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RESUMO

A sucupira € uma arvore de copa larga que a medicina popular utiliza como alternativa de
tratamento para diversas enfermidades, destas sdo conhecidas as agdes do dleo essencial
extraido de suas folhas, casca do tronco, tubérculos ou raiz, porém o uso da sua semente ainda
é pouco discutido na comunidade cientifica. Objetivando determinar o potencial anti-
inflamatdrio, potencial analgésico, sua quantidade minima necessaria para estabelecer sua
acao, sua toxicidade e a inducgdo na formacao do fibroblasto, realizou-se este experimento, no
laboratdrio de Farmacologia da UFRPE com seis grupos de camundongos que receberam a
fracdo organica do extrato de sucupira branca (FOESSB) em doses diferentes em dias
alternados, onde foi possivel determinar a dose de trabalho e com outros grupos de
camundongos que foram pré-tratados com alguns farmacos e com a FOESSB, mediante
simulacdo de artrite inflamatéria. Os bioensaios de atividade espontanea revelaram que a
FOESSB proporcionou um elenco de respostas comportamentais caracteristico, sinalizando
efeitos estimulantes e depressores sobre 0 SNC, efeitos sobre 0 SNA além de outros efeitos
diversos, muito embora, pelas relacdes de dose efeito encontradas em respostas associadas a
importantes efeitos sobre o0 SNC, recomenda-se que para futuros trabalhos sejam empregadas
doses inferiores a 385,71 mg/Kg. A FOESSB, na dose utilizada reduziu a inflamacdo de
forma significativa, ndo provocou alteragfes importantes em teste de ansiedade, reduziu as
respostas pro-inflamatorias associadas ao processo de incapacitacdo articular induzido por
Ovalbumina, reduziu de forma significativa as mudancas no limiar de excitabilidade a
respostas algicas, em modelo de placa quente a 55°C e as avaliagOes biogquimicas dos
parametros TGO, TGP, FA, ureia e creatinina revelaram que o estimulo antigénico teve, bem
provavelmente, uma participacdo efetiva na elevacdo de todos estes parametros, com excecao
dos niveis de ureia que estavam bem abaixo do esperado, em relagdo aos valores referenciais
encontrados na literatura para 0s mesmos parametros em camundongos Swiss sadios e
finalmente, ndo foram encontradas diferencas significativas na avaliagdo macroscopica e
pesagens efetuadas sobre 6rgdos dos camundongos, retirados apds eutanasia.

Palavras Chaves: faveiro, plantas medicinais, fitoterapia, artrites



ABSTRACT

The sucupira is a large canopy tree that folk medicine used as an alternative treatment for
various diseases, these are known to the actions of the essential oil extracted from the leaves,
stem bark, root or tuber, but the use of his seed is still rarely discussed in the scientific
community. Aiming to determine the potential anti-inflammatory, analgesic potential, their
minimum amount necessary to establish its action, toxicity and induction in the formation of
fibroblasts, this experiment was conducted in the laboratory of Pharmacology UFRPE with
six groups of mice receiving the fraction organic extract sucupira white (FOESSB) at different
doses on alternate days, where it was possible to determine the dose and work with other
groups of mice were pre-treated with some drugs and the FOESSB by simulation of
inflammatory arthritis. Bioassays of spontaneous activity revealed that FOESSB provided a
list of behavioral responses characteristic signaling and stimulating effects on the CNS
depressant effects on the ANS and other miscellaneous purposes, though, the dose effect
relationships found in responses associated with important CNS effects, it is recommended
for further studies are employed doses lower than 385.71 mg / kg. The FOESSB, the dose
reduced inflammation significantly, did not significantly change in test anxiety, reduced pro-
inflammatory responses associated with the process of joint incapacitation induced by
ovalbumin, significantly reduced the changes in the excitability threshold responses painful in
the hot plate model 550C and biochemical evaluations of parameters AST, ALT, ALP, urea
and creatinine revealed that the antigenic stimulus had and probably effective participation in
the rise of all these parameters, except for the levels of urea that were well below expectations
in relation to the reference values in the literature for the same parameters in healthy Swiss
mice and finally, there were no significant differences in macroscopic evaluation and
weighing performed on organs of mice and removed after euthanasia.

Key Words: faveiro, medicinal plants, herbal medicine, arthritis
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1. INTRODUCAO

O homem durante o processo de evolugéo utilizou-se de diversas maneiras 0S recursos
oferecidos pela natureza com a finalidade de buscar condi¢fes para sua sobrevivéncia e a
melhor adaptacdo no meio em que vive. O desenvolvimento humano veio da necessidade de
compreensdo da relacdo homem/natureza e dominio do universo para 0 uso em seu proprio
beneficio (MIGUEL E MIGUEL, 1999; DI STASI, 1996; TEIXEIRA, 1994).

No decorrer dos milénios o homem ainda busca solu¢bes para varios problemas de
salde. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo de reduzido
poder aquisitivo ndo tem acesso & medicina moderna e medicamentos essenciais, recorrendo
aos produtos de origem natural como Unica fonte terapéutica (DI STASI,1996). Atualmente,
as descobertas de varias substancias de origem vegetal, indicada pelo uso popular, tiveram
suas atividades farmacologicas cientificamente comprovadas (MIGUEL E MIGUEL, 1999) e
acredita-se que 70% dos medicamentos derivados de plantas tenham sido desenvolvidos com
base no conhecimento folclérico (GARCIA et al., 2002).

Na area farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo de
grande relevancia, tendo em vista a utilizacdo das substancias ativas como protétipos para o
desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas, tanto para a
obtencdo de farmacos, que sdo as substancias ativas isoladas, como para a obtencdo de
adjuvantes, produtos utilizados na formulacdo de medicamentos, ou ainda, de medicamentos
elaborados exclusivamente, a base de extratos vegetais: 0s medicamentos denominados de
fitoterapicos (SIMOES et al., 1999).

Segundo Martins (1995, apud Souza et al., 2002) o metabolismo especial possui
funcdo ligada a ecologia da planta, isto €, ao relacionamento da planta com ambiente que a
envolve. Um composto é biologicamente ativo quando exerce uma agao especifica sobre um
determinado ser vivo que pode ser um animal, um vegetal, ou um microrganismo. Uma vasta
gama de compostos organicos naturais de origem vegetal, produtos do metabolismo primario
e secundario, possui atividade bioldgica, isto €, pode ter acdo tranquilizante, analgésica, anti-
inflamatoria, citotdxica, anticoncepcional, antimicrobiana, antiviral, fungicida e inseticida
(PLETSCH, 1998).



Um dos maiores problemas de Saude Publica, enfrentados nas ultimas décadas, foi o
agravamento da resisténcia a antimicrobianos em populagdes bacterianas, principalmente de
origem hospitalar (OLIVEIRA et al., 2001). Atualmente, registra-se um aumento significativo
na frequéncia do isolamento de bactérias que eram reconhecidamente sensiveis aos farmacos
de rotina usados na clinica, mas que se apresentam agora resistentes a todos ou quase todos 0s
farmacos disponiveis no mercado, como ocorre com Varias bactérias multirresistentes
(SAKAGAMI E KAJAMURA, 2006).

Atualmente, o problema da resisténcia microbiana tornou-se mais grave devido as
dificuldades para a descoberta e o langamento de novos antimicrobianos, quase sempre mais
escassos e mais caros. Estima-se que sdo necessarios mais de 10 anos, a um custo superior a
200 milhdes de dolares, para que um antimicrobiano esteja a disposicdo da populacdo
(DICKSON E REDWOOD, 1998).

Uma das alternativas usadas pelas indlstrias farmacéuticas tém sido a modificacéo
quimica da estrutura dos antimicrobianos ja existentes, na tentativa de torna-los mais
eficientes ou de recuperar a atividade prejudicada pelos mecanismos bacterianos de
resisténcia (CHARTONE-SOUZA, 1998). A mudanca de paradigma pode ser uma das saidas
futuras para o impasse, ao pesquisar em primeiro lugar o alvo e s6 depois preparar o principio
ativo contra ele, por técnicas de biologia molecular, neste sentido a nanotecnologia vem a
cada dia adquirindo maiores investimentos. Entretanto, as alternativas ecoldgicas, que
enfatizam o respeito pelo meio ambiente, devem ser mais efetivas e de menor custo, uma vez
que se baseiam no uso mais cuidadoso de alguns ambientes. Por outro lado, torna-se relevante
a pesquisa da acdo inibitéria do crescimento bacteriano ou do fluxo génico de resisténcia ou
mesmo de reversdo dessa resisténcia com o uso de produtos de origem natural (LINDEN E
PALADINO, 1998; BROWN, 1999).

Na busca de novos antimicrobianos devemos enfatizar aqueles de origem vegetal, uma
vez que o Brasil apresenta a maior biodiversidade do planeta e que muitas plantas ja vém
sendo vastamente usadas e testadas ha centenas de anos com as mais diversas finalidades por
populagdes do mundo inteiro. A maior parte da populacdo brasileira (80%) consome apenas
37% dos medicamentos disponiveis, dependendo quase que exclusivamente de medicamentos
de origem natural (FUNARI E FERRO, 2005). Para isso, antes da determinacéo das fracoes
ativas por metodos biogquimicos sofisticados, agora disponiveis, torna-se necessario e Util o

uso preliminar de métodos de triagem de dominio e usos populares como macerados, chas,



extratos aquosos, alcodlicos e outros, a fim de elucidar as principais atividades
farmacolégicas (CARVALHO, 2003).

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para o tratamento
de doencas inflamatorias, principalmente das populacfes mais carentes. Servem tanto a
conhecida “medicina caseira”, que faz parte da cultura popular destes paises, como de
matéria-prima para elaboracdo de anti-inflamatorios fitoterapicos ou extracdo de compostos

quimicos com atividade anti-inflamatoéria (FREITAS, 1999).

A fitoterapia é praticada, principalmente, pelas populacbes mais carentes, o que
representa grande perigo a salde, pois neste caso, sua utilizacdo ocorre desconsiderando 0s
aspectos relativos ao controle de eficacia e seguranca. E indiscutivel a necessidade de um
maior e melhor controle para estes produtos, ja que os fitoterapicos representam uma
alternativa economicamente viavel a populacdo (BENDAZZOLI, 2000). Sendo assim, neste
trabalho o objetivo foi estudar a acao anti-inflamatoria da semente de sucupira e 0 mecanismo

de acdo destas substancias no modelo experimental de artrites em camundongos.

A sucupira-branca (Pterodon emarginatus Vogel) € freqlientemente encontrada em
Minas Gerais, S&o Paulo, Tocantins, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
principalmente no cerrado e na floresta semidecidua da bacia do Parand (LEITE DE
ALMEIDA E GLOTTLIEB, 1975; BARREIRA et al., 2002). E conhecida na medicina
popular como faveiro, sucupira-branca, fava-de-sucupira, sucupira ou sucupira-lisa, apresenta
como sinonimia botanica Pterodon pubescens Benth. E uma planta semidecidua, heli6fita,
seletiva xerdfita, caracteristicas de terrenos secos e arenosos do cerrado e de sua transicao
para floresta semidecidua, com tecido compacto e revesso, bastante dura, dificil de rachar, de
longa durabilidade mesmo quando em contato com solo e umidade (LORENZI, 1992).

O efeito anti-inflamatério das sementes de Pterodon emarginatus foi comprovado por
diferentes autores (SABINO et al., 1999; NUNAN et al., 2001; COELHO et al., 2004). O 6éleo
da semente de Pterodon pubescens ndo apresentou atividade mutagénica (SABINO et al.,
1999), embora estudos de DL50 (dose letal 50%) e observacdo de sintomas toxicos agudos do
6leo das sementes demonstraram possiveis riscos apés utilizagdo da planta (DA LUZ DIAS et
al., 1995). Outros estudos toxicolégicos confirmam que elevadas doses do 6leo das sementes

ndo produzem efeitos toxicos em camundongos Swiss (SABINO et al., 1999).



As caracteristicas da sociedade moderna oferecem desafios que se estendem a varias
dimens0es, entre estas aos problemas de saude tanto no dominio da espécie humana como
também com relacdo aos animais domésticos. As mudancas de habitos alimentares, de
atividade comportamental tem favorecido o surgimento de novas patologias como também
ampliado a ocorréncia de patologias ja conhecidas de algum tempo. Como é o caso das

osteoartrites e outras doencas articulares nos animais domésticos.

Sabe-se, por outro lado, que o diagndstico completo pode ser complexo e com
restricdes bem como os recursos disponiveis ndo eficazes para a promogéo da recuperacdo dos
organismos afetados, comprometendo a qualidade de vida dos mesmos. Neste sentido,
verificou-se para este trabalho que a sucupira branca tem sido referendada, popularmente,
como capaz de reduzir os efeitos nocivos das afeccBes articulares em humanos. Entdo
levantou-se a hipotese de que seria possivel, a reducéo dos efeitos indesejados de animais de
laborat6rio com incapacitacdo articular induzida, tratados com a fracdo organica do extrato
hidroalcdolico da semente de sucupira branca (Pterodon emarginatus, Vogel), na intengdo de
estabelecer os limites de toxicidade para uso do material em mamiferos, como descobrir as

principais vias de acdo farmacoldgicas associadas as principais respostas obtidas.

Espera-se com isto a obtengdo de um produto que venha a somar-se, na pior das
hipo6teses, como coadjuvante aos tratamentos disponiveis, oferecendo um recurso mais eficaz
para 0S casos ndo trataveis com 0s recursos ja disponiveis, mas também dentro de uma
condicdo de custeio acessivel para a maioria da populacdo. A seguir, informacdes mais
pormenorizadas sobre o vegetal requisitado serdo disponibilizadas, bem como os objetivos,

metodologia, resultados, discussao e conclusdo, conforme orientagdo no sumario.



2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Contribuir para os estudos da atividade anti-inflamatoria de produtos naturais de

interesse para a Medicina Veterinaria

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1. Construir um hectograma para camundongos Mus musculus, albino suico, estimulados
com diferentes doses da fracdo organica do extrato hidroalcoolico da semente de sucupira (P.
emarginatus), i.p., tomando-se como referéncia os descritores clinicos de Malone (1983). Os
niveis de toxicidade aguda e possiveis relacfes do tipo dose/resposta serdo caracterizados.

3.2.2. Avaliar o padrdo de variacdo dos principais efeitos estimulantes e depressores sobre o
Sistema Nervoso Central — SNC, efeitos sobre o Sistema Nervoso Autonémico — SNA e

outros efeitos, conforme a dose empregada nos bioensaios realizados no item 3.2.1.

3.2.3. Verificar o efeito da fracdo organica do extrato hidroalcdolico da semente de sucupira
em modelo de inflamac¢do com camundongos Mus musculus, albino suico; conjugando com

teste de ansiedade;

3.2.4. Verificar o efeito da fracdo organica do extrato hidroalcéolico da semente de sucupira
em modelo de incapacitacdo articular mediado por ovalbumina, em camundongos Mus
musculus, albino suico; comparando-se com as respostas de camundongos no mesmo modelo
de incapacitagdo tratados com dexametazona e celecoxib, mediante realizacdo do teste da

barra vertical.

3.2.5. Avaliar as respostas de analgesia nos animais do item 3.2.4 em modelo de placa quente,

conjugado com teste de ansiedade.



3.2.6. Avaliar as transformagcfes macroscopicas e variacdes de pesagens em 6rgdos como
coragdo, figado, rim, pulmdo e baco nos animais do grupo 3.2.5 ao final do periodo de

realizacéo dos bioensaios.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fitoquimica no mundo

Vérias culturas tém explorado e utilizado as plantas para fins medicinais. A presenca
de plantas com propriedades medicinais em uma sepultura antiga no Irague sugere 0 Seu Uso
com finalidade terapéutica h4 mais de 60 mil anos. Os primeiros registros do uso de plantas
provém da China (~3000 a.C.), onde o Imperador ShenNung compilou o0 Pen
Tsao(Compéndio de Matéria Médica Chinesa). Este livro teve vérias edi¢cdes subsequentes, e
muitas das 1000 ou mais drogas descritas ainda sdo utilizadas na China (LANGMEAD E
RAMPTON, 2001).

O Papiro de Ebers, descoberto em uma sepultura no Egito em 1862, data de 1550 a.C. e
é o0 texto médico mais antigo a subsistir. O papiro contém centenas de medicamento a base de
plantas, incluindo o sene para constipacdo, dentre outros. A pratica mesopotamica esta
descrita em placas de barro datando do século Vlla.C., indicando novamente recursos
derivados de plantas, 6leo de ricino e sene, como laxativos (LANGMEAD E RAMPTON,
2001).

