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RESUMO 

 

 

PINTO, Fabiana de Araujo. Fracionamento biomonitorado de frações do extrato hexânico 

de Pterodon polygalaeflorus quanto à atividade antinociceptiva e estudo do mecanismo de 

ação. 2014. 117f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara 

Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 
 

 Os metabólitos secundários produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no 

desenvolvimento da química orgânica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento 

desta ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX. Os 

frutos do gênero Pterodon estão disponíveis comercialmente no mercado da flora medicinal, 

sendo amplamente utilizado como, antirreumático, anti-inflamatório, entre outras. Nosso 

laboratório demonstrou em estudos toxicológicos com extratos de P. pubescens baixa 

toxicidade aguda além de atividade antiedematogênica e antinociceptiva do extrato e suas 

frações.  O extrato hexânico da espécie Pterodon polygalaeflorus também apresentou 

atividade antinociceptiva e anti-inflamatória (Pinto et al., 2013). O objetivo deste trabalho foi 

realizar o fracionamento/subfracionamento do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus 

(EHxPpg) e estudar o seu potencial antinociceptivo e mecanismo de ação. O fracionamento 

do EHxPpg gerou quatro frações, das quais a Fr2Ppg apresentou a maior atividade 

antinociceptiva nas doses de 0,1 e 1 mg/kg com inibição de 92,7% e 55,8% respectivamente, 

no teste de contorções abdominais. Na Fr2Ppg foram identificados como majoritários o óxido 

de cariofileno, o espatulenol, o E,E-farnesol, assim como derivados do vouacapano e do 

geranilgeraniol, compostos descritos na literatura por suas propriedades antinociceptivas e 

anti-inflamatórias. O fracionamento da fração Fr2Ppg foi realizado, gerando cinco subfrações, 

das quais as mais ativas foram a SF2.5.4 e a SF2.5.5 nos modelos de nocicepção, modelo de 

contorção abdominal induzido por ácido acético, teste de imersão de cauda, teste de formalina 

e o modelo de capsaicina.  O estudo do mecanismo de ação dessas subfrações sugeriu que 

possam estar agindo através de receptores opioides localizados em vários níveis da 

transmissão da nocicepção, no mecanismo envolvendo a via da guanilato ciclase e da NO 

sintase neuronal. A SF2.5.5 parece agir também no mecanismo adrenérgico sugerindo a ação 

dessas substâncias na via descendente por receptores α2. A determinação da constituição 

química do vegetal é necessária para garantir a ação farmacológica e a qualidade no 

desenvolvimento de um novo fitoterápico. 

 

Palavras-chave: Pterodon polygalaeflorus. Atividade antinociceptiva. Fracionamento. Extrato 

hexânico. Mecanismo de ação. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

PINTO, Fabiana de Araujo. Bio-guided fractionation of fractions of hexanic extract from 

Pterodon polygalaeflorus by its antinociceptive activity and study of the mechanism of 

action. 2014. 117f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto de Biologia Roberto 

Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

 The secondary metabolites produced by plants had a fundamental key role in the 

development of modern synthetic organic chemistry. Historically, the development of this 

occurred in parallel with the study of plants, mainly from the nineteenth century. Seeds of the 

genus Pterodon are commercially available in the medicinal flora market, where are being 

widely used for its pharmacological properties. Our laboratory showed low acute toxicity for 

the ethanolic extract from P. pubescens and also that these extract and its fractions exhibit 

anti-edematogenic and antinociceptive activities. The hexane extract of the species Pterodon 

polygalaeflorus also showed antinociceptive and anti-inflammatory activity (Pinto et al., 

2013). The aim of this work was to perform the fractionation and subfractionation of the 

Pterodon polygalaeflorus hexane extract (HExPpg) and study their antinociceptive potential 

and evaluate its mechanism of action. Fractionation of HExPpg rendered four fractions, of 

which Fr2Ppg exhibited the higher antinociceptive activity at doses 0.1 e 1 mg/kg with 92.7% 

and 55.8% inhibition, respectively, in the writhing test. In this fraction were identified as 

major components caryophyllene oxide, spathulenol, E-E-farnesol, as well as geranylgeraniol 

and vouacapan derivatives, known in the literature for their antinociceptive and anti-

inflammatory properties.  The fractionation of Fr2Ppg on a silica gel 60 column resulted in 

five subfractions. The highest activity on the writhing, tail immersion, formalin and capsaicin 

test was exhibited by SF2.5.4 and SF2.5.5. The study of the mechanism of action suggested 

that these subfractions may be acting through opioid receptors located at various levels of 

nociception transmission, and in the mechanism involving guanylate ciclase and NO synthase. 

The SF2.5.5 also seems to act in the adrenergic mechanism suggesting the action of these 

substances in descending α2 receptor pathway. The monitoring of the chemistry of the plant is 

necessary to ensure the pharmacological and quality to the development of a new herbal. 

 

Keywords: Pterodon polygalaeflorus. antinociceptive activity. fractionation. hexanic extract. 

mechanism of action. 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

 

Figura 1 - Produtos naturais usados para identificar e estudar moléculas de 

sinalização de mecanismos de nocicepção/dor.................................. 

