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RESUMO

Caesalpinia ferreaC. Mart (Fabaceae), conhecida na Amaz6nia comd, jicamplamente
utilizada na medicina popular como anti-inflamatddicatrizante e no tratamento da anemia.
Entretanto, ndo ha estudos que garantam a qualitacdeatéria-prima d€. ferrea,sendo
necessarias padronizacdo de técnicas de extragadrenizacdo quimica com identificacéo
das substancias responsaveis pelos efeitos faroghood. Neste trabalho, apos caracterizacéo
da matéria-prima, foram padronizados dois extrd®&. ferreae comparadas as atividades
anti-inflamatoria e analgésica dos mesmos. Os testi@quosos foram obtidos por decocc¢ao
dos frutos sem sementes a 2,5%. Apos filtracAoneertdracdo, os extratos foram secos por
aspersao ou liofilizacdo, dando origem ao ESA raéxiseco por aspersao e ao ESL — extrato
seco por liofilizagdo. O ESA e ESL foram padronamdegundo o teor de umidade e
concentracdes de polifendis e de taninos totateo©de umidade (14% e 11%), taninos totais
(13% e 11%) e polifendis (49% e 43%) nao foram rdifees entre ESA e ESL,
respectivamente. No teste farmacologico geral emuodongos, os extratos padronizados
nas doses de 0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, v.0., ndo proatuzinais de ataxia, incoordenacédo motora,
irritabilidade ou hiperreatividade a estimulos neptivos. Nao houve morte entre os animais,
demonstrando que os extratos ndo produziram efgikigos graves. Nas maiores doses, 0s
extratos produziram aumento da duracdo do soncieholypor barbitlrico e por éter etilico,
indicando ac&o depressora do SNC sem afetar, rntenta atividade motora, como
observado no teste do “rota-rod”. No teste da ftimaa(1,5%), os extratos ESA e ESL
diminuiram o tempo de lambedura na 12 e na 2%d@mseste; esse efeito foi bloqueado com a
administracéo prévia (15 min) de naloxona (5 mgikg). No teste de contorcbes abdominais
induzida por &cido acético (0,8%), os extratos; (0,3 e 1,0 g/kg, v.0.) diminuiram o numero
de contorc¢des até 30 min apos a injecdo de acitwacOs extratos ndo mudaram a laténcia
basal de reacdo ao estimulo térmico (55 °C) ne tistetirada da cauda (“tail flick”) e nem
inibiram o0 edema de pata induzido por carragenlfa); o controle positivo indometacina
inibiu 0 edema em 60% apos 2 h. No teste do edenpaid induzido por dextrana (0,1%), o
tratamento com ESA ou ESL inibiu o0 edema em 30% ssHacdo dose-efeito; o controle
positivo ciproheptadina (10 mg/kg, v.0.) reduziedema em 81% no mesmo tempo. Com
esses resultados, concluimos que os efeitos faldghoos ndo foram diferentes entre os dois
extratos - ESA e ESL - padronizadosGiesalpinia ferreaC. Mart. Esses extratos contendo
~46% de polifendis e ~12% de taninos tém efeitinaoiceptivo envolvendo vias comuns
aos opioides e atividade inibidora do edema indupiol dextrana, mas nao inibem o edema
induzido por carragenina.

Palavras chavesCaesalpinia ferredMart., extrato seco, atividade antinociceptivajidade anti-inflamatoria.



ABSTRACT

Caesalpinia ferreaC. Mart (Fabaceae), known in Amazonian region asd] is widely used

in the folk medicine in inflammation and to treabumds and anemia. However, there are no
studies on the quality control of ti& ferrearaw materigllacking the standardization of the
chemical and extractive procedures, identifying thebstances responsible for the
pharmacological effects. In this work, after thewranaterial characterization, two
standardized extracts were produced and their asialgnti-inflammatory activities were
compared. The aqueous extracts were obtained dgctien of the fruits without seeds at
2,5%. After filtration and concentration, the extsawere dried by aspersion or freeze-dryer,
generating the ADE - aspersion dried extract, dmedRDE — freeze-dried extract. ADE and
FDE were standardized by the humidity ratio andaltotannins and polyphenols
concentrations. The humidity ratio (14% and 11%)alt tannins (13% and 11%) and
polyphenols (49% and 43%) were not different betwABE and FDE, respectively. In the
general pharmacological test, the standardizedcaetstr(0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, p.o.), did not
cause ataxia, motor incoordination, irritability loiper-reactivity to nociceptive stimulation.
Death was not observed, showing that the extradtsiat produce potential toxic effects. At
the major doses, the extracts increased the ethgt and the pentobarbital induced-sleeping
time, indicating the depression of the central oass/system without affecting the motor
activity, as confirmed in the rota-rod test. In tbanalin test, the extracts reduced the licking-
time in the i and in the ¥ phase; this effect was blocked by the previous IfiiB)
administration of naloxone (5 mg/kg, i.p.). In theetic acid-induced abdominal contortions
test, the extracts (0,1; 0,3 e 1,0 g/kg, p.o.) dishied the number of contortions until 30 min
after acetic acid administration. The extractshezitchange the basal latency of the thermal
stimulation reaction (55 °C) in the tail-flick tesor inhibited the carrageenan-induced acute
paw edema; the positive control indomethacin irtetbithe edema in 60% after 2 h. In the
dextran-induced acute paw edema test, the treawitnADE or FDE reduced the edema in
30%, without dose-effect relationship; the positoantrol cyproheptadine (10 mg/kg, p.o.)
reduced the edema in 81% in the same time. Witketlresults, we concluded that the
pharmacological effects were not different betwtentwo standardized extracts - ADE and
FDE from Caesalpinia ferreaC. Mart. The anti-nociceptive effect in the extgeacbntaining
~46% polyphenols and ~12% tannins involves commathypays to the opioids. ADE and
FDE inhibited the dextran-induced acute paw edemua,did not inhibit the carrageenan-
induced acute paw edema.

Keywords:Caesalpinia ferreaMart., dry extract, antinociceptive activity, anflammatory activity.
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O estudo da farmacologia e fisiologia tem receladancos significativos vindos da
pesquisa farmacoldgica de plantas medicinais (DOWARLA, 1985). Enfermidades que
preocupam a humanidade como a dor e a febre, adasabu ndo, a processos inflamatorios,
levaram ao isolamento do acido salicilico a pakiBalix alba vulgarigcasca do salgueiro)
por LEROUX em 1827. Essa descoberta propiciouradatdo de novos produtos com acdes
analgésica, antipirética e anti-inflamatoria e,ouabu a riqueza e diversidade da flora
(BERNARDI et al, 2003 apud BOGO, 2009, p.23 , KAPADIA, 2003).

No Brasil, estudos de algumas espécies vegetdizadds na medicina tradicional
foram realizados para avaliar atividades anti-m#goria, antimicrobiana, antitumoral e
citoxica (HOLETZet al, 2002; PIMENTAet al, 2003; SUYENAG-Aet al, 2002;).

Estima-se que nos paises em desenvolvimento, 80%opdssoas dependem da
Medicina Tradicional para seus tratamentos de saldee cerca de 85% desses tratamentos
envolvem o uso de extratos vegetais (FARNSWORTIG719

No entanto, o nimero de plantas medicinais estsdsola a Otica da farmacologia e
toxicologia, com o intuito de comprovar 0 seu uspylar e segurancga, respectivamente,
ainda é muito pequeno, por isso, a ciéncia temauolascomprovar os efeitos terapéuticos das
plantas medicinais (CARRARA, 1995).

Atualmente, os esforgos para a descoberta de wowgas sdo dirigidos no sentido de
se buscarem alternativas para superar a dependéxigiea ja que 84% dos farmacos
comercializados no Brasil sdo importados e as nadibnais sdo responsaveis por 78% da
producdo brasileira (SIMOES, 2007). No Brasil, osedinamentos fitoterapicos
movimentaram R$ 270 milhdes em 2001, equivalendpraximadamente 6% do mercado
brasileiro de medicamentos, maior do que a conleai@o de medicamentos genéricos que

foi de R$ 226 milh6es no mesmo ano (CALIXTO, 2003).
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Estima-se que cerca de 40% dos farmacos empregaaoserapéutica sejam
provenientes de fontes naturais, sendo 25% degslaBste percentual aumenta ainda mais se
nos restringirmos apenas aos farmacos antineop$asiantibioticos (SHU, 1998). Das 252
drogas consideradas basicas pela Organizacdo MuddiaSaude (OMS), 11% sé&o
exclusivamente de origem natural e um namero sagmfe sdo drogas sintéticas obtidas de
precursores naturais.

Embora haja uma grande demanda pelos produtosaisgturma das principais
dificuldades para o desenvolvimento de fitomediaae e/ou novas substancias bioativas
encontra-se na definicdo de critérios para avaiaigiqualidade da matéria-prima vegetal e
seus derivados (FARIAS, 2003; LIST, SCHMIDT, 1999AGALHAES, 1997) Nesse
contexto, os estudos etnoboténicos e etnofarmaco®godem indicar possiveis acdes
farmacoldgicas, aproximando a ciéncia e a desalmtnovas drogas (COX, BALICK,
1994).

A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) referénciaCoaferéncia de Alma-Ata
(1978) recomendou o0 uso de terapias alternativategrando a medicina ocidental a
tradicional, recrutando os praticantes dessa medidcomo aliados na organizacdo e
implementacdo de medidas para melhorar a satudemaznidade (BRASIL, 2006).

Caesalpinia ferreaC. Mart é uma planta amplamente utilizada na niealipopular
como anti-inflamatario, cicatrizante e auxiliar tnatamento da anemia (CARVALHé& al.,
1996) sendo uma das espécies selecionadas pamgmrmRa Nacional Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Saude — MS (BRASRQO06). Estudos farmacoldgicos
realizados para comprovar a atividade terapéutestadespécie vegetal, demonstraram
atividades anti-Ulcera e anti-diabética relaciosadacapacidade de inibicdo da aldose-

redutase (BACHet al.,1995; UEDAet al.,2001).
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Dentre os constituintes quimicos descritos naalitea destaca-se a presenca de
polifendis, principalmente acido galico e acidogeld que podem ser as possiveis
substancias quimicas responsaveis por parte dadaates bioldgica dos frutos da. ferrea
(UEDA et al, 2001).

A importancia e multiplicidade de usos @a ferrea justifica o estudo com os
diferentes tecidos desta planta para avaliacaaengdio de moléculas bioativas. Apesar de
varios trabalhos indicarem que extratos dos ditesetecidos sdo empregados na medicina
popular, ndo ha relatos na literatura acerca delestas cascas dos frutos sem as sementes.

Estudos iniciados pelo grupo de pesquisa em predotdurais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade FederalndazAnas com as cascas dos frutos sem
sementes d€. ferreaestabeleceram alguns parametros fisico-quimitesn®ldgicos para o
controle de qualidade dessa matéria-prima vedatah como o melhor método de extracédo
para alcancar um maior teor de taninos totais eerdracdo de sdlidos soluveis no extrato
(dados ainda néo publicados).

Considerando o amplo uso d& ferrea na medicina popular e baseando-se na
literatura que comprova algumas atividades tera@yt a obtencdo de um extrato
padronizado dessa espécie vegetal € muito impertaséndo a elaboracdo futura de um

fitoterapico.



2 OBJETIVOS
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2.1 Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria de dois ektsasecos padronizados a partir de

frutos sem sementes Gaesalpinia ferreaC. Mart

2.2 Especificos

- Caracterizar as propriedades fisicas da matéinaap/egetal d€. ferreaC.Mart,;

- Obter e caracterizar as propriedades fisico-quaisnilo extrato aquoso;

- Obter e caracterizar extratos secos por difesemitodos de secagem: liofilizacdo e
aspersao;

- Avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinagptiva dos extratos secos



3 REVISAO DA LITERATURA
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3.1. Material Vegetal

A eficacia da utilizacdo de plantas medicinais @dptos derivados, com finalidade
terapéutica, tém sido comprovados através de estetttofarmacolégicos, bem como
experimentaisn vitro ein vivo (BRASIL, 2004).

No entanto, para garantir a qualidade de um prodigoorigem vegetal e/ou
medicamento fitoterapico, € fundamental a padrg@izade todas as etapas para obtencéo
dos mesmos, desde o cultivo da espécie vegetalpa@edimentos posteriores para
elaboracdo da matéria-prima, tais como, secagemgeno, armazenamento e transporte

(SIMOESet al, 2007).

3.2.Caesalpiniaferrea C. Mart.

A familia Fabaceae (Leguminose), originalmente mi@s@or Antoine Laurent de
Jussieu, possui 642 géneros e cerca de 18.000iessjgésmopolitas. Inclui desde arvores,
arbustos até lianas e ervas. Comumente € divididdr@és subfamilias: Caesalpinioideae,
Faboideae (Papilionoideae) e Mimosoideae (RIBEER@L,1999). A espéci€aesalpinia
ferrea C. Martius pertence ao reino Plantae, filo Magyaiiyta, classe Magnoliopsida,
ordem Fabales, familia Fabaceae e géGamsalpinia(ILDIS, 2007).

A espécieCaesalpinia ferreaC. Mart., popularmente conhecida como juca e pau-
ferro, € nativa do Brasil, mas atualmente cultiveda varios lugares do mundo. Como
exemplo, pode ser encontrada na Asia em paises eoindia, Malasia e Paquistio; na
Australia, Papua Nova Guiné e no oeste bengalésdZ802007).

Na regido Amazonica, esta presente em todos odossteendo sido encontrada no
Para, Rondbnia, Amazonas, Roraima, Amapa e no Aadg foi plantada pelos migrantes
nordestinos, principalmente cearenses que col@mzassa parte da Amazonia. A variedade

cearensi® da caatinga, sendo muito cultivada em todo deste do Brasil. Por outro lado,
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na Mata Atlantica, predomina, a subespdeiestachyarecebendo o nome de pau-ferro

(SOUZA, 2007).

Foto: SOUZA, L.A.G., DUARTE, E. C., FALCAO, N. V..S
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3.2.1 Estudos botanicos e agronémicos

Caesalpinia ferrea@ uma arvore com crescimento de até 10 m de atd20 cm de
diametro do tronco. Apresenta tronco liso e com ahas esbranquicadas devido a sua
descamacéao. A madeira € dura, justificando seu papelar “pau-ferro”, como é conhecido
em algumas regides do Brasil. Suas folhas séo cstage bipinadas, apresentando até cinco
pares de foliolos, de aproximadamente 20 cm..Qedrda espéci&;. ferreg sao legumes
(vagens) que medem aproximadamente 9,6 cm de coenuo, 2,1 cm de largura e 0,9 cm
de espessura. Pesam aproximadamente 8,67 g e cdat8ra 9 sementes. As sementes sao
duras e lisas, medem cerca de 1 cm de comprimepesan em média de 0,20 g. Os
estudos agronémicos com a espéCieferreademonstraram que sua propagacao € feita
através das sementes. Sendo uma planta com aspeeainental, pode ser cultivada em
locais ndo encharcados como pracas e jardins, @amm&os quintaisTem crescimento
rapido e aceita bem ser consorciada com outrasiespae frutiferas, possuindo potencial
para a combinacdo de espécies em sistemas agstdisreAléem disso, a folhagem fornece
bom alimento para o gado (SOUZA, 2007).

Suas flores séo vistosas, de coloracdo amarelagia e€achos, sendo possivel o
florescimento da planta sem folhas. Na Amazéniatr@em floracdo do jucad ocorre nos

meses de marco e abril, e a frutificacdo entre maigosto (PORTELAt al, 2001).

3.2.2 Estudos Fitoquimicos

No caule foram identificados flavonoides, saponirasinos, cumarinas, esteroides,
compostos fendlicos e antraderivados (GONZAL& Al., 2004). Um trimero de chalcona,
denominado pauferrol A, foi isolado de um extratitidn do caule da espécie vegetal

(NOZAKI et al, 2007).
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COELHO (2004) isolou a partir das folhas do vegatabubstancias galato de metila,
lupeol, alfa e beta-amirina.

Segundo UEDAet al. (2001), foram isolados dos frutos secosQleferreg acido
elagico e acido 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifergalico.