Posteriormente, Teofrastus (370-287 a.C.), um botanico grego e pupilo de Aristoteles,
e Dioscorides (40-90 a.C.), um cirurgido grego do exército de Nero, escreveram livros
descrevendo o uso medicinal das plantas e seus produtos. Galeno (129-216 d.C.), médico
grego, ampliou a obra de Dioscorides e preparou medicamentos vegetais combinados que hoje
sdo conhecidos como preparagdes galénicas (COWEN E HELFAND, 1990).

Perto do final do primeiro milénio, e influenciada fortemente pelos escritos de Galeno,
a medicina arabe produziu um grande ndmero de medicamentos derivados de plantas. Ao
mesmo tempo, apareceu 0 primeiro manuscrito medico saxdo o qual descrevia muitos
medicamentos herbais e suas indicagdes (LANGMEAD E RAMPTON, 2001).

Até o inicio do século XIX, cerca de 90% dos medicamentos disponiveis
compreendiam plantas medicinais, mas devido as dificuldades no controle de qualidade

desses extratos vegetais, do ponto de vista fisico-quimico, farmacolégico e toxicoldgico, seus



derivados isolados ou quimicamente sintetizados predominaram no mercado (LAPA et al.,
2000; CORREA et al., 2001).

Nos Estados Unidos, 24% das prescricdes medicas utilizam um ou mais principios
ativos derivados de plantas e 2,5% utilizam o seu extrato bruto (CALIXTO et al., 1998).

Aliado a diversidade de compostos bioativos encontrados, especialmente nas plantas
superiores, tém atraido a atencdo da comunidade cientifica e das inddstrias farmacéuticas que
apostam na producao de fitoterapicos como um negdcio lucrativo, uma vez que a utilizacdo de
plantas medicinais atinge um publico cada vez maior (CALIXTO, 2005). O aumento do
emprego dos produtos naturais traz consigo o uso indiscriminado de plantas sem qualquer
conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e toxicoldgico, o que é fato preocupante e também
chama a atencdo dos pesquisadores, uma vez que isto esta acontecendo com a maioria das

espeécies vegetais consumidas pela populacdo, em todo pais (ALICE et al., 1995).

3.2 O uso das plantas medicinais no Brasil

Embora a fitoterapia ja agregue um contingente apreciavel de trabalhos realizados e
publicados, constitui, ainda, um vasto campo para pesquisa. Nos ultimos 10 anos, 0 nimero
de publicaces cientificas, nos paises latino-americanos, aumentou muito (CALIXTO, 2005).
O interesse pela fitomedicina cresceu e esta crescendo, devido a busca de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento de diversas doencas, cujos cuidados baseiam-se no uso de
medicamentos que apresentam uma série de efeitos colaterais e muitas vezes aliviam

parcialmente os sintomas sem tratar a doenca (ALICE et al., 1995).

No Brasil, aproximadamente 84% dos farmacos atualmente disponiveis no mercado
sdo importados e 60% de todas as substancias processadas sdo consumidas por 23% da
populacgdo, fazendo com que os “medicamentos caseiros” a base de plantas medicinais sejam,
ainda, a principal fonte de medicamentos para a maioria da populacdo brasileira de baixa
renda, a qual recorre as plantas medicinais para o tratamento dos seus males e enfermidades
(ELISABETSKY E WANNMCHER, 1993; ELISABETSKY, 1999).



As plantas medicinais tornaram-se um topico de importancia global crescente nos
ultimos anos, tendo repercussfes tanto sobre a saude mundial quanto no comércio
internacional. Nos ultimos 10 anos, as plantas medicinais tém desfrutado de um renascimento
e essa fase tem sido alimentada por muitos consumidores interessados na medicina preventiva

e por desapontamento com os medicamentos alopaticos (MAHADY, 2001).

Na verdade, a origem trans-cultural das plantas medicinais e seu uso continuo por
séculos sugerem que ao menos alguns de seus constituintes possuem valor terapéutico. Apesar
disso, 0 seu uso por mais de mil anos ndo garante sua eficicia ou sua seguranca e, nesse
sentido, as plantas medicinais ndo se diferenciam de qualquer outro Xenobidtico e sua
preconizacdo, ou a autorizacgdo oficial do seu uso medicamentoso, devem ser fundamentadas
em evidéncias experimentais comprobatdrias de que 0s riscos a que se expde aqueles que a
utilizam séo suplantados pelos beneficios que possam advir (LAPA et al., 2000;
LANGMEAD E RAMPTON, 2001).

O termo “Oleo essencial” ¢ empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados
de aroma forte, quase sempre agradavel, extraidos de plantas por alguns processos
especificos, sendo o0 mais frequente a destilacdo por arraste com vapor de agua (CRAVEIRO,
1981).

De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos volateis, 6leos
etéreos ou esséncias. Sua principal caracteristica € a volatilidade, diferindo-se, assim, dos
6leos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes. Quimicamente,
a maioria dos 6leos volateis sdo constituidos de derivados fenilpropandides e terpenoidicos
(mono - e sesquiterpenoides) (MANN, 1987; IKAN, 1991; SIMOES et al., 19990).

As substancias odoriferas em plantas foram consideradas por muito tempo como
“desperdicio fisiologico” (KNOBLOCHet al., 1986) ou mesmo produtos de desintoxicagéo,
como eram vistos os produtos do metabolismo secundario (MOTHES, 1980). Os o0leos
essenciais possuem propriedades quimico-ecoldgicas de inibicdo da germinacéo e de protecédo
contra predadores. Estdo envolvidos na polinizagdo, na protecdo contra a perda de agua e
aumento da temperatura (CRAVEIRO E MACHADO, 1986; HARBORNE, 1993).

Os oOleos essenciais tém demonstrado propriedades farmacoldgicas variadas
(BRUNETON, 1991; SIMOES E SPITZER, 2000): acdo carminativa, antiespasmadica,



estimulante do apetite, cardiovascular, anestésica local, acdo anti-inflamatdria, antisséptica,
antimicrobiana e atua sobre o sistema nervoso central. A toxicidade cronica dos 6leos volateis
¢ pouco conhecida e ainda é necessario avaliar suas eventuais propriedades mutagénicas,
teratogénicas e/ou carcinogénicas. A toxicidade aguda, entretanto, € mais conhecida. A
toxicidade dos Oleos essenciais é dependente da dose e da via de administracdo
(BRUNETON, 1991; SIMOES E SPITZER, 2000).

3.3Fitoquimica na veterinaria

A Etnoveterindria € a ciéncia que envolve aopinido e o conhecimento das praticas
popularesutilizadas para o tratamento ou prevencado dasdoencas que acometem 0s animais
(MATHIUS-MUNDY E MCCORKLE, 1989).

O futuro profissional médico veterinério é o estudante de hoje, e é nele que a Fitoterapia
deve estar presente para que seja incentivada, o primeiro a conhecer o tratamento e reconhecé-
lo como véalido (ALMEIDA et al., 2006).

O uso de fitoterapicos tanto nos humanos quanto nos animais, vem aumentando
constantemente,devido aos avangos ocorridos na area cientifica que comprovam e
reconhecem os fitoterapicos comoseguros, eficazes, pouco agressivo, de pouco efeito colateral
e de baixo custo; com isso sua popularidadevem aumentando muito ndo sé no Brasil como no
mundo todo, segundo a ONU (Organizacdo Mundial de Saude) aproximadamente oitenta por
cento da populagdo mundial e oitenta e dois por cento do Brasil utilizam as plantas medicinais
(FUNARI E FERRO, 2005).

3.4 Pterodon

Dentre as espécies pertencentes a familia Leguminosae, 0 género Pterodon apresenta
interesse  pela comunidade cientifica desde a descoberta do composto 14,15-

epoxigeranilgeraniol com a¢@o anticercaria e antimicrobiana “in vitro” (MAHJANet al., 1970;



FASCIO et al., 1975). O género Pterodon compreende cinco espécies nativas do Brasil;
Pterodon abruptusBenth, Pterodon apparicioiPedersoli, Pterodon polygalaeflorusBenth,
Pterodon emarginatus Vogel e Pterodon pubescensBenth. Neste trabalho, os autores optaram
em realizar o estudo utilizando as sementes de Pterodon emarginatus muitas vezes indicada e

utilizada pela populacéo.

Estudos fitoquimicos do género Pterodon tém demonstrado a presenca de alcaldides
nas cascas das arvores (TORRENEGRAet al., 1989), isoflavonas e alguns triterpenos
(MARQUES et al., 1998); diterpenos na madeira (FASCIO et al., 1975; ARRIAGA et al.,
2000) e isoflavonas no dleo das sementes (BRAZ FILHO E GOTTLIEB, 1971). Apesar de
existirem estudos sobre a atividade citotoxica de alguns diterpenos (HAYASHIet al., 1992;
DIMAS et al., 1998) e sesquiterpenos (BEEKMAN et al., 1996; KUBO et al., 1996), existem
poucos estudos toxicologicos a respeito do 6leo essencial das sementes de Pterodon
emarginatus Vogel (DA LUZ DIAS et al., 1995).

A sucupira-branca (Pterodon emarginatus Vogel) é frequentemente encontrada em
Minas Gerais, S&o Paulo, Tocantins, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
principalmente no cerrado e na floresta semi-decidua da bacia do Parand (LEITE DE
ALMEIDA et al., 1975; BARREIRA et al., 2002).

Pterodon emarginatus Vogel conhecida na medicina popular como faveiro, sucupira-
branca, fava-de-sucupira, sucupira ou sucupira-lisa, apresenta como sinonimia botanica
Pterodon pubescensBenth. E uma planta semi-decidua, heliofita, seletiva xerofita,
caracteristicas de terrenos secos e arenosos do cerrado e de sua transicdo para floresta semi-
decidua. Sua dispersdo e irregular e descontinua, ocorrendo em agrupamentos densos e,
muitas vezes até em populacdes puras. Um dos seus principais usos justifica-se pela sua
madeira, considerada pesada (densidade 0,94 g/cm3), com tecido compacto e revesso,
bastante dura, dificil de rachar, de longa durabilidade mesmo quando em contato com solo e
umidade (LORENZI, 1992).

Sua madeira, geralmente, é utilizada em construcdo civil e naval, pilares de pontes,
postes, dormentes, assoalho de vagdes e de carrocerias, carvdo e lenha. A arvore é
ornamental, porém, infelizmente ainda ndo foi devidamente aproveitada para o paisagismo;
apesar de seu lento crescimento, pode ser usado com sucesso na arborizacdo de ruas e pracas.

Como planta tolerante a luz direta e pouco exigente em solos, ndo pode faltar nos



reflorestamentos mistos destinados a recomposicdo de areas degradadas de preservacdo
permanente (LORENZI, 1992).

A planta inteira € empregada na medicina popular em toda regido de sua ocorréncia
natural. A casca produz um o6leo volatil e aromatico, muito eficiente no tratamento do
reumatismo, possivelmente o mesmo encontrado nos alvéolos das sementes. As tlberas
radiculares ou “batatas-de-sucupira” sd0 empregadas no tratamento de diabetes (MORS et al.,
1967).

Trata-se de uma arvore de grande porte de copa piramidal e rala, com altura de 8-16
metros, com tronco cilindrico de 30-40 centimetros de didametro revestido por casca lisa de cor
branco-amarelada. Suas raizes ocasionalmente formam expans@es ou tlberas denominadas de
“batata-de-sucupira”, constituindo-se em 0Orgdos de reserva da planta. Possuem folhas
compostas pinadas, com 20-36 foliolos de 3-4 centimetros de diametro e flores de cor rosada,
dispostas em inflorescéncias paniculadas terminais. Os frutos sdo vagens tipo samara,
arredondado, indeiscente e alado, contendo uma Unica semente fortemente protegida dentro de
uma capsula fibro-lenhosa e envolvida externamente por uma substdncia oleosa numa
estrutura esponjosa como favos de mel (LORENZI E MATQS, 2000).

Além disso, a espécie também é frequentemente confundida na medicina tradicional
com a espécie Bowdichia virgiloides Kunth, morfologicamente bem diferente daquela,
principalmente com relagdo aos frutos (vagens), porém com os mesmos nomes populares. A
espécie Pterodon emarginatus Vogel, produz anualmente grande quantidade de sementes
viaveis, que eventualmente podem ser atacadas por insetos e sua floracdo ocorre durante 0s
meses de setembro — outubro e a maturagdo dos frutos verificam-se nos meses de junho —
julho com a planta j& quase totalmente despida da folhagem; permanecendo, entretanto, na

arvore por mais algum tempo.

As sementes podem ser obtidas colhendo-se os frutos diretamente da arvore quando
iniciarem a queda espontanea, ou recolhé-los no ch&@o apos a queda. Os frutos assim obtidos
podem ser diretamente utilizados para a semeadura, ou abertos manualmente para a retirada
da semente; essa seria a situacdo ideal, entretanto, como é uma operagdo trabalhosa, pode-se
cortar uma de suas extremidades e semea-los dessa forma. Um quilograma de frutos contém,
aproximadamente, 1200 unidades (LORENZI, 1998).



Embora apresente variadas atividades farmacologicas, extratos hidroalcodlico das
sementes das espécies pertencentes ao género Pterodon, sdo muito utilizados pelas suas
atividades anti-reumatica, analgésica, anti-inflamatoria, quando ingeridos por via oral, em
quantidades pequenas com doses regulares (COELHO et al.,, 2005) e hipoglicemiante
(MACEDO; FERREIRA, 2004). O uso popular do seu 6leo, com efeito antirreumatico, tem
sido relatado em livros brasileiros sobre plantas medicinais durante muito tempo (COIMBRA,
1942; CRUZ, 1965). Além disso, a atividade antirreumatica do extrato hidro alcoolico das
sementes de Pterodon pubescens demonstrou aumento na producéo de coladgeno na artrite em
camundongos Swiss (SABINO et al., 1999).

O efeito anti-inflamatério das sementes de Pterodon emarginatus foi comprovado por
diferentes autores (SABINO et al., 1996; NUNAN et al., 2001; COELHO et al., 2004). O 6leo
da semente de Pterodon pubescensndo apresentou atividade mutagénica (SABINO et al.,
1999b), embora estudos de DLsy (dose letal para promover a morte de 50% de um grupo de
animais experimentais estimulados), e observacdo de sintomas tdxicos agudos do 6leo das
sementes demonstraram possiveis riscos apos utilizacdo da planta (DA LUZ DIAS et al.,
1995). Outros estudos toxicoldgicos confirmam que elevadas doses do 6leo das sementes ndo

produzem efeitos toxicos em camundongos Swiss SABINO et al., 1999).

3.5 Atividades farmacoldgicas

O oxigénio € uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente reduzido para
formar um ndmero de agentes quimicamente reativos. O processo de transferéncia de elétrons,
ou a absorcdo de energia pode levar o oxigénio a gerar as Especies Reativas de Oxigénio
(ERO). Estas abrangem moléculas com um elétron desemparelhado no altimo orbital, ou seja,
ocupando um orbital atbmico ou molecular sozinho, também conhecido como radical livre.
Os radicais livres sdo extremamente instaveis, extraordinariamente reativos, e com uma
enorme capacidade para combinar-se com diversas moléculas integrantes da estrutura celular
e derivado de cada uma delas. ERO é um termo frequentemente usado para incluir também
espécies que ndo sao radicais livres, mas algumas moléculas derivadas de O, (oxigénio),
capazes de gerar radical livre, como por exemplo, o peroxido de hidrogénio (H202)
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 2000).



O O, envolvido no processo respiratorio, em certas condi¢des no organismo, pode ser
transformado em &nion superdxido, radical hidroxil, oxigénio singlete peroxido de
hidrogénio, e todas essas variagfes estdo muitas vezes associadas a circunstancias patologicas,
incluindo processos inflamatdrios. Entretanto, também estdo relacionadas a processos
fisiologicos como, por exemplo, a resposta imune. Estas formas de oxigénio sdo altamente
prejudiciais para os constituintes celulares, incluindo o DNA, os lipides, acidos graxos e as
proteinas (STORZet al., 1987). O oxigénio atmosférico é o principal agente responsavel pela
deterioracdo de materiais organicos e alimentos expostos ao ar. Diversas classes de moléculas
sdo susceptiveis ao ataque de O2 e acabam formando hidroperéxidos. Tais hidroperoxidos
contribuem para a deterioracdo e disfuncdo em células e membranas celulares (LARSON,
1988).

As EROs podem direcionar a producdo de mais espécies reativas, articularmente
através de processos enddgenos, acontecendo em muitas células como consequéncia dos
processos metabdlicos. Também podem ser formadas pela exposicdo de células a radiacdo
ionizante, pelo ciclo-redox quimico presente no ambiente ou pela exposicdo a metais pesados
(BRENNAN E SCHIEST, 1996).

Apesar destes mecanismos, todos os organismos aerébios estdo continuamente
expostos a oxidantes reativos, ocorrendo estresse oxidativo, onde a concentragdo destes
oxidantes aumenta a capacidade de tamponamento antioxidante da célula. Dados 0s prejuizos
naturais das EROs, a maioria dos organismos tém desenvolvido meios para protecdo dos seus

constituintes celulares contra os oxidantes reativos (GASPARRI, 2005).

