de atuarem no equilibrio acido-basico e na formacédo e liberacdo de alguns hormonios
(GARTNER; HIATT, 2010). Com a producdo de urina nos rins, diversos residuos do metabolismo
endogeno sdo eliminados (RUBIN, 2006). Varios fatores estdo envolvidos na sensibilidade renal as
substancias toxicas, como o fluxo arterial renal e 0 aumento da concentracdo de produtos de excre¢do apds
a reabsorcéo de agua do liquido tubular. Os rins recebem cerca de 25% do débito cardiaco, e com isso,
quantidades significativas de produtos quimicos exdgenos e/ou 0s seus metabolitos passam por ele. Além
disso, os rins concentram o liquido tubular e, como consequéncia, ap0s a remocdo de agua e sais,
concentram todos os produtos quimicos nele contidos. Assim, uma concentragao ndo tdxica no plasma pode
ser convertida para uma téxica no fluido tubular (MIDDENDORF; WILLIAMS, 2000; HODGSON; LEVI,
2004).

Né&o foram observadas alteracbes macroscdpicas e também ndo houve diferenca estatistica quanto
ao peso de 6rgdos: figado, baco e rins, entre 0s grupos controle e tratados, tanto para machos como para
fémeas. No entanto, os animais dos grupos tratados com o extrato em todas as concentracdes e também os
pertencentes ao controle negativo (agua destilada) apresentaram, no exame histopatologico, um certo grau
de congestdo, hiperemia e degeneracdo hepética. Esses danos observados podem ter alguma relacdo com
as condicOes alimentares ou alguma manifestacdo de estresse sofrida por parte dos animais, visto que todos
eles (tratados e ndo tratados) expressaram essa caracteristica. Além do mais, a ndo ocorréncia de alteragdes
nos testes bioguimicos realizados, somado a inexisténcia de alteracbes comportamentais indicativas de

toxicidade, corroboram para se considerar o extrato como destituido de toxicidade.

5 CONCLUSAO
Pode-se concluir que o extrato bruto da L. divaricata ndo apresenta manifestacdes clinicas de
toxicidade aguda e toxicidade subcronica, levando-se em consideracdo a inexisténcia de diferencas

comportamentais entre 0s grupos, a auséncia de altera¢6es no perfil biogquimico e néo ter havido morte.

Apoio financeiro

CAPES - Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
UFPI — Universidade Federal do Piaui
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CAPITULO 4

Avaliacao da atividade antinociceptiva das fracoes acetato e
aquosa do extrato etanolico de Luehea divaricata Mart. & Zucc.
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RESUMO

A planta L. divaricata Mart. & Zucc., conhecida como
acoita-cavalo, é usada popularmente como agente
dotado de vérias propriedades, incluindo a atividade
analgésica e a anti-inflamatéria. Considerando-se 0s
seus usos etnofarmacolégicos, realizou-se este estudo
com o objetivo de avaliar a atividade antinociceptiva
do extrato etandlico fracionado de suas cascas (EtOH-
Ld), em modelo animal, nas dosagens de 100 e 200
mg/kg, por via oral, através dos testes de formalina e
placa quente. Utilizaram-se camundongos Swiss
machos, divididos em seis grupos de seis animais,
totalizando 36 animais em cada tratamento. Os
resultados foram analisados pelo teste de Tukey
(p<0,05) para verificar quais os tratamentos que
diferiram entre si. O EtOH-Ld, nas diferentes doses
estudadas, apresentou baixa atividade antinociceptiva
sobre a dor induzida quimicamente por formalina na
fracdo acetato, enquanto que a fracdo aquosa
apresentou uma melhor atividade antinociceptiva na
dosagem 200 mg/kg, no mesmo teste. No teste da
placa quente, a fracdo aquosa, na dosagem de 200
mg/kg, evidenciou acdo analgésica central, aos 120

1 INTRODUCAO

minutos de observacdo. Assim, considera-se que a
fragdo aquosa, na posologia de 200 mg/kg, apresenta
acdo analgésica mais efetiva.

Palavras-chave: acoita-cavalo, analgésico, planta
medicinal.

ABSTRACT

The plant L. divaricata Mart. & Zucc., known as
whips, horse, is popularly used as an agent endowed
with various properties including analgesic activity
and anti-inflammatory. Considering their
ethnopharmacological uses, took place this study in
order to evaluate the antinociceptive activity of the
ethanol extract fractional their shells (EtOH-Ld) in an
animal model, the dosages of 100 and 200 mg/kg, via
oral, the formalin test and hot plate being made. Were
used male Swiss mice were divided into six groups of
six animals, totaling 36 rats in each treatment. The
results were analyzed by Tukey test (p<0,05) to
determine which treatments differed. EtOH-Ld in
different doses studied was low antinociceptive
activity on pain induced by formalin in chemically
acetate fraction, while the aqueous fraction had better
the antinociceptive effect at a dose 200 mg/kg in the
same test. In the hot plate test, the aqueous fraction, at
a dose of 200 mg/kg showed a central analgesic action,
at 120 minutes of observation. Thus, it isconsidered
that the aqueous fraction, at a dose of 200 mg/kg,
provides more effective analgesic action.

