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RESUMO

Pterodon pubescens Benth. (Leguminosae, Papilionoidea) conhecida como sucupira
branca ¢ utilizada na medicina popular como antiinflamatério, tdnico e depurativo. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antiinflamatéria; antinociceptiva a toxicidade
aguda do déleo das sementes e identificar a fracdo ativa. O dleo foi obtido por prensagem
das sementes e centrifugacdo. As fragbes foram obtidas através de cromatografia em
coluna, monitoradas por cromatografia de camada delgada e identificadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Os modelos de edema de pata
produzidos por carragenina, histamina e bradicinina e edema de orelha produzido por éleo
de croton foram utilizados na avaliagdo da atividade antiinflamatéria. A atividade
antinociceptiva foi avaliada através do teste de analgesia induzida por calor e do teste das
contorgdes abdominais induzidas por 4cido acético. A toxicidade do 6leo de sucupira foi
avaliada também em modelo animal, por meio de analise anatomohistopatoldgica,
verificacdo dos niveis de glicose e do peso corporal diario. A atividade antiproliferativa foi
avaliada em cultura de células tumorais humanas. A fraco ativa revelou a presenca
majoritaria de compostos terpé€nicos. O o6leo de Prerodon pubescens e a fragdo rica em
terpenos inibiram o edema de pata induzido por carragenina. Em ratos adrenalectomizados
o 6leo manteve atividade antiedematogénica eliminando a exclusividade da atividade
antiinflamatdria por corticéides endogenos. Nos modelos de edema de pata induzido por
histamina e bradicinina o 6leo de P. pubescens reduziu a formacfo de edema. Na dermatite
provocada pela aplicacdo de 6leo de créton, o 6leo de P. pubescens também inibiu a
formacdo de edema. No modelo de nocicep¢do quimico, o 6leo de P. pubescens inibiu o
namero de contor¢des abdominais pelo acido acético. O efeito antinociceptivo foi
confirmado no teste da placa quente, onde o tratamento com o 6leo de P. pubescens
ampliou a reatividade ao estimulo térmico. O 0leo e a fragfio ativa apresentaram atividade
antiproliferativa 'concentrac;ﬁo-dependente, apresentando citotoxicidade na maioria das
concentragdes estudadas. Houve um aumento significante da glicemia com o 6leo de P.

pubescens na dose de 30mg/kg; um aumento do peso corporal dos animais na dose de



30mg/kg e uma diminui¢fo nas doses de 100 e 300mg/kg; a analise anatomohistopatoldgica
também revelou toxicidade. Os resultados indicam que o 6leo de P. pubescens apresenta
atividade antiinflamatéria e antinociceptiva e que 0s terpenos parecem Ser responsaveis por
essa atividade. Apresenta toxicidade na dose efetiva como antiinflamatoria e
antinociceptiva apds 14 dias de tratamento e atividade antiproliferativa em cultura de

células tumorais, provavelmente relacionada a inibi¢do de COX-2.



ABSTRACT

Pterodon pubescens Benth.(Leguminosae, Papilionoidea), popularly known as
"sucupira branca" is widely used by folk medicine as an anti-inflammatory. The present
investigation was performed to examine the anti-inflammatory, antinociceptive activity,
and the subacute toxicity evaluation of P. pubescens seed oil and identify the active
fraction. The seed oil was extracted by pressure and centrigugation. The fractions were
obtained by colum chromatography, monitored by thin layer chromatography and analyzed
by gas chromatography with mass detection. The anti-inflammatory activity was evaluated
by paw edema induced by carrageenin, histamine, bradykinin and ear croton oil edema. The
antinociceptive activity was demonstrated employing hot plate and acetic acid-induced
abdominal constriction writing model. The toxicological analysis involved anatomical and
histopathological; glucose level and weight body examination in animal models. The
antiproliferative activity was examinated in human cell culture. The terpenoids is the main
class of compounds identified in the active fraction. The treatment with P. pubescens seed
oil and the enriched terpenoids fraction, inhibited edema formation induced by carragenin .
In adrenalectomizated rats the seed's oil showed antiedematogenic activity, rejecting the
anti-inflamatory activity exclusively by endogen corticoids. The seed's oil reduced paw
edema induced by histamine and bradykinin, as well as by ear croton oil induced edema.
The seed's oil inhibited the number of acetic acid-induced abdominal constriction. The
antinociceptive effect was confirmed by the hot plate test, where the treatment with the
seed's oil increased reaction time period for thermic stimulus. Administration of 30mg/kg
doses increased glucose levels and body weight. Whereas 100 and 300mg/kg doses of
seed's oil decreased these parameters. The anatomical and histophatological examination
indicated toxicity. The oil and the active fraction showed antiproliferative activity related to
concentration, demonstrating citotoxicity in the highest concentration tested. Based on
these results the seed's oil showed toxicity in the effective dose after 14 days of treatment
and antiproliferative activity in the tumoral cell culture. We suggest that the anti-

inflamatory activity is due to the presence of terpenic compounds.



LISTA DE ABREVIATURAS:

AA: Acido araquidénico
AINE: Antiinflamatorio néo esteroidal
COX: Cicloxigenase
cPLA2 Fosfolipase A2 citosolica
DAG diacilglicerol
(EGF)-a Fator de crescimento epidermal
HETE Acido 15-hidroxi-eicosatetraendico
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HPETE Acidos-hidroxiperoxieicosatetraenoicos
HPA Eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
IP3 Trifosfato de inositol
iPLA2 Fosfolipase A2 célcio-independente
Lyso-PL lisofosfolipideos
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PG2 Prostaglandina G2
PGH2 | Prostaglandina H2
PGE2 Prostaglandina E2
PGI2 Prostaglandina I2
PG Prostaglandina
PL Fosfolipideos
PLA2 Fosfolipase A2
sPLA2 Fosfolipase A2 secretoria
SFB Soro fetal bovino
TXA2 Tromboxano A2



1. INTRODUCAO

Até meados do século XX as plantas medicinais e seus derivados constituiam a base
da terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do
século XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso. Atualmente cerca de 50%
dos medicamentos utilizados sfo de origem sintética e cerca de 25% sdo de origem
vegetal, isolados diretamente ou produzidos por sintese partindo-se de um precursor
vegetal. No entanto, a Gltima década registrou um aumento expressivo no interesse em
drogas derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo crescimento de publicacdes dessa
linha de pesquisa nas principais revistas cientificas das areas de quimica e farmacologia

(Calixto, 2000).

Algumas estimativas revelam a existéncia de aproximadamente 250.000 espécies de
plantas superiores em todo o mundo. Entretanto, dados disponiveis revelam que apenas
17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal. Portanto, essa flora
representa um potencial enorme para obtencdo de novas moléculas para a descoberta de

novos medicamentos (Hamburger et al., 1991; Cragg et al., 1999).

Devido a existéncia desse imenso campo de pesquisa ainda pouco explorado, a partir de
uma pesquisa bibliografica sobre estudos etnobotinicos e da viabilidade em realizar
determinados experimentos em nosso laboratério, selecionamos uma espécie vegetal

como objeto de estudo.



As sementes de Pterodon pubescens tem sido extensamente utilizadas pela
populaggdo como antiinflamatoério. Vérios compostos ja foram identificados, mas nenhum

deles foi ainda relacionado a essa atividade. Alguns deles mostraram eficacia contra

shistomaniose, comprovada em diversos modelos experimentais.

A a¢fo antiinflamatéria do extrato hexanico das sementes do 6leo de P.pubescens
foi estudada por Carvalho e colaboradores em 1999, sem entretanto identificar a fragdo ou

compostos ativos responsaveis por essa atividade.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a acfo antiinflamatoria,
antinociceptiva e antiproliferativa do O6leo das sementes de Prerodon pubescens;

identificar a frac@o responsavel por essa atividade e iniciar o estudo da toxicidade aguda.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1997, estimava-se que o mercado mundial de produtos fitoterapicos era de 10
bilhGes de dolares, com um crescimento anual de 6,5%. China e india, possuem
atualmente uma industria de produtos naturais bem estabelecida; paises Latino
americanos investem em programas de pesquisa de plantas medicinais; na padronizago e
regularizagdo de seus produtos; seguindo ao exemplo de paises europeus como, Franga e

Alemanha (Rates, 2001).

Muitos fatores contribuiram para o aumento do retorno do interesse na pesquisa de
plantas medicinais. Um desses fatores foi a descoberta de drogas eficazes no combate ao
cancer. O NCI (National Cancer Institute, USA) tem testado mais de 50 000 amostras de
plantas para atividade anti-HIV e 33 000 amostras para atividade antitumoral (Rates,
2001). Outro fator, foi o interesse nos estudos sobre a biodiversidade acoplados a
preservagéo das espécies. Da mesma forma a falta de acesso da maioria da populagfio aos
medicamentos modernos faz com que buscas alternativas mais baratas sejam oferecidas

(Filho e Yunes, 1998; Calixto , 2000).

Por outro lado, a falta de informacfo e o mau uso dos medicamentos geralmente
provocam o aparecimento de reagbes colaterais graves ou entdo o insucesso do
tratamento, causando descrenca em sua eficicia. Acompanhando esses fatos, o

ressurgimento de praticas alternativas (cromoterapia, florais, homeopatia, medicina



chinesa, medicina ayurveda e outros) de eficacia duvidosa, muitas vezes prometem
milagres sem ocorréncia de efeitos colaterais, colaborando com a disseminagfo da falsa
crenca na absoluta seguranca de uso dos produtos naturais (Alice et al.,1995; Carvalho,

1999).

O estudo de plantas medicinais constitui um processo multidisciplinar. Entre as
ciéncias bases envolvidas estdo a botanica, a quimica e a farmacologia, além da
antropologia, da agronomia, da biotecnologia e da quimica orgénica que também séo de
extrema importancia . A pesquisa, requer investigacdes clinicas efetivas, pois embora
uma espécie possa conter centenas de metabolitos secundarios, apenas 0s compostos
presentes em maior concentragdo sdo geralmente isolados e estudados pela fitoquimica

(Phillipson, 1999; Filho e Yunes, 1998; Rates, 2001).

O aperfeicoamento dos processos de purificagdo e isolamento aliados as técnicas de
espectometria de massas, espectroscopia no ultravioleta e infra-vermelho e ressonéncia
magnética nuclear t€ém possibilitado a elucidacfio de estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais (Calixto, 2000; Chang, 2000). Além disso, o desenvolvimento de
métodos de manejo, cultivo e melhoramento genético representam uma nova tendéncia no
estudo de plantas medicinais, pois asseguram maior qualidade e eficicia aliadas a

manuten¢go do equilibrio dos ecossistemas (Calixto, 2000).

O Cerrado compreende 25% do territorio brasileiro e caracteriza-se pela baixa

fertilidade do solo e predominio de uma longa estagdo seca, que condicionam o



desenvolvimento de um tipo peculiar de vegetagfo, muito atraente pela riqueza em espécies

medicinais e pela beleza dos aspectos estéticos que apresenta (Ferri, 1969).

A viabilidade do potencial medicinal das espécies do Cerrado passa, em primeiro
plano, pelo processo de resgate de informagdes, identificagdo das espécies existentes e sua
disponibilidade para pesquisa. A partir do conhecimento empirico tradicional destes
vegetais, descobertas benéficas a medicina tém sido feitas. Mors et al. (1966) detectaram
uma acdo profilatica do 6leo dos frutos de Pterodon pubescens Benth. no combate a
infeccdo de cercarias de Schistosoma mansoni. Outro exemplo sdo as furanocumarinas
obtidas da Brosimum gaudichaudii, utilizadas no tratamento do vitiligo (Pozetti &

Bermnardi, 1971).

A espécie vegetal, Pterodon pubescens Benth.- sinonimia botinica - Pterodon
emarginatus Vog. ¢ uma arvore da familia das Leguminosae-Papilionoideae. Conhecida
popularmente como faveiro, sucupira-branca, fava-de-sucupira, sucupira ou sucupira-lisa
podemos encontra-la principalmente no cerrado dos Estados de Minas Gerais, S&o Paulo,
Goias e Mato Grosso do Sul. Esta espécie atinge de 8-16 metros, com tronco de 30-40
centimetros de didmetro; possui folhas pinadas, com 20-36 foliolos de 3-4 centimetros de

didmetro (Lorenzi, 1998).

Um estudo etnoboténico em 30 cidades do interior de Minas Gerais relatou o uso
popular da sucupira, Pterodon pubescens Benth. no tratamento do reumatismo, dores de

garganta, problemas da coluna e como tonico e depurativo (Carvalho, 1999).



O género Pterodon compreende 4 espécies nativas do Brasil: P. abruptus Benth., P.
apparucuiri Pedersoli, P. pubesceﬁs Benth. (P. emarginatus Vog.) e P. polygalaeflorus
Benth. O estudo dessas espécies foi motivado pela comprovagio da agdo anti-cercariana
do o6leo de P. emarginatus Vog. e de outras espécies, em adi¢fo a atividade antimicrobiana

in vitro também obtida com o 6leo de P. emarginatus Vog. (Carvalho, 1999).