NAKAMURA et al, (2002a), identificaram o acido galico e metillaga como
principais constituintes quimicos e possiveis respeeis pelas atividades biolégicas dessa
espécie vegetal. Na continuacdo da pesquisa, fe@adas 49 substancias, sendo a maioria

derivadas do acido galico e de acetofenonas (NAKARWALEt al, 2002b).

COOH

HO OH

OH

Acido Eligico Acido Galico Lupeol

HO

OH
R-R,-CHz +R4-H (0. -amirina )
Metil Galato Pauferrol A R - Ry- CHg+ Ry- H (B - amirina )

Figura 2 - Substancias isoladas @=aesalpinia ferreq UEDA et al. 2001, COELHO, 2004; NOZAKEt al.,
2007)

3.2.3 Estudos etnofarmacoldgicos e farmacoldgicos
O uso popular dessa planta nativa do Brasil comoantizinflamatério, conduziu
varios pesquisadores a investigar suas propriedadg®uticas. AL. ferreaé empregada na

medicina tradicional como: antimicético, anti-anémi antihemorragico, antidiarréico,
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cicatrizante, nas afeccfes dos pulmdes, sedatisirirrgente, anti-diabético, utilizada em
tosse, asma, tuberculose, coqueluche, contus@asizacao de feridas, tratamento de Ulcera,
afeccdes da boca e garganta, entre outros (BORRAS3; BRAGANCA, 1996).
Popularmente, as diversas partes do vegetal (fotwscas, semente, raizes, pedacos de
madeira e frutos secos) sdo utilizadas no tratamelet diversas infec¢cdes, como a
leishmaniose (BORRAS2003; DI STASlet al, 2002).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e ansilcg de um extrato aquoso obtido
fruto deC. ferreg demonstrou que a utilizacdo com dose de 0.3 giigyral, provocou uma
reducdo significativa do numero de contor¢des alikisl induzido por acido acético em
ratos Wistar (CARVALHO, 1993 Os frutos dessa espé&ninbém passaram por estudos para
comprovar sua atividade antitumoral, que foi evaighain vitro com uso do virus Epstein-
Barr, sendo que o acido galico e metil-galato, ge=s no fruto da espécie, foram
identificados como responsaveis por essa ativildA&AMURA et al, 2002a).

Outro estudo realizado com os frutos @ ferrea demonstrou atividade
hipoglicémica em ratos diabéticos gracas a compgesenibidores ndo competitivos da
aldose redutase (UEDét al, 2001).

Em 2004, CORTEZ observou atividade leishmanidid&itro de extrato metandlico
obtido de frutos d&. ferreg contra aLeishmania(Viannig) guyanensis L. (Leishmaniq
amazonensjsatraves de bioensaios colorimétricos utilizanehoindicador de éxido-redugéo.

O extrato da casca @& ferreaapresentou uma potente atividade inibidora camtra
topoisomerase Il humana e proliferagdo celularipducdo de apoptose nas células HL60
leucémicas mieldides agudas (NOZAdtlal, 2007).

O extrato aquoso obtido da casca do caul€.dierreainduziu a hipotensao arterial
associada a taquicardia em ratos normotensos; gaondo, no entanto, bradiarritmias

transientes. O mesmo extrato (40 mg/kg) causoudiasacdo na artéria mesentérica de
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ratos, o qual pode ser mediado por canais dselisiveis ao ATP (MENEZES al., 2007).
Pesquisas demonstram que esta planta parece tpotencial clinico para uso em doencas
cardiovasculares, entretanto, maiores estudos séessarios para garantir a seguranca e
margem terapéutica, perante o uso humano (MENEZBSE, 2007).

O estudo de citotoxicidade realizado em ratos Wistas quais foi administrado
extrato aquoso do fruto d€. ferrea em trés doses diferentes (0,5; 1 e 1,5 g/kg) e
ciclofosfamida na concentracdo de 30 mg/kg, demmmstjue ndo houve alteracdes
significativas observadas em células 6sseas caket2di horas apds o tratamento, bem como
nao foram observadas modificacdes quanto a abesagdmossomais ou mutacdes durante
a mitose nos ratos em estudo, quando comparado® guapo controle tratado apenas com
agua, sendo assim a pesquisa sugere que o egstddd ndo possui citotoxicidade (SOUZA
et al, 2006).

Estudo feito pela extinta Central de Medicamen@iSME) avaliou o extrato aquoso
do fruto e casca quanto a possivel acdo anti-iafiéria, analgésica e antipirética, bem como
a toxicidade destas preparacdes. Os resultadosragesnao confirmarem estas acoes,
atribuidas popularmente a espécie vegetal, natarave efeitos toxicos (BRASIL, 2006).

Um recente estudo realizado com um extrato obtm® fdutos deC. ferrea contra
infeccdes dentariagvidenciou agdo antimicrobiamantra agentes formadores de biofilme
causador de carie dentaria (SAMPAdQal, 2009).

A Tabela 1 resume as principais atividades biokgy@tribuidas ao vegetal de acordo

com os estudos pré-clinicos descritos na literatura



Tabela 1- Atividades biolégicas atribuidasCaesalpinia ferrea
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Farmacégeno Tipo de extrato Atividade Biol6gica Sutancia Referéncia
Frutos metanolico Antimicrobiano Polifenois gé(;\gPAlo’ et al,
Inibidor da NOZAKI et al.,
Casca ) Toposoimerase || Pauferrol A 2007.
Casca aguoso Hinotens3o arterial i MENEZES et al.,
caule P 2007.
Fruto aquoso Analgesica, anti - CARVALHO, 1996
inflamatoria
Galato de metila
Folhas - - lupeol, alfa,| COELHO, 2004
beta-amirina
Fruto metandlico Leshmanicida - CORTEZ, 2004
Atividade inibitoria
;““r\'/’:rglo em ggtsiag’nigf Derivados  dd NAKAMURA et
Fruto metandlico & . genice acetofenona al., 2002.
com o virus Epstelmf
enona
Barr
QEZI%Z?;?O’ ant Acido gélico e UEDA et al, 2001,
Fruto Etanélico mamatono, ~cigo gatl NAKAMURA et
hipoglicemiante g Acido elégico
) . al., 2002
anticancerigeno
- Tratamento de Ulceras BACCHI et al,
Caule . -
gastricas 1995
Folhas, cascas,
semente, raizes, DI STASI et al.,
pedacos de - Leishmaniose - 2002; BORRASet
madeira e frutos al., 2003.
Secos
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3.2.4 Estudos tecnoldgicos

Estudos tecnoldgicos realizados com frutoCdderreg pelo grupo de pesquisa em
produtos naturais da Faculdade de Ciéncias Farmea€uda Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), visando a obtencdo de matériagorimegetal padronizada,
estabelecimento de parametros para o controle diédgde, bem como a avaliagdo de
diferentes métodos extrativos, demonstraram queateral vegetal oriundo de diferentes
localidades, originou matérias-primas com signiii@es diferencas nas propriedades fisico-
quimicas e tecnolégicas O mesmo estudo demonsti®a glecoccao por refluxo é o melhor
método extrativo de taninos a partir dos frutoCdéerrea Além disso, constatou-se que a
relacdo droga:solvente e 0 método de extracdo a@@veis importantes tanto no teor de
residuo seco como no teor de taninos totais preseard solucdo extrativa Com relacdo a
variacdo do tipo de solvente de extracdo, aguatanok apesar de proporcionar diferentes
teores de residuo seco e de taninos totais, desaria nao foi significativa. No entanto, em
geral, a agua proporcionou maior extracdo dos itoimides daC. ferreae a relagédo
droga:solvente de 2,5% (m/V) foi a que apresentaionresposta na extracdo de taninos

totais (MARINHO; DE SOUZA, 2008).
3.3 Processos tecnoldgicos para obtencdo de extsagecos vegetais

A preparacao de extratos, contendo substanciagetesse terapéutico, constitui uma
etapa preliminar que, apos a retirada da agualearde, conduz a obtencéo de um produto
intermediario, geralmente, um extrato seco. Osawdr secos vegetais sao produtos
intermediarios que apresentam vantagens de maiabiletade quimica e facilidade de

armazenamento, manuseio e transporte (LIST; SCHIMID89). O tipo e condi¢cdes de
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secagem devem ser estabelecidos de acordo consttuwiQao quimica do material a secar,
bem como com as caracteristicas desejadas ao prachkado.

A secagem de extratos vegetais contendo substan@awolabeis exige,
preferencialmente, técnicas de secagem a baixg®tataras.

3.3.1 Liofilizacao

A liofilizacdo, técnica que consiste no congelammedb produto a temperaturas
negativas e posterior secagem, através de sublimi@elo, sob acédo de vacuo, pode ser
uma boa escolha para produtos termolabeis, no tentassa técnica produz pos
extremamente leves muitos volumosos e com elevighaskopicidade o que a torna pouco
utilizada na industria de fitoterapicos devido abpemas tecnolégicos (LIST; SCHMIDT,
1989; WENDEL,; CELIC, 1998).

O processo da liofilizacao consiste em quatro stdffarentes:

I) congelamento da agua presente na amostra &€-40,0 minimo, 20 °C abaixo do
seu ponto eutético;

II) diminuicdo da presséo do sistema a 0,01 banenos;

[Il) elevagcédo da temperatura em -4 a -5 °C e,

IV) sublimacé&o do gelo.

A energia radiante no ambiente vedado, fornecidaip@ lampada de infravermelho,
é suficiente para evaporar pequenas quantidadgsld€LIST; SCHIMITT, 1989). A forma
porosa do produto obtido confere a facilidade dealugéo. A grande porosidade, facilidade
de redispersdo e suspensdo em solucdo sdo asp@snciaracteristicas dos produtos
liofilizados. No entanto, a ampla faixa de disti@@o granulométrica apresentada pelo
produto obtido por liofilizagdo requer etapas decpssamento posteriores, tais como

trituracdo e classificagao. Esta desvantagem,adida ao custo elevado de sua utilizagéao e
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a elevada higroscopicidade dos produtos liofilizadmuitas vezes limita 0 seu emprego
(LIST; SCHMIDT, 1989; MASTERS, 1978; VOIGT, 2000).

3.3.2 Secagem por asperséo

A secagem por aspersao € uma técnica muito u@llipada a producdo de extratos
vegetais, pois, apesar de ser uma técnica execatadamperaturas elevadas, entre 150 e
200°C, o reduzido tempo de contato do produto com efoalorifica permite sua utilizacéo
para substancias sensiveis ao calor, além do dggi@aopos com melhores caracteristicas
tecnoldgicas e passiveis da otimizacao atravéleta@des de alguns parametros de secagem
(BROADHEAD et al.,1992; MASTERS, 1978).

A secagem por aspersaspfay-drying consiste em uma operacdo de secagem de
produtos na forma de solucdes, suspensdes, emusdesstas por divisdo dos mesmos em
finas goticulas no interior de uma camara providaidquente, a fim de obter a evaporacao
do solvente e a recuperacdo de um produto secostaoloe particulado. Existem varias
denominacbes para os produtos obtidos por essécdaétais como, produto seco por
asperséao, produto seco por nebulizacédo e prodatxEe pulverizacdo (MASTERS, 1978;
WENDEL; CELIC, 1998).

A otimizacao das caracteristicas fisicas e quindoasprodutos secos, obtidos através
dessa técnica, envolve a comparacdo entre 0s pap&8mdo processo, tais como
aguecimento, vazao de ar, fluxo de alimentagadepsidade, tensao superficial do produto
fluido a secar, desenho, dimensao e principio deidmamento do dispositivo de aspersao
(BROADHEAD et al, 1992).

A técnica de secagem por aspersdao tem recebido randey destague no
desenvolvimento de fitoterdpicos, principalmentyido a maior facilidade de obtencdo de

produtos com maior concentracdo de constituintémiqas, sem degradacdo e perda da
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atividade farmacoldgica e, comparada a outras dasnide secagem, com melhores
caracteristicas tecnolégicas (MARTINS, 1997).

O produto pulvéreo obtido a partir de uma suspergesenta-se, geralmente, na
forma de aglomerados porosos, de forma esféericperficie rugosa. Quando obtido a partir
de emulsdes ou solucbes, as particulas sdo ocafrm@ esférica e superficie lisa,
apresentando um grau maior ou menor de fragmentdgdoestruturas. O tamanho de
particula e a faixa granulométrica dependem, palciente, do desenho, dimenséo e
principio de funcionamento do dispositivo de asi@rassim como da viscosidade e tenséo
superficial do produto a secar. Os produtos pubgrebtidos apresentam caracteristicas
fisicas bem definidas, como a forma e tamanho dé&pk e, em certos casos, com formacao
de uma estrutura esponjosa que permite a solufflizanstantanea do produto em agua
(BROADHEAD et al.,1992)

No campo da industria farmacéutica de fitoterapiogsroduto seco obtido atraves de
secagem por aspersdo, encontra aplicacdo na pya@pamde comprimidos, céapsulas,
granulados, pomadas e outras formas farmacéukcéi® outras vantagens, apresenta maior
estabilidade, menor higroscopicidade, distribuichomogénea dos constituintes da
preparagdao, assim como uma manipulacdo mais simplegie permite a pesagem e o
doseamento mais facil e exato (MASTERS, 1978).

3.4 Inflamacéo

A inflamacdo é clinicamente definida como procegstofisioldgico inicial dos
tecidos vivos a uma variedade de estimulos lesiaosin¢cao celular ou estrutural (SOSA
al., 2002; STEVENS; LOWE, 2002) (Figura 3). E umaposta relativamente inespecifica,
pois o padrdo inicial independe do agente ou dmteveausal (SILVERTHORN, 2003;

STEVENS; LOWE, 2002). A inflamacdo ocorre ndo somesm resposta a um processo
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infeccioso, mas também diante de agentes fisiamsocraumas, radiacbes e agressores

quimicos, entre 0s quais as substancias toxicas.

CELULAS
0o TECIDO
COMJUNTIVO

WASOS

MATRIZ
O TECIDO i T L]
CORMJLNTNG W e ek By e
Fibras coldgenas Protecglicancs

“Fibras elésticas

Figura 3 —llustracdo esquematica dos componentes das respofitanatérias agudas e crbnicas: células e
proteinas circulantes, células dos vasos sangliéeélsilas e proteinas da matriz extracelular
FONTE: KUMAR, 2005

Nela tomam parte alguns componentes da respostlaygica. E interpretada como
resultado das diferentes respostas na tentativesistema imunoldgico restabelecer a
homeostasia do organismo. Ocorre aumento do flargueneo no local atingido, mediado
por substancias que causam vasodilatagcdo, comaoatglandinas e as citocinas como
TNF-a e IFNy. Ha aumento da permeabilidade capilar, retracicélidas endoteliais e
expressdo de moléculas de adesdo em células eaidotelleucdcitos, com consequente
passagem de mediadores sollveis e saida de céalasrculacdo, como as proteinas
(mediadores soluveis) da fase aguda da inflamagsideucotrienos, o fator ativador de
plaguetas, a bradicinina, os componentes C3a, C3h,e C5b, o complexo de ataque a
membrana (MAC) do complemento e as citocinas, indtu as quimiotaticas. Inumeras
células sao atraidas, principalmente os neutrgfimendcitos, macréfagos, eosindfilos,

mastocitos, plasmacitos, células NK e linfécitos eB T, cujo predominio depende
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principalmente do agente agressor. Os neutrofiosas primeiras células no inicio de uma
resposta inflamatodria, seguida de monocitos e derdfagos. Apds a estimulacdo de

neutroéfilos e mondcitos/macrofagos € que sao admmas linfécitos. O processo da ativacao
de linfdcitos ocorre quatro a cinco dias apés ciando processo infeccioso. Ha ainda sintese
de citocinas e ativacdo de fibroblastos que promoserestauracdo tecidual. Quando esse
processo ocorre, temos os sinais classicos damadao: dor, calor, rubor e edema. Pode
haver concomitante a inflamacéo, febre, ativacamsteoclastos, adipocitos, fibroblastos,

distarbios do metabolismo, incluindo aumento deegfiia, variagdes hormonais, assim como
varias outras alteracdes generalizadas, resultpnitespalmente das atividades biologicas

das citocinas, Em casos de traumas, outros meaasipnotetores sdo acionados: sistema
cinina, com formacdo de bradicinina, aumentand@ranpabilidade vascular e sistema de
coagulacéo, resultando em coagulos que dificultaemteada de patégenos na circulagéo.
(FORTE, 2007).

