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1. RESUMO:

Os efeitos farmacoldgicos associados as plantas medicinais tem sido alvo de
relevante estudo. As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos
(Cechinel Filho V., 1998).

A biodiversidade brasileira também tem sido fonte de novas drogas. A partir da
Chondrodendron tomentosum Ruiz et Pav. (Menispermaceae), planta utilizada pelos
indios de diversas tribos da bacia Amazonia para preparacdo de um poderoso veneno de
flecha (curare), foi descoberta a D-tubocurarina. A D-tubocurarina € um antagonista
especifico do receptor nicotinico, utilizado para paralisar os musculos de pacientes sob
anestesia. Atualmente, a D-tubocurarina tem sido substituida por outros relaxantes
musculares.

O presente estudo propde a investigacao, por meio de ensaios farmacoldgicos in
vivo, das possiveis acfes antinociceptivas e/ou antiinflamatorias de fracbes e/ou
compostos isolados de A. nitidum, bem como investigar seus possiveis mecanismos de

acao.
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2. INTRODUCAO:

Desde os tempos antigos, 0s produtos naturais, em especial aqueles de origem
vegetal, tem sido consistentemente, uma importante fonte de agentes terapéuticos.
Atualmente, cerca de 25-30% de todas as drogas disponiveis no mercado farmacéutico
sdo derivados de produtos naturais (plantas, microbios e animais). Apesar de, nas
ultimas décadas, especialmente devido ao avango da quimica combinatoria, a
investigacdo de produtos naturais pela industria farmacéutica tem experimentado um
declinio lento. Entretanto, evidéncias recentes deste mercado, mostram que as empresas
tem investido em algumas doengas complexas, e que 0s produtos naturais continuam a
representar uma fonte extremamente valiosa para a producéo de novas formas quimicas,
pois apresentam estruturas privilegiadas, selecionadas por mecanismos que evoluiram
durante milhdes de anos (CALIXTO et al., 2005).

A validacdo de plantas medicinais tem sido a busca dos farmacologistas a fim de
propiciar uma estratégia alternativa na procura de novos agentes terapéuticos, com
seguranca, tanto para os profissionais quanto aos pacientes que deles usufruem (LAPA
et al., 2002).

Juntos, os paises latino-americanos possuem grande parte da biodiversidade do
mundo. Sé o Brasil possui cerca de 20-22% de todas as espécies e microrganismos
existentes. Contudo, estima-se que ndao mais de 25.000 espécies de plantas tém sido
objeto de qualquer tipo de investigacdo cientifica. Apesar da riqueza em recursos
naturais, estes nunca utilizaram, de forma adequada, sua grande biodiversidade em
beneficio de seu préprio desenvolvimento. Além disso, em funcdo da exploragdo
descontrolada, esta biodiversidade de areas relevantes, como a Amazonia, estad sendo
reduzida ano a ano, e tanto animais quanto espécies de plantas importantes estdo
desaparecendo. Apesar do esforco do governo e de entidades ndo governamentais para
preservar a biodiversidade para as geracOes futuras, o conhecimento tradicional,
especialmente a de derivados, tais como a medicina tradicional indigena, também esta
desaparecendo. De fato, considerdveis esforcos e recursos serdo necessarios para

preservar adequadamente a biodiversidade fantastica (CALIXTO et al., 2005).

Contudo, o potencial dos produtos de origem natural, como fontes de novas

drogas, continua largamente inexplorado uma vez que somente pequena fragdo de



plantas, animais e microorganismos tém sido investigados fitoquimica e biologicamente
(HAMBURGER, HOSTETTMANN, 1991).



3. OBJETIVOS:

Objetivo Geral:

Este projeto tem como objetivo o estudo farmacologico de Aspidosperma nitidum
Benth. Ex Mull. Arg., visando a identificacdo de novos prototipos de farmacos

analgesicos e/ou antiinflamatorios.

Objetivos Especificos

- Realizar o estudo farmacoldgico da fracdo etandlica da casca de Aspidosperma nitidum

visando a atividade analgésica e/ou antiinflamatoria;

- Realizar ensaios de nocicepcdo (contor¢do abdominal induzida por acido acético e
nocicepc¢do induzida por formalina) e inflamacdo (edema de pata e granuloma induzido

por “pellet” de algodao) in vivo em animais tratados com fracao etanolica de A. nitidum;

- Capacitar estudantes de graduacdo para atuarem em pesquisa e desenvolvimento

tecnoldgico com uma abordagem multidisciplinar na pesquisa farmacoldgica;

- Melhorar a producéo cientifica dos grupos envolvidos no projeto, pela publicacdo em

revistas com maior fator de impacto.