3.6 Processo doloroso

A dor é definida pela Associa¢do Internacional para Estudos da Dor como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos de tal lesio (DICKENSON E BESSON, 1997). E importante
salientar que sempre que qualquer tecido estiver lesado, 0 organismo reage para desencadear
0 estimulo doloroso como um mecanismo de prote¢cdo (GUYTON E HALL, 2002; MILLAN,
2002). Entretanto, a dor € uma experiéncia complexa que ndo envolve apenas a transducéo do



estimulo nociceptivo ambiental, mas também cognitivo e emocional processado pelo cérebro
(JULIUS E BASBAUM, 2001).

Os receptores da dor na pele e em outros tecidos estdo presentes em terminagdes
nervosas livres, sensiveis a estimulos dolorosos. A atividade no nociceptor e a via nociceptiva
e outros processos neurofisiolégicos induzidos pelo estimulo doloroso € chamado de
nocicepcdo (DICKENSON E BESSON, 1997). A dor é usualmente desencadeada pela
ativacdo de nociceptores especificos (dor nociceptiva). Entretanto, ela pode ser resultante de
lesdo nas fibras sensoriais, ou dano ocasionado no SNC (dor neuropatica) (MILLAN, 1999).
Além disso, segundo Dickenson e Besson (1997), algumas alteragdes podem ocorrer como 0
aumento da resposta a um estimulo normalmente doloroso o qual é denominado de
hiperalgesia. Esta normalmente é decorrente de importantes mudancas no processo central de
sinalizacdo da dor. Outras alteracGes sensoriais também podem aparecer, entre elas a alodinia

que se refere & dor evocada por estimulos indcuos (MILLAN, 1999).

A sensacdo de dor nos alerta para uma real ou provavel lesdo e desencadeia respostas
apropriadas para proteger o organismo. Contudo, frequentemente a dor torna-se cronica e
debilitante, em substituicdo a sua funcdo de atuar como um sistema de aviso. A transmissao
para a fase cronica envolve mudancas na medula espinhal e encéfalo, mas ocorre modulacédo
significativa nos locais onde as mensagens da dor séo iniciadas no nivel do primeiro neurdnio
sensorial (JULIUS E BASBAUM, 2001). Neste sentido, existem vérias fontes importantes
onde os mediadores que participam da resposta nociceptiva sdo gerados como: tecido lesado,
sistema vascular, células imunes, tecidos adjacentes, nervos sensoriais e simpaticos. Esses
mediadores atuam em receptores amplamente distribuidos no organismo. Alguns desses
receptores sdo acoplados a proteina G e induzem a formacgdo de segundos mensageiros.
Outros receptores sdo acoplados a canais idnicos que regulam a permeabilidade e a
concentragdo celular de ions (DICKENSON E BESSON, 1997).

Alguns desses mediadores que estimulam o tipo quimico de dor incluem: bradicinina
(BK), serotonina (5-HT), histamina, ions potéssio, acidos, acetilcolina eenzimas proteoliticas.
Além destas, as prostaglandinas (PGs) e a substancia P (SP) acentuam a sensibilidade das
terminacBes da dor (GUYTON E HALL, 2002; MILLAN, 2002). O método do tempo da
lambida da pata é uma metodologia que melhor mimetiza a dor clinica e é constituida por
duas fases dolorosas. A primeira fase é tipica de uma agdo em nivel de sistema nervoso

central, onde as sinapses que contém receptores opidides constituem um dos mecanismos que



controla a dor. Fa&rmacos como a morfina podem agir centralmente nesses receptores e
diminuir o estimulo doloroso. A morfina, por ser um farmaco opidide, age na segunda fase
(SHIBATA et al., 1989). A segunda fase € caracterizada pelo surgimento de um processo
inflamatdrio local, onde sdo produzidos mediadores da inflamacdo. Esses mediadores sdo
inibidos por farmacos anti-inflamatorios, tais como o acido acetilsalicilico, indometacina e
dexametasona (FARSAMet al., 2000).

O método de contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,6% induz efeito
doloroso e uma reacdo inflamatdria aguda, devido a liberacdo de diversos mediadores
semelhantes a citocinas e eicosandides, por exemplo, aumento dos niveis de prostaglandinas
E2 e F2a no fluido peritoneal (DERAEDTet al., 1980). Adicionalmente, tem sido
demonstrado que citocinas, semelhantes ao fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), estdo
envolvidos na resposta nociceptiva das contor¢@es induzidas por acido acético (RIBEIRO et
al., 2000). No teste da placa quente (hot plate) avalia-se uma resposta antinociceptiva central
especifica, através dos antagonistas/receptores opididessupra-espinhais e espinhais
(NEMIROVSKYet al., 2001). Neste modelo, a morfina é utilizada como padrao, ja que causa
analgesia por ativar as vias descendentes, por inibir a transmissdo no corno dorsal e por inibir

a excitacdo das terminacgdes nervosas sensoriais na periferia (SHANNON E LUTZ, 2002).

3.7Resposta inflamatdria

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para otratamento
de doencas inflamatdrias, principalmente das populacbes mais carentes. Servem tanto a
conhecida “medicina caseira”, que faz parte da cultura popular destes paises, como de
matéria-prima para elaboragdo de anti-inflamatorios fitoterapicos ou extracdo de compostos

quimicos com atividade anti-inflamatéria (FREITAS, 1999).

Todos os organismos vivos, desde os procariontes até 0 homem, possuem mecanismos
adaptativos para responder a estimulos agressivos no sentido de manter o equilibrio
homeostatico. Nos vertebrados, esta resposta inclui uma série de alteragcbes bioguimicas,
fisiologicas e imunoldgicas coletivamente denominadas inflamag&o. Na maioria das vezes, 0s

mediadores inflamatérios como, por exemplo, produtos de leucdcitos e plaquetas ativados, do



metabolismo do &cido araquiddnico (prostaglandinas e leucotrienos) e das cascatas da
coagulacdo e do complemento, tém localmente no sentido de restringir as consequéncias e a
extensdo do dano tecidual (ABBAS et al., 1994; ADAMS, 2003). Em condi¢Ges em que a
capacidade homeostatica local € superada, ou pela magnitude do estimulo agressor ou pela
insuficiéncia dos mecanismos reguladores, a resposta inflamatoria extravasa os limites do seu
microambiente e pode se manifestar de modo sisttmico em todo o organismo ou ainda,
dependendo da quantidade de citocinas liberadas, pode ter consequéncias catastroficas, na
forma de choque circulatério grave (ADAMS, 2003; ABBAS et al., 1994).

Atualmente, além das infec¢cBes, muitas outras formas de injdria tecidual, como
trauma, isquemia, neoplasias e hipersensibilidade, desencadeiam alteragdes na concentragéo
de varias proteinas plasmaticas, conhecidas como “proteinas de fase aguda” (PFAg). Elas
constituem apenas uma parte da “reacdo ou resposta de fase aguda” (RFAQ) que inclui febre,
leucocitose e anormalidades metabdlicas que produzem variada manifestacdo clinica e
laboratorial. Na resposta inflamatéria as varias PFAg exibem diferentes alteracdes na sua
concentracdo sérica (muito ou pouco aumentada, ou mesmo diminuida) e propriedades
bioldgicas. A magnitude, mas ndo a natureza, da resposta de fase aguda, medida pela
concentracdo da proteina C reativa (PCR), depende do estimulo desencadeante. Quando este é
autolimitado ou controlado por tratamento, a inflamacéo é inibida e as PFAg retornam a
concentracdo fisiolégica em dias ou semanas, podendo, de outra maneira, persistir ou
recidivar, levando a um padrdo de “RFAg cronica”, como ocorre em neoplasias, colagenoses
e infecgbes crbnicas (BALLOU e KUSNHER, 1993; BAUMANN e GAULDIE, 1994,
ADAMS, 2003).

Independentemente da natureza do estimulo desencadeante, as células ativadas do
sistema fagocitico mononuclear (mondcitos circulantes e macrofagos teciduais) iniciam a
cascata de eventos da RFAg, secretando, em uma etapa inicial, citocinas da familia da
interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF). Estas moléculas tém acéo pleiotropica,
tanto a nivel local como sistémico. Localmente, agem sobre células da matriz ou estroma
tecidual, principalmente fibroblastos e células endoteliais, causando a liberagdo de um
segundo conjunto de citocinas que incluem, além dos préprios IL-1 e TNF, também
interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) e as proteinas inflamatoria (MIP-1) e quimiotatica
(MCP) de macrdéfago. Esta ultima proteina, juntamente com IL-1, IL-8 e TGF-f recruta para o

foco inflamatorio, mondcitos e neutréfilos, 0s quais secretam um terceiro conjunto de



citocinas, incluindo o TNF e outros fatores quimiotaticos, que retro alimentam o processo
inflamatério (STADNYK e GAULDIE, 1991; ADAMS, 2003).

O endotélio vascular desempenha papel central na comunicacdo entre o sitio
inflamatdrio e os leucdcitos circulantes, tanto pela expressdo de moléculas de adesdo (das
familias de ICAM e ELAM), que facilitam a migragdo tecidual de mondcitos e neutrofilos,
como pela modificacdo do tonus vascular mediado por metabdlitos do acido araquidonico
(prostaglandinas, tromboxano e leucotrienos), pelo éxido nitrico e pelas cininas, causando
vasodilatacdo (eritema), aumento da permeabilidade vascular (edema) e hipotensdo arterial. A
outra manifestacdo da inflamacdo, a dor, é mediada, além das prostaglandinas, pela
bradicinina, um nonapeptidio liberado pelo sistema cininogénio (também uma PFAg-cinina,
gue também participa da ativacdo da cascata da coagulacdo (BAUMANN e GAULDIE, 1994;
STEEL e WHITEHEAD, 1994; ADAMS, 2003).

3.7.1. Consumo do Acido Araquidénico

O acido Araquidénico é assim chamado porque deriva do acido do amendoim, Arachis
hipogaea. Trata-se de um &cido graxo insaturado. E o material inicial para a sintese de
prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos e lipoxinas. O &cido araquiddnico € um acido
graxo 0mega-6 e um dos é&cidos graxos mais comuns derivados dos fosfolipidios da

membrana celular (Silva, 2006).

A cascata do acido araquiddnico é uma via metabdlica do organismo que usa o acido
araquiddnico para a sintese de uma grande pandplia de mediadores lipidicos de importancia
incontestavel na fisiologia e patologia, globalmente denominados de eicosanoides e entre 0s
quais se encontram: prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. A cascata do acido
araquidonico depende da oxidacdo deste composto lipidico e € divisivel em duas vias
principais: a dependente da ciclooxigenase (COX) e a dependente da lipo-oxigenase (LOX)
(GOODMAN E GILMAN, 2007).

A importancia da cascata do &cido araquidonico radica no conjunto de funcdes
desempenhadas pelos seus produtos, 0s eicosandides, na bioquimica das células. O seu papel

mais notavel serd porventura o de via pro-inflamatoria e de alvo terapéutico dos farmacos
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anti-inflamatorios ndo esterdides, como a aspirina. Consequentemente, o controle e
modulacdo da cascata do é&cido araquidénico e das agbes dos -eicosandides, quer
fisiologicamente, quer iatrogenicamente, pode prevenir ou tratar uma vasta miriade de
patologias do organismo, de entre as quais podemos enunciar: hipertensdo arterial,
hipertensdo pulmonar, hipertensdo ocular e glaucoma, Ulcera géstrica, disfungdo eréctil, artrite
reumatoide, asma (SILVA, 2006; GOODMAN E GILMAN, 2007) .

Os eicosanoides se formam quando a fosfolipase ou outras lipases sdo ativadas em
determinado tecido, essa ativacdo pode ser provocada pela acdo de um estimulo fisiologico
(por exemplo, pela angiotensina, bradicinina, noradrenalina) ou por estimulo patoldgico (leséo
tissular). Quando o &cido araquidénico é liberado da forma esterificada existente na
membrana celular, ele é transformado em diversos produtos, pela acdo de varias enzimas,

representadas, principalmente, pelas ciclooxigenases e lipoxigenases (SILVA, 2006).

O é&cido araquiddnico pode ser oxidado pela enzima ciclo-oxigenase dando origem aos

prostandides, ou seja, as prostaglandinas e aos tromboxanos. Porém, nem todas as

prostaglandinas e tromboxanos tém como percursor o &cido araquiddnico, esse é apenas 0
caso dos eicosandides da série 2 (identificaveis por um numeral 2 subscrito; por exemplo:

PGGy,), as prostaglandinas e tromboxanos da série 1 sdo derivadas do &cido eicosatriandico e

os da série 3 do &cido eicosapentaendico, contudo, a sintese de todos os prostandides depende

da COX, uma vez que a enzima atua sobre qualquer um dos percursores (DEVLIN, 2005;
SILVA, 2006; GOODMAN E GILMAN, 2007).

Os tromboxanos (TX: AeB) foram inicialmente descobertos como produtos do

metabolismo do acido araquid6nico nas plaquetas sanguineas ou trombdcitos (SILVA, 2006).

Existem duas isoenzimas da COX: a COX-1 e a COX-2. A COX-1 é constitutiva da
maioria dos tecidos, mas com especial relevancia para a mucosa gastrica, endotélio vascular,
parénquima renal e plaquetas. Ja a COX-2 é uma enzima de expressdo induzivel por
mediadores pro-inflamatérios (como a IL-1, o PAF ou o LPS) em macrofagos e
mondcitos(DEVLIN, 2005).

A via da lipo-oxigenase (LOX) é a segunda via, que com a da COX, forma a cascata
do é&cido araquidonico. Os produtos desta segunda via sdo 0s  acidos
monohidroperoxidoeicosateraenoicos (HPETES), os acidos hidroxieicosatetraenoicos

(HETEs) e os leucotrienos (LTs), que, a semelhanca dos prostandides, sdo mediadores
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lipicos.A principal acdo estudada dos produtos desta via é a sua agdo pré-inflamatéria, a
semelhanca do que ocorre na via da ciclo-oxigenase, alem do &cido araquiddnico, outros
acidos graxos poli-insaturados (DGLA e ECA) podem sofrer acdo da LOX, mas cré-se que 0s
eicosandides sintetizados a partir destes tém uma acdo menos potente (DEVLIN, 2005;
GOODMAN E GILMAN, 2007).

Os HPETEs sdo percursores instaveis que rapidamente ddo origem a novos compostos.
A maioria dos HPETEs reduz-se espontaneamente ou sdo reduzidos pela acdo de uma

peroxidase aos respectivos acidos hidroxieicosatetraenoicos ou HETEs (5-HETE, 12-HETE e

15-HETE). O principal papel dos HETEs identificado até a data é a regulacdo da resposta
inflamatoria: sdo quimiotaxicos, estimulam a adenil ciclase e medeiam a desgranulacdo dos

leucdcitos polimorfonucleados, por exemplo. O 5-HPETE: é o principal produto em basofilos,

leucdcitos polimorfonucleados, macréfagos, mastocitos e qualquer tecido envolvido numa
resposta inflamatéria ((DEVLIN,2005; SILVA, 2006; GOODMAN E GILMAN, 2007).

Os leucotrienos sdo em geral substancias pro-inflamatérias. Estdo associados a
estimulacdo da acdo dos leucocitos - complementando o papel dos HETES -, a contracdo do
musculo liso - principalmente a nivel brénquico e grastro-intestinal - e ao aumento da
permeabilidade vascular - explicando o edema que acompanha uma resposta inflamatéria
(DEVLIN, 2005).

3.7.2 Citocinas

As citocinas sdo importantes mediadores da defesa do hospedeiro contra infeccdes,
lesGes e inflamacGes aguda e crénica, que séo liberadas por células e agem sobre linfocitos e
macrofagos e outras celulas fora do sistema imune, sendo mensageiros proteicos que
influenciam e interligam o sistema imune com 0s outros sistemas fisiolégicos do organismo
(SILVA, 2006;GOODMAN E GILMAN, 2007).

Alguns inibidores especificos de varias citocinas foram purificados a partir de fluidos

corporeos e incluem formas sollveis de receptores celulares, esses inibidores e drogas
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correlatas podem servir de base de intervencdo farmacolégica das respostas imune e
inflamatorias (GOODMAN E GILMAN, 2007).

A interleucina-1 (IL-1) € uma citocina que representa uma familia de trés citocinas que
consiste em dois agonistas, IL-1a e IL-1p, e um antagonista endogeno do receptor IL-1 (IL-
1RA), as moléculas da interleucina-1 sdo produzidas na presenca de infeccdo e lesdo ou numa
provocacdo antigénica, sendo sua fonte primaria os macrofagos ativados (SILVA,
2006;GOODMAN E GILMAN, 2007; ADAMS, 2003).