Na inflamacdo aguda o rubor e a hipertermia resulte dilatacdo dos vasos e
aumento do fluxo sanguineo na regidao inflamadad€ma é provocado pelo acumulo de
liguido e células inflamatodrias (exsudato) nos espantersticiais, principalmente pelos
componentes fluidos. A combinacdo de fatores conpoeaséo das terminacdes nervosas
causada pelo edema e de um efeito direto causadatpees quimicos liberados durante a
resposta inflamatéria, tem como resultado a dgrela da fungéo (total ou parcial) deve-se
diretamente a injaria ou secundariamente ao ededwa provocados pelo dano (HANSEL;
DINTZIS, 2007).

As principais fun¢des da inflamacéo aguda séolitiaca acdo das células e moléculas
de defesa local para suprimir a infeccao; destoug@liminacéo do agente causal infectante
pelos componentes do exsudato que formam uma fzafigica evitando a disseminagéo da

infeccdo e reparacdo do tecido lesado. Para &soflamacdo deve ser de vida curta,
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dependendo, principalmente, do controle cuidadostre emediadores pré- e anti-
inflamatorios (CHANGet al., 2001).

A inflamacdo consiste em eventos celulares e humarderdependentes que
culminam com a reparacao do tecido e recuperacdiongdo (CARVALHO, 2002) e pode
ser divida resumidamente em quatro fendmenosatikrits, vasculares, exsudativos e
reparativos (BORNE, 2002).

3.4.1 Fendmenos irritativos — mediadores quimicos

Sao modificacbes provocadas pelo agente inflanwaf@sico, quimico ou bioldgico)
que resultam na liberacdo de mediadores quimiceponsaveis pelos fendmenos
subsequentes da inflamacao.

O ponto de partida para ativacdo de uma sériestiensas que sintetizam e liberam
varios mediadores, € a alteracdo protéica pela @gdmnzimas liticas (proteases, esterases,
colagenase) liberadas pela lesao tissular ou mtarmembrana dos lisossomas pela acao
dos fagécitos (WANNMACHER; FERREIRA, 2004a).

Os mediadores inflamatoérios podem ser de acdoaap@mo as aminas vasoativas
(histamina, serotonina) ou de acéo prolongada (@untias plasmaticas, citocinas e lipideos
acidos) (BORNE, 2002).

Na fase inicial da inflamagao (1-1,5 horas) ocoardiberacdo de histamina e
serotonina (LEE; KATAYAMA, 1992). A histamina prowe a vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular. Além disso, desempenhal pegntral na hipersensibilidade
imediata e respostas alérgicas, secrecao gastinales neurotransmissao (NELSON, 2002;
WHITE, 2004).

A histamina e também outros agentes enddgenos endualteracbes da
permeabilidade de parede dos vasos da microcidula® efeito € preponderante, sendo

exclusivo, em vénulas. O mecanismo parece depeladesntracao de fibrilas de actomiosina
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nas ceélulas endoteliais venulares, determinanddextuma das juncdes interendoteliais.
(REPKA-RAMIREZ, 2002).

A serotonina (5-hidroxitriptamina — 5-HT) encons®-em altas concentracdes nas
plaguetas de onde € liberada quando estas sofregagdo em locais de lesado tecidual. Esta
envolvida na sensibilizacdo de nociceptores e otentmicrovascular (GLENON; DUKAT,
2002).

As substancias plasmaticas compreendem os sist@onesmplemento, das cininas,
de coagulacéo e fibrinolitico. Estes sistemas si&adwos pelo fator Xl (fator de Hageman).
O sistema do complemento, consiste em mais de @@ipas plasmaticas, normalmente
presentes em formas inativas, participam dos fenéme&asculares, adeséo, quimiotaxia e
ativacéo dos leucacitos e fagocitose (BARRINGTOD)R2WALPORT, 2001).

O sistema de cininas € uma cascata de enzimas raezpdiversos peptideos
vasoativos, por proteases especificas denominadalgcreinas sobre substratos
(cininogénios). Este sistema, quando ativado liteealicinina que provoca vasodilatacao,
aumento da permeabilidade vascular e estimulagétadie terminacdes nervosas para a dor,
entre outros efeitos (COUTUR# al, 2001).

O sistema de coagulacdo é uma cascata de enziwt@slfiicas e co-fatores, cujo
principal evento consiste na conversdo do fibrineg&olavel em filamentos insollveis de
fibrina pela trombina, que participa da ativacée dstemas do complemento e das cininas.
Concomitantemente € iniciada a cascata fibrinalitior varios ativadores do plasminogénio
e resulta na formacao (dentro do coagulo) da plesngue digere a fibrina. Assim, o sistema

fibrinolitico contribui para eventos vascularesatie a inflamacédo (ESMON, 2005).



40

As citocinas, produzidas por varias células doesist imunolégico, influenciam o
comportamento de outras células e assim coordenaspasta imune (CAMPBELL, 2000;
ROITT, 2003). Podem ser classificadas em interfgronterleucina, quimiocinas, fatores de
estimulacao de col6nias e fatores de necrose tlmora

Os interferons (IFN) sdo responsaveis pela resigtétas células a replicacéo viral
(IFN-o. e IFN{}) e também exercem papel significante na regula@aesposta imune
especifica (IFN) produzido quase exclusivamente por células Nireos grupos de células
T ativadas (HANSEL; DINTZIS, 2007). As interleucedlL), produzidas por leucadcitos,
atuam intensamente em todas as fases da inflamAcloel, um importante mediador na
resposta inflamatoria inicial, recruta e ativa adunflamatorias e causa a liberacdo de outras
citocinas. Também ativa células endoteliais, ausnanéxpressdo de moléculas de adeséao, a
atividade da fosfolipase e consequientemente aibiese de prostaglandinas (BORNE,
2002; CALL et al, 2001). As quimiocinas sdo proteinas quimioatesemr controlam a
migracao de leucdcitos ao interagirem fisicamenta a matriz extracelular (MANTOVANI
et al, 2006; STEVENS; LOWE, 2002).

Os fatores estimuladores de colbnias (CSF) estrmalgroliferacdo de determinadas
células progenitoras comprometidas e também indwifsrenciacédo irreversivel. O fator de
necrose tumoral (TNF), produzido por células T endfagos, juntamente com a IL-1 sédo as
principais citocinas que participam da inflamac&endo responsaveis pelas respostas
sistémicas da fase aguda associadas a infecciesimas.

Sua producgédo é estimulada, sobretudo, por lipsgadarideo (LPS), virus, bactérias
intracelulares e células neoplasicas, mas tambénFph IL-I, IL-2, fator estimulador de
colénia de granulécito macréfago (GM-CSF), substami; bradicinina, imunocomplexos,
inibidores da cicloxigenase e fator ativador degpéa (PAF) (FORTE, 2007; HANSEL,

DINTZIS, 2007; BARRINGTON, 2001; WALPORT, 2001).
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Mediadores lipidicos incluem prostaglandinas (P@sinboxanos (TXs), leucotrienos
(LTs), metabdlitos derivados do acido araquidoni@ocicloxigenases e lipoxigenases, e 0
PAF. O dltimo é um potente vasodilatador, aumentaeraneabilidade vascular, adesao
leucocitaria ao endotélio, quimiotaxia e outros iagdres (BLOEMENet al., 2007).

Leucotrienos e PGs séo liberados principalmente@otas endoteliais e macréfagos.
Intensa vasoconstricdo, broncoespasmo e ampliacferctheabilidade vascular sdo causados
pelos LTG, LTD4 e LTE,. O LTB4 € um potente quimiotatico e ativador das respatias
neutréfilos (FUNK, 2001; KHANAPURE, 2007).

Prostaglandinas geralmente sédo vasodilatadorasiopem o edema e a infiltracao de
leucécitos. Além disso, sensibilizam as terminagi@sosas periféricas a acdo de histamina,
bradicinina e outros mediadores liberados localmaiirante a inflamacédo (CORREA,
2010). Em resposta a estimulos quimicos ou me@nsém liberados mediadores lipidicos
(prostaglandinas) de quase todas as células. Swesesié regulada por enzimas denominadas
de Prostaglandina Endoperoxido Sintetase ou cigeoase (COX), existentes pelo menos
como duas isoformas principais, COX-1 e COX-2. ingira, expressa constitutivamente, é
responsavel pela formacéo de prostaglandinas asis@ccom eventos fisiolégicos como a
integridade da mucosa gastrica e fluxo sanguineml,reenquanto que COX-2 esta
relacionada aos eventos da resposta inflamatoRAGEIRO, 2008).

3.4.2 FenGmenos vasculares

Na inflamacgdo, ocorrem alteracbes nos vasos samgplitvisando facilitar o
movimento das proteinas plasmaticas e células B@apl da circulacdo para o local
inflamado (MEHTA, 2006). As modificacdes hemodinéasi e reoldgicas sdo comandadas
pelos mediadores quimicos liberados durante osfends irritativos ou por agéo direta do

agente flogogeno.
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Inicialmente ocorre dilatacdo (histamina, RGEGL, etc.) das pequenas arteriolas,
aumentando o fluxo sanguineo. Em seguida, o flusedézido (leucocitos deixam a regido
central da corrente sanguinea e se deslocam namatg fluxo) e segue-se a estase do
sangue e aumento da permeabilidade das vénulasapibares, com exsudacao de liquido
(PEREIRA, 2006).

3.4.3 Fendmenos exsudativos

Compreendem a saida de elementos do sangue (ptaseélalas) do leito vascular
para o intersticio. A exsudacdo plasmatica e alareifio independentes, mas a primeira
geralmente antecede a segunda e a predominanc& elas depende de cada caso. O
elemento mais caracteristico da inflamacéo é adexsio de leucocitos (PEREIRA, 2004).

A exsudacdo plasmatica inicia-se geralmente nass fasiciais de hiperemia,
continuando durante o processo inflamatoério. Depedd desse exsudato, a inflamacgéo pode
ser fibrinosa (exsudato rico em proteinas) ou sef@ssudato pobre em proteinas).

Quanto a constituicdo do exsudato inflamatorio, menrse basicamente de fluido
(sais e altas concentracbes de proteinas), fifpnateina filamentosa insoltvel), muitos
neutrofilos polimorficos, poucos macrofagos e afglinfocitos. Todos sdo derivados do
sangue e resultam das alteracbes ocorridas nos sasguineos ao redor da &rea lesada
(STEVENS; LOWE, 2002).

3.4.4 FenGmenos celulares

Na inflamacdo aguda duas classes celulares impestanteragem. As células
inflamatdrias derivadas de progenitores da medssaa) (leucocitos e plaquetas) tém acesso
a area inflamada a partir do sangue. As célulasltisees (células endoteliais, mastécitos e
macrofagos teciduais) estdo normalmente preseateoidos.

Os eventos do extravasamento dos leucécitos podendigididos nas seguintes

etapas (figura 4):
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1) Ativacdo do endotélio por produtos do dano teciduahrginacdo, captura e
rolamento de leucocitos seguido de sua ativacaa (peorecer suas funcoes de fagocitose) e
adesao firme.

2) Transmigracao atraves das aberturas entre assélulmteliais (diapedese).

3) Migracao nos tecidos intersticiais em direcdo d@immeso quimiotaticos.

No local da leséo, inicia-se o processo da fagseildberacdo de moléculas pelos
leucécitos (principalmente neutréfilos) e macréfagpara eliminar o agente lesivo

(CUZZOCREA, 2005).
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Figura 4 — Etapas do processo de migracao leucocitariaasss sanguineos. Os leucocitos rolam na superficie
do endotélio, sdo ativados, aderem-se e transmjgaravessando a membrana basal e migram segumdo u
gradiente quimiotatico originado no local da ledfloléculas com papel fundamental nestas etapactsels
(rolamento), quimiocinas (ativacdo de leucécitomantando afinidade das integrinas), integrinas S@alee
CD31 (PECAM-1) (transmigracao)

FONTE: KUMAR, 2005

3.4.5 Fendbmenos reparativos

Os mediadores possuem meia-vida curta e sdo degadaods serem liberados,
consequentemente, os fendbmenos vasculares e exigdsdio reduzidos. Além disso, durante
o processo inflamatério sdo produzidos mediadangsrdlamatorios, que aumentam com a
progressao do processo e atuam ativamente patatérsgno (KUMAR, 2005).

Os mecanismos envolvidos incluem mudanca nos dakrsvalo acido araquidénico

(LT para lipoxinas anti-inflamatorias); liberacde @GF$, macrofagos e outras células e
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impulsos neurais (colinérgicos) que inibem a prédude TNF nos macrofagos. Assim, a
producdo de mediadores proé-inflamatoérios é reduadanentando a de anti-inflamatorios
naturais que inibem a inflamacédo. Estes efeitos &montribuicdo das antiproteases e
removedores de radicais livres (NATHAN, 2002; TRAGR002).

Desse modo, a inflamacé&o aguda pode evoluir para:

- Resolucdo completa: quando a leséo é limitadazuda duracdo ou quando ocorre
pouca destruicdo tissular e as células parenquiasjpodem ser regeneradas, restaurando a
normalidade no local da inflamacéao.

- Cicatrizacao pela substituicdo do tecido conjn(fibrose): apés uma leséo tecidual
consideravel envolvendo tecidos incapazes de smeegr ou quando ha exsudato rico em
fibrina.

- Progresséao para inflamacao cronica: persisté&c@atogeno.

3.5 Dor

A dor é uma condicdo complexa e faz parte do seswenvigilancia da homeostase do
organismo. Embora na maioria das vezes tenha gitolodefinida, possui valor biolégico
fundamental como mecanismo de defesa (SILVA; MORAEBO0; SILVERTHORN, 2003).

De acordo com o comité de taxonomia da Associagfonacional para o Estudo da
Dor (IASP) a dor é conceituada comanfa experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
gue € associada a uma leséo tecidual ou potermiadiescrita em termos de tal lesdo”.

De acordo com a duracgéo, sédo reconhecidos tré&sdigpdor:

- Dor transitdria, causada pela ativacdo de noticep (neurénio sensorial primario
ativado por um estimulo capaz de causar lesdousgitha pele ou no tecido, mas nao é

acompanhada de lesdo. Sua funcéo basica € proteygea agentes que possam causar dano.
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- Dor aguda (ou fisiologica): ocorre pela estimé@cnociceptiva intensa de
nociceptores em resposta a lesdo de algum tecigmred E bem localizada e de curta
duracéo.

- Dor crénica (ou patoldgica): quando a dor pess@iirante a recuperacao da leséo,
podendo permanecer mesmo apds a recuperacdo odedacecomo pela perda de um
membro, ador do membro fantasmaApresenta etiologia incerta, representando um
fendbmeno de sensibilizacdo nociceptiva, caracisizpela reducdo do limiar da dor
(alodinia), amplificacdo da resposta a estimulosivios (hiperalgesia) e sensacao de dor
prolongada (hiperpatia). Este tipo de dor possia tame aguda, associada a dano tecidual ou
inflamacdo e uma fase cronica associada a alteragddanos ao tecido nervoso (dor
neuropatica), quando perde qualquer funcdo adeptati torna-se de fato patoldgica
(FERREIRA; TORRES, 2004).

A dor também pode ser classificada de acordo cdanearitérios como topograficos
(localizada e generalizada; tegumentar e viscdisipatoldgicos (organica ou psicogénica)
e de intensidade (leve, moderada e intensa) (WANRMER; FERREIRA, 2004c).

A nocicepcao (percepgdo da dor) € um fendmeno thubjéE atividade do sistema
nervoso aferente, induzida por estimulos nocivdgiemos (mecanicos, fisicos, quimicos ou
biolégicos) ou enddgenos (inflamacdo, aumento dastpélismo, isquemia tecidual) e sua
recepcdo se da& em nociceptores (do latiotere = machucar) que representam as
terminacdes livres do axénio periférico dos news$raferentes primarios (NAPS). Muitos
sdo silenciosos em condicbes normais e ativadomaapem condicbes patoldgicas.
Encontram-se em todo o corpo, exceto no cérebrecida 6sseo (CORDEIRO; COELI,
2000).