Keywords: whips-horse, analgesic, medicinal plant.

Desde os primordios da civilizacdo, os seres humanos perceberam os efeitos curativos das plantas

medicinais, observando que preparados na forma de po, cha, banho e outros, proporcionava a recuperacao

da saude (BORBA; MACEDO, 2006).

No Brasil, um dos fatores que contribuem para a larga utilizacdo de plantas para fins medicinais € o

grande nimero de espécies vegetais encontradas no Pais, o que favorece a descoberta de novas substancias
que possam integrar o mercado farmacéutico (BORBA; MACEDO, 2006; FELICIO et al., 2011).
A dor é uma das principais causas da procura por tratamento. A necessidade de se controlar a dor no

homem e nos animais deve-se ao fato de ser este o primeiro sinal clinico quando inicia alguma doenca

(TRINDADE et al., 2013). O conhecimento sobre a dor € essencial para a instituicdo de uma terapia
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analgésica eficiente, preemptiva e multimodal, pois a sindrome dolorosa pode gerar alteracdes na
homeostasia organica, implicando em perda na qualidade de vida do paciente (KLAUMANN et al., 2008).

Sabe-se que ha milhares de anos, as plantas medicinais sdo utilizadas para tratamento de alguma
patologia. Aproximadamente 80% da populacdo mundial faz uso de algum tipo de planta procurando aliviar
uma sintomatologia dolorosa ou desagradavel (ROCHA; ROCHA, 2006).

Entre as espécies vegetais presentes no territorio nacional, ressalta-se a L. divaricata, conhecida
popularmente como acoita-cavalo, agoita-cavalo-middo, ibatingui, ivatingui, pau-de-canga e caiboti;
pertencente a familia Tiliaceae e incluida na ordem Malvales. Ocorre no Piaui, Sul da Bahia, Rio de Janeiro,
Séo Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul, e também na Argentina,
Uruguai e Paraguai (LORENZI, 1992; CARVALHO, 2008).

Esta planta possui diversos usos etnofarmacéuticos, na forma de infusao de folhas e decoto das cascas,
como anti-inflamatério, antianémico, diurético, antisséptico bucal, dentre outros. As cascas sdo utilizadas
como antidiarreico, adstringente, antipirético, antitumoral e antianémico. As folhas, cascas e flores séo
indicadas na cicatrizagdo de feridas, como diurético, antiartritico, antileucorreico, tonico e em lavagem
vaginal e afeccdes do aparelho respiratério (TANAKA et al., 2003; TANAKA et al., 2005; MULLER,
2006).

Considerando a ampla distribuicdo desta planta e seu diversificado uso popular, este trabalho teve por
objetivo avaliar a atividade antinociceptiva das fracfes aquosa e acetato, obtidas do extrato etandlico das

cascas de L. divaricata, nos testes da formalina e placa quente.

2 MATERIAL E METODOS

Preparacao do extrato: As cascas da planta L. divaricata (agoita-cavalo) foram coletadas na Comunidade
Bebedouro, municipio de Nazéaria-Pl, em dezembro de 2013. Uma exsicata foi identificada no Herbario
Graziela Barroso, da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o registro TEPB 30.119. O material foi
desidratado em estufa (x 45°C) por uma semana e depois triturado em moinho de facas até a obtencdo do
po. Apobs a pulverizagdo, foi submetido a extragdo com etanol por 12 dias a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz, sendo posteriormente filtrada (papel de filtro). A solucdo obtida foi concentrada em
evaporador rotativo a 40°C, submetida a liofilizacdo e em seguida foi fracionada obtendo-se as fracoes

acetato e aquosa.

Animais: Foram utilizados camundongos Swiss (20-25 g) machos para os testes da formalina e placa
quente. Todos os animais foram cedidos pelo Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA/UFPI e foram

mantidos em gaiolas, a temperatura ambiente (25 + 3°C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com comida e
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4gua a vontade. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPI, com Parecer n°® 0106/12.

Teste da formalina: Foram utilizados 36 camundongos divididos em seis grupos de seis animais, 0s quais
receberam por via oral (v.0.) as fracOes acetato e aquosa do EtOH-Ld (100 e 200 mg/kg). O controle
negativo recebeu agua destildada (10 mL/kg) e o controle positivo recebeu morfina, 7,5 mg/kg por via
intraperitoneal (i.p.). Uma hora depois dos tratamentos foi administrado intraplantarmente, na superficie
ventral do membro pélvico direito (pata traseira), 20 uL de uma solucédo de formalina 2,5% v/v. O tempo
durante o qual o animal lambeu, sacodiu ou mordeu a pata injetada com formalina foi cronometrado em
duas fases, de 0-5 minutos e de 15-30 minutos ap6s a aplicacdo da formalina, pois este comportamento é
um indicativo de dor (SILVA et al., 2013). A primeira fase do teste, que ocorre de 0-5 minutos apos a
injecdo de formalina, é chamada de neurogénica e decorre a ativacao direta dos nociceptores locais pela
formalina (MARTINS et al., 2006). A segunda fase ocorre entre 15-30 minutos ap6s a formalina e é
chamada de fase inflamatoria, pois é resultante da acdo de mediadores inflamatorios liberados pelo estimulo
nociceptivo (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

A percentagem de inibi¢do do tempo que o animal lambeu, sacodiu ou mordeu a pata injetada com
formalina foi calculada de acordo com a formula: %inibicdo = 100-(100xTt/Tc), onde Tt representa a média
do tempo que o animal passa lambendo, sacodindo ou mordendo a pata com formalina no grupo tratado e

Tc representa essa média no grupo controle, de acordo com Batista (2013).