Em 1967, o 14,15-epoxigeranilgeraniol foi isolado de Pterodon pubescens Benth.,
provando ser um eficiente agente quimioprofilatico em shistomaniose. Em 1970, novos
diterpernos foram obtidos por Mahjan ¢ Monteiro, € no mesmo ano, terpenos foram

isolados por Fascio e colaboradores (Carvalho,1999).

A partir de um estudo quimico de Leguminosas brasileiras, foram isolados
isoflavonodides de Pterodon pubescens Benth. Continuando o estudo da espécie, novos
diterpenos foram isolados e mostraram ser eficientes no tratamento da shistomaniose

(Carvalho,1999).

Quatorze diterpenos furanicos foram identificados e isolados dos frutos do género
Pterodon. O diterpeno furénico - Vouacapan (6a-,7f3-dihydroxyvouacapan-17 sodium
oate), foi isolado da espécie P. polygalaeflorus Benth. e sua atividade antiinflamatoria
demonstrada através do modelo de pata induzido por carragenina (Carvalho,1999). A
atividade antinociceptiva do Vouacapan também foi estudada por Duarte e colaboradores

em 1996, sugerindo uma possivel acdo catecolaminérgica desse composto.
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A atividade antiinflamatoria do extrato hexanico de Pterodon pubenscens Benth.
foi estudada por Carvalho e colaboradores sugerindo que a atividade antiinflamatéria do
extrato hexénico estaria relacionada a inibi¢do da liberacdo de prostaglandinas e outros'
mediadores envolvidos no sistema de cininas. Sugere ainda que, a atividade
antiinflamatdria do extrato poderia estar relacionada a presenca de compostos terpé€nicos

(Carvalho,1999).

Recentemente, um estudo do extrato hidroalcodlico das sementes de Prerodon
pubescens Benth. confirmou seus efeitos em modelos de artrite experimental e a auséncia

de toxicidade subaguda (Coelho et al., 2001).

ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS DA INFLAMAGAO

A resposta inflamatoria € um processo defensivo multifatorial do organismo em
resposta a lesdes por infec¢do ou estimulos nocivos: quimicos, fisicos e biolégicos (Cicala e
Cirino, 1998). Os sintomas caracteristicos da inflamag&o incluem dor, elevagdo da

temperatura, rubor e edema (Gahmberg et al., 1998).

Os estimulos inflamatdrios, atuando sobre os tecidos, induzem a liberagdo de
mediadores quimicos que, apds interacdo com receptores existentes nas células da
microcirculagdo e nos leucécitos, produzem alteracdes hemodindmicas, exsudagio de
plasma e células sanguineas para o intersticio. A atividade do agente inflamatério e/ou das

células do exsudato pode produzir lesdes nos tecidos, inclusive levando a necrose. Cessada

11



a agio do estimulo inflamatério, reduz-se a liberagdo dos mediadores, a microcirculagio
recupera o estado hemodindmico original e o liquido e as células exsudadas voltam a
circulagdo sanguinea geralmente pelos vasos linfaticos. Se ha necrose, o tecido destruido é
fagocitado e logo depois surgem os fendmenos de cicatrizagdo ou regeneracdo (Lima e

Bogliolo,1994).

A reacfio inflamatoria consiste em reac¢les inatas e em reagdes imunologicamente
especificas. As reagdes inatas podem ser divididas em eventos vasculares e em eventos
celulares. Durante os eventos vasculares sdo gerados mediadores quimicos pelas células,
sendo que esses mediadores regulam os eventos vasculares e celulares (Sim, 1994). Ja a
resposta imunologicamente especifica torna a resposta defensiva ao hospedeiro nfo apenas
mais eficaz, como também mais especifica ao patégeno invasor, sendo os linfécitos B as
células-chave para produgio de anticorpos, e os linfocitos T importantes na indugéo da

resposta imune (Roitt, 1994).

Os Eventos Vasculares envolvem uma vasodilatagéo arteriolar que aumenta o fluxo
sanguineo no tecido inflamado, e a exsudacdo de liquido (edema), através da acio de
agentes que elevam a permeabilidade vascular como os autacoéides: bradicinina, histamina e
Fator de Ativacdo Plaquetéaria (PAF) (Vane e Botting, 1995). Esse exsudato liquido contém

varios mediadores que influenciam as células adjacentes e os proprios vasos sanguineos.

Estes incluem os componentes das cascatas enzimaticas dos sistemas complemento,

fibrinolitico e de coagulagdo. A ativacdo da cascata do sistema complemento por

12



microorganismos gera componentes (C1 a C9 ) que promovem a liberagdo de mediadores
inflamatérios de mastocitos (Coltren, 1992) e/ou fatores quimiotaticos para leucdcitos

(Okabe et al., 2000), facilitando também a fagocitose (Sim, 1994).

O endotélio vascular participa do controle da homeostase através de mecanismos
que envolvem a sintese e liberagdo de fatores pro-coagulantes e anticoagulantes. Quando ha
dano no endotélio como na inflamagio, o balango entre os fatores pré e anticoagulantes é
perdido e predomina o estado pré-coagulante. A ativagdo dos sistemas da coagulago e
fibrinolitico promove a liberagfo de trombina e fibrina. A trombina catalisa a conversdo de
fibrinogénio em fibrina, aumenta a permeabilidade vascular e promove a migracdo de
neutréfilos (Cirino e col., 2000). A conjugacdo desses fendmenos resulta na interrupg¢io da
perda sanguinea, com formacgfio de um tamp@o homeostatico pela fibrina que bloqueia a

saida de sangue.(Nemerson, 1988).
HISTAMINA

A histamina (B-aminoetilimidasol), sintetizada a partir da histidina pela L-histidina
descarboxilase, ¢ armazenada nos mastocitos, baséfilos e plaquetas. A histamina € liberada
por traumatismos, por reacdes imuneé mediadas pela imunoglobulina E (IgE), pelos
componentes do sistema complemento C3a -C5a, pela proteina liberadora de histamina
derivada de leucocitos, pelas interleucina-1 e interleucina-8 (Schwartz, 1994) e pelos

neuropeptideos como a substancia P (Okabe et al., 2000).
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A histamina tem papel importante na fas¢ inicial da resposta inflamatdria, como na
vasodilatacdo, permeabilidade do endotélio microvascular ¢ aumento de adesdo de
neutréfilos as células endoteliais. Essas condigdes inflamatérias sfio demonstradas
principalmente pela ligacdo com receptores especificos na superficie celular. Sdo trés os
subtipos de receptores histaminicos - Hj, H; e H; -(Izzo et al., 1998). Os recepteres H; estdo
localizados nas células da musculatura vascular (Eckly, 1997), ja os receptores H; situam-
se nas células endotelias e sua estimulagio leva a formagio de substancias vasodilatadoras
como o 6xido nitrico (Jansen e Olesen, 1997), enquanto que os receptores Hj aparentemente

apresentam localizacdo no Sistema Nervoso Central (SNC) (Izzo et al., 1998).

CININAS

Em 1949, Rocha e Silva e colaboradores descreveram a existéncia de uma nova
substdncia relaxadora, liberada no plasma pela ag¢&o do veneno da cobra Bothrops jararaca

ou pela tripsina, que foi chamada de bradicinina (BK) (Calixto et al, 2000).

Desde entdo, a bradicinina tem sido relacionada com muitos processos bioldgicos
como no controle da pressdo, na contragio e no relaxamento do musculo liso, na resposta
inflamatéria e na indugfio de nocicepgéo e hiperalgesia. Acredita-se que a bradicinina esta
também envolvida em estados patologicos como asma, alergia, artrite reumatdide e
pancreatite. Na inflamagdo, as cininas produzem vasodilatagdo, aumentam a
permeabilidade vascular e a migra¢do de células, induzem hiperalgesia e dor (Calixto et al.,

2000; Regoli et al., 1998) .
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As cininas sdo formadas a partir dos cininogénios (substratos protéicos enddgenos),
pela agdo da calicreina protease, no plasma e em tecidos periféricos (Linardi et al., 2000).
Sdo degradadas por um grupo de enzimas genericamente chamadas de “cininases”. As
cininas ligam-se aos receptores especificos - By € B,. O receptor B, é aclopado as proteinas
G e ativa a fosfolipase A; / fosfolipase C. A ativagfo da fosfolipase C provoca aumento do
trifosfato de inositol (IP; ), do célcio citosdlico e do diacilglicerol (DAG) e, portanto, da
atividade da proteina C cinase. A fosfolipase A2 induz a fornago do acido araquidénico e

consequente formac@o de prostaglandinas (Calixto et al., 2000 ; Regoli et al., 1998).

As cininas, também parecem estar diretamente envolvidas na inflamag&o
neurogénica, através da ativagfo das fibras C (fibras sensitivas aferentes), que conduzem o
estimulo algico e consequente producio de neuropeptideos como a substéncia P (Calixto et

al., 2000).

O receptor B, € constitutivo e medeia a maioria de efeitos fisiologicos das cininas,
sendo a bradicinina o ligante de maior afinidade. Com apenas algumas excegdes, o receptor
B; ndo € expresso em nivel significante em tecidos normais, mas sua indugfo ocorre
rapidamente em condicdes patolégicas ou pela agdo de agentes pré-inflamatérios como
citocinas ou lipopolissacarideos. A bradicinina, ativando os receptores B,, estimula a
producio de prostaglandina E, (PGEy), prostaciclina I, (PGl ) e a liberagdo de citocinas
(interleucina-1p, interleucina-6, interleucina-8 e Fator de necrose tumoral -a). Por sua vez,

as citocinas ligam-se ao receptor B; (Calixto et al., 2000).
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EICOISANOIDES

O 4cido araquidénico (AA), um 4&cido graxo presente na dieta, pode sofrer
conversdo metabdlica em uma série produtos com potentes efeitos bioldgicos. Entre esses,
as prostaglandinas (PG), o tromboxano A, (TXA;) e acido 15-hidroxi-eicosatetraendico
(HETE) s@o coletivamente referidos como eicosanodides. Intensas pesquisas tem sido
realizadas na regulagdo da producdo dos eicosanodides, pois, os metabolitos dos acidos
graxos modulam diversos processos fisioldgicos como a ovulagdo, resposta imune e a
mitose (Kam e See, 2000). A excessiva producdo de eicosandides leva a processos
patoldgicos incluindo inflamac&o, alergia, cancer e doengas cardiovasculares (Yedgar et al.,

2000; Myers e Ghosh,1999).

O AA ¢ liberado da membrana fosfolipidica pela agéo citoplasmatica da fosfolipase
A, (PLA;), familia de enzimas que hidrolisa os fosfosfolipideos (PL) de membrana para
produzir lisofosfolipideos (Lyso-PL) e acidos graxos livres (Kam e See, 2000). A familia
de PLA; consiste em dois tipos de enzimas: uma secretédria (SPLA;) e uma intracelular, esta
ultima se subdivide em intracelular citosélica (cPLA2) e a intracelular célcio-independente
(iPLA2). A sPLA; requer célcio para exercer sua a¢io enzimatica e ndo exibe preferéncia
por fosfolipideo de membrana, é proeminente em processos patologicos, como a
inflamacé@o. A cPLA; ¢ uma enzima especifica para o acido araquidénico, regulada pelo
calcio, e portanto com papel importante na produgdo dos metabolitos do acido araquidénico
(Yedgar et al., 2000). A cPLA; é descrita em plaquetas, macrofagos e neutrofilos (Garcia-

Pastor et al., 1999). Ja a iPLA2 ¢ calcio independente, ndo tem especificidade por acido
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graxo e esta envolvida na manutencéo da composi¢do dos PL de membrana (Yedgar et al.,

2000).

A inibi¢do da PLA; tem sido solu¢do para o tratamento de diversas condicdes
patologicas, limitando assim a producdo de eicosanodides. Sua inibigdo resultaria na
supressdo de diversas classes de lipidios pro-inflamatdrios (PGs, Leucotrienos (LTs), PAF,
Lyso-PL,). Por esse motivo podem ser considerados como estratégia terapéutica no

tratamento de doencas inflamatérias (Yedgar et al., 2000).

A PLA; mobiliza o é4cido araquidénico dos fosfolipidios celulares, sendo possivel
sua metabolizagdo pela ciclooxigenase (COX), ou também chamada de PGH sintetase, em
Prostaglandina G, (PG;), PG; ¢ convertida em PGH; por uma reagéo de peroxidagéo pela
enzima COX. A PGH, por sua vez, é convertida em outras PGs, prostaciclina e
tromboxanos. (Kam e See , 2000). As drogas antiinflamatérias agem reduzindo a sintese de

PG através da inibi¢do da enzima ciclooxigenase (COX) (Brooks e O Day, 2000).