As fibras aferentes primarias podem ser classifisadssencialmente, em trés tipos,

de acordo com seu diametro, estrutura e velocidadenducao. Fibras C (polimodais) sédo
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finas (0,4 a 1,2 um de diametro), ndo mielinizaglake conducéo lenta (0,5 a 2,0 m/s). As
fibras A5 sdo médias (2 a 6 um de diametro), mielinizad#s @nducao intermediaria (12 a
30 m/s). As fibras B sdo espessas (mais de 10 um de diametro), malesze de conducédo
rapida (30 a 100 m/s) (MILLAN, 2002).

Estas fibras respondem de maneira diferente a@ssnmdcuos e agressivos. Todas
transmitem informacdes nao relacionadas a dorrfpéweptivas), mas somente as fibras C e
Ad transmitem informacdes exclusivamente nocicep@asondicdes normais (na auséncia
de lesbes teciduais ou nervosas), enquanto as #firaob as mesmas condi¢des respondem
somente ao toque, vibragcao, pressao e outros éssim&o nociceptivos (MILLAN, 2002).

Os corpos celulares dos NAPs sao encontrados nuogliag da raiz dorsal, que
sintetizam diversas substancias com potencial pawar como neurotransmissores ou
neuromoduladores e exercem papel tanto na doepeafquanto centralmente. A substancia
P (SP), glutamato, peptideo relacionado ao geneattatonina (CGRP), colecistocinina
(CCK), nociceptina e peptideo intestinal vasoatfydP) estimulam células espinhais
nociceptivas. Neuropeptideos opidides (encefalmabnorfinas), somatostatina e galanina
possuem predominantemente ac¢do inibitoria sobreémsas nociceptivas. Os terminais
periféricos dos NAPs sé@o sensobilizados pela agdgubstancias algiogénicas, destacando-
se trifosfato de adenosina (ATP), 6xido nitrico {N@rostaglandinas (PGs), neuropeptideo
Y, neurotrofinas, bombesina, acetilcolina (AChpdicinina (Bk), histamina (H), serotonina,
e outros aminoacidos excitatorios (AAEs), mediaslapge podem ser liberados também por
células ndo neuronais como plaquetas, células Baag) mastdocitos, células endoteliais,
fibroblastos e células de Schwann ( PRADO, 2001).

Os estimulos nociceptivos sdo traduzidos como daiilé elétrica e levados as
terminacfes nervosas periféricas e conduzidos gééglio da raiz dorsal, mais precisamente

no corno dorsal, uma estrutura dividida em lamicas) base na sua citoarquitetura. Cada
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lamina recebe tipos diferentes de informacoes i@didy). As fibras A, possuem limiar alto,
correspondem a via neoespino-talamica (somatotopicestituida pelo trato espino-talamico
lateral) e sdo responsaveis pela sensacao primapida denominada dor somatica (sensacao
intensa aguda, penetrante cortante ou em ferroadmcalizada) (MACHADO, 2006;
SILVERTHORN, 2003).

As fibras C correspondem a via paleoespino-talarfi@a-somatotopica, constituida
pelo trato espino-reticular e fibras reticulo-taiéas), sdo responsaveis pela sensacao de dor
secundaria, lenta, denominada visceral (difusgelleada, constante, ardida, em queimacéo)
que persiste mesmo apds cessar o estimulo dol@wsGHADO, 2006; SILVERTHORN,
2003).

Apos receber os estimulos a informacéo € encamanpach substancia gelatinosa no
corno dorsal, cruza para o lado oposto da medalscende ao cérebro pelos tratos espino-
talamicos até o tdlamo de onde os sinais sdo tradsspara diversas areas do cortex
sensorial somatico, substancia cinzenta periagakdipotalamo, amigdala e cerebelo, onde
a informacdo é integrada com outras experiénciasapas e processada para produzir a
percepcdo da dor e/ou provocar a resposta que é¢adanva medula espinhal
(WANNMACHER; FERREIRA, 2004c). Alguns reflexos, eatanto, ndo exigem integragao

no encéfalo e sdo denominados reflexos medulale¥ ERTHORN, 2003).



4 MATERIAIS
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4.1 Material vegetal

Foram coletados frutos de uma arvore cultivada amilis do INPA em Manaus
(AM) em marco de 2009. As coordenadas geografieadréa sao 03° 088, 0’ S e 59° 59
55,0’ W.Gr., em altitude de 197 pés ou cerca de 65,¢imaado nivel do mar. Foi preparada
exsicata para correta identificacdo do taxon, degues no herbario do INPA como
Caesalpinia ferreasob registro numero 228022.

4.2 Animais

Foram utilizados ratos WistarR&ttus norvegicyse camundongos SwissM(s
musculuy machos ou fémeas, entre 4 — 6 meses de idadecfdos pelo biotério do Centro
de Biotecnologia da Amazénia (CBA). Os animais @ereteram alojados em numero de
seis por caixa-moradia, em sala com temperatuea R3C, iluminacdo com ciclo 12 horas,
recebendo agua e raca@u libitum). Os estudos farmacologicos foram realizados no
Laboratoério de Farmacologia de Medicamentos, Tdagia e Biotério do CBA.

Todos os protocolos experimentais foram de acoodo as normas do Comité de
Etica em Pesquisa da instituic&o.

4.3 Farmacos, reagentes e solventes

Acido acético glacial P.A (Nuclear-Brasil), carragem (Sigma), ciproheptadina
(Cobavitaf’ Solvey Farma), citrato de fentanila (Fentanest®t@lia), cloreto de sédio P.A
(Merck-Brasil), dextrana 72000 (Sigma), etanol P(Merck-Brasil), éter etilico P.A
(Nuclear-Brasil), heparina (Hipolabor), indometaci(Bigama - EUA), naloxona (Sigma),

pentobarbital (Sigma), formaldeido (Bioquimica).
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4.4 Composicao das Solucbes

Liquido para pletismémetro: NaCl 0,1% + 8 gotas de extran 10%

Tampao fosfato salino (PBS) heparinizadoNaH,PO, . H,O 0,2 M; NaoHPQO,.7H,0O
0,2 M + heparina (5 Ul/mL).

Liquido de Turk: acido acético glacial, agua destilada; azul deleneta 1%



5 METODOS
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5.1 Tratamento do Material Vegetal

O material vegetal coletado foi selecionado maneatsy sendo retiradas e
desprezadas as sementes dos frutos. ApOs a sefecaealizada analise da perda por
dessecacao (PD%) nos frutos sem sementes. O rhatariavalor de PD acima de 12% foi
submetido a secagem em estufa de ar circulantenpetatura de 45 °C £ 2 °C por um
periodo de sete dias. Ap0s a secagem, o materiallionetido a moagem em moinho de
facas de 1 mm, constituindo a matéria-prima ved®&V). Os estudos tecnolégicos foram
realizados no Laboratério de Tecnologia Farmac&utta Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas na Universidade Federal do Amazohd&sAM.
5.2 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

5.2.1 Determinacao de perda por dessecacao (F. BRAS, 1988)

500 mg de matéria-prima vegetal, exatamente pesdoi@n colocados em pesa-
filtro, previamente tarado, e submetidos a deséecam estufa a 105 °C + 2 °C por 2 horas.
Apols esse tempo, os pesa-filtros foram retiradoestiafa e colocados em dessecador para
arrefecimento por 20 minutos, pesando-se em sedtgs® procedimento foi repetido a cada
hora até atingir peso constante. O ensaio foizaaddi em triplicata.

5.2.2 Determinacao do teor de extrativos (BUNDESVHRNIGUNG, 1986)

1g de matéria-prima vegetal, exatamente pesadaufmnetido a extragdo com 100
mL de agua destilada por decoccdo num periodo daiddos. Apds seu arrefecimento, o
volume de agua perdido foi reconstituido e filtradesprezando os primeiros 20 mL do
filtrado. Em seguida, 20 g do filtrado, exatamepdsados, foram colocados em pesa-filtros
previamente tarados e evaporados a secura em baanfe-com agitacdo ocasional. Depois
disso, os pesa-filtros foram colocados em estut®m°C + 2 °C por 2 horas. ApOs esse
tempo, os pesa-filtros foram retirados da estufacodocados em dessecador para

arrefecimento por 20 minutos, pesando em seguisise Brocedimento foi repetido a cada
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hora até atingir peso constante. O ensaio foiza@di em triplicata e o célculo do teor

extrativo determinado de acordo com a equacéao 1.

_ gxFD
m-— pd

TE x100 equacéo 1

Onde: TE = teor extrativo (%om/m); g = massa dodwesiseco (g); FD = Constante
(5); m = massa da MPV (g); pd = perda por dessed@oan/m).

5.2.3 Andlise granulométrica através de tamisaca®¥QIGT, 2000)

50g da matéria-prima vegetal, exatamente pesadoanfsubmetidos a passagem
através de tamises, previamente tarados, com abektumalha de 1,0; 0,8; 0,71; 0,6; 0,5;
0,4; 0,33 e 0,25 mm. A tamisacao foi realizada &ibfacdes por minuto durante 15 min. As
fracOes retidas, nos tamises e coletor, foram pssados dados analisados por método
gréfico, construindo-se curvas de retencéo e passaghistograma de distribuicéo, a fim de
se obter o diametro médio de particulas e a amdgligranulométrica do p6. O ensaio foi
realizado em triplicata.

5.3 Obtencéo do extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado com uma relacdoadrsglvente de 2,5% (m/V),
através de decoccao por refluxo por um periodoSenihutos, utilizando agua destilada
como liquido extrator.

5.4 Caracterizacao do Extrato Aquoso

5.4.1 Determinacao do pH (F. BRAS. IV, 1988)

O pH foi determinado utilizando 20 mL de extratou@sp, em potencidmetro,

previamente calibrado. O resultado foi expressa p&dia de seis determinacdes.
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5.4.2 Determinacao da densidade relativa (F.BRAS.|¥988)

Foi realizada em picnémetro de 25 mL, previameatbm@ado através da afericdo do
mesmo vazio e contendo agua. Em seguida, foi detada a massa do picnémetro contendo
0 extrato aquoso. A densidade foi expressa pelaandsl trés determinacdes e calculada

segundo a equacéo 2:

m
d22 - se equacao 2

Onde:d5; = densidade relativa; g¥ massa do extrato aquoso; ¥= massa da agua

5.4.3 Determinacgéo de residuo seco (HARTKE; MUTSCHER, 1986)

Aliquota de 20 mL da solugéo extrativa foi exatategresada, diretamente em pesa-
filtros, previamente tarados e evaporada até semurbanho-maria, sob agitagdo ocasional.
Apés evaporacdo da solucdo extrativa, o pesa-fitnotendo o residuo foi colocado em
estufa a 105 °C + 2 °C por 2 horas. Apos esse teospoesa-filtros foram retirados da estufa
e colocados em dessecador para arrefecimento poriritos, pesando em seguida. Esse
procedimento foi repetido até atingir peso consta@tensaio foi realizado em triplicata.

5.4. 4 Rendimento operacional

O rendimento foi calculado pela diferenca entreatoivtedrico de soélidos soluveis
(residuo seco) presente na solucéo extrativa o experimental do extrato seco obtido apos
a operacao de secagem.

5.5. Obtencéo dos extratos secos

5.5.1 Secagem por Liofilizacao
O extrato aquoso foi previamente concentrado atécéo de 93% do volume inicial.

A concentracdo foi realizada em um evaporador gotat(Rotary Evaporator RE 47,



55

Yamato), sob pressao reduzida. Em seguida, a sotagicentrada foi congelada e levada ao
Liofilizador (Modulyo D — Termo Electron corporatiy segundo as condicdes de secagem
descritas na tabela 2.

O extrato seco liofiizado (ESL) obtido foi armaado em frascos ambar,
hermeticamente fechados.

Tabela 2 —Condic¢des de secagem utilizadas na obtengdo dai@zeco por liofilizacdo

Condicdes de liofilizacdo Especificacbes
Tempo de liofilizag&o 120 horas
Presséo -1 bar
Temperatura -40°C

5.5.2 Secagem por Asperséao

O extrato aquoso foi seco em aparefppay-drying(MSD 1,0 - Labmag), provido de
atomizador do tipo pneumatico e camara de secagemisgtema de fluxo co-corrente. A
alimentacdo foi realizada por bomba peristaltice. cAndigbes de secagem estédo descritas na
tabela 3.

O extrato seco por aspersdo (ESA) obtido foi armade em frascos ambar,

hermeticamente fechados.

Tabela 3 -Condicdes de secagem utilizadas na obtencéo dat@skeco por asperséao

Condicdes de aspersao Especificacbes
Temperatura de entrada 140+ 2°C
Temperatura de saida 104 +2°C
Fluxo de alimentacao 8 mL/min
Pressao de ar comprimido 4 Bar
Diametro de atomizador 0,7 mm
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5.6 Caracterizacao dos extratos secos

5.6.1 Determinacao de umidade (F. BRAS. IV, 1988)

500 mg do extrato seco, exatamente pesados, fo@otados em pesa-filtro
previamente tarado e submetidos a dessecacao efa ast05 °C + 2 °C por 2 horas, ap0s
esse tempo, os pesa-filtros foram retirados dafegst colocados em dessecador para
arrefecimento por 20 minutos, pesando-se em sedtgs® procedimento foi repetido a cada
hora até atingir peso constante. O ensaio foizaaddi em triplicata.

5.6.2 Andlise quantitativa de taninos totais (SOARE, 2002)

Polifendis totais (PFT)Preparou-se uma solucdo-mae utilizando-se 0,0Jexiato

seco dissolvido em 100 mL de agua. Em seguidasfean-se uma aliquota de 5 mL dessa
solucéo para um baldo de 25 mL e completou-se umalcom agua destilada. A leitura da
absorbancia foi realizada a 264 nm. O ensaio &iz&do em triplicata

Fracdo ndo-tanante (FNT 150 mg de caseina foi adicionada a 10,0 mL da &otug

mae. A mistura foi homogeneizada em agitador magmeéturante uma hora e, em seguida,
filtrada em papel de filtro. 5,0 mL do filtrado fwansferido para um baldo volumétrico de 25
mL e o volume completado com agua destilada, seealizada leitura da absorbancia em
comprimento de onda a 264 nm. O ensaio foi readiza triplicata

Determinacdo do teor de taninos totais (TOs teores de polifendis totais, fracao

nao-tanante e de taninos totais foram calculadasex das equacoes 3, 4 e 5.

Al-FD

PFT=———— (Equacao 3)
cm’ (m_ p)
A2-FD ~
FNT = ——+—— (Equacao 4)
cm’ (m_ p)

TT =PFT — FNT (Equacéo 5)
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Onde: PFT = polifendis totais (g%); FNT = fracam+tanante (g%); TT = taninos
totais; A1l = absorbancia de polifendis totais; A2absorbancia da fracdo nao-tanante; FD =

fator de diluicdo; m = massa de matéria-prima \a&gg}); p = perda por dessecacdo de

1% _—
cm™

matéria-prima vegetal (g) coeficiente de absorcéo especifica do acido@alic

5.6.3 Rendimento operacional
O rendimento foi calculado pela diferenca entreabwvtedrico de sélidos sollveis
(residuo seco) presente na solugéo extrativa éoo egperimental do extrato seco obtido apds

secagem.
5.7 Triagem farmacologica geral (IRWIN, 1968)

Teste realizado para determinacdo de doses efetvias de administracéo,
comparacgao da biodisponibilidade, tempo de obséovaglativo e principais efeitos a serem
comprovados em outros testes. Grupos de camunddbfgrsipo) foram tratados com os
extratos ESA e ESL (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.), cattms em caixas-moradia e avaliados apos
30 minutos, uma, duas, trés, quatro e 24 horasteblastervalos foram observados:
contorgbes abdominais, pélos arrepiados, ptoseelpa)) locomocdo, tdnus muscular,
tremores, paralisia do trem posterior, salivacdGmmeadocriorréia, secrecao brbnquica,
convulsdes e mortes.

5.8 Sistema nervoso central — Atividades centraisgecificas

Em todos os experimentos, grupos de camundonggsuf®), machos ou fémeas,
foram tratados com veiculo (dgua), ESA e ESL 0,3;e01 g/kg v.0., volume maximo de 5
mL/kg, 60 minutos antes dos experimentos.