Placa quente (hot plate): Foram utilizados 36 camundongos divididos em seis grupos, havendo seis
animais em cada grupo. Cada camundongo foi colocado individualmente sobre a placa de metal
previamente aquecida a 55+1°C do aparelho hot plate (Insight Equipamentos Ltda — EPP). Registrou-se o
tempo necessario para que os animais apresentassem o reflexo de lamber, morder ou levantar as patas sobre
a placa (tempo de laténcia para a resposta nociceptiva). Os registros foram realizadas a cada 30 minutos,
iniciando no momento da administracdo do extrato (Tempo 0) e terminando 120 minutos apds
administracdo da fracdo acetato e da fracdo aquosa do EtoH-Ld (ambas 100 e 200 mg/kg, v.0.), controle
positivo (morfina, 7,5 mg/Kg, i.p.) e controle negativo (agua destilada, 10 mL/kg, v.0.). O tempo de reagdo
do animal foi registrado com um crondmetro e o tempo maximo de permanéncia do animal sobre a placa
foi de 30 segundos, para evitar danos teciduais nas patas (D’AMOUR; SMITH, 1941).

Analise estatistica: Os dados foram analisados estatisticamente pela analise de variancia a 5% de

probabilidade (ANOVA) e quando foi identificada diferenca estatistica, foram aplicados os teste de Tukey,
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também com 5% de probabilidade, utilizando-se o software Graph Pad Prism versdo 6.0. Os resultados
obtidos foram expressos como média + desvio padréo.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

Utiliza-se o teste de formalina para mensurar a efetividade comportamental de agentes
antinociceptivos, visto que este apresenta como vantagem, a possibilidade de avaliar dois tipos diferentes
de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo, ou seja, permite avaliar agentes antinociceptivos com
diferentes mecanismos de acéo (SILVA, 2013).

Com o modelo da formalina sub plantar, conhecido como modelo persistente de dor, pode-se
evidenciar as duas fases de sensibilidade dolorosa. A primeira fase (12 fase) que comeca imediatamente
apos a injecdo e perdura por cerca de cinco minutos (0-5 minutos) é de carater neurogénico, sendo sensivel
a farmacos de acdo central como os analgésicos opidides. Esta fase é considerada de dor aguda e tonica,
possivelmente envolvendo participacdo de substancia P e bradicinina e justificada pela ativacao das fibras
Ad e C, com participagdo de canais de Na* (BLACKBURN-MUNRO et al., 2002). Em sequéncia, acontece
um periodo de quiescéncia, de cerca de 5-10 minutos, ap6s o qual se desenvolve a 22 fase da resposta, que
se inicia 15-30 minutos apos a injecdo e é acompanhada de uma resposta inflamatoria, relacionada a
liberagdo de mediadores inflamatérios, como bradicinina, histamina, aminoacidos excitatorios,
prostaglandinas e serotonina, sendo sensivel a analgésicos anti-inflamatorios ndo esteroidais
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; PERAZA et al., 2007).

Os nociceptores, durante o teste, podem ser ativados frente a diversos estimulos, bem como ter seu
limiar para ativacdo reduzido (sensibilizacdo), como o que ocorre durante a segunda fase do teste
(inflamacéo) onde se tem a liberagdo de varios mediadores quimicos que contribuem para a queda do limiar
de ativacdo destes receptores e aumento da resposta nociceptiva. Esses nociceptores designados silenciosos,
quando influenciados por mediadores inflamatorios, apresentam atividade espontadnea ou tornam-se
sensibilizados e respondem a estimulos sensoriais que normalmente ndo responderiam (GARCIA et al.,
2012; DE LUCIA et al., 2014).