Todas as moléculas de interleucina-1 atuam em receptores especificos nos tecidos-
alvos,a IL-1 é uma citocina pré-inflamatoria importante, especialmente nas manifestacdes
sistémicas da inflamacéo, como a febre, por exemplo, participa de varios quadros patoldgicos,
como artrite reumatoide, doenca intestinal inflamatdria, choque séptico e diversas doencas
autoimunes (ADAMS, 2003).

3.8 Sistema Musculo Esquelético

O tecido désseo promove suporte para as partes moles, protege 6rgdos vitais, aloja a
medula 6ssea, atua como um depdsito de calcio, fosfato e outros ions, proporciona apoio aos
musculos esqueléticos e € constituinte do sistema de alavancas que ampliam as forcas geradas
na contracdo muscular (JUNQUEIRA ET AL, 1990).

O sistema locomotor é constituido por 0ssos, articulagdes e musculos. O esqueleto de
um animal vivo é constituido de 0ssos que sdo por sua vez estruturas vivas. Nos vertebrados,
a locomocdo, a defesa, o ataque, a forca de pegar e segurar e outras atividades desse tipo

dependem da acdo dos musculos que se fixam as alavancas (FRANDSON,1979).

Neste conjunto, ha também articulagdes, que unem os 0ssos, umas firmemente, outras
unem de forma a permitir movimentos livres. As articulagcbes podem ser classificadas:
anatomicamente, de acordo com o seu modo de desenvolvimento, a natureza do meio de
unido e a forma das faces articulares; fisiologicamente, em relacdo a liberdade e ao grau de
movimento, ou auséncia deste; e por uma combinacdo das caracteristicas das duas anteriores

(GETTY,1986), estas podem ser: fibrosas, cartilaginosas — estas duas com pouca ou nenhuma



amplitude de movimento — e sinoviais, que permitem uma grande amplitude (DYRCE ET AL,
1985).

Nas articulacGes sinoviais, 0s 0ss0s que se articulam séo revestidos por uma camada
de cartilagem; existe com frequéncia cavidade articular com liquido, envolta por a membrana
sinovial. Complexos espessamentos desta membrana formam os ligamentos. Em alguns casos
pode existir divisdo da cavidade articular em duas outras por menisco (ROMER E
PARSONS,1985).

Os 0ssos entram em contato uns com os outros através de articulagdes, sendo que
algumas se destinam a promover uma unido firme, enquanto outras permitem ampla
movimentacdo. Assim, além das diferencas observadas no desenvolvimento, existe enorme
variacdo quanto a estrutura das articulacdes, o que dificulta sua classificacdo. O sistema
oficial atual reconhece trés classes principais de articulacdo, as articulacdes fibrosas, em que
0S 0ss0s sd0 unidos por tecido conjuntivo denso, sdo relativamente iméveis ou mesmo rigidas;
as articulacbes cartilaginosas, em que a unido dos 0ssos se da através de cartilagens, séo
relativamente imoOveis ou mesmo rigidas e as articulacBes sinoviais, onde 0s 0ss0S S&o
separados por um espaco preenchido por liquido, a cavidade articular(GETTY,1986;
JUNQUEIRA et al., 1990).

Os limites do espaco sdo completados por um delicado tecido conjuntivo, a membrana
sinovial. Esta se une a periferia das superficies articulares, que sdo revestidas por finas
camadas de cartilagem (DYRCE, 1990).

Na maioria das articulagdes sinoviais , no entanto, a membrana sinovial é reforcada
externamente por uma capsula fibrosa , enquanto corddes fibrosos (ligamento) adicionais sao
estrategicamente disposto para unir 0s 0ssos e limitar os movimentos a direcdo e ao grau
exigidos (HICKMAN,1964).

A superficie articular é revestida por cartilagem articular, geralmente do tipo hialino,
embora em alguns locais possa encontrar-se fibrocartilagem ou mesmo tecido fibroso denso.
A cartilagem acentua a curvatura do 0sso que recobre sendo mais espessa no centro das

superficies convexas e na periferia das superficies céncavas (DYRCE, 1990).

A cartilagem tem uma estrutura complexa na qual as finas fibras da matriz sdo

dispostas em arco, cujos vertices dirigem-se para a superficie. Uma vez que ocorre 0



rompimento da cartilagem, comum nas doengas articulares, tendem a seguir a dire¢do das
fibras, as lesdes superficiais levam a formacdo de fragmentos rompidos tangencialmente,
enquanto as lesbes mais profundas ocasionam rupturas mais ou  mMenos
verticais(BRINKER,1986).

A cartilagem articular ndo é inervada nem irrigada. A insensibilidade explica por que
as lesbes articulares podem evoluir antes que o paciente as perceba. As necessidades
nutritivas e de oxigénio sdo supridas a partir da difusdo de trés fontes o liquido na cavidade
articular, vasos nos tecidos na periferia da cartilagem e vasos nos espacos medulares
subjacentes. A difusdo é facilitada pela porosidade da matriz cartilaginosa, que absorve e
libera liquidos de acordo com a solicitacdo e a compressdo da cartilagem durante os
movimentos da articulacdo(GETTY,1986; DYRCE, 1990).

A membrana sinovial, que completa o revestimento da articulacdo, € uma camada
brilhante de tecido conjuntivo de cor rosada. Pode estar totalmente livre, pode repousar
diretamente sobre a resistente capsula fibrosa externa ou pode estar separada desta pela

interposicdo de coxins de gordura (DYRCE, 1990).

A superficie interna da membrana apresenta diversas projecdes de tamanho variado o
que permite um aumento da area superficial. Ao contrario das membranas mucosas, a
membrana sinovial ndo apresenta um revestimento celular uniforme; as partes mais celulares,
limitadas a regiBGes protegidas, sdo responsaveis pela producdo do componente lubrificante
(aminoglicanos) da sindvia (GETTY,1986).

Os outros componentes sdo derivados do plasma. A membrana € irrigada e enervada.
A sinovial tem funcbes nutritivas e lubrificantes bastante eficientes, pois a grande friccdo

exercida praticamente nédo acarreta desgaste algum em articulagdes normais (DYRCE, 1990).

A membrana fibrosa externa completa a capsula, se fixa as margens das superficies
articulares e apresentam espessamentos localizados, que sdo conhecidos individualmente
como ligamentos, quando bem desenvolvidos. Tais ligamentos sdo algumas vezes
denominados de intracapsulares, para distingui-los da maioria, em posi¢cdo extra capsulares,
eles correm externamente & cavidade, estando recobertos por uma membrana sinovial
(HICKMAN,1964; BRINKER,1986; GETTY,1986; DYRCE, 1990).



As afecgdes que afetam as articulagdes sdo muitas e variadas. O diagnostico acurado é
essencial para o estabelecimento do prognostico e merece abordagem terapéutica racional. O
diagnostico depende principalmente da habilidade do clinico na tomada da historia clinica e
na realizacdo dos exames fisicos. Os dados laboratoriais, a radiologia e outros testes de
diagndsticos auxiliares sdo utilizados apenas em apoio ou refutacdo das conclusdes do exame
clinico completo. Na artrologia veterinaria, o principal proposito do exame fisico consiste na
criacdo de lista de diagnoésticos diferenciais para os sinais de apresentacao e para classificacao
do problema de apresentacdao como inflamatorio, degenerativo, neopléasico ou desconhecido.

A Ultima categoria mencionada é importante porque as novas afeccGes e novas
variantes de moléstias antigas estdo ainda sendo descobertas. Numa percentagem pequena,
mas significativa, de casos ndo podem se estabelecido o diagnoéstico definitivo. Contudo, na
maioria dos casos pode ser confeccionada uma lista de diagnosticos diferenciais apds o exame
inicial e o diagndstico podera ser confirmado por investigagdes subsequentes(PIERMATTEI,
1999).

Literalmente significa inflamacéo da articulacdo, mas o termo € utilizado num sentido
mais amplo, para abranger uma serie de entidades patoldgicas bem definidas. A artrite é
classificada como artrite do tipo degenerativa e as artropatias inflamatorias, para ajudar o
clinico no reconhecimento de sinais 0s quais podera sugerir o prognostico e o tratamento a ser
adotado.A artrite do tipo degenerativa abrange a osteoartrite, artrite traumatica, artrite
hemofilica e artrite neuropética e a artrite do tipo inflamatéria que pode ser infecciosa, de
base imune ou induzida por cristais (BRINKER et al., 1986).

No exame clinico as informac6es basicas do paciente sdo importante preltdio para a
obtengdo da historia clinica, pois muitas afeccOes articulares tém predisposi¢do para idade,
raca, sexo e o0 uso do animal, e a queixa de apresentacdo que une todos os animais com
afeccdo articular é a claudicacdo, mas devem ser registradas notas adicionais da opinido do
dono acerca de quais os niveis envolvidos.A historia de registros genealdgicos e a saude de
qualquer dos irmédos da ninhada, informag6es sobre nimeros de refeicbes por dia, escore
corporal, enfermidades ocorridas anteriormente, tratamentos previamente administrado,
alteracbes de comportamento, sem claudicacdo aparente, principalmente em gatos, a
classificacdo da afeccdo como aguda ou cronica, a classificacdo da claudicagdo como
intermitente, migratdria ou aditiva e a presenca de rigidez da articulacdo apds o repouso, séo
dados relevantes(ETTINGER E FELDMAN, 2004; NELSON E COUTO, 2010).



As afeccdes inflamatdrias articulares causadas por infecgdo ou fatores imunolégicos
ndo sdo raras na pratica de animais de pequeno porte, porém elas ocorrem com pouca
frequéncia. Estas condices sdo caracterizadas por inflamacdo da membrana sinovial com
resultantes alteragdes no liquido sinovial. A claudicacdo e marcha prejudicada sdo os sinais
observados com maior frequéncia. As infeccdes articulares normalmente sdo causadas por
bactérias que penetram na articulagdo tanto por meio de feridas penetrantes ou pela corrente
sanguinea. Felizmente, estes exemplos séo raros, porém quando uma infeccdo ocorre, ela
pode ser devastadora para a articulacdo. A gravidade da destruicdo articular depende do tipo
de bactéria e da duracdo da infeccdo. Sinais de dor e claudicagdo sdo os achados consistentes.
A articulacdo apresenta-se tumefeita, quente e macia a palpacdo. Caso o traumatismo nos
tecidos moles seja extenso, os sinais anteriores podem estar presentes sem a infeccédo
(PIERMATTEI, 1990).

Algumas vezes a historia clinica e o exame fisico permitem a obtencdo do diagndstico
definitivo, mas frequentemente neste apenas sera possivel o estabelecimento de lista de
diagnostico diferencial, que serdo excluidos através de exames complementares (ETTINGER
E FELDMAN, 2004).

No diagnostico, é conveniente realizar a analise do liquido sinovial e a coloracdo de
Wright do exsudato centrifugado.Culturas e testes de sensibilidade séo obrigatérios, apesar da
cultura da biopsia sinovial ser melhor. As radiografias podem mostrar a distenséo capsular, a
lise subcondral pode aparecer mais tarde (PIERMATTEI, 1990).

Todas as suspeitas de afecces articulares em cdes e gatos constituem-se numa
indicacdo para radiografias, porém os achados radiograficos nem sempre séo compativeis com
0 quadro clinico apresentado pelo animal. A ultrassonografia, a cintilografia dssea sdo exames
que possuem limitacBes quanto ao laudo da artrite, porém as técnicas da tomografia
computadorizada fornecem imagens planares que podem propiciar maiores informagdes que
as radiografias convencionais. As imagens obtidas por ressonancia magnética fornecem o
diagnostico mais preciso, mas custo de tais equipamentos ainda é amplamente proibitivo. A
andlise do liquido sinovial é procedimento rotineiro na investigacdo da afeccdo articular,
assim como a biopsia, artroscopia e a artrotomia sendo este Ultimo associado ao tratamento
cirurgico, quando houver indicacdo (ETTINGER E FELDMAN, 2004; NELSON E COUTO,
2010).



A doenga articular degenerativa (DAD), ou osteoartrite, € um disturbio progressivo
cronico das articulagfes que provoca leséo da cartilagem articular e alteragcdes degenerativas e
proliferativas nos tecidos periarticulares. Instabilidade articular, trauma, doencas ortopédicas
do desenvolvimento e a idade do animal sdo as causas mais comumente identificadas. Embora
considerada nédo inflamatéria com base na citologia do liquido sinovial, hd o envolvimento
dos mediadores inflamatdrios nas manifestacGes clinicas e na progressdo das DAD. Estima-se
que aproximadamente 20% da populacdo canina na America do Norte sejam acometidos por
DAD em pelo menos uma articulacdo (NELSON E COUTO, 2010; BRINKER ET AL, 1986).

A inevitavel progressdo da osteoartrite pode ser atribuida em grande parte a
degradacdo enzimatica da cartilagem articular. O inicio da osteoartrite ndo esta nitidamente
esclarecido, mas ha hipoteses que tensfes anormais atuantes na cartilagem normal resultam
em osteoartrite, ou a osteoartrite € consequéncia de tensGes normais atuantes sobre a
cartilagem anormal, embora também seja possivel a ocorréncia de tensées anormais, ou de
cartilagem anormal (ETTINGERE FELDMAN, 2004).

A osteoartrite mais comumente se apresenta como claudica¢do com surgimento subito,
insidioso, com apresentacdo aguda associadas a episodios de traumatismo menores ou de
exercicio excessivo, superpostos a afeccdo preexistente (BRINKER ET AL, 1986).

Frequentemente o sinal clinico mais precoce observado pelo dono é a queda do
desempenho normal, que se manifesta como relutancia em saltar ou em subir escadas. A
rigidez apds o repouso, apenas por alguns minutos, é sinal fundamental da moléstia articular e
estd presente em casos de osteoartrite antes do surgimento da claudicacdo evidente
(ETTINGERE FELDMAN, 2004).

Claudicagdo e rigidez podem ser inicialmente evidentes apenas apds periodo de
esforco excessivo podendo piorar com o frio e a umidade. Cées acometidos de forma
levepodem apresentar melhora da claudicagdo com o exercicio. A medida que a DAD
progride, a fibrose e a dor levam a diminuicdo da toleréancia ao exercicio, claudicacéo
constante e, em casos graves, atrofia muscular (NELSON E COUTO, 2010).

O diagnostico da DAD é baseado no histérico, nos achados do exame fisico e nos
aspectos radiograficos observados. Animais com DAD frequentemente ndo apresenta febre,
leucocitose ou prostacdo, comumente ocorrido em animais com doenca articular inflamatéria
(HICKMAN, 1964). O liquido sinovial do animal com DAD pode estar com reducéo discreta
da viscosidade, contagem de leucdcitos normal ou levemente alterada, células mononucleares
constituindo no minimo 80% do total, e raros neutrofilos, porém lesdes articulares agudas ou

ruptura ligamentar ocasionalmente incitam uma resposta mais inflamatoria, com aumentos



moderados no numero de neutréfilos do liquido sinovial que persistem por semanas apos a
lesdo (ETTINGERE FELDMAN, 2004).

O tratamento de cdes acometidos por DAD ¢ direcionado para o alivio do desconforto
e prevenir degeneracdo adicional. A intervencdo pode ser necessaria para estabilizar a
articulagdo ou corrigir uma deformidade e aliviar o desconforto. O tratamento médico é
sintomético e inespecifico, sendo recomendada a redu¢do do peso corporal do animal, o
repouso e exercicios de baixo impacto como forma de fisioterapia, suplementacdo dietética
com 4cidos graxos poli-insaturados e antioxidantes ou alimentacdo comercial de dietas
articulares contendo suplementos para diminuir a inflamagéo e a dor da DAD (NELSON E
COUTO, 2010; HICKMAN, 1964).

As drogas anti-inflamatdrias nao esteroides sao recomendadas pelos seus efeitos anti-
inflamatdrios e analgésicos, inibindo a sintese de prostaglandinas e a selecdo das duas formas
das ciclo-oxigenage, preferencialmente inibindo a COX-2 e relativa protecdo da COX-1
(NELSON E COUTO, 2010).

O é&cido hialurénico € um glicosaminoglicanos ndo sulfatado que pode ser
administrado intra-articularmente para melhorar a viscosidade sinovial e diminuir a
inflamacdo de forma preventiva ap6s trauma ou submetidos a cirurgia sabidamente
causadores de lesbes a cartilagem articular, porém estudos ainda sdo necessarios para avaliar a
eficacia deste produto (ETTINGERE FELDMAN, 2004).



4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Farmacologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal (DMFA), e no Setor de Clinica Médica do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV), ambos na Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE). Sendo submetido ao Comité de Etica de Utilizacdo de Animais
(CEUA) desta Universidade e aprovado sob a licenca n® 046/2012.