5.8.1 Sono induzido por barbiturico (CARLINI et al., 1986)

Sessenta minutos apos os tratamentos, foi aplipadtobarbital sédico (50 mg/kg,
I.p.) e mediu-se o tempo de indugéo do sono (l&gmrco tempo para recuperagdo do sono

(duracao) até 3 horas apos a injecao de barbitdrico
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5.8.2 Sono induzido por éter etilico (VIEIRA, 2001)
Sessenta minutos apods os tratamentos os animais fmlocados em uma camara de
vidro transparente (30 cm x 20 cm de diametro)nleticamente fechada, saturada com éter

e foram registradas a laténcia e a duracdo da $epinduzida pelo éter etilico.
5.9 Avaliacao da atividade motora - teste do “rotaed” (DUNHAM ;

MYA, 1957)

O aparelho utilizado neste teste é constituido rda barra de 2,5 cm de diametro
subdividido em seis compartimentos, colocada ar@Sde altura e girando a 12 rpm. Os
animais foram selecionados 24h antes do testeeesdas de 2 minutos de duracdo, sendo
escolhidos aqueles que permaneceram na barrargirptd este periodo. No dia do teste, os
animais selecionados receberam o tratamento e foohocados na barra por um minuto.
Foram registrados a laténcia para a primeira qeeddempo total de permanéncia na barra

(com trés recondu¢des no maximo) a barra.
5.10 Atividade em nocicepcao e inflamacao

Ratos ou camundongos (6/grupo) foram tratados cdrate seco por asperséo (ESA)
ou por liofilizagéo (ESL) 0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.oma hora antes dos experimentos.

5.10.1 Teste da formalina 1,5% (HUNSKAARet al., 1985)

Sessenta minutos apos os tratamentos, foi aplit@uaalina 1,5% (300 plL/pata,
subplantar) na pata posterior direita de cada r&m seguida, os animais foram
imediatamente colocados em uma caixa de acrilemosparente e observados durante 30
minutos em dois intervalos de tempo: de 0 a 5 rogatde 15 a 30 minutos. A quantificacéo
foi obtida registrando-se o tempo que o animal peeneu lambendo a pataKing-time),
frequentemente usado como indice de nocicepcadoxbia 5 mg/kg, i.p. administrada 15
minutos antes do tratamento com ESA ou ESL, fdizatia para avaliar a possivel acao tipo

opidide dos extratos.
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5.10.2 Contor¢cdes abdominais induzidas por acido @iico 0,8% (KOESTER et
al., 1959)

O &cido aceético foi diluido em salina 0,9% e witie por um periodo maximo de duas
horas, preparando-se nova diluicdo apos esse peApds sessenta minutos dos tratamentos
foi injetado acido acético (0,8%, 10 mL/kg, i.pmn ecamundongos. Os animais foram
colocados em caixas de acrilico e as contor¢cdesnfmontadas cumulativamente a cada 5
minutos durante os 30 minutos subsequentes a mmgigacido acético.

5.10.3 Teste da retirada da caudadil-flick) (EMIM et al., 2000)

O método consistiu ha imerséo do terco inferiocalada dos ratos na agua aquecida a
55 °C por duas vezes consecutivas (sem secar a)cardbtando-se o segundo tempo de
reacdo. Os ratos foram colocados em contensore® cminutos antes das medidas de
reatividade ao calor. Apés a medida basal, os asifitaam tratados, procedendo-se as
medidas a cada 30 minutos até duas horas apoOsiaistdngdo das drogas. Foi estabelecido
tempo de corte de 15 segundos para minimizar desswasares.

5.10.4 Edema de pata induzido por carragenina 1% edextrana 0,1%
(WILLIAMS, 1979)

O volume das patas de ratos foi medido pelo desiento de liqguido em um
pletismémetro digital LE 7500. Apos a medida douvaé basal de ambas as patas traseiras,
ratos foram submetidos ao tratamento com as dr&gssenta minutos apds os tratamentos,
0s animais receberam uma injecao de carrageninaullextrana 0,1% (300 pL/pata, s.pl.)
em uma das patas traseiras e igual volume de €3Bri4 foi injetado na pata contralateral.

Imediatamente apds a injecdo do estimulo inflan@té volume das patas foi
medido, repetindo-se a cada hora até completardstda injecdo da carragenina e 3 horas
da dextrana. O volume do edema foi obtido pelar@ifga entre a pata injetada com

carragenina e a pata injetada com salina.
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5.10.5 Peritonite induzida por carragenina - Migra@o celular

Para a realizacdo deste teste, foi utilizado podo@xperimental proposto por
Ferrandiz e Alcaraz (1991). Decorridos 60 minutos ttatamentos, ratos receberam injecéao
de carragenina 1% (1 mL, i.p.) e foram devolvidesaixas onde permaneceram com livre
acesso a racdo e a agua durante cinco horas. AgsEs periodo, os animais foram
anestesiados e mortos por deslocamento cervicaixdDdato peritoneal foi coletado com
uma pipeta Pasteur através de laparotomia abdar®agd facilitar a coleta, todos os animais
receberam injecao de 10 mL de tampao fosfato (PBarinizado (5 Ul/mL), massageando-
se 0 abdébmen para soltar as células aderidas. bostia do lavado peritoneal foi diluida 1:

20 em liquido de Turk e as células foram contadas@&mara de Neubauer.
5.11 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + ern@pa@s dados bioldgicos foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) seguiddeste de Dunnett ou Newman Kells
e testet de Student utilizando-se o programa Graphpad Prigerséo 5.0. Os dados da
caracterizacdo tecnoldgica dos extratos foram sadds através de testede Student
utilizando o programa Excel. As diferencas forammsideradas significativas quando p <

0,05.



6 RESULTADOS
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6.1 Caracterizacdo da Matéria-Prima Vegetal (MPV)

Os resultados de caracterizacéo estao descritbabeda 4. Observou-se que o teor de
umidade da Matéria-Prima Vegetal encontra-se aldaxmaximo permitido, ou seja, menor
que 14% (LIST; SCHMIDT, 1989), mostrando que oamaento de secagem ao qual foi
submetido o material vegetal, frutos sem sementeS.derreg originou uma MPV com

adequada condic&o para armazenamento.

Tabela 4 -Caracteristicas da matéria-prima vegetaCdesalpinia ferreaC. Mart.

Ensaios Resultados
X*S

Perda por dessecacgéo (PD %) 11,52 + 0.338

Teor extrativo (g %) 28,69 + 0,289

Tamanho médio de particulas (um) 372,66 um

Na figura 5 pode ser observada a granulometria && Mstudada. Verifica-se, no
histograma de distribuicdo, uma alta freqUuéncipatticulas na faixa granulométrica menor

que 250um (aproximadamente 42%).
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Figura 5 - Histograma de distribuicdo da granulometria daéneatprima vegetal oriunda @aesalpinia ferrea
C. Mart.
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O pequeno diametro médio de particula (372,66 oimjdo a partir do grafico das
curvas de retencdo e passagem da MPV (figura Bicaab histograma de distribuicdo e

permite classificar a MPV estudada como p6 modenadée fino (F. BRAS. IV, 1988).
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Figura 6 - Curva de retengcdo e passagem da matéria-primaavetgCaesalpinia ferrea(FP = fracao de
passagem, FR = fracéo de retencéo)

6.2 Caracterizacao do extrato aquoso

As caracteristicas do extrato aquoso estdo desadtd abela 5.

Tabela 5- Caracteristicas do extrato aquoso 2,5 % (m/V)

, Valor
Ensaios
Xts
Residuo seco (g %) 0,98 + 0,008
pH 3,366 + 0,081
Densidade relativa (g/mL) 1,003 + 0,001
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O residuo seco é um ensaio onde se determina didpdan de solidos extraidos da
droga vegetal pelo solvente. A solucao extrativdrq@rizada apresentou um residuo seco de
0,98 g%, significando que 100 g da solucédo ex@apiveparada conforme descrito acima
origina uma solucdo com 0,98 g de substanciasasofidlUveis. Esse valor de residuo seco €
importante para prever o rendimento de um prodeto.s

O pH de 3,37, pode ser explicado pela presencapecie vegetal estudada de acidos
fendlicos, taninos e flavondides, conforme desandditeratura (GONZALEZt al, 2004).
Essas substancias apresentam bastantes grupasihitisocnando as solucfes extrativas com
caracteristica acida. Exemplos de taninos sédoidssagalico e elagico.

A densidade da solucao extrativaCkeesalpinia ferredoi 1,0003 g/mL indicando um
valor da relacdo massa e volume semelhante aoudg agjue € justificado por esta ser o
liquido extrator utilizado.

6.3 Caracterizacao dos extratos secos

As caracteristicas dos extratos secos por liofipa(ESL) e por aspersdo (ESA) estédo

descritas na Tabela 6.

Tabela 6- Caracteristicas dos extratos secos por liofiipa@ESL) e por asperséo (ESA)

Ensaios ESL ESA
X*S X*S
Umidade (g %) 11,5% 0,22 14,34+ 0,48
Polifenois totais (g%) 43,58 0,97 49,08+ 0,97
Taninos Totais (g%) 11,66 0,97 13,12+ 1,45
Rendimento (%) 81.63 40.81

Médias seguidas de mesma letra ndo hé diferengdicagiva (©=0,05)

Pode ser observado que apesar da diferenca éstatistteor de umidade de ambos os
extratos, 0 mesmo nao acontece com os marcadomescqa (polifendis e taninos totais),
demonstrando assim que os diferentes métodos deyesacempregados (liofilizacdo e

secagem por aspersao) ndo influenciaram na condiwogigmica dos extratos secos obtidos.
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6.4 Triagem farmacoldgica geral

No teste geral de atividades, os extratos secoagmrsao (ESA) e por liofilizacao
(ESL) foram administrados nas doses 0,1; 0,3; &glg/.o. Nos dois tratamentos, 0s
camundongos tratados (n = 6/grupo) apresentaramer@o do movimento das vibrissas, do
namero de levantadas e tentativas de escalar. Tanitéobservado sinal de alteracéo
autonémica com aumento da defecacdo em relacaoupo gontrole tratado apenas com
agua (5 mL/kg, v.0.) até 2 horas apds o tratamento.

Sinais de ataxia, incoordenacdo motora, irritabdel ou hiperreatividade a estimulos
nociceptivos nao foram registrados em nenhum perdedobservacdo. Nao houve morte dos
animais tratados com os extratos, demonstrandoeqtes ndo foram toxicos graves até a

dose de 1 g/kg (Tabela 7).

Tabela 7 -Efeito dos extratos seco por aspersdo (ESA) digftizacdo (ESL) deCaesalpinia ferreg0,1; 0,3
e 1 g/kg, v.0.) em camundongos avaliados no tégtetatico

ESL e ESA (g/kg)

Comportamento 01 03 1
Movimento intenso | Movimento intenso da Movimento intenso da
SNC-Estimulante | das vibrissas + (até 2 vibrissas + (até 2 h) vibrissas + (até 2 h)
h)
Perda do reflexo do | Perda do reflexo do Perda do reflexo do
SNC-Depressor endireitamento e endireitamento e auricular f endireitamento e auricular +
P auricular + (2-24 h) | (2-24 h) (até 24 h)
Pedalar + (3-24 h) Levantar + (1 h) Pedalar + (até 24 h)
Outros Escalar + (até 30 min)

Pedalar + (24 h)

Tonus muscular + Tonus muscular + (até 24h) | Ténus muscular + (até 24 h)

(até 24 h) Forca para agarrar + (até 24| Forca para agarrar + (até
SNA Forca para agarrar 4 h) 24h)

(até 24 h) Defeccao + (2h) Defeccdo + (1 até 24h)
Morte ausente ausente ausente

Observacgoes realizadas 30 minutos, 1, 2, 3, 4w apds o tratamento
Quantificacéo (-) inibicdo  (0) sem efeito olvseel (+) efeito presente (++) efeitcemso
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6.5 Atividades centrais especificas
6.5.1 Sono induzido por barbiturico

6.5.1.1 Efeito do extrato de&C. ferrea seco por asperséao (ESA)

A injecao de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) nos madongos controles tratados com
agua (5 mL/kg, v.0.) induziu sono com laténcia &130,2 minutos e duracéo de 81,6 + 7,7
minutos (8/grupo).

O tratamento com o extrato ESA (0,1; 0,3 e 1 gvkg,) uma hora antes da injecao do
pentobarbital ndo mostrou efeito sobre a laténara p sono (3,8 +0,1;4,3+0,2e 3,4£0,3
minutos, respectivamente). Nestes animais, a dordg&ono foi 106,8 + 11,5; 129,1 + 16,4
e 148,3 = 13,6 minutos, respectivamente. As maidoses aumentaram a duracdo do sono

de 58% e 82%, respectivamente (Figura 7). Nao hdifeeenca estatistica significante entre

0S extratos testados.
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Figura 7 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spopaspersédo (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.o.no sono induzido por pentobarbital (50 mg/kg, igm) camundongo$\ — Laténcia para
inducdo do sono (minB — Duracdo do sono (min). As colunas e barras septam as médias + erro padréo
(oito animais/grupo). * p < 0,05 e **p < 0,01 (AN®@\seguida pelo teste de Dunnett)
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6.5.1.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL) no sono induzido
por barbiturico

A injecao de pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) nos gadongos controles tratados com
agua (5 mL/kg, v.0.) produziu sono com laténciadde+ 0,5 minutos e duracédo de 74,6 +
8,9 minutos (8/grupo).

O tratamento com o extrato ESL (0,1; 0,3 e 1 g¥kg,) uma hora antes da injecao do
pentobarbital ndo mostrou efeito sobre a laténara p sono (5,0 £0,6;54+0,6 e 5,4+ 1,0
minutos, respectivamente). Nesses animais, a dudggono foi 88,3 £11,7; 1406 £ 395 e
148,3 £ 39,0 minutos, respectivamente. As maioosesl aumentaram a duracao do sono de
88% e 99%, respectivamente (Figura 8). Ndo houfezatica estatistica significante entre os

dois extratos testados.
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Figura 8 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seaoliofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferred0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.0.)no sono induzido por pentobarbital (50 mg/kg, igm) camundongo$\ — Laténcia para
inducdo do sono (minB — Durac&o do sono (min). As colunas e barras septam as médias + erro padréo
(oito animais/grupo). ***p < 0,001 (ANOVA seguid&lp teste de Dunnett)
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6.5.2 Sono induzido por éter etilico

6.5.2.1 Efeito do extrato de&C. ferrea seco por aspersédo (ESA)

A exposicdo ao éter etilico nos camundongos cagrohtados com agua (5 mL/kg,
v.0.) produziu sono com laténcia de 43,5 £+ 11,7sdgs e duracao de 65,2 + 7,1 segundos
(8/grupo).

O tratamento com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.), Urae antes da exposicao ao éter
etilico diminuiu a laténcia para o sono (30,0 +; 28,6 + 14,4 e 24,2 + 6,7 segundos,
respectivamente). Somente com a dose de 1g/kg (B6fer que a dos animais controle).
Nesses animais, a duracdo do sono foi 86,2 + 7;71+ 5,3 e 115,6 + 3,6 segundos,
respectivamente. O sono dos animais tratados canésasloses do ESA aumentou 32, 56 e

77%, respectivamente, em relacdo ao grupo confféigura 9). Nao houve diferenca

significante entre os dois extratos testados.
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Figura 9 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spopaspersédo (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;

0,3 e 1 g/kg, v.o0.ho sono induzido por éter etilico em camundongos.Laténcia para indugdo do sono B&);
— Duracéo do sono (s). As colunas e barras refgerseas médias + erro padrdo (oito animais/grupg).<
0,05 e ***p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste deriDatt)
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6.5.2.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL) no sono induzido
por éter etilico

A exposicdo ao éter etilico produziu sono com lkiténle 40,0 + 4,2 segundos e
duracdo de 65,7 £ 6,7 segundos (8/grupo) nos caomgd controles tratados com agua (5
mL/kg, v.0.).