Existem duas isoformas de cicloxigenases; COX1 e COX2, sendo essas 60%
idénticas ao nivel de proteinas, e ambas catalizam concomitantemente a sintese do primeiro
grau de prostaglandinas (a conversdo de AA em PGH2).(Langenbach et al, 1999). A COX-
1, é expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, sendo responsavel pela produgéo de
prostaglandinas que protegem a mucosa gastrica e o rim e pela homeostase vascular. A

acdo citoprotetora gastrica € regulada pelos mediadores endégenos PGl e PGE;, que
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reduzem a secre¢do acida, aumentam a secre¢do de muco e bicarbonato e produzem

vasodilatagdo na mucosa gastrica (Soslow et al., 2000; Kam e See, 2000).

A COX-2 ¢ induzivel por uma variedade de estimulos intracelulares e extracelulares
como mediadores inflamatoérios, citocinas, lipopolissacarideos (LPS), fator de crescimento
epidermal (EGF)-o, oncogenes e carcinogenes. Além disso, também tem demonstrado

inibir a apoptose. (Soslow et al., 2000; Kam e See , 2000).

As prostaglandinas exercem seus efeitos biologicos por meio da ligagdo de
receptores da superficie celular, o qual é mediado via transdugio do AMPc pela proteina G.
Os eicoisandides apresentam vdrias agdes: PGE, ¢ vasodilatador e também apresenta efeito
citoprotetor da mucosa gastrica e a PGI, (Prostaciclina) ¢ um poderoso agente antiagregante
plaquetario. Além disso, as prostaglandinas estdo envolvidas no extravasamento do plasma
(edema) e na dor através da acfo dos nociceptores da dor. A PGE; potencia a atividade
algica da bradicinina e outros autacdides e ainda estimula a produgio de esterdides na

adrenal, liberando corticoides que participam do processo inflamatério (Cirino, 1998).

As lipoxigenases s@o enzimas citosolicas que catalisam a oxigenagdo dos acidos
graxos (4cido araquiddnico) em hidroperdxidos lipidicos. O 4cido araquidonico €
transformado em &cidos-hidroxiperoxieicosatetraendicos (HPETE), que sfo intermediarios
instaveis analogos a PGG ou PGH e s@o metabolizados por vérias enzimas, entre elas a

enzima S5-lipoxigenase produz a sintese dos leucotrienos. Além de poderosos agentes
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quimiotaticos, os leucotrienos aumentam a permeabilidade wvascular, produzem
vasodilatagdo e contragdo da musculatura lisa intestinal e bronquial (Lima e Bogliolo,

1994).

O leucotrieno B4 ¢ um potente quimiotitico de leucdcitos polimorfonucleares,
promovendo a aderéncia de neutrdfilos (Belch e Hill, 2000) sendo produzido pela 5-
lipoxigenase nos neutréfilos, mondcitos e macréfagos (Folch et al.,, 1998). A habilidade
dos leucocitos polimorfonucleares de se aderirem ao endotélio é mediada por varias

moléculas de adesdo, como a E-selectin, presente no tecido endotelial (Belch e Hill , 2000).

ANTIINFLAMATORIOS:

ANTIINFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS

Ha mais de 3500 anos, no Egito, recomendava-se a aplicacdo de um decocto de
folhas secas de "myrtle", no abddmem e nas costas contra dores reumaticas. Hipdcrates,
recomendava sucos de uma determinada arvore no tratamento de doencas oculares e raizes
de willow para aliviar as dores do parto e como antitérmico. No ano 30 a.C., Celsus
descreveu os 4 sinais classicos da inflamacgdo (rubor, calor, dor e tumor) e também
utilizava extratos de willow para aliviar os sintomas. Na China antiga e em outras regides
da Asia, diversas plantas eram utilizadas no alivio da dor e inflamacgfio. Todos esses

remédios continham salicilatos (Vane e Bottin, 1998; Simmons ¢ Wagner, 2000).
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As acdes da aspirina s@o conhecidas ha mais de 100 anos. Com o passar do tempo,
diversas outras drogas foram sendo descobertas como possuindo algumas, ou todas as
propriedades terapéuticas da aspirina (antipirético, antiinflamatdrio e analgésico). Drogas
como acetaminofeno, fenilbutazona e mais recentemente fenamantos, indometacina e
naproxeno; devido & similaridade de suas a¢es terapéuticas tendiam "a ser reunidas em
um grupo de drogas conhecido como "aspirina-like". Por serem claramente distintos dos
glicocorticdides, esses farmacos (apesar de apresentarem estruturas quimicas diferentes)
também sfo chamados de Antiinflamatérios Ndo Esteroidais ou AINES (Vane e Bottin,

1998).

Os AINES movimentam atualmente, um mercado de 13 bilhoes de dolares por ano
(Brooks e Day, 2000). Esse grupo de drogas impedem a formagio de prostaglandinas,

através da inibicdo da cicloxigenase (Vane e Bottin, 1998).

Os AINES compartilham vérios efeitos colaterais indesajaveis como; o bloqueio
da agregacdo plaquetaria, a inibi¢do da motilidade uterina, reagdes de hipersensibilidade e

entre os mais comuns; a toxicidade gastrointestinal e renal. (Brooks e O Day., 2000).

A inibicdo da COXI1 impede a sintese de prostaglandinas (especialmente PGI2 e
PGE2) que funcionam como substincias protetoras da mucosa gastrica (inibem secrecio
acida, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa e estimulam a secre¢do de muco citoprotetor

do intestino) e regulam o fluxo sanguineo renal (Brooks e O Day., 2000).
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Na 1ltima década foram desenvolvidos inibidores seletivos da COX-2, com
objetivo de diminuir os efeito indesejaveis da inibicdo da COX-1, no entanto, a

experiéncia clinica com esses inibidores ¢ ainda insuficiente (Yedgar et al., 2000).

Os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) tradicionais séo utilizados no alivio
de dor e inflamacéo nas doengas musculoesqueléticas e, mais recentemente, no tratamento

do Alzheimer e do céncer (Yedgar et al., 2000).

GLICOCORTICOIDES

Os glicocorticoides sfo considerados potentes drogas antiinflamatorias e
imunossupressoras, agindo em quase todos os tipos de células, formam interacdes
complexas com a expressdo e a func@io de variados mediadores. As prostaglandinas tem
sido consideradas ha muito tempo como alvo de a¢do do glicocorticdides. Especialmente
PGE2 E PGI2 que possuem propriedades pro-inflamatérias, aumentam a.permeabilidade
vascular, causam vasodilatagdo e hiperalgesia. Diferente dos antiinflamatérios ndo
esteroidais (AINES), glicocorticides ndo inibem diretamente nenhuma enzima que
sintetiza prostaglandinas. Ou seja, a agfo dessas drogas depende de sua interferéncia com
biossintese de proteinas. Consequentemente, a sintese de prostaglandinas basais €

duramente afetada por glicocorticéides (Struebe, 1997).

Em 1980, surgiu a hipétese que os glicocorticéides induziriam lipocortinas,

proteinas capazes de impedir a liberagdo de calcio e fosfolipideos, inibindo a atividade da
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fosfolipase A2. Os glicocorticoides consequentemente, estariam impedindo a liberagdo do
AA e liso-PAF e a consequente formagido de prostaglandinas, leucotrienos e PAF.
Entretanto, estudos indicam que a expressdo da COX-2 ¢ regulada pelos glicocorticdides
enddgenos sugerindo que a atividade antiinflamatéria dos glicocorticoides pode estar

relacionada a sua poténcia na supressdo da expressio da COX-2 (Struebe, 1997).

Os glicocorticoides estdo entre as drogas mais efetivas no tratamento de processos
inflamatoérios. Esses farmacos sdo conhecidos por produzirem diversos efeitos bioldgicos
por alterarem a expressdo génica. Como 1% do total dos genes pode ser alterado por
glicocorticoides em seu alvo celular, consequentemente ocorreram alteragdes na expressio
de um grande niimero de enzimas e outras proteinas. Diversos estudos indicam que parte de
seus efeitos antiinflamatorios so mediados pela indugdo de proteinas reguladoras como a

lipocortina (Moreno, 1997).

A enorme utilidade clinica dos glicocorticéides colocou essas substincias entre os
agentes mais frequentemente prescritos. Além de suas atividades antiinflamatérias, os
glicocorticdides demonstram importante papel no desenvolvimento de doencas auto-
imunes, onde em ambas as agdes, observamos inibicio das fung¢des especificas dos

leucocitos (Wilckens, 1995).

Os diversos efeitos dos corticosteréides endogenos incluem: alteragdes no
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas; manutengdo do equilibrio

hidroeletrolitico; e preservag@o da fun¢fio normal do sistema cardiovascular, do sistema
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imunolégico, do rim, da musculatura esquelética, do sistema enddcrino e do sistema
nervoso. Além disso, essas substancias dotam o organismo com a capacidade de resistir a
circunstancias estressantes. Na auséncia do cortex renal, a sobrevivéncia somente € possivel
através da manutengdo de um ambiente ideal, incluindo alimenta¢cdes adequadas e
regulares, ingestio de quantidades relativamente grandes de cloreto de sodio e a

manutencfo de uma temperatura ambiente apropriada (Berger et al., 1996).

Existem varias complica¢Ges associadas a terapia prolongada com glicocorticéides.
Entre elas podemos observar: alteragdes no equilibrio hidroeletrolitico acarretando alcalose
hipocalémica, edema e hipertenséio; alteracdes no metabolismo de carboidratos, com
tendéncia a hiperglicemia; diminuicdo da massa corporal por inibi¢do da sintese de
proteinas; aumento do colesterol total; alteragdes diretas no esqueleto, por diminui¢do da
absor¢do de calcio no intestino, antianabolismo nas proteinas do tecido rico, interferéncia
na secre¢do do hormdnio de crescimento; suscetibilidade aumentada a infecgfo; alteracdes
oculares; osteoporose € osteonecrose. A complicacdo mais grave na interrup¢do do
tratamento prolongado com glicocorticéides é a supressdo do eixo hipotalamo-pituitéria-

adrenal (HPA) (Prado et al., 2001).

ANTIINFLAMATORIOS X CANCER

Drogas antiinflamatérias nfo esteroidais que inibem a atividade a enzima

cicloxigenase em ambas as suas isoformas, COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzida) tem
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inibido também o desenvolvimento de carcinoma de colon, em modelos animais.

(Yoshimura et al., 2000)

Em varios tecidos tumorais humanos e animais, incluindo cancer de célon humano,
tem se encontrado altas concentragdes de prostaglandinas. Essa relagdo entre tumores
neoplasicos e o aumento dos niveis de prostaglandinas, fortalece o fundamento no uso de
antiinflamatérios néo esteroidais como potentes agentes quimiopreventivos (Taketo et al.,

1998).

Diversos estudos sugerem o uso de inibidores da COX2 na prevengéo do cancer. Em
células normais do epitélio intestinal transfectadas com cicloxigenase-2, ocorreram
mudancas fendtipicas similares aquelas encontradas em células malignas, como por

exemplo, resisténcia a apoptose (Ota et al., 1999).

Estudos imunohistoquimicos tem mostrado que a expressdo da COX2 ndo esta
presente em células tumorais , mas em células epiteliais. Isso conduz para a hip6tese de que
o mecanismo de acdo dos AINES suprimindo a carcinogénese de cdlon esté relacionado em
parte, através da supressdo de um fator produzido por fibroblastos, o fator de crescimento

do hepatocito(HGF) capaz de inibir a producgio de prostaglandinas (Ota et al., 1999).

As primeiras evidéncias que os eicosandides pudessem participar no

desenvolvimento do céncer de prostata, concentraram-se em evidéncias epidemioldgicas
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entre o alto consumo de carne vermelha e o risco em desenvolver esse tipo de cancer.

Produtos de origem animal contém acido araquidonico ao contrario dos de origem vegetal

(Myers et al., 2001).

Em laboratério, a relagdo entre o acido araquiddnico ¢ a biologia do clncer de
prostata tém sido facilmente comprovada e expressiva. O d4cido 12-hidroxi-
tetracicosanoico (12-HETE), 5-HETE e PGE2, eicosandides formados a partir do acido

araquidOonico parecem possuir um papel importante na biologia do céncer de prostata

(Myers et al., 2001).
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FIGURA 1: Sucupira branca, Pterodon pubescens Benth.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Drogas

Carragenina (Sigma Chem. Co. — USA); dexametasona (Hoechst Marion Roussel
S/A — Brasil); indometacina (Sigma Chem. Co. — USA) dipirona sédica (Hoechst Marion
Roussel S/A — Brasil); morfina (Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda);
pentobarbital sédico (Cristalia — Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda); prednisona
(Unido Quimica - Farmacéutica Nacional S/A); bradicinina (Sigma Chem. Co. — USA);
histamina (Sigma Chem. Co. — USA); doxorrubicina (Boehringer Ingelheim); meloxicam
(Boehringer Ingelheim); ciproheptadina. Todas as drogas foram solubilizadas em solugéo

salina (NaCl 0,9%). Na dissoluc¢do da indometacina utilizou-se 0,5% de tween 80.
3.1.2. Solventes e Reagentes

Alcool etilico absoluto (Merck), formaldeido (Chemco), tween 80 (Labsynth —
Brasil), cloreto de sodio (Labsynth — Brasil), cloreto de mercurio (Labsynth — Brasil); acido
acético glacial (Chemco) , acido cloridrico, anidrido acético (Merck — Alemanha);
sulforrodamina B (Sigma Chem Co - USA); tampéo tris base (Sigma Chem Co — USA);

éter etilico (Nuclear); acetona (Chemco); acido sulfirico (Chemco); acetato de etila




(Chemco); hexano (Chemco) 6leo de créton (Botica Veado d’ouro); hidroxido de aménio
(Cinética Quimica Ltda); solugéo de anisaldeido (acido acético: acido sulfurico: anisaldeido

(50:1:0,5) ).