 

21 

Figura 2 - Pterodon polygalaeflorus..................................................................... 23 

Quadro 1 -  Terminologia de Dor........................................................................... 26 

Figura 3 - Via ascendente e descente da nocicepção............................................. 28 

Figura 4 - Sensibilização de nociceptores por lesão tecidual................................ 29 

Figura 5 - Via ascendente da nocicepção.............................................................. 31 

Quadro 2 Subtipos das Fibras Nervosas Aδ e C.................................................. 32 

Figura 6 - Esquema do fracionamento e subfracionamento do ExHPpg............... 46 

Figura 7 - Perfil cromatográfico do ExHPpg e suas frações por TLC.................. 53 

Figura 8 - Perfis cromatográficos obtidos por CG-MS das frações originadas do 

ExHPpg................................................................................................ 

 

54 

Figura 9 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr1Ppg............................... 57 

Figura 10 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr2Ppg............................... 57 

Figura 11 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr3Ppg............................... 58 

Figura 12 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr4Ppg............................... 58 

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada dos eluatos do fracionamento da 

Fr2Ppg.................................................................................................. 

 

61 

Figura 14 - Perfis cromatográficos obtidos por cromatografia por fase gasosa em 

CG-MS das subfrações originadas da fração Fr2Ppg........................... 

 

62 

Figura 15 - Avaliação da atividade antinociceptiva da sub SF2.1........................... 64 

Figura 16 - Avaliação da atividade antinociceptiva da sub SF2.2........................... 64 

Figura 17 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.3............................... 65 

Figura 18 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.4............................... 65 

Figura 19 -  Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5............................... 66 

Figura 20 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.1.............................. 67 



Figura 21 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.2.............................. 67 

Figura 22 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.3.............................. 68 

Figura 23 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4.............................. 68 

Figura 24 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.5.............................. 69 

Figura 25 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 na fase 1 (A) e 

fase 2 (B) do modelo de formalina....................................................... 

 

71 

Figura 26 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.5 na fase 1(A) e 

fase 2(B) do modelo da formalina........................................................ 

 

72 

Figura 27 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e SF2.5.5 (B) 

no modelo de imersão de cauda............................................................ 

 

73 

Figura 28- Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e  SF2.5.5 (B) 

no modelo de capsaicina...................................................................... 

 

75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 - Massa e rendimento do fracionamento do ExHPpg em coluna de 

silica gel..................................................................................... 

 

52 

Tabela 2 - Identificação dos constituintes da fração Fr2 obtida a partir do 

extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus.................................. 

 

55 

Tabela 3 - Avaliação do mecanismo opioidérgico da subfração 2.5.4 no 

modelo de contorções abdominais induzidas pelo HAC...................   

 

76 

Tabela 4 - Avaliação do mecanismo opioidérgico da subfração 2.5.5 no 

modelo de contorções abdominais induzidas pelo HAC................... 

 

77 

Tabela 5 - Avaliação do mecanismo adrenérgico da subfração 2.5.4 no 

modelo de contorções abdominais induzidas pelo HAC................... 

 

78 

Tabela 6 - Avaliação do mecanismo adrenérgico da subfração 2.5.5 no 

modelo de contorções abdominais induzidas pelo HAC.................. 

 

78 

Tabela 7 - Efeito da subfração 2.5.4 no modelo de contorções abdominais 

induzidas pelo HAC avaliando o mecanismo de inibição da 

guanilato ciclase.......................................................................... 

 

 

79 

Tabela 8 - Efeito da subfração 2.5.5 no modelo de contorções abdominais 

induzidas pelo HAC avaliando o mecanismo de inibição da 

guanilato ciclase.............................................................................. 

 

 

80 

Tabela 9 - Efeito da subfração 2.5.4 no modelo de contorções abdominais 

induzidas pelo HAC avaliando o mecanismo de inibição da NO 

sintase Neuronal............................................................................. 

 

 

81 

Tabela 10 -  Efeito da subfração 2.5.5 no modelo de contorções abdominais 

induzidas pelo HAC avaliando o mecanismo de inibição da NO 

sintase neuronal............................................................................. 

 

 

81 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

 

5-HT Serotonina 

AAS Ácido acetilsalicílico 

ADP Adenosina Difosfato 

AMPc Monofosfato cíclico de adenosina  

ANVISA  Agência Nacional de Vigilância Sanitária  

ATP Adenosina trifosfato 

CGRP Peptídeo relacionado ao gene da calcitonina  

CIA Artrite induzida por colágeno do tipo II 

CMN Proliferação de células mononucleares  

COX Ciclooxigenase 

COX 1 Ciclooxigenase 1 

COX 2 Ciclooxigenase 2 

COX 3 Ciclooxigenase 3 

DP Desvio padrão 

DRG Gânglio da raiz dorsal  

E.P.M Erro padrão da média 

EHPp Extrato hidroalcoólico dos frutos de Pterodon pubescens 

EHxPpg Extrato Hexânico de Pterodon polygalaeflorus  

EOPp Extrato etanólico de Pterodon pubescens  

FAINES Anti-inflamatórios não-esteroides 



GC/MS Cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas  

HAC Ácido acético 

i.p. Injeção intraperitoneal  

IASP Associação internacional para estudo da dor  

NKA Neurocinina A 

NKB Neurocinina B 

NO Óxido nítrico 

NP Ácido difenilbórico aminoetiléster – “natural product” 