O tratamento prévio com ESL (0,1; 0,3 e 1 g/kg,)yuoma hora antes da exposi¢cao ao
éter etilico ndo alterou a laténcia para o song®(231,9; 44,6 + 3,6 e 45,4 + 5,1 segundos,
respectivamente). Nesses animais, a duracéo dofeoh07,9 + 8,3; 112,8 £+ 12,2 e 120,7
14,9 segundos, respectivamente. O sono dos anitma#glos com as trés doses do ESL
aumentou 64, 72 e 84%, respectivamente, em relagagrupo controle (Figura 10). Nao

houve diferenca estatistica significante entreass extratos utilizados.
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Figura 10 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferrea
(0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.ono sono induzido por éter etilico em camundongos.Laténcia para inducdo do sono

(s); B — Duragédo do sono (s). As colunas e barras rapeaseas médias + erro padrao (oito animais/grupp).
< 0,05 e **p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste denDeit)
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6.6 Atividade motora

6.6.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersédo (ESA) no teste do rota-rod

Em camundongos controles tratados previamente goa @ mL/kg, v.0.), a laténcia
para a primeira queda da barra giratéria foi 1322tsegundos e o tempo de permanéncia
foi 25,0 £ 5,7 segundos em um minuto de duracéieste (8/grupo).

O tratamento prévio com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg) aléerou a laténcia para a primeira
queda (6,5 £ 2,1; 6,3 + 2,0 e 5,8 £ 1,5 segundespactivamente) e nem o tempo de
permanéncia na barra (18,8 £ 7,5; 22,8 £ 5,0 e 285 segundos, respectivamente) (Figura

11). N&o houve diferenca estatistica significanteeeos dois extratos utilizados.
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Figura 11 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seepaspersao (ESA) deaesalpinia ferred0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.o.ho teste do rota-rod em camundong®s: Laténcia para a primeira queda &) tempo de

permanéncia na barra (s). As colunas e barrassameen as médias + erro padrdo (oito animais/grupo)
(ANOVA seguida pelo teste de Dunnett)
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6.6.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL) no teste do rota-rod

Em camundongos controles tratados previamente goa @ mL/kg, v.0.), a laténcia
para a primeira queda da barra giratéria foi 8,2,& segundos e o tempo de permanéncia
21,4 + 4,2 segundos em um minuto de duracao de (@&jrupo).

O tratamento prévio com ESL (0,1; 0,3 e 1 g/kg) alierou a laténcia para a primeira
queda (8,0 = 2,1; 10,3 £ 4,6 e 6,6 £ 1,6 segundespectivamente) e nem o tempo de
permanéncia na barra (23,4 £ 2,7; 31,8 £ 6,3 e 24,® segundos, respectivamente) (Figura

12). N&o houve diferenca estatistica significanteecos dois extratos utilizados.
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Figura 12 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferrea
(0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.ono teste do rota-rod em camundonghs- Laténcia para a primeira queda B®):-
tempo de permanéncia na barra (s). As colunas msaepresentam as médias = erro padrao (oito
animais/grupo) (ANOVA seguida pelo teste de Dunnett
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6.7 Atividade em nocicepcao e inflamacao

6.7.1 Teste da formalina (1,5%)

6.7.1.1 Efeito do extrato seco d&. ferrea por aspersédo (ESA)

Em ratos controles tratados previamente com agual(,g, v.0.), o tempo de
lambedura da pata na primeira fase do teste (O3&itos) foi 94,8 £ 5 segundos e na segunda
fase (15-30 minutos) foi 160,2 + 19,8 segundosr(§/g).

O tratamento prévio (1h) com ESA 0,1 e 0,3 g/k@. Wdiminuiu o tempo de
lambedura da pata na primeira fase para 52,0 £ $3,4 = 8,5 segundos, respectivamente.
Este efeito foi 55% e 69% menor que nos animaidrolen Na segunda fase do teste, o
tempo de lambedura foi reduzido para 80 + 11,9%418 11,1 segundos, respectivamente.
Estas doses diminuiram o tempo de 50% e 67% egaekos animais controles (Figura 13).

N&o houve diferenca estatistica significante evdgrdois extratos utilizados.
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Figura 13 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seapaspersao (ESA) deaesalpinia ferreq0,1 e
0,3 g/kg, v.0.) no teste da formalina 1,5% em rafos.tempo de lambedura da pai@ primeira fase (0-5 min)
e B - na segunda fase (15-30 min). As colunas repraseasamédias + erro padrdo (seis animais/grupo)<* p
0,05, * p < 0,01 e **p < 0,001 (ANOVA seguida lpeteste de Dunnett)

e Tratamento 30 minutos antes da injecao de formalina
Em ratos controles tratados previamente com &yua_(kg, v.0.) 30 minutos antes
da injecédo de fomalina (1,5%) o tempo de lambedargrimeira fase foi 72,2 £+ 4,7 e na

segunda fase foi 103,0 = 12,4 segundos (6/grupo).
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O tratamento com ESA (0,1 g/kg,v.0) 30 minutos srda injecdo de formalina
diminuiu o tempo na primeira fase para 39,0 + &fusdos e 68,2 + 4,0 segundos na
segunda fase, correspondendo a diminuicdo de FP%oe respectivamente (Figura 14). Nao

houve diferenca estatistica significante entreass extratos testados.
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Figura 14 - Efeito do tratamento prévio (30 min) com extratoospor aspersdo (ESA) @aesalpinia ferrea
(0,1 e 0,3 gkg, v.0.) no teste da formalina 1,5 % em ratos.tempo de lambedura da pata primeira fase (0-

5 min) eB - na segunda fase (15-30 min). As colunas reprasesganédias + erro padrao (seis animais/grupo).
*p < 0,05 e *p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste Dunnett)

e Acdo da naloxona
O pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.), urtagonista opiaceo nao seletivo,
15 minutos antes da administracdo oral dos extratogueou o efeito do ESA (0,03; 0,1 e

0,3 g/kg) (Figura 15) nas duas fases.
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Figura 15 — Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mgilkg) 15 minutos antes do tratamento com ESA de
Caesalpinia ferreq0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) no teste de formalifi6 em ratosA - tempo de lambedura da
patana primeira fase (0-5 min) B - na segunda fase (15-30 min). As colunas represeatamédias + erro
padréo (seis animais/grupo). (ANOVA seguida pestetele Dunnett)
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6.7.1.2 Efeito do extrato seco d&€. ferrea por liofilizacdo (ESL)

Em ratos controles tratados previamente com agual(,g, v.0.), o tempo de
lambedura da pata na primeira fase do teste (O3&itos) foi 94,8 £ 5 segundos e na segunda
fase (15-30 minutos) foi 160,2 + 19,8 segundosr(§/g).

O tratamento prévio com ESL 0,1 e 0,3 g/kg, v.miduiu o tempo de lambedura da
pata na primeira fase para 54,4 + 2,8 e 48,8 1s8gundos, respectivamente. Estes efeitos
foram 57% e 51% menores que nos animais controle.

Na segunda fase do teste, o tempo de lambeduradozido para 79,2 + 11,5 e 97 +
8,8 segundos, respectivamente. Estas doses diammuirtempo de 49% e 61% em relacdo

aos animais controles (Figura 16). Nao houve difgaesstatistica significante entre os dois

extratos testados.
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Figura 16 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seaoliofilizacdo (ESL) de&Caesalpinia ferred0,1

e 0,3 gkg, v.0.) no teste da formalina a 1,5 % em rafostempo de lambedura da paia primeira fase (0-5
min) e B — na segunda fase (15-30 min). As colunas represessamedias + erro padrdo (seis animais/grupo).
*p <0,05,**p <0,01 e ** p<0,001 (ANOVA segda pelo teste de Dunnett)

e Tratamento 30 minutos antes da injecao de formalina
Em ratos controles tratados com agua (5 mL/kg) 8@.minutos antes da inje¢édo de
fomalina 1,5%, o tempo de lambedura na primeira fas 72,2 + 4,7 segundos e na segunda

fase foi 103,0 £ 12,4 segundos (6/grupo).
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O tratamento prévio com ESL (0,1 g/kg,v.0) 30 masuantes da injecdo de formalina,
diminuiu o tempo na primeira fase para 41,4 + ®fusdos e 67,9 £ 7,9 segundos na

segunda fase, correspondendo a diminuicdo de 598%0erespectivamente (Figura 17).
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Figura 17 - Efeito do tratamento prévio (30 min) com extratoospor liofilizacéo (ESL) d€aesalpinia ferrea
(0,1 e 0,3 gkg, v.0.) no teste da formalina 1,5 % em ratos.tempo de lambedura da pata primeira fase (0-

5 min) eB - na segunda fase (15-30 min). As colunas reprasesganédias + erro padrao (seis animais/grupo).
*p < 0,05 e *p < 0,01 (ANOVA seguida pelo teste Dunnett)

e Acao da naloxona
O pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.), urtagonista opiaceo nao seletivo,
15 minutos antes da administragcédo oral dos exjratogueou o efeito do ESL (0,03; 0,1 e

0,3 g/kg) (Figura 18) nas duas fases.
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c 0,03 0,1 0,3 C 0,03 0,1 0,3
ESL (g/kq) ESL (g/kg)
naloxona (5 mg/kg, i.p.) naloxona (5 mg/kg, i.p)

Figura 18 - Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mgikg) 15 minutos antes do tratamento com ESL de
Caesalpinia ferreg0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.) no teste de formalif& em ratosA - tempo de lambedura da
patana primeira fase (0-5 min) B - na segunda fase (15-30 min). As colunas represeatamédias + erro
padréo (seis animais/grupo). (ANOVA seguida pestetele Dunnett)
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6.7.2 Teste de contor¢cbes abdominais induzidas pécido acético (0,8%)

6.7.2.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersao (ESA)

Em camundongos controles (6/grupo) tratados cora égunL/kg, v.0.), 0 nUmero de
contor¢cBes abdominais induzidas pela injecdo déoaamtético (0,8%, 10 mL/Kg, i.p.) Figura
19 e Tabela 8.

O tratamento prévio com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg,)vribiu 0 nimero de contor¢des
até 30 minutos apods a injecdo de acido acéticdq0(&igura 19 e Tabela 8). Ndo houve

diferenca estatistica significante entre os doisaé&s utilizados.
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Figura 19 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seopaspersdo (ESA) deaesalpinia ferred0,1 e

0,3 e 1g/kg v.0.) no teste da contor¢cdo abdomimdlizida por acido acético (0,8%) em camundongos. As
colunas representam as médias + erro padréo (semia/grupo). * p < 0,05 e **p < 0,01 (ANOVA segai
pelo teste de Newman-Keuls)

Tabela 8 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spepaspersdo (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.0.) sobre o numero de contor¢cdedoraimais induzidas por acido acético (0,8%) em
camundongos

Tratamento Dose Média e EP e % de inibicdo

(g/kg) 5 10 15 20 25 30
Controle - 40+1,0 16,0 + 3,4 11,0+0,4 8,3+0,7 6,8+0,7 6,2+0,7

01 05+0387 57+28 64 37+13 66 38+0854 30+0956 23+04 63
ESA 03 1,3+0867 45+19 72 48+11 56 45+04 46 23+0666 25+0560

1 03+0392° 70+19 56 63+13 43 52+1637 40+1241 22+10 65

Valores expressos como média + erro padrdo (n £6)x 0,05, **p < 0,01 e***p < 0,001 (ANOVA segda
pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.2.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL)

Em camundongos controles (6/grupo) tratados coma égunL/kg, v.0.) o numero de
contor¢Bes abdominais induzidas pela injecao ddéodacético (0,8%) foi 3,3 £ 1,1; 16,0 £
3,4,11,0+0,4;83+0,7,6,8+£0,7e 6,2 +(owab, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos da injecao.

O tratamento prévio (1h) com ESL (0,1; 0,3 e 1 gk®.) inibiu 0 nimero de
contor¢cBes até 30 minutos apos a injecdo de aciteca (0,8%) (Figura 20 e Tabela 9). Nao

houve diferenca estatistica significante entreass extratos utilizados.
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Figura 20 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seeoliofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferreq0,1

e 0,3 g/kg, v.0.) no teste da contorcdo abdominal induzida acido acético (0,8%), em camundongos. As
colunas representam as médias * erro padrdo (s&rsia/grupo). * p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,00
(ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls)

Tabela 9 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seeoliofilizacdo (ESL) de&Caesalpinia ferreq0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.0.) sobre o nimero de contor¢cdedoramais induzidas por acido acético (0,8%) em
camundongos

Dose Média e EP e % de inibi¢cao
Tratamento

(g/kg)

5 10 15 20 25 30

Controle 4,0+ 1,0 16,0 + 3,4 11,0+0,4 8,3+0,7 6,8+0,7 6,2+0,7

0,1 33+1,017 7,8+1,8 51 46+12 58" 47+12 44" 34+0950 2,8+0,7 50"
ESL 0,3 0,7+0,383 38+12 76 4,7+13 58 42+09 50° 3,3+0851 28+0,7 50

1 05+0,388 45+21 72" 37+17 67 28+0666 20x06 71" 22+0,2 65

Valores expressos como média + erro padrao (n £Bx 0,05, *p < 0,01 e***p < 0,001 (ANOVA segda
pelo teste de Newman-Keuls)



78

6.7.3 Teste da retirada da cauda

6.7.3.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersao (ESA)

Em ratos controles tratados com agua (5 mL/kg),veolaténcia basal de reacdo ao
estimulo térmico (558C) foi 2,7 + 0,3 segundos e 2,6 + 0,3; 2,3 +0,%,£20,3 e 2,5 + 0,3
segundos apods 30, 60, 90 e 120 minutos do tratanf@fgrupo).Ratos tratados previamente
(1 h) com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) apresemmal@éncia basal de 2,0 + 0,2; 2,3+ 0,2 e
2,2 + 0,3 segundos, respectivamente. Os efeitodoram diferentes nos grupos controles
tratados (Figura 21). Houve diferenca estatistigaificativa somente no intervalo de 30

minutos.
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Figura 21 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seaoaspersdo (ESA) deaesalpinia ferred0,1 e
0,3 g/kg, v.0.) no tempo de retirada da cauda em rafogauda foi submersa em agua a’65As colunas
representam as médias = erro padréo (seis animgs)g(ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.3.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL)

Em ratos controles tratados com agua (5 mL/kg),veolaténcia basal de reacdo ao
estimulo térmico (558C) foi 1,6 + 0,1 segundos e 1,5+ 0,1; 1,6 +0,6;40,1 e 1,7 + 0,1
segundos apos 30, 60, 90 e 120 minutos do tratani@fgirupo).

Ratos tratados previamente (1 h) com ESL (0,1;€,Bg/kg, v.0.) apresentaram
laténcia basal de 1,6 + 0,1; 1,6 + 0,1 e 1,7 tseg@undos, respectivamente. As respostas nao
diferiram do grupo controle (Figura 22). Houve dhifeca estatistica significativa somente no

intervalo de 30 minutos.
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Figura 22 - Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato sgaoliofilizacéo (ESL) deCaesalpinia ferreq0,1
e 0,3 g/kg, v.0.) no teste da retirada da cauda em rafosauda foi submersa em agua a’65As colunas
representam as médias + erro padrao (seis animgs)y (ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.4 Edema de pata induzido por carragenina 1%

6.7.4.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersao (ESA)

O volume médio das patas dos animais imediatansgde a injecdo de carragenina
foi 2,2 + 0,1 mL (6/grupo). A injecdo subplantar darragenina 1% produziu reacgao
edematogénica aguda progressiva atingindo pico m@dEpos 180 minutos. Nos animais
controle, o aumento do volume das patas injetadas @ agente flogistico em relacdo as
patas contralaterais foi de 0,2 +0,1; 1,0 £ 0,5;40,1; 1,6 +0,1; 1,5+ 0,1 e 1,5+ 0,1 mL
apos 30 min, 1, 2, 3, 4 e 5 horas, respectivaménhteatamento prévio (1 h) dos ratos com
ESA deC. ferrea(0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) ndo reduziu a formacdedema. A indometacina
(10 mg/kg, v.0.) reduziu o edema de 21, 61, 61,e664% apo6s 1, 2, 3, 4 e 5 h da

administracao da carragenina (Figura 23).