3.1.3. Material Vegetal

As sementes foram adquiridas através da Distribuidora de Produtos Naturais Rainha
da Mata, coletadas no Municipio de Lagoa Santa, Minas Gerais. A excicata foi identificada
pelo Prof. Doutor Fernando de Oliveira e esta depositada no Herbarium da Universidade

de Braganca Paulista — n °- LP/Pp 15-14. (FIGURA 1)

3.1.4. Linhagens celulares

As células utilizadas neste trabalho sfo originarias de neoplasias humanas e foram
cedidas ao CPQBA pelo “National Cancer Institute” (NCI - USA) (Tab. 1). As células
foram mantidas em frascos de 25 cm’ (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI (Gibco®) com
5% de soro fetal bovino (SFB) a 37 °C em atmosfera de 5% de CO, e 100% de umidade.
Quando a monocamada celular atingia cerca de 80% de confluéncia (uma vez por semana)

a cultura era repicada em meio RPMI/SFB.
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Tabela 1. Linhagens cedidas pelo NCI

LINHAGEM CELULAR  LINHAGEM TIPO DE CULTURA
Pulmaéo NCI 460 Aderida

Mama MCF -7 Aderida

Mama* NCI ADR’

Melanoma UACC - 62 Aderida

*linhagem celular que expressa o fen6tipo de resisténcia a multiplas drogas.

3.1.5. Animais

Os animais foram adquiridos pelo Centro de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB) e
mantidos em cAmaras com temperatura controlada (20+2° C) em ciclos claro-escuro de 12
horas, com agua e ragfo ad libitum. Foram utilizados camundongos albinos Mus musculos
Swiss machos, adultos (25-35g) e ratos Ratus novergicus Wistar machos adultos (100-220g)
aclimatados as condigGes do laboratdrio por 7 dias, sendo agrupados ao acaso, em grupos
de até 10 animais submetidos a jejum de 12 horas.Todos os experimentos foram
desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados com animais de laboratério e

normas éticas para o seu uso em experimentos com dor (Porter, 1992; Fraser, 1999).
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3.2. METODOS

3.2.1. AVALIACAO FITOQUIMICA

3.2.1.1. Extracio

O o¢leo da planta foi obtido por prensagem das sementes (100g) em prensa

(CODISTIL - n° 014) e submetido a um processo de centrifugacdo (IEKE Modelo LS) 400

rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado a vacuo obtendo-se 33g do dleo bruto

(rendimento 33 %).

3.2.1.2. Métodos Cromatogrificos

Cromatografia coluna seca

As cromatografias em coluna seca foram realizadas em tripas de celulose* como

suporte recheadas com silica gel 60 Merck (70-230) como fase estaciondria. Para

determinar a relagio & coluna: altura da coluna: massa ideal (para obtengdo de uma boa

separag@o) utilizou-se um padrdo descrito na (TABELA 2). Eluiu-se a coluna com o

sistema de solventes Hexano: Acetato de etila (75:25).
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TABELA 2: Céalculo para realizagdo de coluna cromatografica seca

Didmetro da coluna Massa de extrato/comprimento da
coluna

1,0cm 1g/10 cm

2,0 cm 4g/ 10 cm

3,5cm ‘ 8g/10 cm

8.0 cm 26g/ 10cm

12,0 cm 94g/ 10cm

Foglio et al., 1999.

A partir do perfil cromatografico por cromatografia de camada delgada, utilizando
como eluente Hexano/Acetato de etila (75:25), e revelador solucdo de anisaldeido
selecionamos as fragdes 3, 5 e 7 que foram testadas no modelo de inflamagdo de edema de
pata por carragenina.. Utilizamos uma membrana de celulose com um metro de
comprimento por 1 cm de didmetro, empacotada com 100 g de silica gel 60 Merck (70-
230), suficientes para a purificagdo de 5 g de material. Apo6s a aplicagdo da amostra na
forma de “papa” semisdlida, a coluna foi eluida com 200 mL de uma mistura de Hexano
/Acetato de etila (75:25). Subsequentemente a coluna foi cortada em sete pedagos de 15 cm
+ 1-2 mm cada, extraidas com Acetato de etila puro. As fragdes resultantes foram filtradas

sobre filtro de placa porosa e eliminou-se o solvente orgénico sob vécuo.
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Cromatografia em Coluna classica

As cromatografias em coluna classica foram efetuadas em suporte de vidro recheado
com silica gel 60 Merck (70-230). Seguiu-se a propor¢do de para cada g de amostra,
utilizou-se 30 vezes mais silica gel para a montagem da coluna, quando necessitou-se de
uma purificagdo mais refinada esta propor¢do aumentou para 100 vezes. Efetuou-se a
eluicdo com Hexano/Acetato de etila com alteracdo de gradiente quando necessario, a
quantidade de solvente que foi utilizado foi referente ao volume de silica utilizada na

coluna.

Utilizou-se entdo, uma coluna de gradiente de elui¢do com 100g de 6leo. Como fase
estacionaria foi utilizado silica gel 60 Merck (70-230) na proporgéo (1:30) ou seja, 1g da
“papa semi-solida” para 30g de silica. Como eluentes utilizou-se uma mistura em
concentragbes de hexano e acetato de etila, com gradientes crescentes de polaridade
(hexano puro a Hexano/Acetato de etila (70:30)). Foram recolhidas 63 fragbes de 100mL,
analisadas por cromatografia em camada delgada de silica gel (CCD), eluidas com uma
mistura de Hexano/Acetato de etila (75:25) e reveladas com solugdo de anisaldeido. As
fragdes que se mostraram semelhantes por cromatografia de camada delgada foram
agrupadas, fornecendo 8 fracdes que foram evaporadas a vacuo. Obteve-se 42 g da fragéo 7
e realizou-se uma nova purificacdo com 13g desse material. Utilizando uma nova coluna,
(com o objetivo de obtermos uma melhor separacéo), na proporcio de 1:100, ou seja 1g da

“papa semi-sélida” para 100g de silica, recolheu-se 76 fragbes de 50mL reunidas em 6
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fragdes por similaridade cromatografica. A fracdo 6 (61mg) foi submetida a2 um ensaio de

atividade antiproliferativa em cultura de células tumorais humanas.

Cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram efetuadas em cromatoplacas de
Silicagel 60 Fzss (Merck 1.05554.). Eluiu-se as cromatoplacas com um sistema de
solventes, Hexano/Acetato de etila (75:25) A deteccdo dos compostos foi feita por
pulverizagdo com revelador anisaldeido (4cido acético/H,SOs/p-anisaldeido (50:1:0,5)),

seguido de aquecimento em estufa Corporation-Precision (110° C, 5 min).

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

As fracOes foram diluidas em acetato de etila e analisadas por cromatografia gasosa
capilar acoplada 4 um detetor de massas (CG Hewlett Packard 5890, série II, diretamente
acoplado a um detetor seletivo de massa Hewlett Packard 5890, equipado com uma coluna
de silica fundida WCOT, 30m x 0,25mm, DB-5). Programac&o: 110°C (2 min) - 5°C (min) -
300°C (2min) / T.Det.= T.Inj. = 250°C / Raz&o de split 1:100 / Gas de arreste He 0,7 bar (1

mL/min) - 1pl amostra).

3.2.2. AVALTIACAO FARMACOLOGICA

33



3.2.2.1. ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA

3.2.2.1.1. Edema de pata induzido por carragenina

Foram utilizados seis camundongos Mus musculus Swiss (25-30g), machos por
grupo. No primeiro experimento, trés grupos de animais receberam por via oral o 6leo de
Pterodon pubescens nas doses de 100, 200 ou 300mg/kg; no segundo experimento, um
grupo de animais recebeu o 6leo, a fragdo 3, 5 ou 7 (300mg/kg) e em um terceiro
experimento os animais receberam a fragéio 7 (ativa) nas doses de 100, 200 ou 300mg/kg.
O grupo controle negativo recebeu solugdo NaCl 0,9%, 10ml/kg e um grupo controle
positivo recebeu indometacina (10mg/kg), comum para todos os trés experimentos. Apos
60 minutos, os animais foram submetidos a uma injecdo sub-plantar de 0,1 mL de
carragenina 1% em solugdo NaCl 0,9% na pata traseira esquerda. O volume da pata do
camundongo foi medido imediatamente antes e apos a injecio do agente edematogénico e
em intervalos pré-estabelecidos, utilizando um hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo
Basile, Itdlia) submergindo as patas esquerdas posteriores dos animais, até o maléolo
lateral, em um recipiente contendo uma solugfo de extran neutro 2,5% em salina 0,9%,
conectado por um sistema de vasos comunicantes a um outro menor, contendo um
transdutor de volume ligado a um multimetro digital. As varia¢des de volume, mediante a
imersdo das patas no recipiente maior, foram nurﬁéricarnente registrados no multimetro
digital nos tempos zero (imediatamente apds as injegdes de carragenina) 30, 60, 120, 180,

240 e 300 minutos ap6s a injecdo do agente flogistico (Winter et al., 1962).
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As respostas edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata
(mL), calculado por subtragdo do volume basal. Os resultados foram apresentados como

média + erro padrio da média, para cada grupo de tratamento.

Edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados (ADX)

Seis ratos Ratus novergicus Wistar (130-180g), machos foram anestesiados com
pentobarbital sédico (40mg/kg). Os animais tiveram o dorso tricotomizado e uma pequena

incis@o (1cm) foi realizada nessa regido, para retirada das glandulas adrenais.

Animais controle (falso operados) sofreram os mesmos procedimentos cirdrgicos,
exceto a retirada das glandulas adrenais (Sham). Apds a cirurgia, estes animais receberam
agua em substituicdo a salina (NaCl 0,9%) fornecida aos animais ADX. Apds uma semana
para recuperacgfio, os animais foram submetidos ao teste de edema de pata por carragenina.
O animais foram tratados pela via oral 60 minutos antes da adiministragdo sub-plantar de
carragenina. O grupo ADX recebeu o6leo de Pterodon pubescens 300mg/kg; o grupo
controle negativo recebeu solugéio NaCl 0,9%, 10ml/kg; o grupo falso operado recebeu

também NaCl 0,9%, 10ml’kg e um grupo controle positivo recebeu indometacina

(10mg/kg).

3.2.2.1.2. Edema de pata produzido por Bradicinina
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Seis ratos Ratus novergicus Wistar (120-150g), machos foram tratados pela via oral
com o 6leo de Pterodon pubescens na dose de 500mg/kg ou com solugdo de NaCl 0,9%
(10ml/kg), como controle negativo. Apds 60 minutos, os animais receberam uma injegéo
50 pg de bradicinina (dissolvidas em NaCl 0,9%) na regido sub-plantar na pata traseira
esquerda. O volume da pata do rato foi medido imediatamente antes e apds a injegdo do
agente edematogénico, em intervalos pré-estabelecidos: 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos,
utilizando um hidropletismémetro (modelo 7150,Ugo Basile, Italia). As respostas
edematogénicas foram expressas como aumento de volume da pata (mL), calculado por
subtracdo do volume basal. Os resultados foram apresentados como média + erro padrio

da média, para cada grupo de tratamento.

3.2.2.1.3. Edema de pata produzido por histamina

Foram utilizados seis camundongos Mus musculus Swiss (25-30g) machos, por
grupo experimental, tratados pela via oral. Um grupo de animais recebeu o o6leo de
Pterodon pubescens (300mg/kg), o grupo controle negativo recebeu solugfo de NaCl 0,9%
e o grupo controle positivo recebeu ciproheptadina (50mg/kg). Apés 60 minutos dos
tratamentos, foram injetados na regifo sub-plantar das patas traseiras esquerdas 50 pg de
Histamina (dissolvidos em NaCl 0,9%). O volume da pata do rato foi medido antes e apds
30 minutos da injecdo do agente edematogénico, utilizando um hidropletismometro

(modelo 7150, Ugo Basile, Itdlia). As respostas edematogénicas foram expressas como
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aumento de volume da pata (mL), calculado por subtra¢do do volume basal. Os resultados

foram apresentados como média + erro padrio da média, para cada grupo de tratamento.

3.2.2.1.4. Edema de orelha de camundongos induzido por aplicacioe tépica de Oleo de

Croton

Foram utilizados 10 camundongos Mus musculus Swiss, machos por grupo
experimental, tratados pela via oral. Trés grupos de animais receberam 6leo de Pterodon
pubescens (100, 200 e 300mg/kg) o grupo controle negativo recebeu solugdo de NaCl
0,9%, 10 mL/kg e o grupo controle positivo recebeu dexametasona (1mg/kg). Apos 60
minutos do tratamento os animais receberam 10ul de uma solucio recém preparada de

6leo de créton (2,5% v/v em acetona) sobre a superficie interna da orelha direita. (Tubaro

etal., 1985).