No teste de formalina, a fragcdo aquosa do EtOH-Ld, na posologia de 100 e 200 mg/kg, apresentou
reducdo significativa no comportamento do animal de lamber, sacodir e morder a pata injetada com
formalina na segunda fase (15-30 minutos) do teste, em relacdo ao controle negativo, o que sugere um efeito
antinociceptivo em nivel periférico (fase 2). O mesmo acontecendo com o grupo tratado com morfina
(Figura 1). Esses dados corroboram com os de Rosa et al. (2014) que, em um estudo com o extrato bruto

hidroalcodlico das cascas de L. divaricata (CLD) nas dosagens de 100 e 300 mg/kg (v.0.), observaram que
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apresentou tanto efeito anti-inflamatdério como analgésico nos testes de contor¢cdo abdominal, formalina e

capsaicina.
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Figura 1. Efeito antinociceptivo das fracdes acetato e aquosa obtida a partir do extrato etanélico das cascas de Luehea divaricata
(EtOH-Ld), administrada por via oral, no teste de formalina. Figura 1A: 12 fase do teste de formalina. Figura 1B: 22 fase do teste
de formalina. a - quando comparado ao controle; b - quando comparado a morfina.
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Ja no experimento de Muller (2006) o extrato metanolico bruto das folhas de L. divaricata (1000
mg/kg, v.0.), apresentou atividade antinociceptiva, pelo teste de formalina, apenas na fase inflamatoria.
Porém, Batista (2013) observou que as dosagens de 20, 40, 80 e 160 mg/Kg (v.0.), possuem atividade
antinociceptiva, aumentando o limiar da dor induzida quimicamente por injecdes intraplantar de formalina,
em ambas as fases analisadas.

O teste da placa quente (hot plate) é utilizado para observar a acdo analgésica de compostos exercida
por mecanismos centrais, semelhantes aos opiaceos (OLIVEIRA et al., 2005). Este teste avalia a nocicepgéo
térmica, medindo o tempo de reagédo (que é o tempo entre a colocagdo do animal na placa e a manifestacao
de dor, caracterizada pelo ato de lamber a pata ou saltar) (SANTOS et al., 2011). E considerado um teste
sensivel a farmacos que atuam em nivel supra espinhal de modulacdo da resposta dolorosa (SILVA et al.,
2006).

Pelo teste da placa quente (hot plate) foi avaliada a reatividade ao estimulo térmico nos tempos 30,
60, 90 e 120 minutos, tendo sido observado que o tratamento com a fragdo aquosa do EtOH-Ld (200 mg/kg,

v.0.) ndo diferiu significativamente (p<0,05) do controle positivo (p<0,05), indicando uma atividade

Luehea divaricata Martius & Zucchini: estudo farmacoldgico da sua atividade antinociceptiva em modelo de
nocicencdo uimica e térmica




analgésica semelhante a morfina em todos os tempos avaliados, enquanto a fragcdo acetato apresenta inibi¢do
da dor apenas no tempo de 120 minutos (Tabela 1).

Tabela 1. Tempo de laténcia apresentados por camundongos tratados com fraces acetato e aquosa obtida a partir do extrato
etandlico das cascas de Luehea divaricata, em distintos esquemas posologicos no teste “hot plate”.

TRATAMENTO |DOSAGEM TEMPO DE LATENCIA 3)
{mgKg) 0 min 30 min 60 min 90 min 120 min
CONTROLE - 116506 D556 DBHS0 11653 1350
NEGATIVO (V.0)
CONTROLE 75 11006346 17132387 23382684a 2350+529a 247527353 a
POSITIVO (LP)
100 15.00+131ab 13792243 1400=200b 17,50:348  1475340b
ACETATO 200 15382481sb 05021602 1425:534Db 108824482 221324204
100 133825.153b 100023742 17002334 167525094d 241324762
AQUOSO 200 1800=454b 212553 8lacd 2225333 2425231528 267553652

e acd

Foi realizado ANOVA seguido pelo teste T. a - quando difere do controle negativo; b - quando difere
do controle positivo; ¢ - quando difere do acetato 100mg/kg; d - quando difere do acetato 200 mg/kg; e -
quando difere do aquoso 100mg/kg.

Estes resultados sugerem que a fracdo aquosa do EtOH-Ld é capaz de inibir a libera¢do de mediadores
pré-inflamatorios como bradicinina, prostaglandinas, serotonina (5-HT) e outros que ocorrem na segunda
fase do teste de formalina (MARTINS et al., 2006; SILVA et al., 2013). Estes achados corroboram com os
estudos iniciais desta planta (BATISTA, 2013) onde o extrato bruto das folhas de L. divaricata (60 mg/kg,
v.0.), apresentou efeito antinociceptivo.

Pelo teste da placa quente, a fracdo aquosa do extrato da planta mostrou uma atividade antinociceptiva
estatisticamente semelhante a da morfina em todos os tempos observados. Enquanto que tanto para a dose
de 100 mg (fracdo aquosa), como para a fracdo acetato, este efeito s foi observado aos 120 minutos
(Fig.1A). Sabe-se gque estimulos térmicos (acima de 50°C) sensibilizam nociceptores pela ativacdo dos
receptores vaniloides, sobretudo TVRL, o qual se comporta como receptor acoplado a canal idnico que,
ativado por estimulos térmicos (dentre outros) despolariza a membrana e sensibiliza as fibras nociceptivas,
0 que gera sensacdo de dor (TOMINAGA et al., 1998, GENRO, 2008). Assim, é possivel que os receptores

TRPV1 possam, também, ter participagdo no mecanismo de agdo da fracdo aquosa do EtOH-Ld.

