= CONIDIS

1 CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO
OVERSIDA

\DE: APRENDER O SEMIARIDO, NO SEMIARIDO E COM O SEMIARIDO

EXTRATOS METANOLICOS DE ESPECIES DO GENERO
Erythroxylum, PROVENIENTES DA CAATINGA, DEMONSTRAM
POTENCIAL ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Luana Camilla Cordeiro Braz (1); Darlyson Tavares Guimaraes (1); Franklin Ferreira de
Farias Nobrega (2)*

(1) Graduandos em Eng. de Biotecnologia e Bioprocessos, Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do
Semidrido, Universidade Federal de Campina Grande.

(2) Professor Adjunto, Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semidrido, Universidade Federal de
Campina Grande, *e-mail: franklin.ferreira@ufcg.edu.br

Resumo: As espécies vegetais sdo uma potencial fonte de substancias ativas. Estima-se que cerca de
30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sejam diretamente derivados de produtos
naturais. Nesse cenario, o Brasil apresenta um potencial ainda ndo explorado, possuindo grande
diversidade de espécies vegetais, muitas dessas endémicas do bioma Caatinga. Os extratos das
espécies de Erythroxylum ja demonstraram diversas atividades farmacoldgicas, como antinociceptiva,
anti-inflamatéria e antimicrobiana. Assim, essas espécies podem contribuir na descoberta de novos
farmacos que possibilitem o tratamento da dor e processos inflamatérios. O objetivo deste trabalho foi
avaliar atividade antinociceptiva dos extratos metandlicos de E. revolutum (EREV) e E. simonis
(ESIM), contribuindo para o conhecimento farmacol6gico dessas espécies. Para tal, camundongos
(Mus musculus), machos e fémeas, foram divididos em grupos (n=6), submetidos a pré-tratamentos,
com extratos, veiculo ou droga padrdo, e avaliados por meio dos testes da formalina e da placa quente.
Na 1* fase do teste da formalina, os extratos EREV (64,0+10,2) e ESIM (62,446,9) reduziram
significativamente (p<0,01) o tempo de lambida da pata em comparacdo ao controle (110,945,4). Na
2% fase, EREV (24,0+16,0) alcangou maior reducdo e significancia que a Morfina (84,38+35,14). No
teste da placa quente apés 30 minutos da administracdo, foram obtidos resultados significativos
(p<0,05) para EREV (17,244,3) e ESIM (16,844,0), na dose de 100mg/kg, em comparacdo ao controle
(6,8+1,3). Os resultados obtidos para EREV e ESIM sugerem uma atividade antinociceptiva de efeito
central, com eficacia semelhante a da Morfina, porém com uma poténcia inferior.

Palavras-chave: Erythroxylum revolutum, Erythroxylum simonis, Dor, Psicofarmacologia.

INTRODUCAO

Considerando seu frequente uso pelas comunidades no tratamento de uma variedade de
doencas no homem, as espécies vegetais constituem uma das mais importantes fontes de
substancias ativas com potencial terapéutico (SOUZA et al., 2009). Os efeitos benéficos
obtidos pelo uso de drogas de origem natural contribuiram para que a medicina popular e

tradicional introduzisse farmacos a terapéutica moderna (SOARES et al., 2009).

Estima-se que cerca de 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sejam
diretamente derivados de produtos naturais (VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008). O arsenal
(l§§3p§%%(§) Wente disponivel inclui medicamentos resultantes da purificacdo de extratos
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de origem vegetal e de isolamento de seus principios ativos. Alguns exemplos sdo alcaloides,

antibidticos, vitaminas, hormonios, entre outros (SOARES et al., 2009).

No Brasil, a utilizacao de plantas medicinais apresenta influéncias das culturas indigena,
africana e europeia e é favorecida pela rica diversidade vegetal. Apresenta-se em uma posicao
privilegiada: estimando-se ser possuidor de cerca de 20% do numero total de espécies
vegetais do planeta. Sendo uma abundante fonte de produtos terapéuticos. No entanto, este
potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas drogas ainda é pobremente

explorado ou regulamentado (BRAZ et al., 2012; LIMA et al., 2010).

O desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos pode se configurar como
uma importante estratégia para o enfrentamento das desigualdades regionais existentes em
nosso pais, podendo prover a necessaria oportunidade de insercdo socioeconomica das
populacoes de territorios caracterizados pelo baixo dinamismo economico e indicadores

sociais precarios.