A orelha esquerda recebeu o mesmo volume de acetona (2,5% v/v em acetona).
Apbs seis horas da administracdo do 6leo de crdton, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, discos de 6 mm de didmetro das orelhas foram removidos e pesados
em balanga analitica. Os resultados foram expressos como média da diferenga de peso entre

as orelhas.

3.2.2.2. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
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3.2.2.2.1. Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Foram utilizados grupos de 10 camundongos Mus musculus Swiss (25-30g),
machos, tratados pela via oral. Um grupo de animais recebeu 6leo Pterodon pubescens
300mg/kg, o grupo controle negativo recebeu solugéo salina 0,9%, € o controle positivo
recebeu dipirona (200mg/kg). Ap6s 60 minutos, os animais receberam acido acético (1,2%
0,1mL/10g, intraperitoneal). As contracdes da parede abdominal seguidas de tor¢des do
tronco e extensdo dos membros posteriores produzidas foram contadas durante 30 minutos

(Kostner et al., 1959; Vacher et al., 1964).

3.2.2.2.2. Teste de algesia induzida por calor

Foram utilizados grupos de 10 camundongos Mus musculus, Swiss tratados pela
via oral. Um grupo recebeu 6leo de Prerodon pubescens 300mg/kg, o grupo controle
negativo recebeu solucéo de NaCl 0,9% e o controle positivo recebeu morfina (20mg/kg),
60 minutos antes da administra¢do do estimulo algico. Apos 30, 60, 90 e 120 minutos
desta administracéo, os animais foram submetidos ao estimulo algico em placa quente com
temperatura controlada de 56,5 + 0,1°C, até que apresentem o reflexo doloroso (lamber as

patas dianteiras/e ou traseiras), sendo anotado o tempo de reagdo dos animais (Mazella et

al., 1991).

3.2.2.3. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA



A avaliag@io da atividade antiproliferativa do oleo de Pterodon pubescens foi
realizada em quatro linhagens celulares derivadas de tumores humanos, segundo a tabela 1.
Desta forma, o Pterodon pubescens e a fragdo 7-6 (ativa em modelo de edema de pata
produzido por carragenina) nas concentragbes de 18,75; 37,5; 75 e 150 pg/mL foram
adicionados em placas de 96 compartimentos (Nunc®), contendo uma linhagem por placa.
Apds um periodo de incubagéo de 48 horas, a 37°C, 5% CO; e 100% de umidade (Forma®),
as células foram fixadas com 50 puL/compartimento acido tricloroacético (TCA) 50%. Apoés
60 minutos a 4°C, o acido tricloroacético foi removido e a seguir as placas foram lavadas
com agua corrente para, apos secagem, serem coradas com 50 pl/compartimento de
sulforrodamina B (SRB) a 0,4%. O excesso de SRB foi removido das placas apos 30
minutos, através de lavagem ‘com acido acético a 1%. Finalmente, o corante foi solubilizado
por adicio de 150 pL/compartimento de tampdo tris base (10um). A leitura
espectrofotométrica da absorbéncia foi realizada por leitor de elisa em 540 nm (Labsystems
Multiskan MCC/340). Este método quantifica as proteinas de modo linear em relagéo ao

numero de células da cultura (Skehan, et al., 1990).
3.2.2.4. TOXICOLOGIA
Peso corporal, niveis de glicose e andlise anatomohistopatolégica

Foram utilizados grupos de 10 ratos (Ratus novergicus Wistar), com peso médio

inicial de 100g. Os animais foram tratados diariamente pela via subcutdnea com com o
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6leo de Pterodon pubescens nas doses 30, 100 e 300mg/kg; com solugdo de NaCl 0,9%,
controle negativo e prednisona (2mg/kg), controle positivo e seus pesos corporais anotados
diariamente pela manhd. Ap6s 14 dias de tratamento, os animais foram anestesiados com
pentobarbital sédico (40mg/kg) e o sangue coletado na auséncia de anticoagulante, pelo
plexo ocular. Em seguida, o sangue foi centrifugado em centrifuga refrigerada. O
experimento foi realizado em quadruplicata, utilizando o kit de glicose (Glicose enzimatica
— Laborlab). A leitura espectrofotométrica foi realizada por leitor de elisa em 540 nm
(Labsystems Multiskan MCC/340). Em seguida, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e submetidos a autdpsia, verificando as possiveis mudangas na
localizacdo anatdmica e possiveis patologias de seus orgdos. Figado, estdmago, pulmio,
baco, rim e coracdo foram retirados e armazenados em formol 10% para realizacio de
analise histopatologica. Foram em seguida e@butidos em parafina, seccionados para
confeccdo das laminas, corados por hematoxicilina-eosina, de acordo com os métodos

convencionais de histologia.
3.2.2.5. ANALISE ESTATISTICA
Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia de uma tnica via

(ANOVA), considerando-se como nivel critico, p<0,05 para que seja considerada diferenca

significante entre os grupos controle e tratados, seguida do Teste de Duncan.
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FRACIONAMENTO I
6leo(sementes) Pterodon pubescens  Benth.

Sementes
100g

prensagem

centrifugacdo

Hexano/acetato de etila 25%

Oleo+silica \A a 200mL
Igesfduo vegetéi] dleo

Cromatografia em
coluna seca

Silica gel 60Merck

/ L 4 (70-230)

FIGURA 2 : Fluxograma representativo do método fitoquimico de purificagio da fragdo
ativa do 6leo das sementes de Pterodon pubescens Benth. utilizando cromatografia em

coluna seca
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FRACIONAMENTO II
6leo (sementes) Prerodon pubescens Benth.

Oleo + silica Hexano/acetato de etila - |
{100g+100g) \ a gradientes crescentes de eluigio

Cromatografia
em coluna cldssica

Silica Ogel 60Merck
A

67 fragOes

100mL

Atividade antiedematogénica

FIGURA 3 : Fluxograma representativo do método fitoquimico de purificagdo do 6leo das

sementes de Prerodon pubescens Benth. utilizando cromatografia em coluna cldssica.

42



FRACIONAMENTO III

Hexano/acetato de etila -
FR 7 + silica ~—— gradientes crescentes de eluigdo

(13g+13¢) \ -

Cromatografia

o em coluna
! ap6s TLC
: agrupadas por similaridade

Silica gel 60Merck
(70-230)
1: 100

)¢

76 fragdes
Oleo 123 4 5 6 (50 mL)

<

Atividade antiproliferativa

FIGURA 4 : Fluxograma representativo do método fitoquimico de purificagdo da FR7
obtida do 6leo das sementes de Pterodon pubescens Benth. utilizando cromatografia em

coluna cléssica.
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4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO FITOQUIMICA

O processo de obtengdo e purificagiio do dleo de Prerodon pubescens passou pela
analise de diversos métodos cromatograficos. Apds um exaustivo trabalho fitoquimico,
concluimos os melhores métodos de purificagio (FIGURAS 2, 3 ¢ 4).
4.1.2. Cromatografia gasosa

A anélise dos espectros de massas (FIGURA 5 e 6) e a comparagdo desses com 0s

espectros de obtidos por Matos et al., (1984) e Fascio et al., (1975) revelaram a presenga de

um composto terpénico m/z: 360 (M").
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FIGURA 5 : Perfil cromatografico de FR 7-6 obtido em Cromatdgrafo Gasoso HP 5890
programagao: 110°C (2 min) - 5°C (min) - 300°C (2min) / T.Det.= T.Inj. = 250°C / Razdo

de split 1:100 / Gés de arreste He 0,7 bar (1 mL/min) - 1pl amostra)
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FIGURA 6: Espectro de massas de FR 7-6 (composto com tempo de retengdo 37,85)

obtido no GC (HP 5890) / EIMS (HP 5970) (70 ev): m/z: 360 (M")
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4.2. RESULTADOS FARMACOLOGICOS

4.2.1. Atividade antiinflamatoéria

4.2.1.1. Edema de pata induzido por carragenina

Curva Dose-resposta do é6leo: 100-200-300mg/kg

O Oleo de Pterodon pubescens na dose 300mg/kg, reduziu o edema de pata
produzido pela carragenina 1% de 0,16+0,05 mL (controle negativo) para 0,05+0,03 mL
(65%) apds trés horas da administragdo do agente edematogénico; de 0,17+0,07 mL
(controle negativo) para 0,08+0,04mL (53%) apos quatro horas da administragio do agente
edematogenico. O 6leo de Pterodon pubescens na dose de 200mg/kg reduziu o edema em
25% ap0ds 3 horas e em 27% apds 4 horas da administragdo do agente edematogénico. A
indometacina (10mg/kg), controle positivo, reduziu o edema para 0,06+£0,03 mL (60%); e

0,10+0,01mL, (39%) ap6s 3 e 4 horas respectivamente (FIGURA 8).

Efeito das fracoes FR 3,5 e7

As fragdes FR3, FRS e FR7 (300mg/kg, vo), obtidas do 6leo de Pterodon pubescens

foram avaliadas em edema de pata por carragenina. Dessas fracGes somente a FR7

reproduziu a atividade antiedematogénica produzida pelo dleo, reduzindo o edema de pata
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produzido pela carragenina 1% de 0,194+0,03 mL (controle negativo) para 0,09£0,03mL
(51%) apds trés horas da administracdo do agente flogistico; de 0,16+0,03 mL (controle
negativo) para 0,0920,02 mL (44%) apos 4 horas e de 0,21+0,06 mL (controle negativo)
para 0,12+0,04 ml (44%) apds 5 horas. A indometacina (10mg/kg), controle positivo,
reduziu o edema para 0,10+0,04 mL (46%); 0,09£0,03 mL (43%) e 0,09£0,06 mL (54%)

apos 3, 4 e 5 horas respectivamente. (FIGURA 9).

Efeito do 6leo em ratos Adrenalectomizados

Em animais adrenalectomizados, o 0leo de Pterodon pubescens na dose 300mg/kg
(vo) reduziu o edema de pata produzido pela carragenina 1% de 0,8440,04 mL (controle
negativo) para 0,47+0,03 mL (44%) apés 2 horas da administragdo do agente
edematogénico; de 1,26+0,04 mL(controle negativo) para 0,70+0,03 mL(45%) apo6s 3 horas
da administracdo do agente edematogénico e de 1,19+0,05 mL (controle negativo) para
0,88+0,04ml (25%) apdés 4 horas da administragdo do agente edematogénico. A
indometacina (10mg/kg), controle positivo, reduziu o edema para 1,19+0,04 mL, (23%)

ap6s 4 horas (FIGURA 10).
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FIGURA 8: Atividade antiedematogénica do 6leo de Pterodon pubescens em edema de

pata de camundongo produzido pela inje¢do de carragenina 1% (0,05 mL/pata).: O salina

(10ml/kg); M indometacina (10mg/kg); o6leo 100.mgkg V o6leo 200mgkg; ¢ dleo

300mg/kg. ANOVA F(4,28): 30 min=1,33 p<0,05; 1h=0,09 p<0,05; 2h=1,82 p<0,05;

3h=6,64 p<0,01; 4h=11,4 p<0,01; 5h=0,42 p<0,05 Teste de Duncan: * p<0,05 ** p<0,01

48



—QO-— salina

- - -l - indometacina
0,22 -~ 7--- oleo i\_\
] - 13 e el -
0,20 - fr5 \“§~ \\\\\\\
= | g
*é 0,18
2 ol ' ¢
g 016-
Q i .
e} Sl
K 0144 §
0,12 - B
0,10 1 ~—— x o k%
. T TN ?.?.:.—i—’* ........ i
0,08
0,06 T T T T T

i i 1 1 i I
0 30 80 80 120 150 180 210 240 270 300 330
Tempo (min)

FIGURA 9: Atividade antiedematogénjcé do 6leo de Pterodon pubescens e das fracdes 3, 5
e 7 obtidas por coluna seca em edema de pata induzido pela inje¢fio intraplantar de
carragenina 1% (0,05mL/pata): O salina (10ml/kg); ® indometacina (10mg/kg); V dleo
(300mg/kg); ¢ FR3 (300mg/kg); A FRS (300mg/kg); x FR7(300mg/kg); ANOVA F(5,28):
3h=3,97 p<0,01; 4h=3,46 p<0,05; 5h=3,10 p<0,05 e p<0,01. Teste de Duncan: * p< 0,05

** p< 0,01
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FIGURA 10: Atividade antiedematogénica do dleo de Pterodon pubescens em edema de
pata pela injecio intraplantar de carragenina 1% (0,05mL/pata) em ratos
adrenalectomizados: O salina (10ml/kg); + indometacina (10mg/kg); A 6leo (300mg/kg); V
sham. ANOVA F(5,28): 3h=3,97 p<0,01; 4h=3,46 p<0,05. Teste de Duncan: * p<0,05 **

p<0,01
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Curva dose-resposta da FR 7

A figura 11 demonstra que a FR 7 reduziu o edema de pata por carragenina somente
na maior dose (300 mg/kg, vo). Os animais tratados com essa dose apresentaram edema de
0,20+0,01 mL (controle negativo) para 0,10+£0,02 mL (50%)e de 0,21+0,01 mL para
0,09£0,02 mL (55%) apés 3 e 4 horas da administracio da carragenina 1%,
respectivamente. A indometacina (10mg/kg), controle positivo, reduziu o edema para

0,12+0,02 mL (41%) apos 4 horas da administragio do agente flogistico (FIGURA 11).