OMS Organização Mundial de Saúde  

PEG Polietileno glicol 400 

PKC Proteína quinase C  

RDC Resolução de diretoria colegiada  

RE  Resoluções específicas  

SNC Sistema nervoso central  

SNP Sistema nervoso periférico 

SP Substância P 

SW Camundongos Swiss Webster  

T Tempo 

TLC Cromatografia em camada delgada  

TR Tempo de retenção 

v.o. Via oral  

VR1 Receptores vanilóides 



K562 Células de leucemia mieloide humana 

AL Anestésicos locais 

NOS NO sintase 

PAG Substância cinzenta periaquedutal 

NMR Núcleo magno da rafe 

µ Um 

Κ Kappa 

Σ Sigma 

Δ Delta 

Ε Épsilon 

CEA Comissão de Ética para uso de Animais 

ODQ 1H-[1,2,4] oxadiazolo-[4,3-a] quinozali-1-ona 

7-NI 7-nitroindazol 

DCM Diclorometano 

AcOEt Acetato de etila 

p.c. Peso corporal 

Tween 20 Monolaurato de polioxietileno sorbitano 

i.m. Intramuscular  

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

 INTRODUÇÃO.................................................................................. 18 

1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA......................................................... 19 

1.1 Plantas Medicinais e Fitoterapia..................................................... 19 

1.2 Metabólitos secundários.................................................................... 22 

1.3 Gênero Pterodon............................................................................... 23 

1.4 Medicamentos fitoterápicos na prática da saúde............................ 25 

1.5 Nocicepção.......................................................................................... 26 

1.6 Dor Neuropática................................................................................. 32 

1.7 Diferenças entre dor aguda e crônica............................................... 33 

1.8 Drogas de Ação Analgésica................................................................ 33 

1.8.1 Opioides................................................................................................ 33 

1.8.2 Fármacos Anti-inflamatórios não-esteroides (FAINES) ……………. 34 

1.9 Modelos experimentais para estudos in vivo……………………… 36 

1.9.1 Modelos nociceptivos de estímulos químicos……………………….. 36 

1.9.2 Modelo nociceptivo de estímulo térmico por imersão da cauda…….. 37 

1.10 Mecanismos envolvidos na antinocicepção...................................... 38 

2 OBJETIVOS....................................................................................... 41 

2.1 Objetivo geral..................................................................................... 41 

2.2 Objetivos específicos.......................................................................... 41 

3 MATERIAL E MÉTODOS.............................................................. 42 

3.1 Material............................................................................................... 42 

3.1.1 Animais................................................................................................ 42 

3.1.2 Material vegetal................................................................................... 42 

3.1.3 Equipamentos....................................................................................... 42 

3.1.4 Reagentes e material utilizado.............................................................. 43 

3.2 Metodologia......................................................................................... 44 

3.2.1 Análise fitoquímica.............................................................................. 44 



3.2.1.1 Obtenção do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus………... 44 

3.2.1.2 Fracionamento preparativo do ExHPpg............................................ 44 

3.2.1.3 Subfracionamento preparativo da fração mais ativa do ExHPpg......... 45 

3.2.1.4 Cromatografia em camada delgada (TLC)........................................... 45 

3.2.1.5 Cromatografia por fase gasosa acoplada a espectrômetro de massas 

(GC-MS) .............................................................................................. 

 

47 

3.2.1.6 Identificação das substâncias................................................................ 47 

3.2.2 Estudos in vivo...................................................................................... 47 

3.2.2.1 Modelo de contorção abdominal induzida por ácido acético............... 47 

3.2.2.2 Modelo de formalina............................................................................ 48 

3.2.2.3 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de capsaicina............. 48 

3.2.2.4 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de imersão de cauda.. 49 

3.2.2.5 Estudo do mecanismo opioidérgicos. .................................................. 50 

3.2.2.6 Estudo do mecanismo Adrenérgico. .................................................... 50 

3.2.2.7 Estudo do mecanismo envolvendo a via NO- GMPc........................... 51 

3.2.3 Análise estatística................................................................................. 51 

4 RESULTADOS................................................................................... 52 

4.1 Preparo do Extrato Hexânico de Pterodon polygalaeflorus 

(ExHPpg) ............................................................................................ 

 

52 

4.2 Fracionamento do ExHPpg............................................................... 52 

4.2.1 Perfil cromatográfico do ExHPpg e suas frações Fr1Ppg a Fr4Ppg 

por TLC................................................................................................ 

 

52 

4.2.2 Perfil cromatográfico das frações Fr1Ppg a Fr4Ppg do ExHPpg por 

CG-MS.................................................................................................. 

 

53 

4.2.3 Composição química da Fr2Ppg........................................................... 55 

4.3 Efeito antinociceptivo das frações Fr1Ppg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e 

Fr4Ppg do ExHPpg e suas subfrações.............................................. 

 

56 

4.3.1 Efeito das frações do EHxPpg na atividade antinociceptiva no 

modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético. ......... 

 

56 

4.4 Subfracionamento da fração Fr2Ppg isolado do ExHPpg.............. 59 



4.4.1 Perfil cromatográfico das subfrações obtidas da Fr2Ppg (TLC) ......... 59 

4.4.2 Perfil cromatográfico das subfrações obtidas da Fr2Ppg por CG-MS. 59 

4.5 Efeito antinociceptivo das subfrações da Fr2Ppg do ExHPpg....... 63 

4.5.1 Efeito das subfrações da Fr2Ppg do EHxPpg na atividade 

antinociceptiva no modelo de contorções abdominais induzidas por 

ácido acético......................................................................................... 