O geénero Erythroxylum (Erythroxylaceae) compreende espécies de porte arbustivo ou
arboreo, distribuidas em regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa, Sudeste
Asiatico e Australia. O Brasil é considerado um dos centros de diversidade e endemismo de
Erythroxylum e um total de 114 espécies ocorrem no pais. Para o nordeste brasileiro, foram

listadas 66 espécies do género, dentre as quais 25 (37,31%) sao endémicas (LOIOLA, 2007).

O género ganhou notoriedade no século XIX, logo apés a comprovacao das atividades
farmacoldgicas apresentadas pelas partes aéreas da Erythroxylum coca Lam, que ja vinham
sendo empregadas secularmente pelos indigenas da Ameérica do Sul (OLIVEIRA, 2012).
Desde entdo, varias espécies do género vem sendo estudadas para identificacdo de efeitos
terapéuticos (ALBUQUERQUE, 2013; LUCAS FILHO, 2012; OLIVEIRA, 2012;
ZANOLARI et al., 2003). Estudos com os extratos das espécies Erythroxylum revolutum e
Erythroxylum simonis realizados por Silva e Nobrega (2014) obtiveram resultados que

sugerem uma possivel atividade antinociceptiva.

A compreensdo e o alivio da dor tém sido uma preocupacao constante da humanidade. Devido
a baixa eficicia e expressivos efeitos adversos apresentados pela maioria dos farmacos
disponiveis no mercado farmacéutico para alivio da dor, surge o grande interesse dos
pesquisadores na descoberta de novos prototipos de farmacos provenientes de plantas da flora
brasileira (SILVA et al., 2013).
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A dor é uma sensacdo desagradavel que, em muitos casos, representa 0 Unico sintoma para o
diagnostico de varias doencas (ABDULMALIK et al., 2011). A sensacao de dor envolve o
componente fisiol6gico, a nocicepcdao, que engloba as vias neuroanatémicas, bem como o0s
mecanismos neurolégicos e os receptores especificos que detectam o estimulo lesivo. Mas
diferente de nocicepcao, a dor incorpora componentes sensoriais com influéncias pessoais e

ambientais importantes, sendo esse o componente emocional (KANDEL et al., 2003).

Portanto, observada a ocorréncia de muitas espécies de Erythroxylum encontradas na Paraiba
e com despontar de varios estudos comprovando seu potencial farmacolégico optou-se pelo
estudo de algumas espécies desse género (Erythroxylum revolutum e Erythroxylum simonis),
cujos estudos quimicos e farmacoldgicos ainda ndo sdo conhecidos. Este trabalho tem como
objetivo contribuir para o conhecimento farmacol6gico dessas espécies, avaliando a atividade
antinociceptiva dos extratos metanolicos de Erythroxylum revolutum e Erythroxylum simonis,

através de metodologias comportamentais especificas.
MATERIAIS E METODOS
Material vegetal: processamento e obtencao dos extratos

As partes aéreas das espécies de Erythroxylum foram coletadas no Pico do Jabre, Maturéia-
PB. O material botanico foi identificado pela Prof. Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata
de cada planta esta depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da Universidade

Federal da Paraiba (UFPB).

Os extratos foram preparados e fornecidos pelo Laboratério de Fitoquimica Experimental do
Centro de Biotecnologia (CBiotec - UFPB), segundo a metodologia: os materiais vegetais
foram dessecados em estufa com ar circulante a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, foram
submetidos a um processo de pulverizacdo em moinho mecanico. O pé obtido foi submetido a
maceracdo com metanol durante 72 horas. Esse processo de maceracao foi repetido 3 vezes.
Apbs a extragdo, a solucao extrativa foi concentrada em rotaevaporador sob pressdao reduzida

e a uma temperatura de 40°C obtendo, assim, o extrato metanolico bruto.

Para a administracao, o veiculo e o agente solubilizante foram, respectivamente, solucdo

salina e Tween 80 obedecendo a proporc¢ao de 0,05 mL de Tween 80 para cada mL do veiculo.

Animais
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Foram utilizados nos testes comportamentais camundongos (Mus musculus) Swiss, albinos,
adultos, saudaveis, machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 20-40 g e entre
2 e 3 meses de idade. Esses animais foram obtidos do Biotério Prof. Dr. Thomas George
(CBiotec - UFPB). Foram alojados em gaiolas de polipropileno devidamente higienizadas e
mantidas sob condi¢des laboratoriais padrdo como: temperatura de 21 + 2°C, com 12 horas de
luz/escuro e sem uso de qualquer medicacdao, com acesso livre (ad libitum) a comida e agua

potavel em garrafas de polietileno, com bicos de inox.