4.2.1.2. Edema de pata produzide por histamina

Nesse experimento, o 6leo de Pterodon pubescens (300mg/kg) reduziu o edema em

77%, ap6s 30 minutos da administragdo da histamina (50pg/pata). Enquanto a

ciproheptadina reduziu o edema em 50%. (FIGURA 12).
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FIGURA 11: Atividade antiedematogénica da fracdo 7 do dleo de Pterodon pubescens em
edema de pata pela injegdo intraplantar de carragenina 1% (0,05mL/pata): O salina
(10ml/kg); + indometacina (10mg/kg); A FR7 (30mg/kg); V FR7 (100mg/kg); O
FR7(300mg/kg); ANOVA F(4,27): 3h=5,12 p<0,01; 4h=6,15 p<0,01 e p<0,05. Teste de

Duncan: * p<0,05 ** p<0,01
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FIGURA 12: Atividade antiedematogénica do éleo de Pterodon pubescens em edema de
pata pela injeggo intraplantar de histamina (0,05mpL/pata): ANOVA F(3,26): 30 min=4,33

ciproheptadina p<0,05 e 6leo p<0,01. Teste de Duncan: * p< 0,05 e ** p<0,01.
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4.2.1.3. Edema de pata produzido por bradicinina

O tratamento prévio com o 6leo Pterodon pubescens (500 mg/kg) reduziu o edema
de (0,92+0,17 mL) (controle negativo) para 0,49+0,22 mL (46%) apos 15 minutos da
administracdo intraplantar da bradicinina; de 0,64%0,09 mL (controle negativo) para
0,34%0,12 mL (47%) apds 60 minutos; de 0,62+ 0,09 mL (controle negativo) para 0,33+
0,09 mL (46%) apds 90 minutos; e de 0,62+0,14 mL (controle negativo) para 0,34%0,06

mL (45%) ap6s 120 minutos (FIGURA 15).

4.2.1.4. Edema de orelha produzido por éleo de créton

O tratamento com o 6leo de Pterodon pubescens reduziu o edema de orelha

induzido pela aplicagéo topica de dleo de croton em 41% apenas na dose de 300mg/kg (via

oral). A dexametasona (Img/kg/via oral), controle positivo, reduziu em 83%, o edema em

relagfio ao grupo controle (FIGURA 16).
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FIGURA 15: Atividade antiedematogénica do 6leo de Pterodon pubescens em edema de

pata produzido pela injec¢fo intraplantar de bradicinina (0,05mL/pata): O salina (10ml/kg);

A 6leo (500mg/kg); ANOVA F(1,10): 15 min=13,43 p<0,01 ; 60 min=22,58 p<0,001; 90

min=27,21 p<0,001; 120 min=18,98 p<0,01. Teste de Duncan: * p<0,01; ** p<0,001

55



0,010 4

[__] peso

0,008 -
P T T *

0,006 -

Peso (mg)
;

*

0,002 - T

83% 6,7% 11,5% 41%

0,000 4 } } t
salina dexametasona oleo 100 oleo 200 oleo 300

Edema de orelha

FIGURA 16: Atividade antiedematogénica do éleo de Pterodon pubescens em edema de
orelha produzido por 6leo de créton: NaCl 0,9%; dexametasona (1mg/kg); 6leo 100mg/kg;
6leo 200mg/kg e 6leo 300mg/kg. Os resultados foram expressos em médiaterro desvio

padrio do peso de edema em miligramas. ANOVA F(2,43) = ** p<0,01 e * p <0,05.
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4.2.2. Atividade Antinociceptiva

4.2.2.1. Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético

No grupo controle, previamente tratado (60 minutos) com o veiculo (NaCl 0,9%), a
injegdo de acido acético (1,2% em NaCl 0,9%) induziu 74+12,3 contorgdes em 30 minutos.
O pré-tratamento com o Oleo Prerodon pubescens (300mg/kg) reduziu as contorgdes
abdominais em 67% (24+£12,7), enquanto a dipirona (200mg/kg), controle positivo, reduziu

em 70% (21+ 8,84) (FIGURA 17).

4.2.2.2. Teste de Algesia induzida por calor

Nos animais controles, os tempos de reagfo ao estimulo térmico nociceptivo foram
de 5,8%1,96 s (tempo zero); 7,6512,29 s (30 minutos); 6,751+2,26 s (60 minutos); 6,291+3,80
s (90 minutos); 7,83%2,72 s (120 minutos). O tratamento com o 6leo de Pterodon
pubescens (300mg/kg, n=6) ampliou a reatividade ao estimulo térmico para 11,9343,0 s (60
minutos). Enquanto, o controle positivo morfina (20mg/kg, n=6) ampliou a reatividade para

14+5.82 s (60 minutos) e 11.21+ 4.91 s (120 minutos) (FIGURA 18).
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FIGURA 17: Namero de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético (1,2%,
10ml/kg, i.p.) em camundongos pré-tratados pela via oral com o veiculo (10ml/kg), com a
dipirona ou com o 6leo Pterodon pubescens (300mg/kg). As colunas e barras verticais
representam as médiasterro padrdo de 8 a 10 animais por grupo experimental. ANOVA

F(2,18)=60,02 *p<0,001. Teste de Duncan: * p<0,001
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FIGURA 18: Reatividade ao estimulo térmico nociceptivo realizado em placa-quente em
camundongos previamente tratados:O salina (10ml/kg); ); A (morfina 20mg/kg); V 6leo
(300mg/kg). ANOVA F(3,22): 30 min=2,64 p<0,01; 60 min=3,40 p>0,05 e p<0,01; 90

min= 3,16 p>0,05. Teste de Duncan: * p<0,05 e p<0,01.
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4.2.3. Atividade antiproliferativa

TABELA 3: Densidade de inoculagdo das linhagens celulares tumorais humanas

determinadas para os ensaios antiproliferativos

Densidade de Inoculacgio
Linhagem celular
(células/compartimento)

MCEF7 6,5X10*
NCI ADR 5X10*
UACC 62 3X10°
NCI 460 4X10*

4.2.3.1. Curvas dose- resposta da Droga Padriao

Foram avaliados o perfil de quimiossensibilidade das linhagens celulares ao
quimioterapico doxorrubicina (DOX), controle positivo, com o objetivo de padronizar a
resposta biolégica das linhagens celulares a esta droga. Esta determinacéo ¢ utilizada como
controle de qualidade das culturas. O grafico representa a curva dose resposta das células
na presenga de diferentes concentragdes de DOX. A DOX, apresentou atividade citostatica
e citocida para todas as linhagens, exceto para a linhagem NCIADR que possui o fenétipo

de resisténcia a multiplas drogas.(FIGURA 19)
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FIGURA 19: Atividade da doxorrubicina (DOX) sobre as linhagens celulares tumorais

humanas ap6s 48 h de exposicio.
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4.2.3.2. Curvas dose- resposta de Drogas Antiinflamatérias

Foram avaliadas as atividades antiproliferativas de trés diferentes classes de
antiinflamatérios; Indometacina, Dexametasona e Meloxicam em linhagens celulares. O
grafico representa a curva dose resposta das células em presenca de diferentes
concentragdes dos antiinflamatérios. O Meloxicam apresentou melhor perfil de atividade

antiproliferativa. (FIGURAS 20,21,22)

4.2.3.3. Atividade antiproliferativa do 6leo de Pterodon pubescens e da FR7- 6

Foram avaliadas as atividades antiproliferativas do 6leo de Pterodon pubescens e da fragéo

ativa em linhagens tumorais humanas. O grafico representa a curva dose resposta das

células na presenca de diferentes concentra¢des do 6leo de Pterodon pubescens e da fragdo

ativa (FIGURAS 23 e 24).
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FIGURA 20: Atividade antiproliferativa da dexametasona sobre as linhagens celulares

tumorais humanas apds 48 h de exposicéo.
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FIGURA 21: Atividade antiproliferativa da indometacina sobre as linhagens celulares

tumorais humanas apds 48 h de exposigio.
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FIGURA 22: Atividade antiproliferativa do meloxicam sobre as linhagens celulares

tumorais humanas ap6s 48 h de exposig&o.
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FIGURA 23: Atividade antiproliferativa do 6leo de Pterodon pubescens sobre as linhagens

celulares tumorais humanas apds 48 h de exposig&o.
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FIGURA 24: Atividade antiproliferativa da FR7-6 do 6leo de Pterodon pubescens sobre as

linhagens celulares tumorais humanas apés 48 h de exposigéo.
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4.2.4. Toxicologia

Peso corporal, niveis de glicose e analise anatomohistopatolégica

O grupo tratado com o 6leo de Pterodon pubescens na dose de 30mg/kg i.p.,
apresentou um aumento de peso de 28g+3,0, enquanto o controle negativo NaCl 0,9%
(10ml/kg i.p.) apresentou um aumento de 18g+10,0 apds 7 dias de tratamento. Ao final do
experimento (14 dias) os pesos corporais dos animais controle negativo e P. pubescens
(30mg/kg) foi de 52g+6,99 e 55g+12.0 respectivamente. Enquanto nas maiores doses de
tratamento com o 6leo de P. pubescens (100 e 300mg/kg) e a prednisona (controle positivo)
ao final de 14 dias os animais tiveram um aumento menor de seus pesos corporais de

24g+8,18; 14+14,33 e 431+4,49, respectivamente.

As alteracgdes histologicas do dleo de Prerodon pubescens, foram possiveis de serem
avaliadas apenas na maior dose (300mg/kg). Os orgdos avaliados foram pulméo, coragio,

estdmago, baco, figado e rim.

A esplenomegalia correspondia histologicamente a hiperplasia pulpar nos animais
tratados na dose de 300mgkg. No estomago a auséncia de pregas correspondia
histologicamente a uma gastrite histolégica, acompanhada de hiperplasia da mucosa na
por¢do aglandular e edema da submucosa. No rim o 6leo de P. pubescens. ocasionou uma

discreta nefrite intersticial. No figado, histologicamente os hepatocitos apresentavam
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vacuolizagdo no citoplasma e nucleos picnéticos, indicando um sinal de degeneragdo

celular.

Observamos um aumento na glicemia do grupo tratado com o 6leo de sucupira
30mg/kg, os grupos tratados na dose de 300mg/kg tiveram uma diminuigio significante dos
niveis de glicose e o controle positivo prednisona, ndo apresentou alteragdo significante.

(TABELA 4)

TABELA 4: Niveis de glicose apés 14 dias de tratamento i.p.

Tratamento n Dose oral Glicose Variagio de Peso
(mg/kg) (mg/dl)* (2

NaCl 0,9% 10 10 107,44 £ 14,59 56,83

Prednisona 10 2 108,81 £20,51 43,16

Oleo 30 10 30 138,44 +20,91 55,00

Oleo 100 10 100 105,77+ 14,86 24,33

Oleo 300 10 300 73,68 £25,10 14,33

*média representativa dos valores em quadruplicata
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| FIGURA 25: Peso corporal total de ratos Ratus novergicus Wistar, durante 14 dias de
tratamento, s.c. (salina 10ml/kg; prednisona 2mg/kg; 6leo 30mg/kg; 6leo 100mg/kg; Sleo
300mg/kg) ANOVA F(4,45). 3 dias=9,33 ** p>0,01; 4 dias=8,51 *** p>0,001; 5
dias=10,04 *** p>0,001; 6 dias=13,25 *** p>0,001; 7 dias=16,88 * p>0,05 *** p>0,001; 8
dias=32,07 * p>0,05 *** p>0,001; 9 dias=67,95 * p>0,05 *** p>0,001;10 dias=56,36 *
p>0,05 *** p>0,001; 11 dias=84,41 **p>0,01 *** p>0,001; 12 dias=53,82 *** p>0,001; 13
dias=55,00 **p>0,01 *** p>0,001; 14 dias=55,02 **p>0,01 *** p>0,001. Teste de Duncan:

* p>0,05 ** p>0,01 e *** p>0,001.
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5. DISCUSSAO

A atividade farmacolégica do 6leo de Pterodon pubescens foi avaliada em modelos

agudos de nocicepg¢do (quimico e térmico) e de inflamagio.