4 CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos conclui-se que o fracdo aquosa do extrato das cascas de L. divaricata
na posologia de 200 mg/kg, v.o., apresenta melhor efeito antinociceptivo em camundongos, evidenciados

pelos testes de formalina e placa quente.
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RESUMO

A dor € o primeiro indicativo de uma lesdo tecidual e
diferentes formas de terapia sdo usadas para alivia-la,
entre elas, o uso de plantas consideradas medicinais.
A L. divaricata Martius, conhecida como acoita-
cavalo, é usada na medicina popular brasileira para
diferentes finalidades, dentre elas, para produzir efeito
antinociceptivo. Este estudo teve como objetivo
avaliar os possiveis mecanismos de agdo envolvidos
na antinocicepc¢do produzidas pela fracdo aquosa do
extrato etandlico das cascas de L. divaricata, através
do teste de formalina em camundongos. Utilizaram-se
camundongos Swiss machos, divididos em grupos de
seis animais. Os dados foram analisados pelo teste de
Tukey (p<0,05). A fragdo aquosa do EtOH-Ld, na
dosagem de 200 mg/kg, apresentou efeito,

possivelmente decorrente de acgdo via sistema
colinérgico.

Palavras-chave: dor, agoita-cavalo, analgésico.

ABSTRACT

Pain is the first indication of tissue damage and various
forms of therapy are used to relieve it, including the
use of medicinal plants considered. L. divaricata
Martius, known as whips ponytail, is used in Brazilian
folk medicine for different purposes, among them, to
produce analgesic effect. This study aimed to evaluate
the possible mechanisms involved in antinociception
produced by aqueous fraction of the ethanol extract of
the bark of L. divaricata, through the formalin test in
mice. Were used male Swiss mice were divided into
groups of six animals. Data were analyzed by test
Tukey (p <0,05). The aqueous fraction of EtOH-Ld at
a dose of 200 mg/kg, had an effect, possibly due to
action via cholinergic system.

Keywords: pain, whips-horse, analgesic.

1 INTRODUCAO

A sensacdo de dor é de fundamental importancia para a sobrevivéncia, pois a dor é o primeiro
indicador de lesdo tecidual. Qualquer estimulo que resulta em lesdo ou ferimento conduz a uma sensacgéo
de dor, dentre eles o calor, o frio, a pressdo, a corrente elétrica, 0s irritantes quimicos e até mesmo 0s
movimentos bruscos. Diferente de outros sistemas sensoriais, 0 sistema relacionado a nocicepcao é
extremamente amplo, podendo ser iniciada em qualquer parte do corpo (Silva e Ribeiro-Filho, 2011).

O homem tem utilizado diferentes formas de terapia para aliviar a dor; entre elas, o uso de plantas.
Neste sentido, a investigacdo farmacologica e fitoquimica das plantas presentes nos biomas brasileiros pode
ser uma alternativa, uma vez que este territorio possui cerca de 55000 espécies em sua vegetacdo. Com o
progresso ocorrido nos Gltimos anos no desenvolvimento de terapias, ainda sdo necessarios potentes e
eficazes analgésicos, especialmente para tratar dores cronicas. Faz-se necessario, portanto pesquisa que
visem o desenvolvimento destes analgésicos que além de alta eficacia produzam efeitos colaterais menores
do que os ja existentes (Rodrigues et al., 2010).

A L. divaricata Martius € uma espécie pertencente a ordem Malvales, da familia Tiliaceae,
conhecida popularmente como agoita-cavalo, ibatingui, ivatingui, agoita-cavalo-miudo, pau-de-canga,
caiboati e esteiveira, que vem despertando interesse cientifico (Carvalho, 2008; Felicio et al., 2011). E

encontrada nos Estados do Piaui, Bahia, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias e Mato Grosso do
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Sul, Rio Grande do Sul, e também em outros paises sul-americanos como: Argentina, Uruguai e Paraguai
(Carvalho, 2006; Carvalho, 2008).

Usada na medicina popular brasileira para diferentes finalidades: a infuséo das folhas e decoto das
cascas, como anti-inflamatério, antianémico, diurético, asséptico bucal, entre outros (Pio Corréa, 1984;
Alice et al., 1995); as cascas, folhas e flores sdo comercializadas em feiras populares com indicacgéo para
0 combate a disenteria, reumatismo, tumores, cicatrizante de pele, combate a acne, afeccdes do aparelho
respiratorio e urinario; a infusdo das flores € usada no tratamento da bronquite e a raiz ¢ considerada
depurativa e anti-inflamatdria (Tanaka et al., 2003).

Considerando o amplo uso popular desta planta e a comprovacéo da atividade antinociceptiva da
fracdo aquosa do extrato etanolico das cascas de L. divaricata, este trabalho teve como objetivo investigar
a possivel participacdo dos sistemas serotoninérgico, colinérgico e dopaminérgico, através do teste de

formalina em camundongos.