 

 

63 

4.5.2 Efeito das subfrações da SF2.5 na atividade antinociceptiva no 

modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético........... 

 

66 

4.5.3 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5 do EHxPpg na 

atividade antinociceptiva no modelo de formalina............................... 

 

69 

4.5.4 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5 do EHxPpg na 

atividade antinociceptiva no modelo de imersão de cauda.................. 

 

70 

4.5.5 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5  do EHxPpg na 

atividade antinociceptiva no modelo de capsaicina.............................. 

 

74 

4.5.6 Estudo do mecanismo opioidérgico no modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético............................................... 

 

76 

4.5.7 Estudo do mecanismo opioidérgico no modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético............................................... 

 

77 

4.5.8 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibição da guanilato 

ciclase no modelo de contorções abdominais induzidas por ácido 

acético................................................................................................... 

 

 

79 

4.5.9 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibição da óxido nítrico 

sintase neuronal no modelo de contorções abdominais induzidas por 

ácido acético......................................................................................... 

 

 

80 

5 DISCUSSÃO....................................................................................... 82 

 CONCLUSÃO..................................................................................... 89 

 REFERÊNCIAS.................................................................................. 90 

 ANEXO – Artigo publicado................................................................. 103 

  



18 
 

 

INTRODUÇÃO  

 

 

Os produtos naturais desempenham um papel importante na descoberta de novos 

medicamentos e no processo de desenvolvimento destes. Isto é evidente nas áreas de câncer e 

de doenças infecciosas, onde mais de 60% a 75% desses medicamentos, respectivamente, são 

de origem natural (Newman et al., 2003). Em adição a isso, os produtos de origem natural têm 

sido cada vez mais valorizados pela sociedade em geral. Uma parte significativa da população 

está convencida de que os produtos naturais estão associados à segurança no tratamento e 

desenvolvimento da saúde, enquanto produtos sintéticos estão ligados a efeitos colaterais 

indesejáveis (Moreira et al., 2006). 
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1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Plantas Medicinais e Fitoterapia 

 

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior 

floresta equatorial e tropical úmida do planeta, não pode abdicar de sua vocação para os 

produtos naturais (Pinto et al., 2002). 

  Os metabólitos secundários produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no 

desenvolvimento da química orgânica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento 

desta, a partir do século XIX, ocorreu paralelamente aos primeiros estudos com base científica 

sobre plantas. Isso resultou no isolamento de alguns princípios ativos de espécies, já então 

conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas substâncias que se 

consagraram como princípios ativos eficazes e que, até hoje, ainda são muito empregados no 

tratamento de certas doenças, a exemplo de morfina, quinina, cânfora, cocaína, entre outros 

(Montanari e Bolzani, 2001). 

  A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substâncias orgânicas 

conhecidas. Entretanto, é o reino vegetal que tem contribuído de forma mais significativa para 

o fornecimento de substâncias úteis ao tratamento de doenças que acometem os seres 

humanos. A variedade e complexidade de metabólitos secundários biossintetizados pelas 

plantas teriam se formado e evoluído como mecanismo de defesa desses vegetais às condições 

ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais, e também às condições de adaptação 

(Montanari e Bolzani, 2001). Quaisquer que sejam as razões para a presença destes compostos 

na natureza, eles fornecem um recurso valioso para encontrar novas moléculas biologicamente 

ativas (Gurib-Fakim, 2006). 

 A história do Brasil está ligada ao comércio de produtos naturais através das 

especiarias, os quais determinaram as várias disputas de posse da nova terra e, por fim, a 

colonização portuguesa. Do pau-brasil era obtido um corante de cor vermelha, muito utilizado 

para tingimento de roupas, e como tinta de escrever, que já era conhecido e utilizado nas 

Índias Orientais desde a Idade Média. Até o final do século XIX, somente corantes naturais 

eram disponíveis, tornando estes produtos valiosos e de enorme interesse dos colonizadores 

(Viegas Jr et al., 2006). 
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  O profundo conhecimento do arsenal químico da natureza, pelos povos primitivos e 

pelos indígenas, pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substâncias 

tóxicas e medicamentosas (Viegas Jr et al., 2006). 

Nestes últimos anos, a utilização da fitoterapia como alternativa terapêutica vem 

crescendo, em paralelo ao grande avanço científico envolvendo os estudos químicos e 

farmacológicos das plantas medicinais (Phillipson, 2001). 

A Organização Mundial de Saúde (OMS), desde 1977, tem incentivado o estudo de 

plantas tradicionais com a esperança de obter os benefícios que isso poderia fornecer. Estima-

se que existem mais de 500 mil espécies no mundo, sendo que o Brasil possui 

aproximadamente cerca de 120 mil delas, tornando-se o País que tem a maior cobertura 

vegetal de todo o mundo (Corrêa et al., 2003). 

Aproximadamente 25% das drogas prescritas mundialmente vêm de plantas. Estima-se 

que 11% das consideradas básicas e essenciais pela OMS são exclusivamente de origem 

vegetal, e um número significativo são drogas semissintéticas obtidas de precursores naturais 

(Rates, 2001). 

No Brasil, o órgão responsável pela regulamentação de plantas medicinais e seus 

derivados é a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Uma das ações realizadas 

pela ANVISA para garantir a segurança da saúde da população é o registro de medicamentos, 

etapa na qual eles são avaliados quanto a sua segurança, eficácia e qualidade, antes de serem 

expostos à venda para utilização pela população (ANVISA, 2014). 