As atividades previstas foram desenvolvidas em trés etapas:

1. Obtengéo das sementes de sucupira diretamente de cultivo comercial sediado
na regido metropolitana do Grande Recife-PE. Preparacdo dos extratos da

semente e caracterizacdo fitoquimica.

2. Realizagdo dos bioensaios de atividade espontdnea e testes de toxicidade
aguda.

3. Realizagdo dos bioensaios em modelos para avaliacdo da atividade
antiinflamatéria, analgésica e de recuperacdo fisica em modelo de
incapacitacdo articular, bem como avaliacdo macroscépica de 6rgaos e tecidos

dos animais sob bioensaios.

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus, albinos suico) machos, com massa
corporea entre 30 e 35 gramas provenientes do biotério do Laboratorio Nacional
Agropecuario LANAGRO-PE, do Ministério da Agricultura. Estes animais, apds um periodo
de adaptacdo de 30 dias, foram mantidos em gaiolas apropriadas, em numero de oito animais
por gaiola, recebendo agua “ad libitum” ¢ alimentagdo livre de suplementagdo com
antibioticos, permanecendo sob condicdes de temperatura de 25 C e luminosidade com ciclo

de luz 12x12h na relacdo claro/escuro.



4.2. Drogas

Todas as substancias utilizadas neste trabalho, inclusive os solventes, foram de grau

analitico, obtidas de fabricantes como Sigma Inc. e da Reagen, S.A.

A Dexametazona e o0 Celecoxibe (figura 4.1 e 4.2) foram obtidos a partir de
distribuidores locais, inclusive o Cloridrato de Xilazina e o Cloridrato de Cetamina.

Figura 4.1 — Celecoxib Figura 4.2 - Dexametazona

Todas as demais solucdes foram preparadas nas dependéncias do Laboratdrio de
Farmacologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE (figura 4.3 e
4.4).

Figura 4.3 — Extrato de Sucupira Figura 4.4 - Ovoalbumina



4.3. Obtencao dos extratos da semente de Sucupira

Inicialmente, as sementes de sucupira (figura 4.5), ap6s um processo de selecdo e
higienizacdo prévia foram submetidas a um mecanismo de tracéo para a quebra das mesmas
totalizando uma massa final de 50 g de sementes trituradas. Em seguida, este material foi
depositado em um Erlenmeyer (figura 4.6) contendo 200mL de alcool etilico a 70%, onde
apos vedacao e identificacdo (figura 4.7), foi colocado para maceracdo por um periodo de 14
dias a temperatura de 25 C. Apds este periodo, o material foi devidamente filtrado em filtros
de 14 pm, permeabilidade de 20 mmCa — 141/Sm2. Em seguida foram retirados 200uL da
solucdo final, para a determinacdo da concentracdo da solucdo, obtendo-se um valor de
230mg/mL.

Figura 4.5 - Semente de sucupira Figura 4.6 — Sementes trituradas



Figura 4.7 — Extrato hidroalcoolico

da semente de sucupira.

Da solugdo de estoque acima, foram retirados 100mL acrescido de 100mL de
diclorometano num funil de separacdo e deixados por 18h. Apos este periodo foi separada a
porcdo organica da amostra sendo adicionado sulfato de magnésio anidro para a remogao da
agua residual, sendo o contetdo submetido novamente a filtracdo, agora se utilizando um
filtro de 0,02 um para posterior armazenamento sob refrigera¢do, até 0 momento do uso,
conforme recomendacdes em Ferri (1995). A concentracdo final desta preparagédo foi também

determinada, obtendo-se um valor de 120mg/mL.

4.4 Bioensaios de atividade espontéanea e teste de Toxidade

Os testes de toxicidade e de avaliagdo clinica da atividade espontanea em
camundongos foi efetuado tomando-se como referéncia os trabalhos de Malone, (1983), Lapa
et al. (2002) e Almeida (2006).

Seis grupos com oito animais cada serdo formados, sendo que em cada grupo 0s
organismos recebeu, em dose Unica por via intraperitoneal (ip), um volume de 0,2mL da
fracdo organica do extrato da semente de sucupira, onde ap6s evaporacdo do solvente, o

residuo final era re-eluido em solucdo salina a 0,9%. As doses finais obtidas foram:



385,71mg/Kg;  1157,13mg/Kg; 2314,26mg/kg; 4628,58mg/Kg; 7714,30mg/Kg e
9257,10mg/Kag.

Ap0s os animais receberem a droga, estes eram alocados em ambiente aberto, onde as
respostas comportamentais espontaneas eram registradas por um periodo de 100 minutos de
observacdo continua. Apds esta etapa, os animais eram recolhidos e guardados para
observacdes episodicas em 24h, 48h,72h e 168h.

Apbs a fase de experimentacdo, as principais respostas eram devidamente tabuladas e
organizadas segundo os descritores disponiveis em Malone (1983), Lapa et al, (2002) e
Almeida (2006). Deste tabulamento, obteve-se a dose de referéncia para a realizagdo dos
demais bioensaios, considerando-se a ocorréncia de respostas clinicas desfavoraveis,

conforme poderé ser visto nos resultados a seguir do presente trabalho.

A dose empregada da fracdo organica do extrato de sucupira, eluida em solucéo salina
a 0,9%, em todos os animais dos grupos de tratamento com sucupira foi de 205,70 mg/Kg,

num volume de 0,2mL i.p. por animal.

Ainda € importante assinalar que foi tomado como parametro de quantificacdo das
respostas observadas o nimero de animais responsivos a cada intervalo de 10 min, até serem

completados os 100 min de observagéo.

A relacdo dose/efeito foi dimensionada considerando-se 0 nimero médio de animais
responsivos a cada dosagem empregada, no periodo completo de 100 min de observacéo,
aferindo-se o coeficiente de correlagdo entre estes dois pardmetros, mediante emprego de

planilha estatistica do programa Excel da Microsoft versao Ofice 2007.

4.5 Determinacéo do Potencial Anti-inflamatorio

Tomando-se como referéncia a metodologia descrita em Swingle eShideman, (1972),
dois grupos com oito animais cada foram separados e 0s animais, apds processo
anestesiologico prévio com cloridrato de cetamina (70mg/Kg ip. ) e Xilazina (14mg/Kg ip)
recebiam implantes de um disco de algoddo de 10mg (figura 4.8) no espaco subcutaneo na

regido dorsal do lado direito. Apds um periodo de 24h os animais de um dos grupos recebiam



diariamente, uma dose de 205,70 mg/Kg ip. Ap6s um periodo de sete dias os animais, de

ambos os grupos, foram submetidos a um teste de ansiedadecomo proposto por Leite e
Siqueira (2006).

Figura 4.8 — Discos de algodé&o

Este teste de ansiedade na verdade consistia em apresentar 10 esperas coloridas, de
material ndo perecivel e ndo toxico, aos animais de uma determinada gaiola, por 10 minutos
(figura 4.9). Apds este periodo verificava-se 0 nimero de bolinhas cobertas pela maravalha,
tomando-se isto como indicativo do nivel de estresse e ansiedade dos animais do grupo.

Figura 4.9 — teste de ansiedade.

Apos a realizacdo do teste de ansiedade os animais foram eutanasiados mediante
aprofundamento anestesiologico com cloridrato de xilazina (20 mg/Kg im) e cloridrato de
cetamina (185mg/Kg im), conforme metodologia descrita em Hall (2001). Apos a perda dos
reflexos vitais, 0os animais sofriam incisao cirdrgica para remocao do tecido fibrovascular, que



em seguida era submetido a um procedimento de secagem a 37 °C por 24 horas. Apos esta
etapa o material era submetido a pesagem em balanca analitica da Metler Inc. onde a massa
do tecido fibrovascular era determinada pela diferenca entre a massa inicial (10mg) e a massa

final.

Os orgdos figado e baco foram retirados para as devidas anélises macroscopicas e

pesagem.

4.6. Bioensaios para a avaliacdo do potencial de recuperacdo da

incapacitacao articular induzida

A metodologia utilizada para o desenvolvimento do modelo de incapacitagdo articular
neste trabalho foi conseguido tomando-se como referéncia os trabalhos de Vaz, et al. (1996) e
Marinho et al. (2004). Trinta e seis animais receberam inje¢do intratecal delul de solugdo
salina de ovalbumina a 2,5% pH 7,4. Ap6s um periodo de 24 horas, estes animais foram
subdivididos em quatro grupos, sendo o primeiro controle, onde 0s animais somente recebiam
a manipulacéo similar aos demais grupo, mas nédo recebiam tratamento. No segundo grupo os
animais eram tratados diariamente com dexametazona numa dose equivalente a 5mM por
animal (ip). No terceiro grupo os animais recebiam, diariamente, uma dose de 5mM por
animal de celecoxib (ip). No quarto grupo os animais recebiam uma dose de 205,70 mg/Kg

(ip) de solugdo salina com a fragdo organica do extrato da semente de sucupira.

Apds um periodo de sete dias, os animais de todos os grupos foram submetidos
inicialmente a um teste de analgesiaem modelo de placa quente a 55 °C (figura 4.10), segundo
metodologia descrita em Almeida e Oliveira (2006). Logo em seguida, os animais de todos os
grupos eram submetidos a um teste de ansiedade (figura 4.9) segundo metodologia descrita
em Leite e Siqueira (2006), conforme ja assinalado acima. Ao final deste processo o0s animais
eram entdo submetidos ao teste da barra vertical (figura 4.11), como sugere a metodologia
descrita em Murphy et al. (1995).



Figura 4.10- Teste de analgesia

Figura 4.11- Teste de incapacitacao articular

Este Gltimo teste consistia em submeter os animais de cada grupo a uma plataforma
movel, que permitia inclinacdo de até 90°. Como critério de avaliacdo considerava-se que
animais com prejuizos da coordenacdo motora ndo conseguiria escalar uma plataforma com
uma inclinagdo superior a 45°. Registrava-se, portanto, o tempo que os animais levavam para

escalar tal plataforma com uma inclinagéo de 46°.

Apbs todos o0s bioensaios acima, o0s animais foram eutanasiados mediante
aprofundamento anestesiolégico com Cloridrato de xilazina (20mg/Kg ip) e Cloridrato de
cetamina (185mg/Kg 1p), segundo Hall et al. (2001).

Apo0s a perda do estado de consciéncia aliquotas de sangue eram obtidas por pungéo
cardiaca, para posterior dosagem das transaminases TGO, TGP, fosfatase alcalina (FA),ureia

e creatinina, em Laboratorio especializado.



Os orgdos: Figado, coracdo, rins direito e esquerdo, baco e pulm&o foram retirados

para avaliagdo macroscopica e pesagens.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos bioensaios foram expressos em termos de media e desvio
padrdo, e ocasionalmente em percentuais, sendo as diferencas avaliadas mediante testes
estatisticos paramétrico disponiveis em planilha do pacote estatistico Graphic Pad da Prism
versdo 3.0, considerando-se um nivel descritivo de significancia equivalente a um valor de p <
0,05.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Algumas consideracdes sobre o extrato da semente de sucupira

A semente de sucupira branca, apés trituracdo, foi preparada com solugdo de &lcool
etilico a 70%, onde, apds a fase de maceragédo, permitiu a obtencdo de um extrato bruto. Este
extrato bruto foi submetido a um procedimento de extracdo mediado por diclorometano, que
apo6s um procedimento de separacdo, deu origem a duas prepara¢des: uma hidrofilica e outra

organica.

Bem, em atencdo a expectativa popular sobre as propriedades terapéuticas do 6leo
essencial da semente de sucupira, neste trabalho os ensaios foram efetuados preferencialmente
com a fragdo organica do extrato da semente de sucupira branca, embora néo signifique dizer

que a fracdo hidrofilica ndo tenha propriedades interessantes.

5.2 Atividade espontanea em camundongos estimulados com a fracéo

organica do extrato da semente de sucupira branca — FOESSB

Apds a etapa de preparacdo dos extratos, iniciou-se um trabalho de realizacdo de
bioensaios de atividade espontanea, com a finalidade de se construir ummapeamento das
principais respostas comportamentais de camundongos que receberam diferentes doses do
FOESSB. Apos a realizacdo de cada ensaio, os dados foram organizados segundo 0s
descritores sugeridos por Malone, (1983), Lapa, et al (2002) e Almeida (2006), na intencdo de
se encontrar uma forma mais completa possivel de abarcar as respostas exibidas pelos animais

neste tipo de estudo.

Na tabela 5.2.1 podem ser observados o total de efeitos estimulantes e depressores
sobre o Sistema Nervoso Central — SNC, como também os efeitos sobre o Sistema Nervoso
Autondmico — SNA alem de outros efeitos ndo previstos no sistema de descritores dos autores
acima assinalados, conforme as doses empregadas nos bioensaios de atividade esponténea.

Bem, nesta tabela pode-se verificar que tanto a quantidade como a qualidade dos mesmos



variaram conforme a dose, embora em primeira vista as respostas estimulantes sobre o0 SNC

parecem predominar na maioria das doses avaliadas.

Tabela 5.2.1 Efeitos estimulantes e depressores sobre o Sistema Nervoso Central — SNC,
Efeitos sobre o Sistema Nervoso Autondémico — SNA e outros efeitos observados em
camundongos sob atividade espontanea, que receberam em dose Unica diferentes doses de
FOESSB.

Doses (mg/Kg)

Efeitos 9257,10 7714,30 4628,58 2314,26 1157,13 385,71

Estimulantes

sobre 0 SNC 9 18 14 12 10 11

Depressores

sobre 0 SNC 11 12 10 8 8 8

Que atuaram

sobre 0 SNA 10 7 9 11 5 7
Outros 7 9 15 8 10 10
Total 37 46 48 39 33 36

SNC - Sistema Nervoso Central; SNA — Sistema Nervoso Autondmico.

Na tabela 5.2.2 podem ser observados em termos de percentual as respostas
assinaladas na tabela 5.2.1. Nesta tabela pode-se verificar a predominéncia dos efeitos

estimulantes sobre os demais na maioria das doses avaliadas.

Tabela 5.2.2 Percentual de efeitos estimulantes e depressores sobre o Sistema Nervoso
Central — SNC, efeitos sobre o Sistema Nervoso Autonémico — SNA e outros efeitos
observados em camundongos sob atividade espontdnea, que receberam em dose unica
diferentes doses de FOESSB.

Doses (mg/KQg)

Efeitos 9257,10 7714,30 4628,58 2314,26 1157,13 385,71

Estimulantes

sobre 0 SNC 24,32 39,13 29,17 30,77 30,30 30,56
Depressores
sobre 0 SNC 29,73 26,09 20,83 20,51 24,24 22,22

Que atuaram
sobre 0 SNA 27,03 15,22 18,75 28,21 15,15 19,44



Outros 18,92 19,57 31,25 20,51 30,30 217,78

Total 100 100 100 100 100 100

Na figura 5.2.1, pode-se verificar mais nitidamente que a medida em que se variava a
dose da FOESSB obtinha-se uma expressao caracteristica dos efeitos sobre 0 comportamento
animal, podendo-se assinalar alguns aspectos. Primeiramente a predominéncia dos efeitos
estimulantes sobre o SNC, aumentando-se esta predominéncia com doses acima de 6000
mg/Kg, embora com um certo limite em doses acima de 9000 mg/Kg. Um segundo aspecto é
que a quantidade de respostas depressoras sobre 0 SNC aumentou com a dose. Em terceiro
lugar, observou-se que os efeitos sobre o SNA foram maiores principalmente no intervalo
compreendido entre as doses de 1000 mg/Kg e 4000 mg/Kg. E por fim que surgiram outros
efeitos ndo previstos nos descritores tomados como referéncia, mas importantes o suficiente

para serem registrados.
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Figura 5.2.1 Trajetoria do tipo de efeito, em termos percentuais, conforme a dose empregada

da FOESSB.




Na tabela 5.2.3 podem ser visualizadas as principais respostas comportamentais
classificadas como efeitos estimulantes sobre o SNC, de animais que receberam diferentes
doses de FOESSB. Nesta tabela podem ser visualizados tambem o nimero medio de animais
responsivos para um determinado comportamento considerando-se o intervalo de observacéo
de 100 min nas diferentes doses. Também pode ser observado o coeficiente de correlagéo
linear que estabelece uma relagdo de ocorréncia entre o comportamento observado e a

variacdo das dosagens nos bioensaios.

Aqui € interessante assinalar que uma correlacdo positiva com valor proximo de uma
unidade equivale dizer que existe uma relagéo direta entre 0 aumento da dose e a ocorrancia
do comportamento. No caso de uma correlagéo negativa significa dizer que a relagdo entre o
aumento da dose e a ocorréncia do comportamento € inversa, ou seja, quanto maior a dose

menor é a ocorréncia deste comportamento observado.