2 MATERIAL E METODO

As cascas da planta L. divaricata (acoita-cavalo) foram coletadas na Comunidade Bebedouro,
municipio de Nazaria-Pl, dezembro de 2013. A exsicata foi identificada no Herbario Graziela Barroso, da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob o registro TEPB 30.119. O material vegetal foi desidratado em
estufa (x 45°C) por uma semana e triturado em moinho de facas para a obtencdo do pd, que foi submetido
a extracdo com etanol por 12 dias a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, sendo posteriormente filtrada
em papel de filtro e a solugdo obtida concentrada em evaporador rotatério a 40°C e depois submetido a
liofilizag&o e fracionamento, obtendo-se a fragdo aquosa.

Utilizaram-se 84 camundongos Swiss (25-30 g) machos, seis animais em cada protocolo, para
avaliar a participacdo dos sistemas serotoninérgico, colinérgico e dopaminérgico, atraves do teste de
formalina. Todos os animais foram obtidos no Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias-CCA/UFPI e foram
mantidos em gaiolas, a temperatura ambiente (25 + 3°C), em ciclo claro-escuro de 12 horas, com comida e
4gua a vontade. O protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPI, com Parecer n°® 0106/12.

O teste de formalina consiste na injecdo de formalina 20 pl de solugdo 2,5% v/v na regido plantar
da pata posterior direita do animal. Logo apos a aplicacdo os animais foram colocados individualmente,
dentro de uma caixa transparente, a fim de facilitar a observacao. Foi registrado o tempo transcorrido (em
segundos) que o animal lambe, sacode ou morde a pata durante a fase inicial (0 — 5 min) e tardia (15 — 30
min).

Em um primeiro momento, visando investigar o envolvimento da serotonina no efeito
antinociceptivo causado pela fracdo aquosa do EtOH-Ld, os animais foram pré-tratados com p-
clorofenilalanina (PCPA, 100 mg/kg, via intraperitoneal - i.p.), inibidor da sintese de serotonina, uma vez

ao dia durante gquatro dias consecutivos). Transcorridos 30 min apds o Gltimo tratamento, 0s animais pré-
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tratados com PCPA receberam a fragdo aquosa do EtOH-Ld (200mg/kg, via oral - v.0.) ou veiculo (10
mL/kg, v.0.), e apds 30 min receberam a injecédo intraplantar de formalina e foram analisados em relacao
ao comportamento nociceptivo. Outro grupo de animais foi tratado, durante quatro dias consecutivos, com
solucdo fisioldgica (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p.) antes da administracdo da fragdo aquosa do EtOH-Ld
(200mg/kg, v.0.) ou veiculo (10 mL/kg, v.0.), e apds 30 min foram também analisados quanto a nocicepc¢ao
induzida pela formalina.

Posteriormente, para avaliar a participacdo dos receptores serotoninérgicos no efeito antinociceptivo
causado pela fracdo aquosa do EtOH-Ld, trés grupos de seis animais foram pré-tratados, por quatro dias
consecutivos, com ondasetrona (0,5 mg/kg, i.p., antagonista 5-HTz3), cetanserina (1,0 mg/kg, i.p.,
antagonista 5-HT?2a) e agua destilada (10 mL/kg, v.0.) e no ultimo dia de tratamento, apés 30 min da
aplicacdo do protocolo, foram analisados em relacdo a nocicepc¢éo induzida pela formalina.

Com o objetivo de avaliar a participacdo colinérgica muscarinica sobre a atividade antinociceptiva
da fracdo aquosa do EtOH-Ld, os animais foram pré-tratados com o antagonista colinérgico nao seletivo
atropina (1,0 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo da fracdo aquosa do EtOH-Ld (200 mg/kg,
v.0.), acetilcolina (1,0 mg/Kkg, i.p.) e veiculo (10 mL/kg, v.0.). Decorridos 30 min do tratamento dos animais
com a fragdo aquosa, acetilcolina e veiculo, os animais foram analisados em relagdo a nocicepgdo induzida
pela formalina.

Para a verificacdo da participacdo ou ndo dos receptores dopaminérgicos no efeito antinociceptivo
da fracdo aquosa do EtOH-Ld, os animais foram pré-tratados com haloperidol (0,2 mg/kg, i.p., antagonista
ndo seletivo dos receptores dopaminérgicos) e, apds 15 min, receberam a fragdo aquosa do EtOH-Ld (200
mg/kg, v.0.), apomorfina (1 mg/kg, i.p., agonista dopaminérgico) ou veiculo (10 mL/kg, v.0.). Decorridos
30 min, os animais foram analisados em relacdo a nocicepcao induzida pela formalina.

Os dados foram tratados estatisticamente pela analise de variancia a 5% de probabilidade (ANOVA)
e quando foi identificada diferenca estatistica, aplicou-se o teste de Tukey, também com 5% de
probabilidade, utilizando-se o software Graph Pad Prism versdo 6.0. Os resultados obtidos por meio dos

testes acima foram expressos como média + desvio padrao.