A regulamentação em vigor para o registro de medicamentos fitoterápicos é a 

resolução de diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que determina os aspectos essenciais ao 

registro, como a identificação botânica das espécies vegetais utilizadas, o padrão de qualidade 

e a prova de eficácia e segurança que validem as indicações terapêuticas propostas (Carvalho 

et al., 2008). Ainda há quatro regulamentos que apresentam critérios específicos para 

medicamentos fitoterápicos, a saber: a RE nº 88/04 - lista de referência bibliográfica para 

avaliação de segurança e eficácia; a RE nº 89/04 - lista de registro simplificado para registro 

fitoterápico; a RE nº 90/04 - guia para a realização de estudos de toxicidade pré-clínicas; e a 

RE nº 91/04 - guia para realização de alterações, inclusões, notificações e cancelamentos pós-

registros (Carvalho et al., 2007). 

Fitoterápico é o medicamento obtido empregando matérias-primas ativas vegetais. Os 

princípios ativos são substâncias ou classes de substâncias, quimicamente caracterizadas, cuja 

ação farmacológica é conhecida e responsável, total ou parcialmente pelos efeitos terapêuticos 
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do fitoterápico. É necessário o conhecimento de sua eficácia e dos riscos de seu uso, assim 

como da reprodutibilidade e constância de sua qualidade (ANVISA, 2014). 

Os produtos naturais vindos de plantas medicinais são uma das mais poderosas e 

importantes ferramentas para identificar e manipular os elementos chaves do “caminho da 

dor”. Dois exemplos incluem: a morfina extraída da Papoula “Papaver somniferum”, e o 

ácido salicílico presente na Salix alba e outras espécies de Salix (Figura 1), que foram dois 

importantes agentes farmacológicos para a descoberta de receptores opioides e das enzimas 

ciclooxigenases, respectivamente (revisão: Vane e Botting, 1998; Julius, 2013). A influência 

destes produtos naturais na pesquisa da dor é evidenciada pelo fato de representarem duas 

principais classes de medicamentos para dor ainda em uso nos dias de hoje, os analgésicos 

opioides e os anti-inflamatórios não esteroidais (Jancs’o et al., 1977; Julius, 2013). Além 

desses produtos existe um grande número de compostos químicos presentes nas muitas plantas 

dotadas de propriedades analgésicas (Calixto et al., 2000). Dentre eles podemos citar o grupo 

fenantreno, com ou sem o gama-fenil-N-metil-piperidina, molécula presente nos alcaloides de 

P. somniferum, um grande número de terpenoides, capsaicina (composto isolado a partir do 

fruto de pimenta do gênero Capsicum), mentol, esteroides, flavonoides, taninos, saponinas, 

lactonas e glicosídeos (Rios et al., 1989; Hua et al., 1997; Calixto et al., 2000). 

 

Figura 1 - Produtos naturais usados para identificar e estudar moléculas de sinalização de 

mecanismos de nocicepção/dor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Incluem o ácido salicílico (relacionado à aspirina); morfina (papoula de ópio); mentol (a partir de 

folhas de hortelã); capsaicina (pimenta).  
Fonte: Julius, 2013, adaptado. 

Morfina 

Mentol Capsaicina  

Aspirina 
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1.2 Metabólitos secundários 

 

 

O metabolismo é definido como conjunto total das transformações das moléculas 

orgânicas catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas suprindo o organismo de 

energia e renovando suas moléculas (Marzzoco e Torres, 2007). Essas reações possuem certa 

direção devido à presença de enzimas específicas, sendo estabelecidas rotas metabólicas que 

visam o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigências fundamentais da célula. 

Ele costuma ser dividido em primário e secundário. O metabolismo primário é um conjunto 

de processos metabólicos que desempenham função essencial no vegetal, como por exemplo, 

fotossíntese, respiração, transporte de solutos, síntese de celulose, lignina, proteínas, lipídeos, 

açúcares e outras substâncias importantes para a realização das funções vitais. Esses 

compostos envolvidos no metabolismo primário possuem uma distribuição universal nas 

plantas (Champeet et al., 2008; Pereira e Cardoso, 2012). Os metabólitos secundários são 

estruturas complexas, de baixo peso molecular, que possuem atividades biológicas marcantes. 

O ambiente tem grande influência na produção dos metabólitos secundários e a interação do 

genótipo com o ambiente é um fator importante a ser estudado. Estes metabólitos despertam 

grande interesse, não só pelas atividades biológicas exercidas pelas plantas em resposta aos 

estímulos do meio ambiente, mas também pela imensa atividade farmacológica. Muitos são 

de importância comercial não apenas na área farmacológica, mas também nas áreas alimentar, 

agrônoma, perfumaria, entre outras (Simões et al., 2007). Embora esse metabolismo nem seja 

necessário para que uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel 

importante na interação das plantas com o meio ambiente. Como exemplo, podemos citar: 

ataque de patógenos; competição entre plantas; atração de organismos benéficos como 

polinizadores; e ação protetora em relação a estresses abióticos associados à temperatura, 

níveis de luz, exposição à UV, entre outros (Simões et al., 2007; Pereira e Cardoso, 2012). 
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1.3 Gênero Pterodon  

Figura 2 - Pterodon polygalaeflorus  

 
O gênero Pterodon pertence à família das 

Leguminosas Papilionáceas (Leguminosae/ 

Papilionoidea) e inclui cinco espécies nativas do Brasil, 

conhecidas como sucupira: P. pubescens Benth., P. 

emarginatus Vog., P. polygalaeflorus Benth., P. 

apparicioi Pedersoli e P. abruptus Benth. (Pedersoli, 

1970; Fascio et al., 1976).  