Assim, pode-se observar que o nimero de animais responsivos por comportamento
variou de forma caracteristica conforme o tipo de estimulo aplicado, como também conforme
o0 intervalo temporal considerado. Assim, verificou-se que algum comportamentos foram
muito mais expressivos do que outros, podendo-se agrupar entre os mais frequéntes:
Atividade exploratdria, atividade olfatéria espontanea, espasmos, movimento das vibricas,
tremores na cabeca, cheirando o companheiro e contracdo abdominal

A atividade exploratoria, pode estar associada ao desenvolvimento de estimulos no
nacleo amigdaloide proporcionados por componentes ativos presente no extrato aplicado,
fazendo com que o animal busque referenciais conhecidos para apaziguar o comportamento

defensivo que normalmente pode vir conjugado (Almeida, 2006).

Ja a atividade olfatéria expontanea, neste caso especifico, bem provavelmente parecia
estar relacionada com uma diminuigdo da capacidade de percepcao de estimulos quimicos do
ambiente, uma vez que o focinho dos animais avaliados normalmente exibia um processo de
edemaciamento que parecia perdurar até o fim dos 100 min. de observacdo. Nesta especie de
animal o bulbo olfatério & bem desenvolvido, sendo que estes organismos normalmente
apresentam um elenco consideravel de sinais quimicos reconheciveis a partir do ambiente.
Assim, este tipo de resposta sensoriam teria um impacto importante na vida destes
organismos, uma vez que quase todas as operagdes destes organismos envolvem a

participacdo do osfato, considerando-se portanto desde o reconhecimento dos seus parceiros



de grupo até a presenca de sinais quimicos especificos dos principais alimentos de sua dieta
ou mesmo de seus eventuais predadores. O comportamento de cheirar o companheiro de
grupo corrobora com este tipo de analise. Bem, seja como for, o FOESSB parece afetar as
respostas vasculares nas imediacdes do focinho alterando a homodinamica no local, afetando

por sua vez o metabolismo dos tecidos locais.

Como ja foi dito acima, alguns pesquisadores identificaram alguns compostos
quimicos em especimes do género Pterodon, como alcaldides (TORRENEGRA et al., 1989),
isoflavonas, diterpenos e triterpenos (FASCIO et al.,, 1975; MARQUES et al., 1998,
ARRIAGA et al., 2000). J& nas sementes Braz Filho e Gottlieb (1971) identificaram nas
sementes algumas isoflavonas. E possivel que algumas destas substancias tenham um papel
importante na modulacdo de respostas vasculares, direta ou indiretamente mediante a
participacdo de células residentes como mastocitos ou macréfagos. Estes tipos celulares, no
processo de reconhecimento de informagGes antigénicas importantes, tem como caracteristica
promover ajustes na fisiologia do sistema circulatério ou mesmo do metabolismo animal,
condicionando-o a estar preparado para reagir imunologicamente a presenca de substancias
gue apresentam-se potencialmente capazes de promover estimulos em certos compartimentos
enddgenos (ADAMS, 2003).

A ocorréncia de espasmos e contragdes abdominais denunciam a presenca na FOESSB
de substancias com caracteristicas de um acido, irritante, que podem estimular diretamente os
nocireceptores em areas adjacentes ao peritbneo (ALMEIDA, 2006). Esta resposta esteve
presente em alguns intervalos temporais durante as sessdes de observacdo da atividade

espont|anea dos animais estudados.

Um outro tipo de resposta importante foi a ocorréncia de tremores na cabeca, uma vez
que estas respostas parecem estar relacionadas com estimulos que mimetizam a acdo de
agonistas serotoninérgicos em areas importantes do SNC, como nos ganglios proximos da
base cerebelar. Geralmente este tipo de estimulo pode gerar excitabilidade excessiva (SILVA,
2006). Neste aspecto € interessante destacar a ocorréncia dos movimentos das vibricas em
alguns animais que receberam FOESSB em diferentes momentos, que normalmente tendem a
anteceder crises convulsivas (ARANDAS e SENA, 2006).

Um outro aspecto importante a ser assinalado € que muitas respostas comportamentais

observadas na categoria dos efeitos estimulantes do SNC apresentaram coeficientes de



correlacdo linear importantes, denunciando a ocorréncia de uma relagdo do tipo dose/efeito,
ou seja efeitos que aumentam ou diminuem com o aumento da dose. Ainda nesta tabela 5.2.3
podem ser identificados entre os comportamentos com correlagdo positiva: Contracdo
abdominal, movimento das vibricas, tremores na cabeca, andar aos saltos e cheirando o
companheiro. Destes comportamentos o andar aos saltos parece relacionar-se a respostas a
partir de substancias que atuam sobre diferentes componentes do SNC promovendo
excitabilidade excessiva. Agonistas e inibidores de recaptacdo neuronal ou extraneuronal do
sistema noradrenérgico podem proporcionar este tipo de resposta (RANG et al., 1997). Assim
como inibidores colinérgicos, agonistas glutamatérgicos também podem protagonizar acGes
estimulantes nos organismos afetados (SILVA, 2006), o que de certa forma evidencia a
complexidade inerente ao estudo dos efeitos excitatorios nos organismos estudados. SOmente
modelos mais pormenorizados possam oferecer subsidios para que se possa verificar com
maior propriedade os verdadeiros responsaveis por esse tipo de efeito nos camundongos
estimulados com a FOESSB.

Os tremores e as demais respostas observadas ja foram assinaladas acima, embora

deva-se ressaltar que estes efeitos sdo dose dependente.

Na mesma tabela 5.2.3, os comportamentos observados com coeficiente de correlacéo
elevado, mas negativo tem-se: Atividade exploratdria, atividade olfatéria espontanea e a acao
de cocar o companheiro de grupo. Estas respostas diminuem com o aumento da dose da
FOESSB. Um comportamento ainda ndo discutido foi a atitude de cocar o companheiro de
grupo, que em principio parece estar relacionados a estimulos excitatorios intensos em areas
que controlam aatividades sensoriais como o tato, ou mesmo afetividade, se considerarmos
que a troca de estimulos tateis agucam os lagos de interatividade no grupo em especial as
atividades cooperativas. Em principio poderia-se esperar este tipo de comportamento com
maior frequéncia em animais em atividade de corte, uma vez que as areas neuroldgicas que
controlam esta atividade poderiam, de alguma forma estarem estimuladas por substancias

advindas do extrato aplicado.

Também é possivel de se admitir efeitos excitatorios parecidos com drogas que
mimetizam a acdo de substéncias excitatorias como um derivado de anfetamina, o
metilenodioximetanfetamina (MDMA), que é um inibidor seletivo do armazenamento da
serotonina e ligante do receptor 5HT serotoninérgico popularmente conhecido como ecstasy
(NADAL-VICENS, CHYUNG e TURNER, 2009).



Tabela 5.2.3 Ocorréncia de respostas comportamentais que assinalam efeitos estimulantes
sobre 0 SNC. Coeficientes de correlagdo linear que assinalam possiveis relagdes do tipo dose
efeito em animais que receberam a FOESSB.

Comportamentos NUmero medio de animais Coeficiente de correlagio

responsivos em todas as linear
doses
Atividade 2,0+2,1 -0,743
exploratéria
Escalonamento 0,2+0,3 0,275
Tremores na cabega 0,7+0,4 0,542
Tremores 0,1+0,1 0,337
generalizados
Tremores no Membro 0,1+0,1 -0,370
Anterior
Serpenteando a 0,1+0,2 0,362
cabeca
Contracdo abdominal 0,6+0,8 0,539
Espasmo 0,9+1,1 0,309
Agitacdo 0,5+0,6 0,226
Movimento das 0,9+1,0 0,926
vibricas
Saltos isolados 0,1+0,2 0,382
Andar aos saltos 0,2+0,3 0,914
Convulsao 0,02+0,04 0,470
Andando em circulos 0,03+0,08 0,470
Atividade olfatéria 1,6+0,963328 -0,886
espontanea
Cheirando os 0,05+0,08 -0,178
testiculos
Cheirando a 0,1+0,1 0,165

superficie da gaiola

Cheirando a propria 0,1+0,2 -0,405



cauda

Cheirando o 0,7+0,4 0,755
companheiro
Apoiado no trem 0,4+0,4 -0,115
posterior
Comportamento 0,02+0,04 0,052
agonista
Vocalizacdo 0,1+0,2 -0,261
Cogando o 0,02+0,04 -0,522

companheiro

Na tabela 5.2.4 podem ser identificados as principais respostas comportamentais
classificadas como efeitos depressores sobre 0 SNC, de animais que receberam diferentes
doses de FOESSB. Nesta tabela podem ser visualizados tambem o nimero medio de animais
responsivos para um determinado comportamento considerando-se o intervalo de observacéo
de 100 min nas diferentes doses, como também pode ser observado o coeficiente de
correlacdo linear que estabelece uma relacdo de ocorréncia entre 0 comportamento observado

e a variacao das dosagens empregadas nos bioensaios.

Os efeitos depressores mais frequéntes foram: cauda em Straub, sedacdo, ptoses O e 1,

analgesia ao pingcamento de cauda e aglomerados.

A cauda em Straub geralmente esta associada a ocorréncia de fortes espasmos na
musculatura da base da cauda e em torno do anus, uma das caracteristicas de substancias que
atuam como opidides ou agonistas serotoninéergicos (LAPA et al, 2002; ALMEIDA, 2006). Ja
a sedacdo, especificamente neste trabalho, pode estar relacionada ao horario em que 0s
experimentos foram realizados; uma vez que os camundongos sdo animais de habitos
noturnos e a tarde os efeitos depressdres que tendem a diminuir o estado de vigilia tendem a
ser mais proeminentes. Assim, quando 0s componentes quimicos presentes no extrato atuam
de maneira a ndo sobrepujar os efeitos espontaneos de sedacdo, entdo o animaal tende a
manifestar o comportamento padrdo da especie para o repouso do organismo. A pstose e 0
aglomeramento observado em diferentes intervalos parecem corroborar para a mesma

situacdo aqui discutida.



Mas, a resposta analgésica ao pingamento de cauda proporcionada pela presenca de
substancias da FOESSB merece atencdo especial. Em primeiro lugar, este efeito analgésico
ndo parece ter sido proporcionado por acbes via gabaérgica, uma vez que 0S animais que
manifestavam tal comportamento ndo necessariamente estavam sedados ou em hipnose. Este
efeito analgésico também ndo parece ser proporcionado por mediadores relacionados a
cascata do 4cido araquiddnico, uma vez que ndo havia um processo inflamatério instalado
previamente. Bem, € possivel que o efeito analgésico observado esteja relacionado com a
manifestacdo de transformacdes nas vias nociceptivas onde atuam os opidides enddgenos.
Uma evidéncia indireta disto seria a ocorréncia da cauda em Straub observada em alguns
animais que receberam FOESSB; resposta esta também possivelmente relacionada a presenca

de opiodides.

Quanto a correlacdo positiva destacaram-se 0s comportamentos: Cauda em Straub,
sedacdo, abducdo das patas do trem posterior e pavilhdo auricular em repouso; sendo estes

efeitos aumentados com o aumento da dose.

A abducdo do trem posterior parece relacionar-se com um estado de hipotonia na
musculatura do trem posterior, onde observa-se flacidez nos musculos denominados de
antigravitacionais, denunciando prejuizo importante nos nucleos reticulares pontinos,
localizados no tronco cerebral (ALMEIDA, 2006).

Ja com relacdo ao pavilhdo auricular em repouso, este comportamento parece estar
associado ao fato de que os bioensaios foram realizados no periodo da tarde, onde
normalmente estes animais deveriam estar em repouso absoluto, uma vez que estes
organismos possuem habitos noturnos. Ou seja, na auséncia de estimulos quimicos que
desafiem o0s mecanismos associados ao controle dos mecanismos que regulam a relacdo
sono/vigilia, devem predominar os efeitos decorrentes da programacao fisioldgica “normal”

destes organismos para adapta-los as condi¢gdes ambientais apresentadas.

N&o foram observados efeitos depressores sobre o SNC importantes, que assinalem

uma correlagdo negativa entre a intensidade de efeito e 0 aumento da dose.



Tabela 5.2.4 Ocorréncia de respostas comportamentais que assinalam efeitos depressores
sobre 0 SNC. Coeficientes de correlagdo linear que assinalam possiveis relagdes do tipo dose
efeito em animais que receberam a FOESSB.

Comportamentos NuUmero medio de animais Coeficiente de correlacéo

responsivos linear
Cauda em Straub 1,0+0,8 0,521
Cauda "S" 0,7£0,4 0,043
Sedagéo 2,0+2,6 0,772
Ptose 1 2,3+0,6 -0,490
Ptose 0 2,009 -0,301
Abducéo das patas do 0,2+0,3 0,918
trem posterior
Pavilhdo auricular em 0,02+0,04 0,679
repouso
Andar apoiado no 0,3+0,7 -0,489
trem posterior
Analgesia ao 5,1+2 5 -0,303
pincamento de cauda
Inércia “em pé” 0,6+1,2 -0,360
Isolamento 0,1+0,1 0,303
Parada respiratéria 0,02+0,04 0,470
Aglomerados 1,8+£2,5 -0,266
Diminuicéo da 0,02+0,04 0,052

ambulacao

Ja na tabela 5.2.5 estdo registrados comportamentos que denunciam efeitos sobre o
SNA protagonizados pela presenca de substancias ativas presentes na FOESSB. Entre as
respostas mais bem representadas destacam-se: Edema de focinho, hiperemia dos coxins

posteriores, cianose no focinho, hiptermia na cauda congestdo auricular e taquipneia.

O edema de focinho esta associado a transformagfes importantes no leito vascular
local, como j& assinalado anteriormente, bem provavelmente devido aa participacdo de células

residentes como macréfagos e mastocitos. As alteragbes circulatorias locais podem ter



modificado o fluxo sanguineo local, dificultando as trocas gasosas, caracterizando o quadro
ciandtico local (ADAMS, 2003). Por outro lado, as outras respostas parecem, de certa forma,
relacionar-se com alteracdes no fluxo sanguineo sisttmico, gerando um quadro hipertensivo,
que por sua vez afetaria os padrbes de ritmicidade circulatoria, principalmente o sincronismo
fisiologico entre a resposta circulatoria e a hematose ao nivel dos alvéolos pulmonares. O
aumento da pressdo arterial, se persistente, faz com que a hematose ndo ocorra de forma

completa e plena, faltando oxigénio em diferentes areas teciduais do organismo.

Uma outra possibilidade para estas Gltimas transofrmacdes circulatorias observadas
poderia associar-se a presenca na FOESSB de substancias que inibissem o sistema
colinérgico, tendo como consequéncia um aumento das respostas noradrenérgicas em
diferentes sistemas, em especial sobre algumas porcdes do leito vascular (RANG et al., 1997;
SILVA, 2006).

Quanto a relacdo dose efeito, verificou-se que apresentaram correlagdo positiva
respostas: Olfacdo aumentada, hiperemia nos testiculos incontinéncia urindria e cauda
hiperémica. Considerando-se que as respostas de hiperemia nos testiculos bem como na cauda
possam estar relacionadas com o mesmo fator desencadeador, pode-se dizer que o aumento
das doses promovem aumento da pressdo arterial nestas estruturas. De certa forma 0s outros
dois comportamentos poderiam estar também relacionados, se considerarmos que um
aumento da pressao arterial significaria um aumento da presséo de filtracdo renal, com maior
probabilidade de eliminacdo de fluidos. Se pensdssemos no tecido pulmonar, uma acéo
hipertensiva ao nivel alveolar, poderia provocar problemas locais de hemodindmica,

dificultando a hematose local.

Com relagdo aos eventos de correlacdo negativa destacam-se a cauda cianoética e a
congestdo auricular. Com o aumento das doses da FOESSB estes eventos parecem ocorrer
com menor frequéncia, provavelmente em decorréncia de transformac@es circulatorias locais
em virtude do reconhecimento de substancias antigénicas provenientes do extrato aplicado,
envolvendo a participagdo de células residentes como macrofagos e mastocitos nestes tecidos,

modulando as respostas vasculares.

Bem, de tudo isto, verifica-se até aqui, que a FOESSB apresenta na sua composi¢ao
substancias que tem impactos importantes sobre a dindmica vascular, afetando direta ou

indiretamente os mecanismos de regulacéo circulatoria dos organismos afetados.



Estudos mais especificos em modelos mais apropriados poderiam elucidar melhor
estas respostas e revelar detalhes importantes sobre as reais possibilidade de interagdo das

substancias presentes na FOESSB.

Tabela 5.2.5 Ocorréncia de respostas comportamentais que assinalam efeitos sobre o SNA.
Coeficientes de correlacdo linear que assinalam possiveis relacdes do tipo dose efeito em
animais que receberam a FOESSB.