Os ensaios comportamentais foram conduzidos no Laboratério de Psicofarmacologia
(CBiotec — UFPB). Antes da execucao dos testes, os animais foram alojados em outras gaiolas
do mesmo material descrito, por pelo menos 60 minutos de antecedéncia, tentando minimizar
as possiveis alteracdes comportamentais dos animais e permitir a adaptacio do mesmo ao

novo ambiente.
Avaliacao da atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva pelo Teste da Formalina

O teste da formalina é um modelo vélido e confidvel de nocicepcao e é sensivel para varios
compostos com atividade de analgesia (HUNSKAAR; HOLE, 1987). O método consistiu na
administracdo de uma solugdo de formalina na regidao subplantar (parte de baixo da pata) do
camundongo que leva a estimulacdo dos nociceptores. A resposta dividiu-se em duas fases,
onde foi quantificado o tempo de lambida da pata. Nos ensaios, foram utilizados
camundongos em grupos (n=6, de ambos o0s sexos) que receberam por via i.p., 0s seguintes

pré-tratamentos (Tabela 1):

Tabela 1. Pré-tratamentos recebidos pelos grupos de animais no Teste da Formalina.

Grupo Tratamento
Controle Veiculo
Experimental 1 Extrato de E. simonis (ESIM) 200mg/Kg
Experimental 2 Extrato de E. revolutum (EREV) 200 mg/kg
Droga Padrdo Morfina 10 mg/kg

Fonte: Autoria prépria (2016).

Apoés 30 minutos os animais receberam a inje¢do subplantar (pata posterior direita) de 20 pL.
de solucdo de formalina 2,5%, em seguida os animais foram colocados nas caixas de
observacao, onde foi registrado o tempo total de lambida da pata durante 5 minutos (1° fase).
Com o termino do periodo de 10 minutos, caracterizado como tempo de inibicdo da dor,

contabilizou-se o tempo de 15 minutos (2° fase).
Avaliacao da atividade antinociceptiva pelo método da Placa Quente
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No teste da placa quente, foi adotada, com algumas alteracdes, a metodologia descrita por
Eddy e Leimback (1953). Esse teste consiste em quantificar o tempo de reacao do animal ao
estimulo térmico, sendo um modelo especifico para a deteccdo de sustancias analgésicas de

efeito central (SILVA et al., 2013).

Os animais foram colocados sobre uma placa a temperatura de 55 + 1 °C até apresentar o
comportamento de pular, resposta indicativa de nocicepc¢do. O tempo maximo de permanéncia
na placa foi de 30 segundos, de maneira a evitar lesdo tecidual (BENEDITO, 2009). Os
animais foram divididos em quatro grupos experimentais, um grupo controle e um padrao

(n=6) que receberam os seguintes tratamentos mostrados na Tabela 2:

Tabela 2. Tratamentos recebidos pelos grupos de animais no experimento da Placa Quente.

Grupo Tratamento
Controle Veiculo
Experimental 1 Extrato de E. simonis (ESIM) 100mg/Kg
Experimental 2 Extrato de E. simonis (ESIM) 50mg/Kg
Experimental 3 Extrato de E. revolutum (EREV) 100 mg/kg
Experimental 4 Extrato de E. revolutum (EREV) 50 mg/kg
Droga Padrdo Morfina 10 mg/kg

Fonte: Autoria propria (2016).

Os extratos foram administrados por via i.p. e foram feitas leituras do comportamento
nociceptivo nos tempos de 30 e 60 minutos apés a administracao. Foi registrado o tempo de

pulo para expressar a atividade protetora dos extratos.
Analise estatistica

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o software Graph Pad Prism 4. Os
resultados obtidos foram tratados estatisticamente através do teste de analise de variancia
(ANOVA), seguido do Teste de Dunnet. Os valores obtidos foram expressos em média + erro
padrao da média (e.p.m.), sendo os resultados considerados significativos quando

apresentaram um valor de p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Efeitos dos extratos EREV e ESIM no Teste da Formalina

Na primeira fase do teste da formalina, ambos os extratos na dose de 200mg/kg apresentaram

reducdo significativa (p<0,01) no tempo de lambida da pata. O extrato de Erythroxylum
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revolutum (EREV) apresentou uma média de 64,0+10,2 e o extrato de Erythroxylum simonis
(ESIM), uma média de 62,4+6,9, enquanto que o grupo controle apresentou média de
110,9+5,4. Os extratos alcancaram significancia semelhante a Morfina (10mg/kg) que obteve

uma média de 58,4+7,9. Esses resultados podem ser observados graficamente na Figura 1A.