A sucupira é uma árvore encontrada nos 

cerrados brasileiros (Figura 2), como nos estados de 

Goiás, Minas Gerais, Pará, Ceará e São Paulo (Braz 

Filho e Gottlieb, 1971). A época de frutificação é o mês 

de agosto, produzindo frutos drupáceos, ricos em óleos, 

localizados no endocarpo (Mors et al., 1966). 

 
 
 
 

 
Fonte: http://jjleandro-jjleandro.blogspot.com/ 

2007/09/flora-do-cerrado.html 
 

Os frutos desse gênero estão disponíveis comercialmente no mercado da flora 

medicinal, sendo muito utilizados por suas propriedades farmacológicas, na forma de tinturas, 

garrafadas de vinho e infusos (Coimbra, 1942; Evangelista et al., 2007).  A sucupira vem 

sendo utilizada popularmente em aplicações terapêuticas contra: hemorragias, fraqueza 

orgânica, doenças de estômago, reumatismo e úlceras (Coimbra, 1942; Cruz, 1965).  

O conhecimento químico das espécies deste gênero é baseado no estudo do óleo dos 

frutos. A investigação do óleo de Pterodon pubescens foi iniciada a partir da descoberta de 

que, entre os óleos estudados, ele era o mais promissor quanto à inibição da penetração da 

cercaria de Schistosoma mansoni (Mors et al., 1967; Fascio et al., 1976), tendo sido este o 

primeiro efeito biológico descrito (Campbell e Cuckler, 1961). A atividade anti-inflamatória 

após a administração por via oral (v.o.) é outro efeito farmacológico também já relatado. Após 

seu fracionamento e hidrólise da fração mais ativa, foram obtidas quatro substâncias, das quais 

o 6,7-dihidroxivouacapan 17-beta-oato apresenta uma atividade anti-inflamatória, em ratos, 

http://jjleandro-jjleandro.blogspot.com/
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de 24% (v.o.) e de 45% por via intraperitoneal (i.p.), quando administrado na dose de 250 

moles/kg (Fascio et al., 1976; Almeida, 1993). O efeito antirreumático parece se encontrar 

na porção oleosa extraída destes frutos (Coimbra, 1942; Penna, 1946; Sabino, 1995). 

O óleo dos frutos de espécies deste gênero tem fornecido moléculas das classes dos 

sesquiterpenos (Mors et al., 1966; Neto, 1976), diterpenos lineares (Mors et al., 1967), 

furanoditerpenos com esqueleto vouacapano e vinhaticano (Fascio et al., 1970; Mahajan e 

Monteiro, 1973; Fascio et al., 1976, Campos et al., 1994, Demuner et al., 1996, Arriaga et al., 

2000) e o flavonoide taxifolina (Arriaga et al., 2000). 

Nosso laboratório (LIA-BPPN, UERJ) demonstrou que o óleo de P. pubescens inibe a 

proliferação de células mononucleares (CMN) de sangue periférico humano, induzindo-as à 

apoptose. Ele inibe também a produção in vitro de óxido nítrico (NO) por macrófagos 

(Sabino, 1995). Observou-se ainda uma ação antiartrítica do extrato hidroalcoólico dos frutos 

de P. pubescens (EHPp) em camundongos DBA/1J com artrite induzida por colágeno do tipo 

II (CIA) pelo tratamento diário v.o., reduzindo em 60% a severidade da CIA (Sabino et al., 

1999a), e afetando também a produção de anticorpos anti-CII. O estudo histopatológico das 

patas destes animais mostrou um grande infiltrado inflamatório com predominância de 

neutrófilos polimorfonucleares, algumas áreas de fratura e neoformação óssea no grupo com 

CIA, enquanto o grupo tratado com EHPp mostrou um tecido conjuntivo sem células 

inflamatórias (Coelho et al., 1998; Coelho et al., 2004). O tratamento de animais artríticos 

com EHPp não produziu nenhuma toxicidade subaguda nas condições utilizadas (Coelho et 

al., 2001). O tratamento da CIA com EHPp diminuiu seletivamente a contagem absoluta de 

células CD4/CD69+, não interferindo nas células CD8CD69+, fato que indica que o EHPp 

intervém preferencialmente nas células CD4 ativadas, o que é de grande importância, 

considerando-se que a CIA é mediada por células T CD4 (Dalmau et al., 1999).  