Comportamentos Numero medio de animais Coeficiente de correlacéo

responsivos linear
Cauda cianética 0,9+2,3 -0,522
Congestéo auricular 4,1+3,6 -0,648
Olfacdo aumentada 0,2+0,5 0,679
Dispnéia 0,07+0,16 0,052
Taquipneia 1,0+0,7 0,023
Edema de focinho 6,7+1,8 -0,167
Hiperemia nos 0,5£1,2 0,651
testiculos
Hiperemia dos coxins 6,3+2,5 -0,339
posteriores
Incontinéncia urindria 0,03+0,08 0,679
Cauda hiperémica 0,1+0,2 0,640
Hipotermia na cauda 3,3+3,7 0,499
Caminhando com 0,9+0,4 0,102
cauda paralela
Fezes com muco 0,03+0,05 0,413
Cianose no focinho 3,9+4,3 0,196
Piloeregdo 0,02+0,04 -0,261

Na tabela 5.2.6 podem ser visualizados outros comportamentos assinalados em
animais que receberam diferentes doses da FOESSB, sendo que a proeminéncia testicular e 0s



diferentes tipos de manifestacdo de prurido foram as mais importantes ocorréncias. A
proeminéncia testicular pode estar relacionada com a presenca de um estado hipoténico no
sistema muscular que controla 0 movimento dos testiculos neste tipo de organismo. A
proximidade com os tecidos que margeiam a abertura do reto, pode sugerir que esta acdo de
proeminéncia testicular esteja relacionada com os mesmos efeitos que promovem a cauda em
Straub, lembrando que substancias que atuem como opioides ou agonistas serotoninérgicos

podem promover este tipo de resposta.

Quanto ao prurido, € interessante assinalar que trata-se de uma resposta associada a
mudancas nos padrdes de conducdo de estimulos nas vias nociceptivas; o prurido associa-se a
uma resposta de dor, protagonizada por neurdnios que liberam como neurotransmissor
substancia P (GOLAN et al., 2009).

Em termos de correlacdo positiva, € importante assinalar a ocorréncia das respostas de
solugo e apoio a superficie com a regido ventral diretamente postada, sendo ambos os efeitos
potencializados com 0 aumento da dose da FOESSB.

Os solucBes podem estar relacionados com a perda de controle temporario do
sincronismo entre os movimentos diafragmaticos do animal e o ritmo da dinamica circulatéria
nos grandes vasos. As alteracdes de pressdo arterial assinaladas acima, de forma repentina,
dificulta a manutencdo de um ritmo circulatério apropriado para o atendimento das demandas
de oxigénio para as regibes mais afastadas do centro circulatério do animal. Enquanto que a
postura apoiada com a superficie ventral exibida pelos animais afetados pode estar
relacionada com o surgimento de estados de hipotencdo postural, afetando o sistema de

equilibrio, pelas razdes ja assinaladas acima.

Com relagdo aos efeitos do tipo dose/efeito de correlagdo negativa, destacaram-se 0s
de prurido na cauda e nos membros anteriores. Acreditando-se que estes eventos possam estar
relacionados a um mesmo fator desencadeante, verificou-se que o aumento das doses da
FOESSB parecem minimizar as respostas de prurido nessas estruturas, provavelmente por
alteracbes na dimensdo de células nervosas liberadoras de substancia P, envolvidas na

transducéo de sinais relacionados a percepcéao da dor.

Seja como for, nédo foi possivel determinar a DLso como se tinha a intengdo no inicio
dos bioensaios uma vez que praticamente ndo ocorreram Obitos intermitentes até a dose de

9257,10 mg/Kg. Apesar disto, ndo significa que a FOESSB possa ser empregada



inadivertidamente em qualquer tipo de ensaio um em aplicacdes terapéuticas, sem que se
observe alguns cuidados, principalmente com relacdo as relacbes do tipo dose/efeito
observadas. Ou seja, dependendo da dose empregada nos protocolos devidos, é possivel de se
verificar respostas bioldgicas potencializadas em dimensfes talvez ndo interessante para a

preservacdo das condicGes de bem estar animal.

Tabela 5.2.6 Ocorréncia de respostas comportamentais que assinalam outros efeitos em
animais que receberam a FOESSB. Coeficientes de correlagdo linear que assinalam possiveis
relagOes do tipo dose efeito.

Comportamentos Numero medio de animais Coeficiente de correlagao

responsivos linear
Prurido no flanco 0,02+0,04 -0,261
Esquerdo
Prurido na cauda 0,07+0,08 -0,705
Prurido nos coxins 0,03+0,05 -0,289
posteriores direito
Prurido nos membros 0,3+0,4 -0,472
posteriores
Prurido no abdome 0,5+0,5 -
Prurido no focinho 0,2+0,2 -1,7E-06
Prurido nos membros 0,5+0,3 0,166
anteriores/focinho
Prurido no pavilhdo 0,3+0,1 -0,449
auricular
Prurido generalizado 0,1+0,3 -0,433
Prurido no membro 0,9+0,7 -0,575
anterior
Prurido nos testiculos 0,4+0,4 -0,479
Prurido no abdome 0,3+0,5 0,347
Soluco 0,1+0,1 0,910
Apoiado com a 0,2+0,4 0,679
barriga
Obito 1 0,470

Testiculos 4,9+3,6 -0,285



proeminentes

Cauda retorcida 0,02+0,04 0,470

Lambendo a 0,02+0,04 0,052
superficie da gaiola

Pavilhdo auricular 0,1+0,2 -0,416

defletido
Carregando as fezes 0,02+0,04 0,052
Mordendo a prépria 0,02+0,04 0,052
cauda

Assim, estes resultados até aqui revelados assinalam que as doses recomendadas para
estudo e outras aplicacdes devem ser inferiores a 385,71 mg/Kg; podendo este valor ser
alterado na medida em que outras informagdes sejam acrescentadas, principalmente no
tocante as avaliacdes histopatologicas complementares, ndo disponiveis neste estudo, mas ja

providenciadas e encaminhadas para novas e futuras abordagens sobre 0 mesmo tema.

5.3. Atividade Anti-inflamatoéria

A atividade antinflamatéria foi avaliada mediante o desenvolvimento da metodologia
proposta por Swingle e Shideman (1972), como ja foi apresentado no capitulo concernente a
metodologia. Na tabela 5.3.1 podem ser identificados os valores da pesagem dos discos de
algoddo implantados nos animais ap0s a secagem. Verificou-se portanto que o peso médio dos
discos procedentes dos animais tratados com a FOESSB na dose de 205,70 mg/Kg era menor
do que os discos provenientes dos animais do grupo controle, diferenca esta significativa para

um valor de p < 0,05.

Uma relacdo também procurou-se estabelecer entre as pesagens do figado e do bago
dos animais de ambos os grupos, construindo-se a tabela 5.3.2, que mostra os valores relativos
concernentes aos 6rgdos dos animais tanto do grupo controle como do grupo tratado. Com
estes dados foi possivel efetuar uma comparagdo entre estas estruturas de ambos 0s grupos,
verificando n&o ter havido diferenca significativa entre as pesagens para um valor de p < 0,05.



Na figura 5.3.1 tem-se ilustrada graficamente a diferenca encontrada entre as pesagens
dos discos provenientes de animais tratados e do grupo controle, confirmando que a FOESSB
tem acao anti-inflamatdria, inibindo a depositacdo de material fibroso sobre os discos e

neovascularizacgéo.

Bem, outros pesquisadores ja haviam assinalado que semente das espécies do género
Pterodonsp, podia inibir processo inflamatorio (SABINO et al., 1996; NUNAN et al., 2001;
COELHO et al., 2004). Mas estes ensaios ratificam que a FOESSB também pode inibir o
processo inflamatorio sendo que os animais ndo exibiram diferencas importantes quando
submetidos ao teste de ansiedade, comparados com animais que ndo haviam recebido
implantes, conforme mostram os dados da tabela 5.3.3 e figura 5.3.2. Este teste evidencia
enfim a ndo ocorréncia de residuos comportamentais decorrentes de agravamentos fisicos
como incapacitacbes ou mesmo alteracfes de comportamento decorrentes da presenca de dor
ou ansiedade devido ao modelo experimental de resposta inflamatéria implantado. Verificou-
se portanto que em relacdo ao grupo controle ndo ocorreu diferenca alguma, ao fim do

tratamento.

Tabela 5.3.1 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria. Peso do figado e do bago, além do
peso do disco de algod&o hidréfilo implantado subcutaneamente (10mg), avaliado 7 dias ap6s
0 tratamento.

Peso (Q)
Grupos Figado Baco Disco Corpo
Controle
Media 1,960 0,204 0,268 43,060
Desvio 0,326 0,042 0,092 4,957
CVv 16,61 20,68 34,43 11,51
Tratado
Media 1,762 0,209 0,169* 41,660
Desvio 0,173 0,051 0,069 4,975
CV 9,81 24,17 40,45 11,94

e Valor calculado t = 23,55481, diferenca significativa para p < 0,05 (gl = 18).



Tabela 5.3.2. Razdo de massas (g/g de peso corpéreo) para o figado e o bago dos grupos
tratados e controle provenientes dos bioensaios de atividade antinflamatoria.
Peso relativo

(9/g de peso do corpo)
Tratamentos Figado Baco
Controle 0,0455 0,0047
Sucupira 0,0423 0,0050

N&o ocorreu diferenca significativa para um valor de p < 0,05.
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Figura 5.3.1 Comparacéo do peso dos discos de algoddo implantados nos animais dos grupos
controle e tratado com a FOESSB nos bioensaios para avaliagdo da atividade antinflamatéria.
* Diferenca significativa para um valor de p < 0,05 quando da aplicacédo do teste estatistico t

de Student para comparacdo dos valores medios e respectivos desvios.

Tabela 5.3.3. NUmero de bolinhas cobertas por maravalha das gaiolas de ambos os grupos de
animais tratados com a FOESSB e animais do grupo controle.

Parametros Controle Sucupira
3 3
Frequéncia 0,3 0,3
Desvio padréo 0,145 0,145

N&o ocorreram diferencas significativas para um valor de p < 0,05 (gl=18).
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Figura 5.3.2. Percentagem de resposta positiva em animais dos grupos tratados com FOESSB

e controle frente ao teste de ansiedade.

5.4Bioensaios para avaliacao do potencial de recuperacdo em modelos de

incapacitacéo articular induzida por Ovalbumina

As dificuldades de realizacdo de protocolos esxperimentais que a0 mesmo tempo
sejam simples em sua proposi¢do de montagem e realizacdo, como também de proporcionar
resultados facilmente interpretaveis, levou ao desenvolvimento deste protocolo, ja descrito em
detalhes na metodologia. Apos os animais terem completado o ciclo de inducdo da
incapacitacdo articular como também dos tratamentos sugeridos, procurou-se avaliar
inicialmente o nivel de estresse destes animais, antes de submete-los as etapas subseqlientes.
Na tabela 5.4.1 e figura 5.4.1, temos os principais resultados obtidos do teste de ansiedade,
sinalizando a ndo ocorréncia significativa entre os grupos avaliados para um valor de p <
0,05.



Uma vez ndo afetados os animais por problemas de estresse, conforme sugeria 0s
dados do teste de ansiedade aplicado, numa préxima etapa estes mesmos organismos foram
submetidos ao teste de analgesia mediado por placa quente a 55 °C. E interessante assinalar
que o tempo de permanéncia dos animais na placa quente ndo favorece o desenvolvimento de
lesbes na superficie plantar dos seus membros posteriores e anteriores, pois considera-se
como lastro temporal um tempo méximo de 30s para a observacdo da resposta caracteristica
que é a lambedura das patinhas quando 0s receptores termicos destas extremidades sao

estimulados acima do limiar critico de excitabilidade.

Tabela 5.4.1 Resposta apos o 7° dia de tratamento dos animais com incapacitacdo articular
induzida por Ovalbumina ao teste de ansiedade. Grupos controle, Grupo com animais tratados
diariamente com dexametazona (5mM ip), Grupo com animais tratados com Celecoxib (5mM
ip0 e grupo com os animais tratados com a FOESSB na dose de 205,71 mg/Kg, n = 9 em cada

grupo.

Parametros Controle Dexametazona Celecoxib Sucupira
3 5 2 2
Freq. 0,3 0,5 0,2 0,2
Desvio padréo 0,145 0,158 0,127 0,127

Né&o ocorreram diferencas significativas para um valor de p < 0,05 (gl=18).
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Figura 5.4.1 Percentual de resposta em teste de ansiedade dos animais com incapacitacao
articular submetidos a diferentes condi¢Bes de tratamento. Diferengas néo significativas para
um valor de p < 0,05.

Na tabela 5.4.2 podem ser visualizados os tempos de resposta dos animais de cada
grupo experimental avaliado quanto ao teste de analgesia por placa quente a 55°C,
verificando-se que o tempo médio dos animais tratados com Celecoxib e com a FOESSB
foram diferentes significativamente em relacdo ao grupo controle para um valor de p < 0,05.

Esta diferenca pode ser melhor ilustrada na figura 5.4.2.

Estes resultados acima corroboram com a idéia de que as substancias presentes na
FOESSB inibem as respostas algicas protagonizadas pela inducéo da incapacitacdo articular,
de forma aparentemente similar aos efeitos proporcionados por Celecoxib, que é um
antagonista de ciclooxigenase 2, um sistema enzimatico ativo em células imunolégicas que
participa da demodulacdo dos residuos do acido araquiddnico enviando-os para cascatas
especificas para a producdo de diferentes tipos de moduladores, em diferentes rotas

metabolicas celulares.

Aqui, talvez seja importante assinalar que este efeito analgésico neste tipo de modelo
experimental sinaliza uma circunstancia um pouco diferente daquela em que os animais nos
bioensaios de atividade espontanea exibiam. Neste caso temos uma acdo pro-inflamatéria
instalada devido aos estimulos proporcionados pela Ovalbumina na implantacdo do modelo
de incapacitacdo articular. Neste caso, possivelmente este efeitos inibitérios envolvem a
producdo de prostaglandinas, principalmente a PGE, normalmente associada a estes
processos. Também € importante lembrar que este tipo de prostaglandina pode modificar o
limiar de excitabilidade de células nervosas, em especial 0s neurbnios nociceptivos de
conducéo lenta da via da percepcdo da dor. Estes neurdnios podem aumentar cerca de mil
vezes a velocidade de conducdo nestas células, intensificando as respostas algicas. Uma
inibicdo deste mecanismo contribuiria bastante para minimizar este tipo de dor inflamatoria
(ADAMS, 2003; GOLAN et al., 2009).



Tabela 5.4.2 Tempo de resposta a sensibilidade das patas de camundongos submetidos ao
modelo de placa quente para avaliagdo da extensdo da resposta analgésica. Grupos de animais
controle, animais pré-tratados com Dexametazona (5mM ip), animais pré-tratados com
Celecoxib (5mM ip) e animais tratados com a FOESSB na dose de 205,71 mg/Kg.

Grupos de tratamento

Tempo de resposta (seg.)

Animal Controle Dexametazona  Celecoxib Sucupira
1 7 5 20 8
2 8 7 16 10
3 9 5 16 12
4 4 6 11 10
5 5 6 17 16
6 5 8 12 11
7 4 6 16 15
8 7 7 10 16
9 7 4 11 3
Media 6,222 6,000 14,333 11,222
Desvio 1,787 1,225 3,428 4,207
CV 28,73 20,41 23,92 37,48
Probabilidade - 0,381 5,3E-06* 0,0024*
0,052**

*Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle para um valor de p < 0,05 (gl + 16), (n
= 9 animais por grupo). **Diferenca significativa em relacdo ao grupo onde os animais foram

pré-tratados com Celecoxib para um valor de p < 0,1.



o *

16 +

12 +

10 +

Tempo medio de resposta (seg)

Controle Dexa Celecoxib Sucupira

Tipo de tratamento
_ P J

Figura 5.4.2 Tempo medio de resposta de animais provenientes de diferentes condicGes de
tratamento em teste de analgesia em modelo de placa quente a 55°C. * Diferenca significativa
para um valor de p < 0,05.

Em linhas gerais, a avaliacdo do processo nociceptivo desta forma, pode sinalizar uma
importante resposta integrada no cortex cerebral, enquanto a simples agitacdo das patas
posteriores (sapateado) geralmente € interpretada como sendo apenas uma resposta de
integracdo medular (ALMEIDA E OLIVEIRA, 2006). Seja como for, verifica-se que as
acOes induzidas pela presenca da Ovalbumina na cépsula articular dos animais estudados
afetaram, de certa forma, o limiar de excitabilidade para a dor nas imediagdes centrais, onde

geralmente espera-se que drogas semelhantes aos narcéticos atuem.