3 RESULTADO

De acordo com a Fig. 1 a fragdo aquosa do extrato etandlico das cascas do EtOH-Ld na dosagem de
200 mg/kg ndo apresentou efeito antinociceptivo na via serotoninérgica. Na Fig. 2, a via colinérgica
apresentou efeito antinociceptivo significativo quando comparado ao controle, e na Fig. 3 essa fragcdo ndo

causou um efeito antinociceptivo nos animais testados pela via dopaminérgica.
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Figura 1. Influéncia do pré-tratamento de camundongos com PCPA (100 mg/kg, i.p., por 4 dias consecutivos, figura 1A e 1B) e
antagonistas cetanserina (1 mg/kg, i.p.) e ondansetrona (0,5 mg/kg, i.p.) (figuras 1C e 1D), sobre o efeito antinociceptivo da
fracdo aquosa do extrato etandlico das cascas de L. divaricata (200 mg/kg) e veiculo (10 mL/kg) em relagcdo a nocicepgéo
induzida pela injecdo intraplantar de formalina. Figura 1A e 1C: 1° fase do teste da formalina. Figura 1B e 1D: 2° fase do teste
da formalina. Foi utilizado o teste de ANOVA seguido pelo teste T. a — quando comparado ao grupo controle; b — quando
comparado ao centaserina+Fracdo aquosa.
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Figura 2. Influéncia do pré-tratamento de camundongos com Atropina (1,0 mg/Kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado
pela fragdo aquosa do extrato etandlico das cascas de L. divaricata (200 mg/kg), Acetilcolina (1,0 mg/kg) e veiculo (10 mL/kg)
em relacéo a nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar de formalina. Figura 2A: 1° fase do teste da formalina. Figura 2B: 2°

fase do teste da formalina. Foi utilizado o teste de ANOVA seguido pelo teste T.
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Figura 3. Influéncia do pré-tratamento de camundongos com Haloperidol (0,2 mg/Kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado
pela fracdo aquosa do extrato etandlico das cascas de Luehea divaricata (200 mg/kg), Apomorfina (1,0 mg/kg) e veiculo (10
mL/kg) em relacdo a nocicepgdo induzida pela inje¢do intraplantar de formalina. Figura 3A: 1° fase do teste da formalina. Figura
3B: 2° fase do teste da formalina. Foi utilizado o teste de ANOVA seguido pelo teste T. a — quando comparado ao grupo

haloperidol+veiculo.
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4DISCUSSAO
O teste de formalina tem vantagens sobre outros métodos de nocicepcao a possibilidade de avaliar

dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo, permitindo o teste com diferentes
mecanismos de acdo (Randolph e Peters, 1997).

A sensacao dolorosa é modificada por sistemas enddgenos descendentes inibitdrios, como o sistema
serotoninérgico, por meio da liberacdo de serotonina (5-HT). Esta substancia pode agir promovendo
reducdo da resposta nociceptiva (Millan, 2002; Yoshimura e Furue, 2006). A serotonina é um
neuromodulador essencial, mas a sua conectividade na regulamentagdo dos neurbnios da via
serotoninérgica ainda ndo sdo bem definidos (Sparta e Stuber, 2014). Ela é o transmissor dos neurdnios
inibitdrios que se originam no Ndcleo da Rafe e se projetam ao corno dorsal, e também um dos mediadores
liberados de plaquetas (humanos e ratos) e mastdcitos (ratos) em tecidos lesionados ou inflamados
(Mcmahon et al., 1999; Rang et al., 2007).

Alguns estudos apontam que a serotonina (5-hidroxitriptamina, a 5-HT) desempenha um papel no
controle da transmissdo nociceptiva. Esta monoamina aumenta e diminui as respostas nociceptivas,
dependendo do local, tipo de célula e subtipo do receptor ativo (Souza et al., 2014). A concentracao de
serotonina sinaptica é controlada diretamente pela recaptacdo nos terminais pré-sinapticos e assim,
bloqueadores do transporte de 5-HT tém sido utilizados com sucesso no tratamento da depresséo e da dor
crénica (Mico et al., 2006; Saturnino et al., 2007). O precursor da 5-HT (serotonina) é o triptofano, que é
ativamente captado pelos neurdnios, convertido a 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofanohidroxilase,
para em seguida ser descarboxilado por uma descarboxilase inespecifica dos aminoacidos a 5-HT. A
triptofanohidroxilase pode ser seletiva e irreversilvemente inibida pela p-clorofenilalanina (PCPA) (Rang
et al., 2007).

Os resultados encontrados demonstraram que o sistema serotoninérgico nédo é responsavel pela acdo
antinociceptiva da fracdo aquosa do EtOH-Ld na dosagem de 200 mg/kg. A deplecdo de serotonina
endogena causada por PCPA, inibidor da triptofanohidroxilase, ndo reverteu, na 22 fase, o efeito
antinociceptivo da fracdo aquosa do EtOH-Ld. E os antagonistas seletivos de receptores 5-HT2 e 5-HT3,
cetanserina e ondansetrona, respectivamente, parecem ndo estar envolvidos na resposta antinociceptiva da
fragdo aquosa do EtOH-Ld quando analisados no modelo de nocicepcdo induzida pela injecdo intraplantar
de formalina.