2.0
1 o C
. -8 ESAO0,1 g/kg
= A~ ESA0,3 g/kg
= V- ESA1 glkg
§ -¥- indometacina 10 mg/kg
w
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Figura 23 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seapaspersado (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;

0,3 e 1gkg, v.0.) no edema de pata induzido por carragetiaa@m ratos. Grupo controle tratado com agua (5
mL/kg, v.0.) e o controle positivo com indometac{i® mg/kg, v.0.). Os simbolos representam as reétlia
erro padréo (seis animais/grupo). *** p < 0,001 @WA seguida pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.4.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL)

O volume médio das patas dos animais imediatansgrde a injecdo de carragenina
foi 2,2 + 0,1 mL (6/grupo). A injecdo subplantar darragenina 1% produziu reacgao
edematogénica aguda progressiva atingindo pico m@dEpos 180 minutos. Nos animais
controle, o aumento do volume das patas injetadas @ agente flogistico em relacdo as
patas contralaterais foi de 0,2 £ 0,02; 0,6 £ 0@2;+ 0,05; 1,1 + 0,06; 1,0 £ 0,08 e 1,0 £
0,09 mL ap6s 30 min, 1, 2, 3, 4 e 5 h, respectivaeneD tratamento prévio (1 h) dos ratos
com ESL deC. ferrea(0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) reduziu a formacdo donealeA indometacina
(10 mg/kg, v.0.) reduziu o edema de 65, 60, 50,e445 % apo6s 1,2, 3, 4 e 5 h da

administracao da carragenina (Figura 24).
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Figura 24 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferrea
(0,1; 0,3 e 1 gkg, v.0.) no edema de pata induzido por carrageh¥aem ratos. Grupo controle tratado com
agua (5 mL/kg, v.0.) e o controle positivo com ingdacina (10 mg/kg, v.0.). Os simbolos represerdgam
médias * erro padrdo (seis animais/grupo). ** p,810e *** p < 0,001 (ANOVA seguida pelo teste de
Newman-Keuls)
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6.7.5 Edema de pata induzido por dextrana 0,1%

6.7.5.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersao (ESA)

A injecao subplantar de dextrana nas patas de ratosluziu uma reacao
edematogénica de laténcia pequena e intensidademmapds 60 minutos (6/grupo). Nos
animais controles (6/grupo), o aumento do volumg platas injetadas com dextrana em
relacdo as patas contralaterais foi de 0,8 + @10+ 0,10; 1,3 £ 0,04 e 1,2 £ 0,04 mL apos
30 min, 1, 2 e 3 horas, respectivamente. O trattorévio com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.)
inibiu a formacdo do edema, mas nédo houve relagéde-dfeito (Figura 25 e Tabela 10). A
ciproheptadina (10 mg/kg, v.0.) reduziu o edemaaunte todo o tempo de avaliacédo

experimental de 81 a 86 % em relacdo aos animatsotes.

1.5 o
T Lol ‘B 0,1g/kg
R § 5 onone
g - V- 1g/kg
S - —~+- ciproheptadina 10 mg/kg
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Figura 25 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seapaspersado (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;
0,3 e 1 gkg, v.0.) no edema de pata induzido por dextrata®®,.em ratos. Grupo controle (4gua, 5 mL/kg,
v.0.) e controle positivo ciproheptadina (10 mgk®,). Os simbolos representam as médias + etd@pdseis
animais/grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p @1 (ANOVA seguida pelo teste de Newman-Keuls)

Tabela 10 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seepaspersao (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;
0,3 e 1 g/kg, v.0.) no edema de pata induzido patrdna 0,1%. Ciproheptadina (10 mg/kg,v.0.) faitcole
positivo

Tratamento Dose Média e EP e % de inibicao
@ka) ~ o5 1 2 3
Controle - 0,8 0,10 1,3+0,10 1,3+0,04 1,2 +0,04
0,1 0,9+0,1 1,0+0,10 23" 1,0£0,11 23" 1,1+0,10 &
ESA 0,3 0,7 +£0,04 0,9+005 31" 09+010 31" 09+01 25
1 0,9 +0,10 0,9+005 23" 09+0,10 23" 1,0+005 17"

Ciproheptadina 0,01 0,2+0,02 75  0,2+0,02 85 0,2+0,03 85 0,2+0,03 83"

Valores expressos como média * erro padréao (n :@B¥ 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA seida
pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.5.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL)

A injecdo subplantar de dextrana nas patas de rptosluziu uma reacao
edematogénica de laténcia pequena e intensidadenmapos 60 minutos. Nos animais
controle (6/grupo), o aumento do volume das paiptadas com dextrana em relacdo as
patas contralaterais foi de 0,8 + 0,10; 1,3 + 0118;+ 0,04 e 1,2 £+ 0,04 mL ap6s 30, 60, 120
e 180 minutos, respectivamente. O tratamento prémn ESA (0,03; 0,1 e 0,3 g/kg, v.0.)
diminuiu a formacdo do edema, sem relacdo dosteef€igura 26 e Tabela 11). A
ciproheptadina (10 mg/kg, v.0.) reduziu o edemaanhe todo o tempo de avaliacao

experimental de 80 a 87 % em relacdo aos animatsotes.
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Figura 26 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizacdo (ESL) deCaesalpinia ferrea
(0,1; 0,3 e 1 gkg, v.0.) no edema de pata induzido por dextrah&®em ratos. Grupo controle (agua, 5 mL/kg,
v.0.) e controle positivo ciproheptadina (10 mgikg.). Os simbolos representam as médias * edrapgseis
animais/grupo). * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p @1 (ANOVA seguida pelo teste Student Newman-Keuls

Tabela 11 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizagdo (ESL) deCaesalpinia ferrea

(0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) no edema de pata indupdo dextrana 0,1%. Ciproheptadina (10 mg/kg,vioi.)
controle positiv

(0]
Tratamento Dose Média e EP e % de inibicdo
(9/kg) 0,5 1 2 3
Controle - 0,8+0,10 1,3+0,10 1,3+0,04 1,2+0,04
0,1 0,7 £0,10 1,0+0,09 237 1,0£0,08 23" 1,0+008 17

ESL 0,3 0,8 + 0,05 1,0+0,04 237 1,1+0,03 15" 1,0+004 17

1 0,7+0,09 1,0£090 23 094006 31"  1,0+009 17

Ciproheptadina 0,01 0,2+0,02 75"  0,2+0,02 85" 0,2+0,03 85" 0,2+0,03 83"

Valores expressos como média + erro padrdo (n*p6J 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 (ANOVA segaa
pelo teste de Newman-Keuls)
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6.7.6 Teste da migracéo celular induzida por carragnina 1%

6.7.6.1 Efeito do extrato deC. ferrea seco por aspersao (ESA)

Apés 5 horas da injecdo de carragenina (1%, 1 np.), io exsudato peritoneal
coletado de ratos controles (6/grupo) tratados &gua (5 mL/kg, v.0.) apresentou 3,4 + 0,3
x 10° células/mm.,

O tratamento prévio com ESA (0,1; 0,3 e 1 g/kg,)v@duziu a migragao celular para
24+03;24+0,1e 2,3+0,1 x1€lulas/mm, respectivamente. Esses valores foram 30,

29 e 31% menores que dos controles (Figura 27).heéwve diferenca estatistica significante

entre os dois extratos testados.
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Figura 27 —Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato seapaspersado (ESA) deaesalpinia ferreq0,1;

0,3 e 1 g/kg, v.0.) na peritonite induzida por carragenina (®omL, i.p.) em ratos. Numero de células
(10°¥mm®). Grupo controle tratado com agua (5 mL/kg, v.03.simbolos representam as médias + erro padrdo
(seis animais/grupo). * p < 0,05 (ANOVA seguidagtste de Dunnett)
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6.7.6.2 Efeito do extrato deC. ferrea seco por liofilizacdo (ESL)

Apés 5 horas da injecdo de carragenina (1%, 1 np.), io exsudato peritoneal
coletado de ratos controles (6/grupo) tratados &gua (5 mL/kg, v.0.) apresentou 3,4 + 0,1
x 10° células/mm.,

O tratamento prévio com ESL (0,1; 0,3 e 1 g/kg,)weduziu a migracdo celular para

23+04;21+0,3e 2,2+ 0,3 x1€lulas/mm, respectivamente. Esses valores foram 31,

39 e 34 % menores que dos controles (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito do tratamento prévio (1 h) com extrato spoo liofilizagdo (ESL) deCaesalpinia ferrea
(0,1; 0,3 e 1 gkg, v.0.) na peritonite induzida por carragenin® X1 mL, i.p.), em ratos. Namero de células
(10°¥mm®). Grupo controle tratado com agua (5 mL/kg, v.©03.simbolos representam as médias + erro padrdo
(seis animais/grupo). * p < 0,05 (ANOVA seguidagtste de Dunnett)
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Caesalpinia ferreaC. Mart. € uma planta amplamente utilizada na onegipopular como
anti-inflamatorio, cicatrizante e auxiliar no tnatanto da anemia (CARVALH® al., 1996),
sendo uma das espécies selecionadas para o Pragesioaal de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Saude — (BRASIL, @00

E importante considerar que até o presente momemdio, ha na literatura
especificacdes e/ou codigos oficidi§Farmacopéia Brasileira), ou seja, estudos, que
garantam a qualidade da matéria-prim&desalpinia ferreaC. Mart.

Por sua ampla utilizagdo, principalmente na regmwote do Brasil, tornou-se
necessario padronizar técnicas de extracdo der&mbducdo que permitissem também, a
padronizacdo quimica com a identificacdo das snbisth majoritarias e a correlacdo das
quantidades relativas destas com os efeitos faldgicos produzidos.

Alguns estudos quimicos ja realizados identificarenplanta: polifendis (SAMPAIO,
et al, 2009); pauferrol A (NOZAKIet al, 2007);. Foram identificados triterpenos, acido
fendlico e flavondides C-glicosilados isoorientimaientina e vitexina (COELHO, 2004),
derivados de acetofenona (NAKAMURe al., 2002); acido galico e acido elagico (UEDA
et al.,2002).).

No presente trabalho foram utilizados frutos @aesalpinia ferreaC.Mart sem
sementes, coletados no Instituto de Pesquisas de@ma-INPA, Manaus - AM. Folhas e
flores foram coletadas para preparo da exsica®,fajudepositada no INPA sob o nimero

228022.

! A maioria das plantas ndo se encontra em codigomisf(formularios e farmacopéias). Dentre as iatan
espécies de plantas, apenas 324 estao descrit@msnaopéia alema, 60 na Cooperativa Européia i@ente
Fitoterapia, 13 na Farmacopéia Americana, 60 naafdzgcdo Mundial de Saude e 34 na Farmacopéia
Brasileira

(EVANS,2002;United States Pharmacopéia — USP XX20Q0 apud TOLEDO, 2003).
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O extrato aquoso foi preparado a partir da mag@iraa vegetal, com uma relacao
droga:solvente de 2,5% (m/V), por decoc¢cdo conuxeflpor 15 minutos, utilizando agua
destilada como solvente.

Para a padronizacdo dos extratosGhesalpinia ferreaC. Mart. foram utilizadas
ferramentas da farmacotecnia descritas nos codifjgais, tais como, granulometria, perda
por dessecacdo, teor extrativo, pH, densidadefepdis e taninos totais, as quais sao
fundamentais para a caracterizacdo de matéria-puegetal, incluindo os produtos
derivados, solucdo extrativa e extrato seco.

Estudos farmacologicos anteriores demonstraramidaties analgésica e anti-
inflamatdria no teste do edema de pata, atribuigasacido gélico e &cido elagico
(CARVALHO et al, 1996); acédo hipoglicémica por inibicdo da aldos#gutase em ratos
diabéticos atribuida ao acido galico e metil ga(@tBDA et al, 2001); inibicdo tumorain
vitro (NAKAMURA et al, 2002a); atividade leishmanicida vitro (CORTEZ, 2004.);;
inibicdo da topoisomerase Il humana atribuida aofdPal A (NOZAKI et al., 2007);
hipotensdo arterial em ratos normotensos (MENEZERI., 2007); acdo preventiva de
infec¢cBes orais e caries dentaiiasitro (SAMPAIO et al, 2009).

Para a obtengdo da qualidade do produto final erdiabilidade dos resultados
alcancados durante os ensaios de caracterizacBtatiia-Prima Vegetal (MPV), foram
analisados alguns parametros fisico-quimicos: ndeaimidade, pois 0 excesso de umidade
no material vegetal pode promover o crescimentorahiano, a presenca de fungos ou
insetos, a deterioracdo de substancias por hidrd@iseor extrativo que auxilia na verificagcao
da quantidade de soélidos soluveis presentes nadmegetal (LIST; SCHMIDT, 1989) e a
determinacdo do didmetro médio da particula, quamgortante para garantir a
reprodutibilidade do processo extrativo, uma vee gusuperficie de contato entre o liquido

extrator e a droga vegetal influencia na extrat#®1; SCHMIDT, 1989).
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Para a determinacdo do tamanho da particula daiaaptéma vegetal foi importante
a andlise granulométrica, uma vez que a granuléaddr matéria-prima € um dos fatores de
grande influéncia no processo extrativo, exigindssimm, uma padronizacdo (LIST;
SCHIMIDT, 1989; SIMOESet al, 2007). Do ponto de vista tecnoldgico, a padracép da
granulometria das matérias-primas vegetais € irapt#f uma vez que particulas muito
grandes ou muito reduzidas costumam diminuir aiéftta do processo extrativo (LIST,
SCHMIDT, 1989). Sendo assim, um diametro médio emma de 500 um € bastante
favoravel para a extracdo dos componentes quimicos.

O pequeno diametro médio de particula @ m), obtido a partir das curvas
de retencao e passagem da MPV ratifica o histogderdistribuicdo e permite classificar a
MPV estudada como pé moderadamente fino.

O parametro fisico-quimico de perda por dessecagés secagem da planta fornece
um indicativo sobre as condi¢cOes de coleta e amamzento da droga vegetal, informagdes
importantes para a conservacdo da mesma. Os lirgegbelecidos pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) para drogas vegetais s&® a€4% (m/m) (LIST; SCHMIDT,
1989). Portanto, o valor encontrado de 11,52% %)@ste trabalho, esta dentro dos limites
estabelecidos na literatura e codigos oficiais.

O residuo seco é um parametro de qualidade tednalgge expressa a concentracao
de sélidos soluveis presentes na solucao extra@rajndo como referéncia para a obtencéo
do rendimento do processo extrativo, bem como @adlculo do rendimento de operagdo de
secagem ao qual a solucao extrativa é submetid®Y@AHO, 1997; DE SOUZA, 2004;
SOARES, 2002).

O ensaio de perda por dessecacéo, realizado coBAcEESL indica que o produto
apresentou teor de umidade residual muito acimiardte maximo de 5% estabelecido para

extratos secos (F. Bras. |V) sendo que para predidm acondicionamento ndo hermético é
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permitido um valor de perda por dessecacao dedat@ IST, SCHIMIDT, 1989). A elevada
umidade residual dos extratos secos @e ferrea pode ser justificada pela alta
higroscopicidade dos produtos, provavelmente, petsenca de substancias glicosiladas.
Comparando-se o teor de umidade residual do ESAle Eerifica-se que, embora haja
diferenca estatisticamente significante (p < 0,89nologicamente ndo ha grandes variacdes
de umidade.

O resultado de perda por dessecagcdao do extrato pmca@aspersdo foi maior se
comparado com o liofilizado. Esta discrepancia ltasda elevada higroscopicidade do
extrato seco por aspersdo e do fato da operacaotemasido realizada em atmosfera
desumidificada. Além disso, alteracfes das cailiatitexrs macroscépicas dos mesmos foram
facilmente detectadas no decorrer do trabalho e@rpetal.

O ESA apresenta-se como p6 amorfo, amarelo com calacteristico da espécie
vegetal e com tendéncia a formar aglomerados. oo tado, o ESL apresenta-se como po
amorfo, com coloragdo marrom e odor caracteristicespécie.

Em geral, os produtos secos por aspersao de selegdmtivas apresentam elevada
higroscopicidade, necessitando assim, de adequzshaigionamento e rigoroso controle de
umidade residual (CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 2004).