A sujeicdo dos mesmos animais avaliados nos testes de analgesia agora ao teste do
plano inclinado permitiu a visualizacdo de que a FOESSB conseguiu promover a recuperacao
dos animais de forma similar aos animais que receberam Celecoxib, em relagdo ao grupo
controle, respectivamente p < 0,01 e p < 0,05, como mostram os dados da tabela 5.4.3 e

Figura 5.4.3.



Tabela 5.4.3 Tempos de resposta dos animais de diferentes grupos de tratamento em teste do
plano inclinado. Uma avaliacdo da condicdo de recuperacdo dos efeitos da incapacitacdo
articular induzida por Ovalbumina.

Tipos de tratamento

Tempo de resposta (seg.)

Animais Controle Dexametazona Celecoxib Sucupira
1 45 5 S) 5)
2 10 5 5 4
3 10 10 10 5
4 10 22 5 2
5 10 60 ) 5)
6 10 15 2 3
7 10 30 3 5
8 10 25 5 1
9 10 15 3 1
Media 13,889 20,778 4,778 3,444
Desvio 11,667 17,042 2,279 1,740
Cv 84,00 82,02 47,70 50,52
Probabilidade - 0,165945 0,01764* 0,00862**
- - - 0,09104***

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, para um valor de p < 0,05. **
Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, para um valor de p < 0,01; ***
Diferenca significativa em relagcdo ao grupo cujo tratamento dos animais foi com Celecoxib,
para um valor de p <0,1.

Uma comparacdo rapida dos valores de probabilidade obtidos permite verificar que a
FOESSB foi ligeiramente melhor em promover a recuperagdo dos organismos afetados, com

tempos de resposta melhores.
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Figura 5.4.3 Tempos de resposta em teste de plano inclinado, de animais com incapacitacéo
articular induzida por Ovalbumina, sob diferentes condi¢des de tratamentos. * Diferenca

estatistica significativa para um valor de p < 0,05.

Na tabela 5.4.4, podem ser visualizados os valores médios dos pesos dos érgdos dos
animais com incapacitacao articular, sob diferentes condigdes de tratamento. Afim, portanto,
de se efetuar uma comparacdo destes valores entre os diferentes grupos de tratamento,
providenciou-se a obtencdo dos valores de peso dos 6rgaos da tabela 5.4.4 em termos de peso
relativo, ou seja, levando-se em consideragéo o peso dos animais, conforme mostram os dados
da tabela 5.4.5. A aplicacéo do teste estatistico t de Student verificou-se ndo haver diferencgas
estatisticas significativas entre os valores médios obtidos para o0 peso dos orgaos frente aos

diferentes grupos avaliados.

Mas para efeito de curiosidade, na tabela 5.4.6 podem ser os percentuais de afetamento
de cada tratamento sobre os Orgéos extraidos dos organismos estudados. Bem, neste caso,
verifica-se que o tratamento com dexametazona afetou o coracdo, o rim esquerdo e o0 bago,
principalmente considerando um espago temporal de apenas uma semana de tratamento.
Também € interessante revelar que 0s animais do grupo tratado com dexametazona

apresentavam-se edemaciados, e tiveram 0 processo de recuperacdo dos efeitos da



incapacitacdo articular retardados, onde os animais exibiam uma massa corporea maior em
relagdo aos animais dos demais grupos, assim como alteragbes de comportamento
importantes, como agressividade e consumo elevado de alimentos e de agua. Tudo indica que
0 estimulo antigénico promovido pela Ovalbumina modificou a forma com que a
dexametazona promoveu a interacdo com o0s sitios metabdlicos onde participa o sistema
ezimatico da fosfolipase, ou ainda promoveu inibi¢cBes importantes nos mecanismos de
recaptacao extraneuronal nos sistemas de células nervosas noradrenérgicos, serotoninérgicos e

dopaminérgico.

Tabela 5.4.4 Valores medios e respectivos desvios do peso dos 6rgdos de animais com
incapacitacdo articular, sob diferentes condicdes de tratamento.

Peso ()

Grupos Coracdo Pulmédo Figado Rim Rim Baco Corpo
Direito  Esquerdo

Gl

Media 0,211 0,235 1,611 0,258 0,278 0,145 39,318

Desvio 0,043 0,044 0,341 0,039 0,020 0,025 4,022
Ccv 20,317 18,777 21,178 14,973 7,242 17,208 10,229
G2

Media 0,216 0,264 1,630 0,308 0,261 0,145 44,432

Desvio 0,025 0,064 0,248 0,048 0,039 0,044 5,095
Ccv 11,416 24,409 15,235 15,454 14,954 30,652 11,467
G3

Media 0,178 0,237 1,702 0,238 0,249 0,158 39,099

Desvio 0,017 0,042 0,220 0,034 0,028 0,044 1,733
Ccv 9,312 17,536 12,924 14,164 11,280 27,703 4,432
G4

Media 0,184 0,247 1,733 0,265 0,260 0,136 41,257

Desvio 0,024 0,051 0,247 0,045 0,032 0,041 3,011
CVv 13,000 20,797 14,245 16,834 12,152 30,380 7,297

G1 - Grupo controle; G2 — Animais tratados com Dexametazona; G3 — Animais tratados com

Celecoxib; G4 — Animais tratados com a fracdo orgéanica do extrato hidroalcéolico de

sucupira; todos os grupos com n = 9.



Tabela 5.4.5 Valores medios relativos do peso dos 6rgéos de animais com incapacitagdo
articular, sob diferentes condicGes de tratamento.

Grupos de tratamento

Peso médio relativo (g/g de peso corpdreo)

Controle Dexametazona Celecoxib Sucupira
Coracéo 0,0036 0,0049 0,0046 0,0045
Pulméo 0,0060 0,0059 0,0061 0,0060
Figado 0,0410 0,0367 0,0435 0,0420
Rim Direito 0,0066 0,0069 0,0061 0,0064
Rim Esquerdo 0,0071 0,0059 0,0064 0,0063
Baco 0,0037 0,0033 0,0040 0,0033
Probabilidade - 0,4502 0,4922 0,4913

Diferencam ndo significativas para um valor de p < 0,05.

Tabela 5.4.6 Valores percentuais de afetamento sobre o peso dos 6rgaos em relagcdo ao peso
dos respectivos animais com incapacitacao articular, sob diferentes condi¢fes de tratamento.

Tratamentos
%
Orgaos Dexametazona Celecoxib Sucupira
Coracéo 9,317 14,927 16,713
Pulméo 0,538 -1,702 -0,171
Figado 10,473 -6,226 -2,497
Rim Direito -5,562 7,279 2,155
Rim Esquerdo 16,962 9,898 10,799
Baco 11,311 -9,835 10,194

Uma analise bioquimica do sangue dos animais com incapacitacdo articulardos
diferentes grupos de tratamentos foi efetuada. Na figura 5.4.4 podem ser visualizados 0s
valores obtidos para os niveis de uréia no sangue dos animais dos diferentes grupos.
Tomando-se como referéncia o valor estimado para o0s niveis de uréia em camundongos
normais de 57,6 £2,54 mg/dL conforme assinala VVasconcelos, et al. (2007) verifica-se que 0s
valores obtidos experimentalmente estdo muito baixos, denotando no minimo problemas com
0 metabolismo do nitrogénio em todos os animais; muito embora os animais tratados com

Celecoxib e com FOESSB apresentaram valores maiores em relagdo aos demais grupos.
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Figura 5.4.4 Niveis de ureia plasméatica em camundongos com incapacitacéo articular

induzida por Ovalbumina e diferentes condi¢cdes de pré-tratamento.

Na figura 5.4.5 podem ser visualizados os valores obtidos para os niveis de creatinina
no sangue dos animais dos diferentes grupos de tratamento. Tomando-se como referéncia o
valor estimado para 0s niveis de creatinina em camundongos normais de 0,34 + 0,02 mg/dL
conforme assinala Vasconcelos, et al. (2007), verificou-se que os valores obtidos
experimentalmente para o grupo controle estdo relativamente normais, embora 0s animais
tratados com Dexametazona, Celecoxib e FOESSB tenham apresentado valores ligeiramente
mais elevados em relagdo aos animais do grupo controle. Esta elevagédo pode estar associada
a dificuldades apresentadas pelo sistema renal em tentar administrar a carga dos substratos
usados no tratamento, inclusive da FOESSB, com provavel prejuizo nos mecanismos de

fosforizacao de proteinas, acidos nucléicos e outros substratos.

Dificuldades nos mecanismos de biotransformacgéo de substratos ativos podem acabar

gerando uma espécie de ciclo vicioso, uma vez que o processo de fosforilagdo também faz



parte dos mecanismos moleculares de oxireducdo e conjugacdo associados por exemplo aos

sistemas de citocromos localizados no tecido hepatico.
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Figura 5.4.5 Niveis de creatinina plasmatica em camundongos com incapacitacao articular

induzida por Ovalbumina e diferentes condicdes de pré-tratamento.

Ja na figura 5.4.6 tem-se os valores obtidos para os niveis de transaminase TGO/AST
no sangue dos animais dos diferentes grupos. Comparando-se estes valores com o valor
estimado para os niveis de TGO/AST em camundongos normais de 50,60 + 6,13 U/L
conforme assinala Vasconcelos, et al. (2007), verificou-se que os valores obtidos
experimentalmente estdo extremamente elevados, principalmente os do grupo controle,
sugerindo que o estimulo antigénico proporcionado pela Ovalbumina afetou outros dominios
nestes organismos. Todos 0s animais dos demais grupos de tratamento apresentaram valores
muito elevados, com excec¢do dos animais que receberam dexametazona na dose de 5mM (ip),
muito embora o valor médio obtido tenha sido superior ao valor de referéncia obtido a partir

da literatura. Seja como for, os demaistratamentos parece ndo afetar as transformacées



metabdlicas induzidas pela Ovalbumina, com excecdo dos animais que receberam

dexametazona.

Bem, considerando o papel do sistema enzimatico da transaminase glutamica
oxalacética, ou mais modernamente a aspartato aminotransferase (AST), sobre diferentes
etapas do metabolismo protéico, principalmente nos processos anabolicos, pode-se
conjecturar um possivel comprometimento de tecidos como o renal e o hepético, sinalizando a

presenca de um processo lesivo nestes 6rgaos.
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Figura 5.4.6 Niveis de transaminase TGO plasmética em camundongos com incapacitagdo
articular induzida por Ovalbumina e diferentes condic¢des de pré-tratamento.

Ja com relacdo ao sistema das transaminases TGP/ALT, mais especificamente o
sistema de transaminases glutamico pirarvica Na figura 5.4.7 sdo mostrados os valores
obtidos experimentalmentepara 0s niveis de transaminase no sangue dos animais dos
diferentes grupos. Comparando-se estes valores com o valor estimado para os niveis de
TGP/ALT em camundongos normais de 77,20 £ 8,65 U/L conforme assinala VVasconcelos, et
al  (2007), verifica-se que os valores obtidos experimentalmente estdo extremamente

elevados, mostrando que os tratamentos dos animais dos demais grupos nao reverteram estes



parametros, embora os animais tratados com dexametazona e com celecoxib apresentaram
valores para este sistema enzimatico ainda maiores, denunciando a ocorréncia de possiveis

processos lesivos principalmente sobre o tecido hepatico.

O engracado é que alguns autores alegam ndo haver efeitos toxicos protagonizados
pelo 6leo da semente de sucupira em camundongos (SABINO et al., 1996).
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Figura 5.4.7 Niveis de transaminase TGP plasmatica em camundongos com incapacitacdo

articular induzida por Ovalbumina e diferentes condi¢fes de pré-tratamento.

Na figura 5.4.8 sdo mostrados os valores obtidos experimentalmente para os niveis de
fosfatase alcalina (FA) no sangue dos animais dos diferentes grupos. Comparando-se estes
valores com o valor estimado para os niveis de (FA) em camundongos normais de 149,4 +
16,99 U/L conforme assinala Vasconceloset al., (2007), verifica-se que os valores obtidos
experimentalmente estdo elevados, mostrando principalmente que os tratamentos dos animais
com Celecoxib e FOESSB contribuiram para uma maior elevagdo dos valores. Considerando-
se, entretanto, o papel que esta hidrolase tem sobre o metabolismo dos fosfatos, e sua
transferéncia para outros grupos moleculares como proteinas, &cidos nucléicos, verifica-se

que estes organismos foram afetados de forma significativa em seus sistemas metabolismos.
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Figura 5.4.8 Niveis de fosfatase alcalina plasmatica em camundongos com incapacitagdo

articular induzida por Ovalbumina e diferentes condicdes de pré-tratamento.

6. CONCLUSAO



De acordo com os resultados obtidos e nas condi¢fes em que o experimento foi

realizado conclui-se que:

e Os bioensaios da atividade espontanea revelaram que a FOESSB proporcionou um
elenco de respostas comportamentais caracteristico, sinalizando efeitos estimulantes e
depressores sobre 0 SNC, efeitos sobre o SNA além de outros efeitos diversos, cuja
expressao foi caracteristica conforme a dose empregada. Alguns dos efeitos

observados revelaram uma relagdo do tipo dose/efeito.

e O extrato hidroalcoolico da semente de sucupira branca na dose de 205,71 mg/Kg
apresentou atividade anti-inflamatéria e analgésica em modelo de incapacitacdo

articular em camundongos.

e A fragdo organica do extrato de sucupira parece ndo influenciar nos parametros
bioquimicos (TGO, TGP, FA, ureia e creatinina) e as alteracdes observadas estdo,

provavelmente relacionadas com o estimulo antigénico.

e A fracdo organica do extrato da semente de sucupira ndo apresentou alteracdes e

variacdes macroscopicas nos orgaos estudados (coracao, figado, rim, pulméo e baco).

e Com a pesquisa detalhada e minuciosa destes compostos assegura-se a salde da
populacdo e também torna a fracdo organica do extrato da semente de sucupira uma
opcdo para o tratamento das afeccBes articulares de ordem inflamatéria
economicamente viavel e segura, visando & minimizacdo de efeitos colaterais no
organismo pretende-se com esse estudo introduzir um fitoterapico como um

medicamento eficaz para resolucéo deste problema.

e Na&o ocorreram Obitos nos bioensaios de atividade espontanea até uma dose de 9257,10
mg/Kg, muito embora, pelas relacbes de dose efeito encontradas em respostas
associadas a importantes efeitos sobre o SNC, recomenda-se que para futuros
trabalhos sejam empregadas doses inferiores a 385,71 mg/Kg.

e A FOESSB na dose de 205,71 mg/Kg reduziu inflamacgédo de forma significativa em
modelo de implante de disco de algoddo subcutaneo para um valor de p < 0,05. Os

animais avaliados ndo exibiram alteracGes importantes em teste de ansiedade.



A FOESSB na dose de 205,71 mg/Kg reduziu as respostas pré-inflamatorias
associadas ao processo de incapacitacdo articular induzido por Ovalbumina de forma
significativa para um valor de p < 0,01. Os animais tratados com Celecoxibna dose
equivalente a 5mM apresentaram respostas inibitorias das reac6es pro-inflamatorias de
forma significativa para um valor de p < 0,05. Os animais nesta etapa também néo

exibiram alteracbes comportamentais significativas em teste de ansiedade.

A FOESSB na dose de 205,71 bem como Celecoxib reduziu de forma significativa as
mudancas no limiar de excitabilidade a respostas algicas, em modelo de placa quente a
55°C, em camundongos protagonizadas pela resposta antigénica da Ovalbumina, de
forma significativa para um valor de p < 0,05.

As avaliagbes bioguimicas dos parametros TGO, TGP, FA, uréia e creatinina
revelaram que o estimulo antigénico teve, bem provavelmente, uma participacao
efetiva na elevacdo de todos estes parametros, com exce¢do dos niveis de uréia que
estavam bem abaixo do esperado, em relacdo aos valores referenciais encontrados na

literatura para 0s mesmos parametros em camundongos Swiss sadios.

Dexametazona, Celecoxib e FOESSB potencializaram 0s niveis de creatinina nos

animais avaliados de forma equivalente.

Celecoxib e FOESSB ndo conseguiram reduzir os elevados niveis de TGO
protagonizados pelo estimulagéo antigénica da albumina; embora dexametazona tenha

proporcionado alguma reducao.

Dexametazona e Celecoxib potencializaram os ja elevados niveis de TGP em

camundongos com incapacitacao articular induzida por Ovalbumina.

Celecoxib e FOESSB potencializaram os niveis de fosfatase alcalina, ja elevados, em

animais sob resposta antigénica protagonizada por Ovalbumina.

N&o foram encontradas diferencas significativas na avaliagdo macroscopica e
pesagens, efetuadas sobre 6rgdos como figado, rim, bago, pulmdo e coragdo para um
valor de p < 0,05.



e O extrato hidroalcoolico de semente de sucupira na dose de 205,71 mg/kg apresentou
atividade anti-inflamatoria e analgésica em modelo de incapacitacdo articular em

camundongos
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