4. METODOLOGIA:

4.1.1solamento dos constituintes quimicos das espécies de Aspidosperma nitidum

Amostras da espécie de A. nitidum foram coletadas na cidade de Manaus, no
local conhecido como “Igarapé do Inferno”, no bairro da Colonia Antoénio Aleixo. A

identificacdo botanica foi realizada pelo laboratério de botéanica da UFAM.

A marcha fitoquimica da casca de A. carapanauba, foi iniciada por processo de
maceracao a temperatura ambiente, com etanol, apds secagem e trituracdo das cascas.
Deste macerado foram separados fragdes sollveis em solventes com polaridade
diferentes a fim de arrastar em cada fase, diferentes substratos, 0s quais estdo sendo a
pesquisa de composicdo quimica realizada pelo grupo do Prof. Dr. Edilberto Silveira
(CENAUREM/UFC).

4.2.Animais e consideracdes de ética

Foram utilizados camundongos Swiss, machos e fémeas (20-30g) e ratos Wistar,
machos e fémeas, (150-200g), oriundos do biotério da Universidade Federal do

Amazonas. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno e mantidos sob

temperatura média de 22°C, em ciclos claro/escuro de 12/12 horas, recebendo racao
padrdo e &gua a vontade. Todos 0s protocolos seguiram estritamente as normas
internacionais de cuidados com animais de laboratorio. O projeto foi submetido e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da UFAM.

Para os testes a seguir, foram utilizados, em média, os seguintes grupos (n= 6):

1. Grupo veiculo (somente administrado o veiculo de diluicdo dos extratos);
2. Grupos testes (administracdo da fracdo etandlica de A. nitidum, nas doses de 10, 30 e
100 mg/kg, a fim de se determinar a dose eficaz em cada modelo);

3. Grupo controle positivo (administracdo de analgésico ou antiinflamatorio padréo).



4.3.Atividade antinociceptiva

4.3.1. Contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético (Collier et al, 1968)

Camundongos Swiss, pesando entre 25-30 g (n=8), foram tratados com veiculo,
fracdo etanolica das cascas de A. nitidum (doses de 10, 30 e 100 mg/kg), via oral, e
morfina (5 mg/kg; s.c.). Ap6s 1 hora dos tratamentos por via oral e 30 minutos dos
tratados via sub-cutanea, administrou-se aos animais o acido acético 0,6% (10 mL/kg).
O numero total de contor¢cBes abdominais foi determinado por um periodo de 20
minutos comecados a contar a partir de 10 minutos da administracdo do &cido acético.

4.3.2. Ensaio de nocicepc¢ao induzida por Formalina (Hunskar et al, 1987)

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30g), em jejum de sélidos por 18h,
postos para ambientacdo uma hora antes do teste. Os animais foram tratados como
descrito anteriormente e ap6s 1 hora dos tratamentos por via oral e 30 minutos dos
tratados via sub-cutanea, a nocicepcao quimica foi induzida com uma injecéo subplantar
de formalina 1% (20uL/animal) na pata traseira direita e o tempo gasto, em segundos,
pelo animal lambendo a pata, foi registrado durante os periodos de 0-5 minutos
(primeira fase ou fase imediata da nocicepg¢éo) e 20-30 minutos (segunda fase ou fase
tardia, com liberacdo de mediadores quimicos do processo inflamtdrio) apos

administracdo da formalina.

4.4.Atividade antiinflamatdéria
4.4.1. Efeito na inflamacdo no modelo de edema de pata induzido por

carragenina

O edema de pata foi induzido em ratos Wistar, machos, 15-180g, pela injecédo
subplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%. A pata contralateral
recebeu 0 mesmo volume de salina 0,9%. Os animais foram tratados, via oral, com
veiculo (3% de Tween 80 em salina 0,9%), fracéo etanolica de A. nitidum (100 mg/kg) e
via subcutanea, indometacina (10 mg/kg). Apo6s 1h dos tratamentos orais e 30 minutos
do tratamento subcutdneo, os animais receberam a carragenina. Apos 4h da

administracdo da carragenina o volume das patas foi registrado em pletismografo (Ugo
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Basile®) e 0 edema expresso com a diferenca, em mililitros, entre a pata que recebeu
carragenina e a pata contralateral que recebeu salina, observados a cada hora por um
periodo de 5 horas (WINTER et al., 1962).