Os taninos, por serem substancias majoritaria€aesalpinia ferreaC. Mart., aos
quais pode ser atribuida grande parte da atividedgpéutica, foram utilizados como
marcadores quimicos nos extratos secos por aspers&irato seco liofilizado. Por esse
motivo, no presente trabalho, foi dada especiahgnfao método de doseamento dessas
substancias.

SOARES (2002) demonstrou que a quantificacdo dess@stancias através de
espectroscopia molecular, por leitura direta, emmprimento de onda maximo do extrato,

utilizando caseina como agente precipitante daadané um método de facil execucao com
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resultados bastante satisfatério. Dessa forma,tésaeca foi selecionada para quantificacédo
de taninos totais presentes nos extratos seco®bugos.

A densidade relativa da solucdo extrativa foi dg03,+ 0,001 g/mL, préxima da
densidade da agua, servindo como critério de @aiaatdo e controle de rendimento da
solucdo extrativa. Na determinacdo da densidade p®dtodo gravimétrico utilizando
picnémetro, prevaleceu uma preciséo de + 0,0008.g/m

O pH é um parametro de qualidade parcialmente nsspel pela estabilidade e
manutencéo da solubilidade dos constituintes, assmo pela aceitacdo do extrato por parte
do paciente. Para a solucdo aquos&desalpinia ferreaC. Mart., o valor acido de 3,37 +
0,08 esta em concordancia com a presenca expressivauldgascias polifendlicas. O
coeficiente de variacdo de 0,029% é baixo e resldtacomparacdo dos valores médios
obtidos de diferentes amostras, em duplicata.

Os teores de taninos totais (13,12% e 11,53%) iéepoOls (49,03% e 43,38%) nao
foram diferentes em ESA e ESL, respectivamente. m@sma forma, nos ensaios
farmacol6gicos, ambos 0s extratos apresentarandadies analgésica e anti-inflamatoria
comparaveis, ndo havendo diferenca estatistic#isagiva entre eles.

CARVALHO (1993), por meio da prospeccao fitoquimiickentificou como possiveis
substancias presentes em extratos aquosos e bmithebs de frutos d€aesalpinia férrea,
esterdides e triterpendides saponinicos com atesldioldgicas intimamente relacionadas a
acao anti-inflamatoria.

Como nédo ha dados na literatura quanto aos efdads.ferreano sistema nervoso
central, iniciamos a triagem farmacoldgica utilidana metodologia proposta por Irwin
(1968), um teste preliminar com finalidade de reegisas alteracdes comportamentais dos
camundongos apds tratamento com o extrato, bem,cdabectar possiveis efeitos toxicos e

estabelecer limites das doses a serem avaliadeest©de observacéo geral das respostas a
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estimulos padronizados (forca de preensado no arasisténcia a compressao dorsal, reacéo
ao pincamento da cauda, postura de alerta a pah@seradas), ou teste hipocratico, avalia
a resposta comportamental ativa complementar awsssde simples observagdao como:
contorcBes abdominais, pélos ericados, ptose palpdbcomocdo espontanea, flacidez,
tremores, paralisia do trem posterior, salivac&madocriorréia, secrecao nasal, convulsées
e mortes (LAPAet al, 2008).

No teste geral de atividades, os extratos padrdogzada C. ferrea foram
administrados v.0. com auxilio de uma canula irdtstigca. Os camundongos tratados néo
apresentaram sinais evidentes de atividade faribgical do extrato nas doses de 0,1; 0,3 e
1,0 g/kg. Nao foram registrados em nenhum periodoobservacdo, sinais de ataxia,
incoordenacao motora, irritabilidade ou hiperradtde a estimulos nociceptivos. Nao houve
morte dos animais tratados com os extratos (ESASE),Edemonstrando que estes nao
produziram efeitos toxicos graves.

No teste do sono induzido por barbitlrico, os amnt@tados previamente com 0s
extratos padronizados d& ferreando apresentaram alteracdo na laténcia para 9 sa®
maiores doses de ambos extratos aumentaram a dudac&ono; ndo houve diferenca
estatistica significativa entre os efeitos dos daisatos.

O aumento da duracdo do sono no teste com badoitindlica uma acao depressora
do SNC. Este efeito poderia ser relacionado tamlmém inibicdo do metabolismo
enzimatico hepatico pelos extratos, o que dimiawdrvelocidade de oxidacéo do barbitdrico,
aumentaria a sua vida média plasmatica e a dudgddeito anestésico. Para comprovar
esta possibilidade, o sono foi induzido com ét#licet que ndo tem metabolizacao hepatica.
Nesse teste, 0s extratos padronizados também ftapazes de aumentar a duragcdo do sono,

confirmando a ac&o depressora direta do SNC.
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No entanto, quando submetidos ao teste de equilflarirota-rod, os animais tratados
nao apresentaram diminuicdo do equilibrio ou dédatdle motora, o que também néao foi
visivel na deambulacdo. Os resultados indicaramapio, que as acdes produzidas pelos
extratos sdo sedativas de pequena intensidade, efeitos no comportamento, mas
suficientes para potenciar a acdo de outros depessdo SNC. Esta observacao é um alerta
importante para usuarios da planta sob tratamedtiop com depressores (ansioliticos ou
anti-convulsivantes), e deve ser lembrada sempeehquver necessidade de anestesia geral
em eventuais cirurgias.

A comprovacdo dos efeitos anti-nociceptivo/antianfatério dos extratos
padronizados d&. ferreafoi importante por serem estas as atividades medédadas na
medicina popular.

O estudo dessas atividades teve inicio com o tisstermalina, que permite avaliar a
resposta nociceptiva (lambedura da pata) em dsas:fa primeira fase esta relacionada com
a estimulacdo quimica direta de fibras aferentesitbeas mielinizadas (fibras & e néo
mielinizadas (fibras sensitivas C); as respostasaléase podem ser suprimidas por drogas
analgésicas opioides como a morfina e analogosteégostas da segunda fase sdo mais
tardias, pois dependem da inflamacao periféricaquada pela formalina e de modificacdes
no processamento central das informacdes dolorafmasntes (DUBUISSON; DENNIS,
1977; GONCALVESet al, 2008; HUNSKAAR, HOLE, 1987; TIJLSEBHI al, 1997). As
respostas da 22. fase séo inibidas por agentegéaiws/anti-inflamatérios e por analgésicos
opidides.

Os extratos padronizados diminuiram as respostdandeedura em ambas as fases,
porém ndo houve relacdo dose-efeito. O pré-tratammm@vio dos animais com naloxona (5
mg/kg, i.p.), um antagonista opiaceo nado selefidoninutos antes da administracéo oral dos

extratos, bloqueou o efeito analgésico dos extags e ESL.
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Para comprovar 0 mecanismo da acao antinociceptigaexperimentos foram
separados em testes que permitem a deteccao deceepcdo central e testes da acdo anti-
inflamatoria dos extratos.

O teste de contor¢cdo abdominal induzido pelo aadico (1%) é usado para avaliar
possiveis efeitos antinociceptivos periféricos daureza inflamatoéria, uma vez que o acido
aceético, na concentracdo utilizada, induz cont@g@® consequéncia de uma inflamacéo
aguda no peritonio (IKEDAet al, 2001). A irritacdo local apds a injecdo de aadético
desencadeia a liberacdo de mediadores como a iniadijcsubstancia P e prostaglandinas,
principalmente a PGlbem como algumas citocinas como IL-1 3, Td\& IL-8 (KOSTERet
al., 1959, LAPAet al, 2008; RIBEIRCet al, 2000).

Os extratos padronizados reduziram as contor¢Géenabais até 30 minutos apds a
injecdo de acido acético. Este efeito parece estacionado a inibicdo da liberacdo de
mediadores proé-inflamatérios induzida pelo acideétiao (HUNSKAAR; HOLE,1978;
IKEDA et al, 2001). De fato, DERAEDTet al (1980), dosando prostaglandinas por
radioimunoensaio no fluido peritoneal de ratos apdjecdo de &cido acético (i.p),
demonstraram que neste processo algogénico, odee@rostaglandinas do tipo PgEe
PGRa é alto nos primeiros 30 minutos. Entretanto, DUERt al. (1988) demonstraram que
a administracdo de acido acético (i.p) além dezimda sintese de prostaglandinas, induziu
também a liberacdo de mediadores do sistema siopd&ior estas e outras evidéncias,
podemos afirmar que substancias anti-inflamatéréasbém podem estar envolvidas na

atividade analgésica em nivel periférico.

Para comprovarmos o possivel efeito analgésicoiget central, foi utilizado o teste
dotail flick que baseia-se na resposta reflexa de retiradautia@ um estimulo térmico nela

aplicado. O tempo de resposta esta relacionaddeasidade do estimulo percebida pelo
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animal. Além disso, por ser um reflexo com bases@micas medulares, o testetdd-flick
permite obter informacdes do local da atividadenactceptiva. Como o tempo de resposta
nado foi alterado apds o tratamento com os extratasgdicacdo de acdo analgésica central,
detectada antes no teste da formalina, foi quesdmnA acdo anti-inflamatoéria dos extratos
foi testada nos modelos de edema de pata indunidegrragenina e no modelo do edema
por dextrana.

O edema de pata induzido por carragenina é um tanter modelo no estudo da
inflamacdo. A carragenina, um polissacarideo sadiat € derivada de algas marinhas
Chondrus crispusé usada como estimulo inflamatérid. liberacdo de mediadores
inflamatorios durante o edema induzido pelo irtiéapode ser dividida em trés fases: a
primeira fase envolve a acdo da histamina e sdraq@até 90 min), na segunda fase ha a
mediacao de cininas (90 min a 150 min) e, na texdase, ha a mediacdo de prostaglandinas
(150 a 360 min) (DI ROSAt al, 1971; GILLIGGANetal., 1994; CORREA, 2010).

Esta implicacdo de vérias fases e mediadores moadesencadeado por carragenina
esta de acordo com experimentos de WILLIAMS (193199, usando a técnica de perfuséo,
foi capaz de detectar a liberacdo de histaminat@@na, cininas e prostaglandinas na
exsudacgao induzida por carrageni@a.modelo pode indicab mecanismo da agédo anti-
inflamatoria pela depressao no grafico da faseddona: anti-histaminicos e inibidores da
degranulacdo mastocitaria diminuem a instalacaprihaeira fase do edema; inibidores da
COX-2 diminuem o edema total que € mais dependintdntese de prostaglandinas (LAPA
et al, 2008).

Drogas que interferem com a acdo edematogénicaisianina e serotonina sdo
melhor estudadas no modelo de edema induzido paragi@, polimero que induz a liberagéo
de histamina e serotonina de mastécitos (LA®Aal, 2008). A histamina é sintetizada e

liberada por diferentes células humanas, espeamémbasotfilos, mastdcitos, plaquetas,
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neurénios histaminérgicos, linfocitos e célulasemtromafinicas, sendo estocada em
vesiculas ou granulos liberados sob estimulaca® Ellét al, 2005). Esta substancia € um

importante mediador das respostas alérgicas na pelenariz e nos olhos e causa

vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascedieni{a) e contracdo da musculatura lisa
(brébnquica e gastrointestinal) através da ativaig@oreceptores HFORTE, 2007).

O tratamento prévio de ratos com os extratos pahdos daC. ferreando reduziu o
edema induzido pela carragenina em nenhuma fase.

No teste do edema de pata induzido por dextratrafamento dos animais com ESA
e ESL (0,1; 0,3 e 1 g/kg, v.0.) inibiu a formacdo edema. O efeito foi de pequena
intensidade quando comparado com a acao da cigeahiep (10 mg/kg, v.0.) que reduziu o
edema durante todo o tempo de avaliagdo experiimenta

Estes resultados foram semelhantes aos descritdSgpealhoet al (1996) no estudo
dos extratos da casca do troncddderreacolhida no Amapa.

Os anti-inflamatoérios ndo esteroidais possuem acbanistica comum de nao
aumentar o estimulo limiar para evocar a respastdod em tecidos normais, como é o caso
dos analgésicos narcéticos (por exemplo a morfma)anestésicos locais. De fato, eles
restauram o limiar para a dor somente em tecidl@miados e, dessa forma, o efeito de
alivio da dor deste grupo é referido como antiedigiem preferéncia a analgésico
(FERREIRAet al,, 1978).

No decorrer dgeritonite ha um aumento no transporte de pequergrandes solutos
entre o plasma e a membrana porosa dos capildéss, da producdo paralela de migracao
celular. Essas mudancas podem ser explicadas pstalilatacdo dos capilares na membrana
peritoneal e pela abertura dos poros nos microyasmssados por mediadores celulares e
inflamatorios, como a prostaglandina E2 (PAULIKCal, 2008).

No teste da migracéo celular por carragenina,tartranto com ESA e ESL (0,1; 0,3 e

1 g/kg, v.0.) demonstrou que a inibicdo da migrad@deucocitos para a cavidade peritoneal
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foi muito discreta. Avaliando os numeros de célu®agocitarias envolvidas no processo
inflamatorio, péde-se perceber que os extratos pr@aluziram reducdo do numero de

leucécitos de forma significativa e dose-dependente



8 SUMARIO E CONCLUSOES
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Caesalpinia ferreaC. Mart. conhecida popularmente como juca na cebiérte, é
utilizada para tratar doencas, e principalmenteaanti-inflamatoria.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e paidiaomas propriedades fisico-quimicas
da C.ferreaa partir de frutos sem sementes e investigarvadatle anti-inflamatéria e/ou
analgésica.

Os resultados obtidos foram:

a. A caracterizagdo dos extratos secos demonstrowapeear de haver diferencas
morfologicas, quanto ao aspecto do po, e do teamudade presente nos diferentes extratos
secos, 0 mesmo ndo aconteceu quanto ao aspect@uirma vez que a analise estatistica
demonstrou que ndo houve diferenca significativiseens teores dos marcadores quimicos
(polifendis e taninos totais) presentes nos exdragros, sugerindo que as diferentes técnicas
de secagem utilizadas nédo alteraram a composidatagudo extrato aquoso original, o qual
deu origem aos diferentes produtos secos: lioflhizgESL) e seco por aspersao (ESA).

b. A triagem farmacoldgica geral, dos extratos seduilos por diferentes métodos
de secagem (liofilizagdo e aspersdo), demonstr@ungio houve morte entre 0s animais
tratados.

3- No sistema nervoso central ambos os extratosmtaram a duracdo do sono,

houve efeitodepressor, sem alteracdo do equilibrio motor.

4- Os extratos apresentaram atividade anti-inflanmeate antinociceptiva no teste da
formalina 1,5%. O tempo de pré-tratamento (30 minlh) com os extratos ndo interferiu
nos resultados no teste de formalina.

5- Os extratos reduziram as contor¢des abdomindiszidas pelo acido acético. A

inibicdo deve-se possivelmente a inibicdo dos nuedées pro-inflamatorios.
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6- Os extratos ndo alteraram a resposta da retdadzauda de ratos no testail*
flick”, diminuindo a probabilidade dos extratos possuiatividade analgésica central.

7- O volume do edema de pata induzido por dext(gppfoi inibido pelos extratos.
Provavelmente, este mecanismo deva-se a inibica rdediadores pro-inflamatorios
histamina e serotonina, que promovem vasodilatagiomento da permeabilidade vascular.

8- Os extratos ndo reduziram o volume de pata iddyzor carragenina.

9- Os extratos inibiram a migracéo celular indupéta administracdo intraperitoneal
de carragenina, que é sustentado principalmentprpstaglandinas.

Por fim, o estudo demonstrou que, apesar de algutifasencas tecnologicas,
principalmente quanto ao aspecto e umidade dosufmed em relacdo aos testes
farmacoldgicos realizados ndo houve diferenca isita entre os extratos padronizados
avaliados. As acgles produzidas pelos extratos r© & sedativas de pequena intensidade,
sem efeitos no comportamento, mas suficientes patenciar a acdo de outros depressores
do SNC. Sugere-se que a acao anti-inflamatoricedge®dutos possa ocorrer atraves de uma
interferéncia na sintese e/ou liberacdo de histareirserotonina, ou por agir sobre esses
receptores envolvidos na resposta inflamatériaptanito sdo necessarios outros estudos para

elucidar estas hipoteses.
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