A nocicepciio induzida experimentalmente varia com o grau de consciéncia do
animal e também com a presenca de outras aferéncias sensoriais como o ambiente
agressivo, as baixas temperaturas, o estresse ou a irritagdo local produzida por extratos
vegetais contendo saponinas e taninos, quando injetados por via subcutdnea ou
intraperitoneal. Além disso, a maioria dos métodos de avaliacdo experimental da dor
envolve uma resposta motora dos animais, de tal forma que resultados falso positivos
podem ser obtidos caso os extratos ou os compostos testados produzam sedagio e
imobilizacdo dolorosa, comprometendo a motricidade (Nodine e Siegler,1964; Rates e

Barros,1994)

Na interpretacdo do edema como sinal de inflamacio, limitacGes semelhantes
devem ser consideradas pois sua formacdo depende da perfusdo do tecido avaliado, da
presséo sanguinea e dos niveis de glicocorticéides circulantes, podendo também determinar

o aparecimento de resultados falso positivos (Rate e Barros, 1994; Souccar e Lapa,1997).
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Edema e derramamento de plasma ocorrem geralmente apds, injiria da pele por
agentes como calor, compostos quimicos ou trauma. Diversos compostos tém produzido

agdes pro-inflamatorias em modelos experimentais de inflamag#o aguda (Correa, 1996).

A injecdo intraplantar de carragenina é seguida de um aumento imediato da
permeabilidade vascular, levando a exsudagfio de liquido e proteinas plasmaticas (edema)
com migragdo leucocitaria predominantemente de neutréfilos. Esse processo
fisiopatologico envolve diferentes fases e liberagdo sequéncial de diferentes mediadores da
inflama¢do, como aminas biogénicas (histamina e serotonina), cininas, eicosanéides e
oxido nitrico que tém comprovada participac@o no processo da inflamacdo (Giraldelo,1994;
Medeiros,2001). A liberacdo desses mediadores acontece em fases distintas, onde
inicialmente ocorre uma liberacdo de };istamina e 5 HT, seguida por cininas e
posteriormente predominantemente por prostaglandinas. (Di Rosa et al., 1970). Esse

processo inflamatério € reduzido pela administragdo prévia de corticoides e

antiinflamatorios ndo-esteroidais (Medeiros,2001).

A diferenca bésica do mecanismo de a¢do de drogas antiinflamatdrias esteroidais e
ndo esteroidais apds inflamagdo por carragenina ¢ evidente. Antiinflamatoérios esteroidais
impedem a produgfo, por mutiplas células, de fatores que s@o criticos na geracéo da
resposta inflamatéria; ocorrendo assim liberagdo diminuida de fatores vasoativos e
quimiotaxicos; secrecio diminuida de enzimas disponiveis para sintese de intermediérios de

prostaglandinas; extravasamento diminuido de leucécitos e fibrose diminuida. Os ndo
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esteroidais ndo afetam a mobilizagdo de neutrofilos, mas impedem a sintese de

intermediarios de prostaglandinas (Strube, 1997).

O oleo de Pterodon pubescens promoveu uma inibicdo do edema de pata (de
maneira dose dependente) apos 3 e 4 horas da administragdo do agente flogistico, indicando
que estudos posteriores deverdio avaliar a participagdo dos mediadores tardios, como as
prostaglandinas. Entretanto, considerando a natureza bifdsica do edema de pata por
carragenina, diversos estudos revelam que a segunda fase é sensivel as drogas esteroidais e
ndo esteroidais (Vinegar et al., 1976). Portanto, fica evidente a necessidade de outros

experimentos para definir o possivel mecanismo de agdo envolvido.

Carvalho et al., em 1999 confirmou a atividade antiinflamatoria do extrato hexénico
das sementes de Pterodon pubescens, também pelo modelo de edema de pata induzido por
carragenina utilizando uma dose de 500mg/kg, obtendo o pico méaximo de inibicdo de
edema na terceira hora apds a administragdo do agente flogistico. O tratamento prévio com
o extrato hexéanico inibiu a formagéo do edema na segunda e terceira hora em 29 e 28%
respectivamente, enquanto o controle positivo, indometacina inibiu 46 e 41% também apoés
2 e 3 horas, respectivamente. Os resultados do presente trabalho demonstraram uma
efetividade no mesmo modelo, utilizando uma dose menor (300mg/kg). O éleo de Pterodon
pubescens inibiu a formacgfo de edema em 65% e 53% ap6s 3 e 4 horas, respectivamente;

enquanto a indometacina inibiu em 60 e 39% apds 3 e 4 horas, respectivamente.
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A bradicinina ¢ um autacéide nonapeptidico que quando administrado na pata de
rato produz vasodilatac@o intensa, dor, aumento de permeabilidade vascular com liberago
de prostaglandinas. A bradicinina liga-se seletivamente ao receptor B2(presente na maioria
dos tecidos normais) que € acoplado as proteinas G, e ativa a fosfolipase A2 e a fosfolipase
C. A fosfolipase C libera o trifosfato de inositol e consequentemente célcio citosélico, € o
diacilglicerol, que ir4 ativar a proteina quinase C (Tippmer et al, 1994). A fosfolipase A2
libera 4cido araquidonico dos fosfolipideos ligados @ membrana celular que podera dar

origem as prostaglandinas e leucotrienos (Lima P.,1994).

A bradicinina exerce uma variedade de efeitos bioldgicos no endotélio (promove a
liberacdo de NO, prostaciclina, fator hiperpolarizante derivado do endotélio) e na
circulagdo periférica, onde induz vasodilatagdo e aumento do fluxo sanguineo. Pode ainda,
promover extravasamento do plasma e vasoconstricdo nos vasos cujo endotélio estd
danificado. Nos estados inflamatérios como asma, alergia, traumas; as cininas promovem
migracio celular do sangue para os tecidos e ativam varios componentes teciduais como;
mastocitos, fibroblastos, macrofagos, células do sistema imune, musculatura lisa em quase

todos os Orgéos, sistema nervoso autonomo e nervos sensoriais. (Regoli et al.,1998)

H4 evidéncias que as cininas sfo rapidamente geradas apés injuria tecidual e
modulam a maioria dos eventos que ocorrerem durante o processo inflamatdrio como;
vasodilatag@o, aumento da permeabilidade vascular, extravasamento do plasma, migragdo

celular, dor e hiperalgesia (Calixto, 2000).
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Muitos autores tem demonstrado que receptores B2 s@o responsaveis por mediar a
maioria das respostas inflamatdrias agudas provocadas por bradicinina. Antagonistas de
receptores B2 monstraram-se efetivos no bloqueio de respostas inflamatérias induzidas em
cobaias, ratos e camundongos, principalmente em edema de pata e pleurisia induzidos por
bradicinina e carragenina. Alguns autores tem proposto que a ativagio de receptores B2

estdo presentes no inicio do processo inflamatério (Calixto, 2000).

Embora o 6leo de Pterodon pubescens tenha reduzido o edema de pata produzido
pela bradicinina, ndo € possivel ainda, concluir que os principios ativos desse 6leo tenham
interacdo direta com os receptores da bradicinina ou atuem numa segunda etapa, inibindo a
sintese de prostaglandinas. A agfio vasodilatadora da bradicinina se deve, em parte, ao fato
de que, ao agir sobre células endoteliais, ela estimula a fosfolipase A2, gerando PgI2. Os
antiinflamatorios nfo esteroidais inibindo a agfo de proteinas vasodilatadoras (PGE2, PGI2
e PGD2) diminuem a vasodilatagdo também sinergicamente provocada por mediadores

vasodilatadores como a histamina e a bradicinina (Rang e Dale,1995).

A histamina ¢ uma substancia conhecida por aumentar a permeabilidade vascular,
onde a abertura de poros endoteliais levara a um aumento do extravasamento de proteinas
do plasma. Em adi¢do aos efeitos vasculares, a histamina excita neurbnios aferentes de
pequenos didmetro e provoca a liberacdo de mediadores vasoativos nas terminacgOes
nervosas. Portanto, a formag@o de edema induzido por histamina pode apresentar
consequéncias vasculares, bem como ag¢des neuronais (Amann et al., 1995). O dleo de

Pterodon pubescens promoveu uma inibi¢cdo do edema de pata produzido por histamina
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apos 30 minutos da administracdo de histamina. Esse modelo nfo é capaz de definir o
possivel mecanismo de agfo, entretanto sabe-se que a acdo de antiinflamatorios esteroidais
seria bastante eficaz, uma vez que essas drogas reduzem a liberag@o de histamina pelos
basoéfilos. Ja os AINES reduziriam o edema com menor intensidade, por agirem de maneira
indireta (a vasodilatacdo facilita e potencia a acdo de mediadores como a histamina, que

aumentam a permeabilidade das vénulas) (Amann et al., 1995).

Esse resultado sugere a necessidade de uma confirmagéo através de outro modelo ou
injecdo de outra substdncia que promova a liberagdo de histamina, como por exemplo;
composto 48/80 ou dextrana. Carvalho et al., 1999, utilizando-se do mesmo modelo, nio
obtiveram inibigdo do edema de pata produzido por histamina. Da mesma forma nio
obtiveram efeito em modelo de edema de pata induzido por dextrana que libera
sequencialmente histamina e serotonina. Provavelmente essas diferengas também podem
estar relacionadas a fatores como: formas de obten¢io do material (prensagem para
obtengdio do oleo e extragdo com hexano); diferentes teores de principios ativos, por se

tratarem de plantas diferentes.

Corticdides adrenais sf@o conhecidos como substincias antiinflamatérias. Esses
efeitos antiinflamatorios sfo atribuidos em parte a sintese de lipocortinas, uma familia de
proteinas induzidas por glicocorticéides com atividade anti-fosfolipase. Lipocortinas
reduzem o edema de pata induzido por carragenina através da inibicdo da liberagdo do

acido araquidonico dos fosfolipideos de membrana (Landucci, et al., 1995).
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Durante o processo inflamatério o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal € estimulado
aumentando os niveis de glicocorticoides circulantes. Sob acfio desses horménios, a
liberagdo de fatores vasoativos e quimiotaxicos € inibida, simultaneamente a redugdo de
secrecdo de enzimas lipoliticas, proteoliticas e da fibrose, e a diminui¢do do
extravasamento de leucécitos na area da lesdo (Garcia Leme, 1981; Garcia Leme et

al.,1992; Chrousos,1995).

Em 1984 Munk et al. sugeriram que as a¢gdes antiinflamatérias e imunosupressoras
desempenham papel fisiologico proeminente, pois previnem o “transbordamento” das
reagdes de defesa extremamente poderosas do organismo, que do contrario poderiamr a
hemostasia. O fato de que a magnitude e a duragdo da inflama¢io aumentam muito nos
ratos adrenalectomizados em comparacdo com os ratos submetidos a uma operagdo

simulada proporciona apoio experimental para essa hipdtese (Rang & Dale, 1995).

O o6leo de Pterodon pubescens manteve sua atividade antiedematogénica no modelo
de edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenolectomizados. Esse resultado
elimina a exclusividade da atividade antiinflamatéria por corticoéides enddgenos e por sua
vez, confirma a acfio do 6leo de Pterodon pubescens. O grupo falso operado confirmou o
sucesso da operacdo, uma vez que a intensidade na formagdo do edema foi menor quando

comparado ao grupo NaCl 0,9% (controle negativo).

O 6leo de créton € um agente flogistico altamente irritante que, pode produzir uma

reacdo inflamatdria caracterizada por vasodilatagdo, edema, e migracdo leucocitaria. Em
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muitos casos pode ocasionar a degenera¢@o da orelha com inchago da cartilagem, necrose,
infiltracdo granulocitiria e hemorragia. Esse modelo é utilizado com frequéncia para
demonstrar a agfo topica de novas drogas antiinflamatérias (Tubaro,1995). Na dermatite
provocada pela aplicagéo de dleo de créton, o 6leo de Prerodon pubescens (via oral) inibiu
o edema, confirmando uma acfo antiinflamatdria. Drogas esteroidais sdo inibidores efetivos
dessa reacdo inflamatdria, enquanto o efeito de antiinflamatdrios ndo esteroidais nio é
evidente ou constante (Tubaro,1995). Entretanto, o resultado obtido nesse modelo, ndo
define o grupo de drogas antiinflamatorias ao qual os principios ativos existentes no 6leo de

Pterodon pubescens possam pertencer.

O modelo quimico de nocicep¢do escolhido foi o das contor¢des abdominais em
camundongos, que se baseia na contagem das contragdes da parede abdominal seguidas de
tor¢do do tronco e extensdo dos membros posteriores (writhing), como resposta reflexa a
peritonite produzida e consequente a ativagdo de receptores de dor, por mediadores ou
substancias pro-inflamatorias; por redugéo de pH ou por uma estimula¢do mecénica (Brito
et al.., 2001). Introduzido por Sigmund e colaboradores (1957) utilizando fenilquinona, o
teste foi posteriormente padronizado com outros agentes como acido acético, bradicinina,
acido araquidonico, caolim entre outros (Whittle,1964; Dubinsky et al., 1987; Fujiyoshi et

al., 1989; Rates e Barros, 1994; Lapa e De Lima, 1998)

Neste teste, a reacdo dolorosa € sensivel a drogas de atividade analgésica
semelhantes a aspirina, aos antagonistas de receptores cininérgicos e aos analgésicos

opidides de agdio central e periférica (Siegmund et al., 1957; Vacher et al., 1964; Smith et
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al., 1982; Steranka et al., 1987, Brignola et al., 1994; Barber et al., 1994). Dados da
literatura mostram neste modelo uma boa correlagdo entre poténcia e eficacia clinica de

drogas analgésicas (Siegmund et al., 1957).