4.4.2. Efeito na inflamac¢io no modelo de inducio por granuloma (“pellet”) de

algodéo

Ratos Wistar, machos, 150-180 g, foram anestesiados e tiveram seu dorso depilado e
feita uma incis@o no centro do dorso onde foram implantados, subcutaneamente, dois
“pellets” de algodao esterilizados (~50 mg/cada), um de cada lado do dorso (SWINGLE
& SHIDEMAN, 1972). Os animais foram tratados com veiculo, fracdo etandlica das
cascas de A. nitidum (doses de 10, 30 e 100 mg/kg), via oral, e diclofenaco de sodio (10
mg/kg), uma vez ao dia, durante sete dias consecutivos. Ao final do oitavo dia, os
animais foram sacrificados, os “pellets” de algoddo retirados e determinado o peso

umido e 0 peso seco apos secagem em estufa a 60 °C por 24 horas.

4.5.Andlise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos em média +tE.P.M. A
comparagdo mudltipla dos dados paramétricos foi utilizada andlise de variancia
(ANOVA) uma via, seguida do teste de Student-Newman-Keul. Em todas as analises
estatisticas, sera considerado o nivel critico para rejeicao da hipotese de nulidade menor
que 0,05 (p<0,05).

11



5. RESULTADOS E DISCUSSAO:
5.1.Contor¢des abdominais induzidas por acido acetico.
Foram contabilizadas as contor¢bes dos animais, em cada grupo analisado, por

um periodo de 20 minutos, ap6s os 10 primeiros minutos da indugdo, onde ocorre uma

estabilizacdo na liberacdo de agentes enddgenos nociceptores.
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Fig. 1: Avaliacdo do efeito nociceptivo da fragdo etandlica de A. nitidum, no modelo de
contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético. * p<0,05 e **p<0,01 vs Salina.
(ANOVA, seguida de teste de Student-Newman-Keul).

Discussao do resultado do teste:

Na Fig. 1, observamos a relacdo entre as contor¢es abdominais produzidas nos
animais dos grupos Veiculo, Fracdes etandlicas e Morfina. Observou-e que 0 grupo
tratado com solucdo salina teve maior numero de contracdes (conforme o esperado) e a
morfina, 0 menor nimero de contracbes (também conforme o esperado). No caso das
fracOes do extrato etandlico a fracdo que demonstrou ser mais eficaz foi a de 30mg/kg
quando.

O que encontramos nos testes realizados foi a diferenca basica entre as reaces
provocadas pelo Veiculo (sol. Salina), fracbes da Aspidosperma nitidum e a Morfina.
Como Collier et al (1968) descreveu em seus estudos, a solucdo salina ndo tem efeito
antinociceptivo, levando portanto a um resultado maior de contor¢Ges abdominais ao

passar do periodo de testes. Ja a Morfina é um opioide que possui agdo central e potente

12



analgesico e que teve seus efeitos antinociceptivos bem demarcados no experimento, ou
seja, 0 grupo tratado com Morfina teve analgesia e quebra do efeito algico causado pelo
acido acético. No presente estudo pretendiamos fazer a comparacdo entre as fracoes
etanolicas da Aspidosperma nitidum e os veiculos-base (Sol. Salina e Morfina).

O resultado que encontramos foi favoravel as fraces etanolicas de A. nitidum.
Nota-se que 0s grupos tratados com as respectivas fracdes de 10mg/Kg, 30mg/Kg e
100mg/Kg tiveram efeitos analgésicos conforme o esperado e comparavel a morfina.

Acredita-se portanto, que o efeito de dor central pode ser reduzido ou eliminado
pelas fracBes etanolicas e que a de maior efeito e eficacia foi a fragdo de 30mg/Kg.

Assim, podemos notar que o0s resultados confirmaram o protocolo do teste como
sugeriu Collier et al, 1968.

13



5.2.Ensaio de nocicepc¢do induzida por formalina.

Neste modelo, os resultados foram expressos em dois momentos: de 0 a 5
minutos ap6s a inducdo da nocicepc¢do e de 20 a 30 minutos depois. Estas duas fases sao
caracteristicas da resposta da formalina ao organismo do animal, que determina o
aparecimento de respostas motoras bem caracterizadas que permite a avaliagdo da
intensidade da resposta nociceptiva.
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Fig. 2. Avaliagdo do efeito da fracdo etandlica de A. nitidum, no modelo de nocicepgéo
induzida por formalina. Fase 1: 0 a 5 min.; Fase 2: 20 a 30 min. * p<0,05 e **p<0,01 vs
Salina. (ANOVA, seguida de teste de Student-Newman-Keul).

Na analise comparativa, a fracdo etandlica de A. nitidum, as doses de 10 e
30mg/kg apresentaram atividade antinociceptiva significativa na fase 2 deste modelo,
onde hd uma caracterizacdo de dor de origem inflamatéria, sendo sensivel aos
analgeésicos antiiflamatdrios ndo esteroidais. Na fase 1 desde modelo, que possui carater
neurogénico, sensivel a analgésicos opidides, como a morfina, esta fracdo nao
apresentou eficacia significante.