Estudos toxicológicos (Sabino et al., 1999b) mostraram baixa toxicidade aguda do 

extrato de Pterodon pubescens obtido com 100% de etanol (EOPp), quando administrado por 

via oral em animais saudáveis e ausência de mutagenicidade (teste de Ames), mesmo em 

concentrações capazes de matar 100% de CMN humanas in vitro. Utilizando o modelo de 

inflamação aguda, induzida por injeção subplantar de carragenina, e o de nocicepção química, 

induzida por injeção intraperitoneal de ácido acético, demonstrou-se uma atividade 

antiedematogênica (Silva et al., 2004) e antinociceptiva (Coelho et al., 2005) dose-dependente 

do EOPp, respectivamente. O fracionamento biomonitorado do EOPp foi iniciado com o 

objetivo de identificar o princípio ativo responsável pela atividade anti-inflamatória e 

antinociceptiva. O EOPp foi então submetido à extração líquido-líquido obtendo-se quatro 
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frações: Pp1, Pp2, Pp3 e Pp4. Estudos desenvolvidos com a fração Pp1 e suas subfrações 

(Silva et al., 2004) mostraram uma potente atividade anti-inflamatória aguda e tópica. Esta 

atividade pode ser atribuída, pelo menos em parte, ao geranilgeraniol (fração Pp1.2). Este 

isoprenoide, assim como o EOPp, foi testado quanto à atividade antiagregante plaquetária. A 

avaliação da agregação induzida por ácido araquidônico, ADP e trombina em plaquetas 

humanas e de coelho mostrou o envolvimento do EOPp e da fração Pp1.2 na cascata do ácido 

araquidônico, sendo também observada a supressão da formação de TXA2 e atividade 

antioxidante na peroxidação de lipídios (Calixto et al., 2007). Também foi demonstrada uma 

ação tripanocida para a fração Pp1.2 (Menna-Barreto et al., 2008). A fração Pp2 apresentou 

predominantemente efeito antinociceptivo (Coelho et al., 2005). Subfrações da Pp2, avaliadas 

quanto à atividade antinociceptiva, mostraram predominância de atividade em modelos 

específicos de nocicepção, o que pode sugerir que tais subfrações possam estar atuando por 

mecanismos diferentes (Coelho et al., 2005).  

Estudos mostraram que o extrato etanólico de Pterodon pubescens inibiu a 

proliferação de células de leucemia mieloide humana (K562), assim como induziu a morte 

destas células por apoptose (Pereira et al., 2010). A subfração (SF5) obtida deste extrato 

também induziu apoptose destas células alterando a expressão gênica (Pereira et al., 2011). 

Estudos mais recentes com outra espécie, a Pterodon polygalaeflorus, demonstraram 

que seu óleo essencial inibiu a inflamação (modelo air pouch) promovendo uma redução da 

contagem de leucócitos, da concentração de proteínas, da vasodilatação e do infiltrado 

inflamatório no tecido da bolsa de ar. O óleo essencial foi também capaz de inibir a 

proliferação de linfócitos esplênicos (fase G1), induzindo a apoptose nestas células, e de 

promover uma regulação negativa de células T CD8+ e da subpopulação ativada CD8+CD69+ 

e uma regulação positiva de células B CD19+ e CD19+CD69+ (Velozo et al., 2013). Também 

foi demonstrada a atividade analgésica de P. polygalaeflorus em modelos de contorção 

abdominal, formalina e tail flick, a partir do extrato hexânico e suas frações ativas (Pinto, 

2010; Pinto et al., 2013). A partir destes resultados, o laboratório iniciou os estudos com 

subfrações desta espécie. 

 

1.4 Medicamentos fitoterápicos na prática da saúde  

 

Apesar dos avanços na síntese de novos fármacos, com o aumento das alternativas 

terapêuticas disponíveis, cresce também o uso da fitoterapia, que já é conhecida pela 

humanidade há muitos séculos, e que passa a fazer parte da moderna prática médica. O 
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estímulo ao uso de fitoterápicos tem como objetivo prevenir, curar e minimizar os sintomas 

das doenças, com um custo mais acessível à população e aos serviços públicos de saúde 

(Toledo et al., 2003; Pereira e Cardoso, 2012). 

A transformação de uma planta em um medicamento deve visar à preservação da 

integridade química e farmacológica do vegetal garantindo sua ação biológica e a sua 

segurança de utilização, além de valorizar seu potencial terapêutico. Para atingir esses 

objetivos, a produção de fitoterápicos requer estudos prévios relativos a aspectos botânicos, 

fitoquímicos, farmacológicos, toxicológicos, e de desenvolvimento em metodologias 

analíticas e tecnológicas (Miguel e Miguel, 1999). 

O desenvolvimento de fitoterápicos inclui várias etapas e envolve um processo 

interdisciplinar, multidisciplinar e interinstitucional (Toledo et al., 2003). A pesquisa tem 

início pelo levantamento da literatura científica e catálogos internacionais específicos do 

referido conhecimento, seguindo com a pesquisa etnobotânica, a qual trata da observação do 

uso popular de plantas nas diferentes culturas (Camargo, 1999). 

A garantia de qualidade do material vegetal a ser processado é fundamental na 

preparação de fitoterápicos, devendo considerar-se aspectos botânicos, químicos, 

farmacológicos e de pureza (Brasil, 2000, apud Toledo et al., 2003). 

As atenções do setor farmacêutico estão focadas nas plantas medicinais. As grandes 

indústrias buscam nessas plantas apenas estruturas químicas que serão isoladas e sintetizadas 

para produção em larga escala. Já as indústrias do setor fitoterápico visam às plantas 

medicinais de forma diferenciada, dentro do conceito da OMS, que preconiza o uso de todos 

os princípios ativos das plantas (Yunes et al., 2001). 