A importancia das prostaglandinas no desenvolvimento da dor inflamatéria, tem
sido confirmada por estudos em camundongos deficientes de receptores de prostaglandinas,
com uma reducdo na resposta as contorgdes abdominais por 4acido acético quando

comparadas aos animais normais (Belleroche, 1998).

Os resultados do presente estudo demonstraram que, no modelo das contor¢des
abdominais pelo 4cido acético, o 6leo de Pterodon pubescens inibiu em 67% o namero de
contor¢des abdominais, onde utilizamos para esse experimento a dipirona como controle
positivo, que apresentou uma inibi¢do de 70%. A resposta nociceptiva induzida pelo acido
acético ocorre, provavelmente pela liberagdo de mediadores algicos enddgenos,
principalmente bradicinina, histamina, serotonina e as prostaglandinas que, através da
estimulacdo das terminagdes nociceptivas, desencadeariam a sensagdo dolorosa. Entretanto,
devido a baixa especificidade da resposta antinoceptiva neste teste, ensaios complementares
sdo necessarios para a interpretacdo dos resultados, pois uma variada gama de compostos
essencialmente ndo analgésicos como anti-histaminicos, parassimpatomiméticos,
estimulantes do SNC, inibidores da MAO, antagonistas serotoninérgicos, neurolépticos e

bloqueadores adrenérgicos podem também inibir essas contor¢des. (Rates e Barros,1994)
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A analgesia moderada produzida por exemplo pelo acido acetilsalicilico e pela
indometacina ¢ explicada pela inibi¢do da atividade da cicloxigenase e redu¢fo da sintese
de prostaglandinas (Vane,1971). Entretanto, nos testes padrées em animais nos quais se
induz uma reagfio inflamatéria, tem sido dificil separar a influéncia da atividade

antiinflamatéria destes compostos, de um efeito analgésico singular (Hunskaar et al., 1986).

A atividade antinociceptiva do 6leo de Pterodon pubescens,, também foi estudada
no teste da placa quente (hot plate) em camundongos. Este modelo mede o tempo de reagéo
do animal a um estimulo térmico (Woolfe e McDonald, 1994) sendo semelhante ao teste do

tail-flick descrito por D’amour e Smith (1941).

O tratamento com o 6leo de Pterodon pubescens pela via intraperitoneal, utilizando
a morfina como controle positivo, mostrou um aumento do tempo de reagdo ao estimulo
térmico. Esse ensaio € sensivel a drogas opidides tipo morfina (Janssen et al., 1963), cuja
atividade analgésica ¢ mediada por receptores i, k¥ e 0, distribuidos tanto perifericamente

como no SNC (Elmer et al., 1998; Tornos et al., 1999).

O oleo Pterodon pubescens foi fracionado através do uso de cromatografia em
coluna seca dando origem a sete fragdes; das quais trés delas foram separadas por
apresentarem perfis cromatograficos bem distintos e avaliadas pelo modelo de edema de
pata induzido por carragenina. A fracdo ntimero 7, a de menor polaridade, apresentou

melhor atividade, confirmada posteriormente pela realizagdo de curva dose-resposta em
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modelo de inflamacfo. Estudos fitoquimicos revelaram a presenga majoritaria de terpenos
na frag@o ativa, indicando a possibilidade desses compostos serem responsaveis pela

atividade antiinflamatoria do 6leo de Pterodon pubescens.

A atividade do 6leo de sucupira diminuindo o edema provocado por carragenina,
bradicinina, histamina e 6leo de créton sugere atividade semelhante aos esterdides adrenais.
No entanto a participacio exclusiva de esterdides adrenais foi excluida com a manutengéo
da atividade antiedematogénica em animais adrenalectomizados. Dessa forma a presenca de
esterdides no o6leo poderia justificar os efeitos obtidos. No entanto, até 0 momento, foram
identificados somente compostos terpendides no O6leo de sucupira. A biossintese de
terpenos e esterdides em plantas tem uma via comum, ramificando-se nas etapas finais.
Portanto, € possivel que estruturas muito proximas as dos esterdides sejam responsaveis
pelos efeitos obtidos. Outra alternativa, seria a presenga de grupos funcionais semelhantes
aos dos esterdides. A elucidacdo estrutural dos principios ativos desse o6leo podera

colaborar na determinagdo do mecanismo de agfo do 6leo de Pterodon pubescens.
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FIGURA 26: Biossintese de terpenos e esteroides.

Considerando a possibilidade da existéncia de principios ativos do grupo dos
esterdides, trés grupos de ratos foram tratados por 14 dias com o 6leo de sucupira nas doses
de 30, 100 e 300 mg/kg por via intraperitoneal, utilizando a prednisona (2 mg/kg), como
controle positivo. N a dose de 30 mg/kg, houve aumento de peso corporal e hiperglicemia,
agOes sugestivas da presenca de esteréides. No entanto doses superiores apresentaram

efeitos opostos com queda no ganho podenral (100 e 300 mg/kg) e hipoglicemia na dose de
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300 mg/kg.. Além dessas alteragdes o grupo tratado com a dose de 300 mg/kg, apresentou
esplenomegalia, gastrite, nefrite e degeneracdo hepatica., que se assemelham aos danos

causados pelos antiinflamatorios.

O bago atua como orgéo filtrante para o sangue. As células fagocitarias do bago
removem do sangue circulante particulas estranhas, inclusive bactérias, leucécitos em
degeneracfo. (Bailey, 1973) A esplenomegalia correspondia histologicamente a hiperplasia

pulpar nos animais tratados na dose de 300mg/kg.

A irritagfio gastrica esta relacionada a agéio direta sobre a mucosa e com a inibigdo
da sintese de prostaglandinas géastricas, em especial a PGE2 e a prostaciclina PGI2 que
modulam a secre¢do gastrica e promovem a secre¢do de um muco protetor pelo intestino.
A inibicdo da sintese dessas prostaglandinas pode tornar o estdmago mais susceptivel a
lesdo (Oga, 1996). A andlise anatdmica do estdmago, mostrou uma auséncia de pregas que
correspondia histologicamente & uma gastrite, acompanhada de hiperplasia da mucosa na
por¢do aglandular e edema da submucosa; caracterizando uma toxicidade gastrica do dleo

de P.pubescens.

O rim possui varias funcGes importantes. Excreta uréia e outros produtos
nitrogenados, elimina substincias estranhas ao organismo e, pela eliminagfo do excesso de
4dgua mantém constante o volume de sangue sendo o principal orgdo de eliminagéo de

drogas (Bailey, et al., 1973). O 6leo de Pterodon pubescens provocou uma discreta nefrite
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intersticial. Como as prostaglandinas sdo importantes para o suprimento sanguineo renal, a
inibicdo de sua sintese provoca lesdo renal e insuficiéncia hepatica.

O figado, constitui o principal orgdo de eliminacdo de drogas. Parte da
hepatoxicidade de esterdides ¢ decorrente da formagdo de metaboélitos que interferem na
eliminacio da bilirrubina. Ocorre €xtase e acumulo de bile nos capilares biliares da porgéo
central do l6bulos hepéticos, sem obstrucdo dos ductos maiores. As células hepéticas
geralmente sofrem apenas pequenas mudangas histoldgicas e continuam viaveis

(Oga,1996).

A degeneracfo celular caracteriza-se por alteracdes nos componentes celulares.
Entre as principais causas de degeneragdo celular estio: deficiéncia de nutrientes essenciais
para a célula; lesdo mecanica, térmica ou elétrica; ou intoxicagdo quimica (Hopps, 1989).
No tratamento com o 6leo de Pterodon pubescens histologicamente os hepatdcitos
apresentavam vacuolizagdo no citoplasma e nucleos picnoéticos, indicando um sinal de
degenerac@o celular. O uso crénico de doses elevadas de inibidores de sintese de

prostaglandinas também pode provocar hepatite.

Como foi demonstrado o 6leo de Pterodon pubescens apresentou uma atividade
antiinflamatéria em modelo animal. Atualmente, diversos estudos sugerem o uso de
inibidores da COX2 na prevencgdo do cancer. Em células normais do epitélio intestinal
transfectadas com cicloxigenase-2, ocorreram mudancas fenétipicas similares aquelas

encontradas em células malignas, como por exemplo, resisténcia a apoptose (Ota et al.,
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1999). Estudos imunohistoquimicos tem mostrado que a expressdo da COX2 ndo estd
presente em células tumorais, mas em células epiteliais. Isso conduz a hipoétese de que o
mecanismo de a¢do dos AINES, suprimindo a carcinogénese de cdlon, esté relacionado em
parte, através da supress@o de um fator produzido por fibroblastos, o fator de crescimento

do hepatocito (HGF), que inibe a produgdo de prostaglandinas.(Ota et al., 1999).

Dessa forma, o dleo de Pterodon pubescens e a fragdo ativa forma avaliados em
cultura de células tumorais humanas. Para comparacdo foram realizados experimentos com
a dexametasona, indometacina e meloxicam.. Em cultura de células neoplasicas de mama
(MCF 7), mama resistente (NCI-ADR), melanoma (UACC-62) e rim (NCI-460), o 6leo de
sucupira e sua fragdo ativa apresentou atividade citostatica e citocida concentragio
dependente. A indometacina, inibidor ndo seletivo da COX e o corticéide dexametasona,
apresentaram discreta atividade citostatica e citocida nas linhagens celulares. Ja o
meloxicam, inibidor seletivo da COX-2 foi mais potente e eficaz. Os resultados obtidos em
cultura de células tumorais aliados aos efeitos antiedematogénicos, reforcam a hipétese de
que a inibi¢do da sintese de prostaglandinas esta envolvida no mecanismo de agéo do 6leo
de sucupira. No entanto, outros efeitos relacionados com essa atividade antiproliferativa

devem ser investigados.

Esses resultados também estimulam o processo de isolamento e identificagdo dos

principios ativos do o6leo de sucupira pois, os testes em cultura de células tumorais

consomem baixas quantidades de extratos e principios ativos, quando comparados com
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testes in vivo. Muitas vezes o uso de modelos animais acaba inviabilizando o
monitoramento do processo de isolamento e identificacdo de principios ativos em virtude
do baixo rendimento desses processos. Ja a cultura de células tumorais vai permitir esse

monitoramento.
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6. CONCLUSAO

O Oleo de Pterodon pubescens € indicado na medicina popular para doengas
que envolvem dor ou processos inflamatorios. Estudos farmacolégicos anteriores,
revelaram atividades antiinflamatdria do extrato hexanico dessa espécie, sem entretanto ter

identificado sua frag@o ativa.

A atividade antiinflamatodria e antinociceptiva do 6leo de Pterodon pubescens,
foi confirmada e a identificacdio da fragfo ativa realizada através de modelo animal. Esse
efeito foi mantido no edema de pata induzido por carragenina em ratos adrenalectomizados,
sugerindo dessa forma sua agfio ser independente da liberagio de cortic6ides enddgenos. A
atividade antiedematogénica foi confirmada nos modelos de pata produzidos por histamina
e bradicinina. Essa atividade foi reproduzida no modelo edema de orelha induzido pela

aplicacdo topica de 6leo de croton.

No modelo de nocicepgdo quimico o 6leo de Pterodon pubescens inibiu o
numero de contor¢des abdominais pelo acido acético. O efeito nociceptivo foi confirmado

no teste da placa quente ocorrendo um aumento do tempo de reagdo ao estimulo térmico.

O oleo de Pterodon pubescens apresentou toxicidade apds 14 dias de
administragdo na dose considerada efetiva em modelos de inflamacédo e dor, evidenciada
por hipoglicemia, diminui¢éo no peso corporal e pelas analises anatomohistopatolégicas. A

toxicidade foi confirmada in vifro em cultura de células tumorais humanas. O 6leo e a
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fragdo ativa (FR 7-6) de Prerodon pubescens, apresentaram atividade antiproliferativa
concentracdo-dependente, apresentando citotoxicidade na maioria das concentragBes
estudadas. A fracdo ativa apresentou uma curva concentracdo bastante semelhante a do
meloxicam, confirmando a hipotese de que a prostaglandinas produzidas pela

cicloxigenase —2 estarem possivelmente relacionadas ao crescimento tumoral.

Anélises cromatograficas permitiram identificar terpenos presentes na fragio
ativa que em breve terdo sua estrutura quimica elucidada. Esses compostos provavelmente

seriam responsaveis pela atividade antiinflamatéria dessa espécie .

Os resultados sugerem a continuidade na investigacdo do mecanismo de agdo
dos terpenos identificados na fragfio ativa, para a determinac@io do composto ativo e para
elucidacdo de sua estrutura quimica. Além disso, a realizag¢do de estudos em modelos de
toxicidade, acompanhados de modelos cronicos de inflagdo, a fim de se confirmar a

seguranga no uso terap€utico dessa espécie.
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