O referido proposto por Hunskar et al (1987) ¢ dividido em duas fases. A fase
inicial que pode-se interpretar como fase neurogénica e fase final.

Analisando a figura 2 vemos que as fragdes etanolicas ndo tem nenhum efeito
comparavel a morfina, uma vez que a frequéncia de irritacdo tecidual é comparavel ao

do grupo que foi tratado com solucao salina.

14



Nota-se também que a partir da segunda fase a graduacdo dos extratos se
assemelha mais a morfina, mostrando que a sensacdo dolorosa aumentou e avangou
centralmente o que possibilitou atuacdo da morfina e dos extratos de menor
concentracao.

Os resultados encontrados foram condizentes apenas em certos pontos com 0s

modelos propostos por Hunskar et al (1987).

15



5.3.Modelo de edema de pata induzido por carragenina.

A injecdo intra-plantar de carragenina na pata de ratos ou camundongos induz
aumento agudo e progressivo do volume da pata injetada, sendo proporcional a
intensidade da resposta inflamatdria e é resultante da acdo sequencial e integrada de
varios mediadores inflamatorios (histamina, serotonina, bradicinina, PAF, substancia P
e prostaglandinas). Este modelo é atil na avaliacdo da atividade antiinflamatoria de

NOvoS compostos.

2.57

volume deslocado em mL

S F100 | S F100 S F100 S F100 S F100 |
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Fig. 3. Avaliacdo da atividade antiinflamatéria da fracdo etanolica de A. nitidum, no
modelo de edema de pata induzido por carragenina. S: salina; F100: fracdo etandlica de
A. nitidum na dose de 100 mg/kg; I: indometacina (10 mg/kg). * p<0,05 vs Salina.
(ANOVA, seguida de teste de Student-Newman-Keul).

Neste modelo, a dose estudada ndo foi eficaz na reducdo do edema, quando
comparada com o controle positivo indomentacina. No entanto, como o0s resultados dos
experimentos anteriores demonstram efeito na dose de 30 mg/kg, ndo podemos
descartar a possibilidade desta dose ser eficaz neste modelo, o que pode ser repetido
para confirmagéo.

Os resultados esperados eram da maior proximidade possivel entre as fragdes e a
indometacina, o que provaria o efeito antiinflamatorio da A. nitidum. Porém, os efeitos
da Unica fracdo utilizada ndo foi colaborativo com o protocolo de estudo e com as

pesquisas anteriores que mostraram haver eficacia.
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5.4 Efeito na inflamacéao pelo granuloma induzido por “pellet” de algodao.
A insercdo de um agente estranho no tecido superficial do animal é capaz de

ativar a resposta inflamatoria tanto a imediata quanto a tardia, permitindo o estudo dos

efeitos em longo prazo de substancias com propensa atividade antiinflamatoria.
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Fig. 4. Avaliacdo do efeito antiinflamatério da fracdo etandlica de A. nitidum, no
granuloma induzido por “pellet” de algoddo. * p<0,05 e **p<0,01 vs Salina. (ANOVA,

seguida de teste de Student-Newman-Keul).

Neste modelo crénico, as doses de 30 e 100mg/kg da fracdo etandlica de A. nitidum
apresentaram significativa atividade antiinflamatoria quando o processo é cronico e a
administracdo das doses € frequente, ja que no modelo em questdo, os animais foram

tratados diariamente, por 7 dias.

Vemos o resultado de um modelo baseado na inflamacao crénica e que tem maior
probabilidade de evoluir para uma complicagdo. Neste modelos os efeitos das fragOes de
A. nitidum se comportaram de maneira previsivel, baseando-nos pelas literaturas

anteriores.

17



Levando em consideracdo os resultados dos testes de inflamacéo aguda (edema de
pata) e os resultados deste teste de inflamacéo cronica podemos analisar as fragbes com

muito maior eficacia em processos crénicos em relacdo aos agudos.

18



6. CONCLUSOES:

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa podemos sugerir que a fragéo

etanodlica das cascas de A. nitidum:

N&o apresentou atividade antinociceptiva significativa nos modelos estudados,

necessitando comprovagGes e novos métodos de estudo;

Apresenta atividade antiinflamatoria em processos crénicos e que o estudo da
dose eficaz pode apontar que as baixas concentracGes sejam as mais eficazes para este
fim;

A possibilidade do envolvimento da via das prostaglandinas sugere um

prosseguimento nesta pesquisa, a fim de elucidar este mecanismo de acao;

O isolamento de substancias desta fracdo podera sinalizar em uma nova

perspectiva na pesquisa de um fitofarmaco eficaz e seguro.
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