Figura 1. Efeitos dos Extratos EREV e ESIM na 1% e 2* fase do teste da formalina.

125- 250+
= = =
= 100 = 2001 T
E 75+ = = . E 150~ .
= 507 = 100 .
= 25 = 50 o
: : -
=0 =0
0\'@ Q\‘-Q’ ‘§l~°" q\‘g OVQ' Q’\‘l-q &‘{9 <§‘9
& & & & & & & &
N $ o O S $ o o
Y 05 v > Y Q5 v
N N & A N N
& 2 N & S N
& & éo & & \§°
(A) B)

Legenda: (A) primeira fase do teste da formalina, (B) segunda fase. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett. *p<0,05 e **p<0,01 comparando com o veiculo

(controle). Fonte: Autoria prépria (2016).

Os extratos EREV e ESIM na dose de 200 mg/kg também apresentaram efeito significativo na
segunda fase do teste da formalina, com médias de tempo de lambida da pata de 24,0+16,0 e
57,8+30,7, respectivamente. Esses valores, mostrados na Figura 1B, demonstram uma

reducao significativa com relacdo ao controte (196,0+32,1).

O extrato EREV mostrou-se especialmente eficaz nesse teste, pois o tempo de lambida na
segunda fase do teste apresentou maior reducdo e nivel de significancia (p<0,01) do que o

padrdo Morfina (p<0,05), que apresentou média de 84,38+35,14.

O teste da formalina serve para avaliar uma resposta nociceptiva bifasica, pois apresenta uma
fase neurogénica e uma fase inflamatéria. A primeira fase inicia-se imediatamente apos a
injecdo de formalina e se estende pelos primeiros cinco minutos (dor neurogénica ou aguda),
estando relacionada com a estimulacdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do
tipo C e esta associada a liberacao de aminoacidos excitatérios, 6xido nitrico e substancia P
(SILVA et al., 2013; HUNSKAAR; HOLE, 1987), caracterizando, portanto, uma nocicep¢ao

mediada por agdo central.

A segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apés a injecdo de formalina e est4 relacionada a

(lé%e)r%ggg 2.d362 iférios mediadores pro-inflamatoérios, como bradicinina, prostaglandinas e
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serotonina, entre outros, caracterizando nocicepcdo de efeito periférico (HUNSKAAR;

HOLE, 1987).

O teste da formalina em camundongos é considerado atualmente o modelo que mais de
aproxima da dor clinica (SOARES et al., 2009). A vantagem deste teste sobre outros métodos
de nocicepcao é a possibilidade de avaliar dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo
prolongado de tempo e, assim, permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de
acdo (RANDOLPH, 1997). Assim, é possivel analisar substancias antinociceptivas de efeito
central ou periférico. Observa-se que drogas que agem no sistema nervoso central sao capazes
de inibir igualmente as duas fases, enquanto que drogas que atuam perifericamente inibem

apenas a fase tardia (segunda fase) (ARAUJO, 2007).

Considerando que ambos os extratos foram capazes de atuar nas duas fases do teste da
formalina, pode-se inferir seu efeito antinociceptivo de acdo central. Esses resultados no teste
da formalina puderam ser seguidos por metodologias especificas para analise do efeito central
dos extratos, como o teste da placa quente, no qual se tornou possivel testar menores doses

dos extratos.
Efeito do Extrato de Erythroxylum revolutum (EREV) no Teste da Placa Quente

No teste da placa quente apd6s 30 minutos de administracao dos extratos de Erythroxylum
revolutum (EREV) na dose de 100 mg/kg ocasionou um aumento significativo (p<0,05) no

tempo de permanéncia dos animais na placa, conforme mostra o grafico da Figura 2A.

Os grupos tratados com o EREV 100 mg/kg e com a Morfina 10 mg/kg apresentaram médias
de permanéncia 17,2+4,3 e 17,1+1,1, respectivamente. O grupo controle apresentou tempo de
permanéncia de 6,8+1,3 e a administracdo extrato de E. revolutum na dose de 50 mg/kg
resultou numa média de permanéncia na placa quente de 11,0+2,3. A diferenca entre eles nao

foi significativa pelo teste de Dunnet.