Com relacdo a influéncia do sistema colinérgico muscarinico sobre o efeito antinociceptivo da
fragéo aquosa do EtOH-Ld na dosagem de 200 mg/kg, os resultados sugerem que o sistema citado pode
estar envolvido no mecanismo de acdo do EtOH-Ld, visto que a atropina (antagonista muscarinico nao
seletivo) foi capaz de inibir o efeito antinociceptivo desse extrato, que ndo diferiu do controle em ambas as
fases.

O sistema colinérgico é considerado parte de um sistema enddgeno de controle da dor, pois

experimentos comprovaram que a administragdo intratecal de agonista colinérgico direto ou indireto é
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capaz de promover antinocicepgdo em varias espécies animais e também no homem (Haberberger et al.,
2004; Hess, 2006).

A acetilcolina exerce seus efeitos através de receptores nicotinicos (acoplados a canais idnicos) e
muscarinicos (ligados & Proteina G) em multiplos processos fisiolégicos. No entanto, esti bem estabelecido
que os agonistas colinérgicos e também os anticolinesterasicos exercem efeitos antinociceptivos por
diferentes vias de sinalizacdo, como modulacdo das vias serotoninérgica e adrenérgica descendentes e
aumento da secrecdo de neurotransmissores inibitorios como GABA e glicina (Jones e Dunlop, 2007). A
liberacdo da acetilcolina € intensificada nos neurénios do SNC a partir da ativacdo de receptores pré-
sindpticos pela morfina, potencializando o efeito antinociceptivo, havendo intima relagdo entre o sistema
opidide e o sistema colinérgico, com o0s receptores opidides pre-sinapticos induzindo a liberacdo de
acetilcolina (Taguchi et al., 1999; Gage et al., 2001; Abe et al., 2003).

A ativacdo do nervo vago (elétrica ou por agonistas colinérgicas) diminuem a resposta inflamatdria
(teoria do reflexo inflamatério) pela inibicdo de mediadores inflamatérios (citocinas) produzidos em tecidos
periféricos que notificam o SCN da presenca de inflamacéo no organismo. A ativacdo do nervo vago cujo
neurotransmissor € a acetilcolina inerva componentes imunoldgicos como linfonodos, figado e baco, e isso
tem como consequéncia uma reducao da resposta inflamatéria (Rocha, 2013).

Estudos tem mostrado que a hiperatividade parassimpatica decorrente de drogas ou estimulacdo
direta do nervo vago representa um mecanismo contrarregulador da liberacdo de citocinas e espécies
reativas de oxigénio durante um processo inflamatorio (Tsutsumi et al., 2008).

Pesquisas com camundongos knockout para receptor a-7-nicotinico mostraram in vivo a relacéo
dessa subunidade na atividade anti-inflamatoria colinérgica, pois estes animais ficaram mais sensiveis a
estimulos inflamatoérios porque liberaram maiores quantidades de TNFa, IL-1, IL-6 no sangue, isto sugere
a estreita relacdo da via colinérgica muscarinica com as a¢6es analgésicas/anti-inflamatorias (Mioni et al.,
2005; Xiong et al., 2012; Leib et al., 2013; Rocha, 2013).

Para avaliar a participacdo da via dopaminérgica na acdo nociceptiva desse extrato, o efeito
antinociceptivo da fracdo aquosa do EtOH-Ld foi testado em animais pré-tratados com haloperidol, um
antagonista dopaminérgico ndo-seletivo. O haloperidol néo reverteu, na 22 fase, o efeito antinocipetivo do
EtOH-Ld, sugerindo que a via dopaminérgica ndo esta envolvida no mecanismo de acdo desse extrato.

A dopamina é um neurotransmissor com ac¢do sobre neuropatologias como o Parkinson, depressédo
e esquizofrenia, no entanto, estudos tem apontado o envolvimento da dopamina no processo doloroso
(Tarazi, 2001; Wood, 2004). As acgdes fisiologicas da dopamina sdo mediadas por cinco receptores (D1-
D5). Os receptores D1 e D5 estdo acoplados a proteina G e ativam a adenilato ciclase, e 0s receptores D2,
D3 e D4 inibem a adenilato ciclase e ativam canais de K*, o que lhes confere caracteristicas inibitorias
(Missale et al., 1998). Os receptores dopaminérgicos encontram-se amplamente distribuidos no SNC e estéo
envolvidos nos controles da atividade motora, do comportamento emocional e circuitos neuroenddcrinos
(Black et al., 2002).
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Alguns estudos sugerem que a inibi¢do da dor por estimulacdo dos neurdnios dopaminérgicos é
ativado pela exposicao ao estresse, atraves da liberacao de opidides endogenos (Taylor et al., 2003; Wood,
2004).

5 CONCLUSAO
A fracdo aquosa da casca do EtOH-Ld na posologia de 200 mg/kg apresenta, pelo teste de formalina,
efeito antinociceptivo, cujo mecanismo de acao sugere o envolvimento do sistema colinérgico muscarinico.
Os sistemas serotoninérgico e dopaminérgico parecem ndo estar envolvidos, em virtude da auséncia

de resposta induzida pela mesma fragéo.

Apoio financeiro:

CAPES - Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
UFPI — Universidade Federal do Piaui
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