Figura 2. Efeitos do Extrato de Erythroxylum revolutum nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa

quente.
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Legenda: (A) ap6s 30 minutos e (B) ap6s 60 minutos da administracdo. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. *p<0,05 e **p<0,01 comparando com o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett. Fonte: Autoria prépria

(2016).

No teste da placa quente realizado ap6s 60 minutos da administracdo, apenas a morfina
apresentou diferenca significativa (p<0,01) frente ao controle (Figura 2B). As médias de
permanéncia na placa quente para o veiculo, ESIM 50 mg/kg, ESIM 100 mg/kg e Morfina 10
mg/kg foram respectivamente: 2,2+0,3; 2,0+0,5; 1,9+0,3 e 5,1+0,6.

Efeito do Extrato de Erythroxylum simonis (ESIM) no Teste da Placa Quente

O animais tratados com o extrato de Erythroxylum simonis (ESIM) na dose de 100 mg/kg
apresentaram aumento significativo (p<0,05) no tempo de permanéncia dos animais na placa
quente ap6s 30 minutos da administracdo, apresentando uma média de 16,8+4,0, valor
proximo ao da droga padrdo Morfina na dose 10 mg/Kg que apresentou uma média de

permanéncia de 17,1+1,1 (Figura 3A).

Entretanto, quando tratados com o mesmo extrato (ESIM) na dose de 50 mg/kg, ap6s 30
minutos da administracdo, o tempo médio de permanéncia (8,9+1,0) ndo difere
estatisticamente dos animais do grupo controle, que receberam apenas o veiculo e

apresentaram uma permanéncia de 6,8+1,3 (Figura 3A).

No teste da placa quente realizado ap6s 60 minutos da administracdo, apenas a morfina
apresentou diferenca significativa (p<0,01) frente ao controle (Figura 3B). As médias de
permanéncia na placa quente para o veiculo, ESIM 50 mg/kg, ESIM 100 mg/kg e Morfina 10
mg/kg foram respectivamente: 2,1+0,3; 3,8+0,7; 4,0+1,3 e 5,1+0,6.

Figura 3. Efeitos do Extrato de Erythroxylum simonis nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa

quente.
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Legenda: (A) ap6s 30 minutos e (B) ap6s 60 minutos da administragdo. Os valores estdo expressos em média +
e.p.m. *p<0,05 e **p<0,01 comparando com o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett. Fonte: Autoria préopria

(2016).

Esses resultados condizem com aqueles obtidos pelo teste da formalina nos quais os extrato
EREV e ESIM na dose de 200 mg/kg apresentaram um efeito antinociceptivo de agao central.

Indicam, ainda, a possibilidade de reducdao da dose mantendo o efeito desejado.

Embora o uso de analgésico central e periférico responda pela inibicao do nimero de
contracdes provocadas por estimulos quimicos que levam a dor, apenas os analgésicos
centrais aumentam o tempo de resposta no teste da placa quente (SILVA et al., 2013). Assim,
o teste da placa quente confirma o efeito inibitério da nocicepg¢do por via central dos extratos
EREV e ESIM na dose de 100 mg/kg. Nesse teste, o efeito maximo foi alcangado ap6s 30 min

da administracdo de ambos os extratos.

O teste da placa quente, que utiliza a temperatura como estimulo nociceptivo, é considerado
sensivel a farmacos que atuam em nivel supraespinal de modulacdo da resposta dolorosa
(YAKSH; RUDY, 1977 apud SOUSA et al.,, 2009), sugerindo uma acao modulatéria do
extrato. Dessa forma, os nociceptores (fibras C e A§, principalmente) sdo estimulados apos a
ativacao dos receptores vaniloides, especificamente os receptores do tipo VR-1, que possuem
limiar de ativacdo em 43 °C, e os receptores do tipo VRL-1, que possuem limiar de ativacao
em 52 °C. Estes tultimos sdo importantes na avaliacdo da resposta a estimulos térmicos
nocivos, pois sao responsaveis pela resposta em decorréncia do aumento da temperatura

(SILVA et al., 2013).
CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas duas fases do teste da formalina, com os extratos EREV e ESIM na

(%oos)e 348280 y9g/kg, indicaram efeito antinociceptivo de acdo central. Esse efeito foi
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confirmado para os extratos EREV e ESIM na dose de 100 mg/kg no teste da placa quente,
sugere-se uma atividade antinociceptiva com grau de significancia semelhante a da Morfina
na dose 10 mg/kg, indicando igual eficicia porém uma poténcia inferior frente a droga
padrdo. Devem ser realizados outros estudos para uma melhor compreensdo dos resultados de

nocicepgao.
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