 

1.5 Nocicepção 

 

Quando se utilizam modelos murinos pré-clínicos para avaliação de nocicepção/ dor, é 

importante mostrar a distinção entre eles, como apresentado no Quadro 1 (Barrot, 2012). 

 

Quadro 1 - Terminologia de Dor  

 

Termo Definição 

Dor Sensação sensorial e emocional desagradável associado 
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Fonte: Loeser e Treede, 2008. 

 

Nos mamíferos, estímulos potencialmente agressivos vindos do meio externo são 

detectados por estruturas especializadas no sistema nervoso periférico (SNP), chamados de 

nociceptores. Eles podem reagir a estímulos químicos, térmicos ou mecânicos, transmitindo e 

conectando o SNP ao sistema nervoso central (SNC). Um tecido lesado ou que está sofrendo 

um processo inflamatório gera numerosas moléculas ativadoras de nociceptores (Julius e 

Basbaum, 2001). Dor é uma percepção que tem o papel de ajudar a proteger o organismo. Ela 

envolve não apenas estímulos nóxicos, mas também emocionais, sociais, e culturais, bem 

como atores ambientais e cognitivos. A dor crônica está frequentemente associada com a 

inflamação em que há danos nos tecidos, na resposta imune e lesão do nervo, geralmente 

decorrente da perda da capacidade do organismo em eliminar o trauma ou doenças (Pereira et 

al., 2009).  

Basicamente dois processos estão envolvidos na percepção e na transmissão da dor: 

um processo periférico, relacionado com a detecção da informação pertinente ao dano 

tecidual, e um processo central, comandado pela resposta cerebral para esta informação 

(revisão: Kanjhan, 1995). Receptores, diferentes substâncias e vias de transmissão e de 

modulação, estão diretamente ou indiretamente envolvidos nestes processos (Melzack e Wall, 

1983). A modulação da dor pode ocorrer perifericamente, na medula espinhal e em estruturas 

supra-espinhais (Figura 3). Esta modulação pode ser inibitória ou facilitatória (Chudler e 

Bonica, 2001). 

 

 

a potenciais danos no tecido. 

Nocicepção Processos neurais e processos de estímulos nóxicos. 

Estímulos nóxicos Um efetivo ou potencial dano tecidual. 

Dor nociceptiva Dor decorrente da ativação dos nociceptores. 

Dor neuropática Dor decorrente de uma lesão ou doença afetando o 

sistema somatosensorial. 

Alodinia Dor em resposta a um estímulo não-nociceptivo. 

Hiperalgesia Há o aumento da sensibilidade à dor; o limiar de dor 

com a mínima intensidade de um estímulo é percebido 

como doloroso. 
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Figura 3 - Via ascendente e descente da nocicepção 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Entrada nociceptiva da estimulação de um membro é transmitida para o centro supra-espinhal 

(nocicepção ascendente), onde a mensagem pode resultar numa experiência de dor. Esse sinal pode 
ser inibido por processo medular (descendente de modulação) e/ou processo supra-espinhal.  

Fonte: Palit et al., 2011. 
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Quando ocorre a lesão tecidual, há liberação de vários mediadores inflamatórios e da 

dor, resultando na sensibilização periférica. Os mediadores da dor, que são ATP e serotonina, 

são liberados por células endoteliais e plaquetas danificadas. As prostaglandinas são 

sintetizadas pelas ciclooxigenases (COX) e as bradicininas são liberadas pelo plasma. Os 

mediadores da resposta inflamatória incluem a histamina liberada pelos mastócitos, substância 

P (SP) e a proteína relacionada ao gene da calcitonina (CGRP), que são liberados pelas fibras 

aferentes primárias (Figura 4). Mediadores adicionais são liberados pelas células da corrente 

sanguínea, como citocinas, fatores do complemento C3a quimiotático e C5a, serotonina, 

neutrófilos e leucotrienos, entre outros (Millan, 1999; Woolf e Ma, 2007). Vários receptores e 

neurotransmissores estão envolvidos no sistema nociceptivo, alguns deles aumentando ou 

inibindo a sensação de dor (Miranda et al., 2009). 

 

Figura 4 - Sensibilização de nociceptores por lesão tecidual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Nociceptores aferentes primários ativados por estímulos químicos, térmicos ou mecânicos.  
Fonte: Julius, 2013, adaptado. 
 

A habilidade de detectar estímulos nocivos é essencial para o bem estar e para a 

sobrevivência de um organismo vivo. Isto pode ser dramaticamente ilustrado em indivíduos 
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que sofrem de anomalias congênitas que os tornam incapazes de sentir estímulos dolorosos.  

Estes indivíduos, por exemplo, não são capazes de sentir o desconforto associado com lesões 

internas, como um osso quebrado ou até mesmo uma perfuração causada por um objeto 

afiado. Como resultado disto, o corpo não envolve comportamentos adequados de proteção 

contra essas condições, muitas das quais podem ser fatais (Basbaum et al., 2009). 

Estímulos ambientais podem causar danos ao organismo, e estes estímulos podem ser 

detectados por terminações nervosas especializadas. Os nociceptores são os que formam a 

primeira fase da defesa; as fibras aferentes primárias de terminações sensoriais inervam quase 

todas as áreas da superfície da pele e dos órgãos internos; os corpos celulares da maioria 

destas terminações residem no gânglio da raiz dorsal (DRG) (Julius, 2013). Os neurônios 

aferentes primários (Figura 5) são classificados em duas classes principais: as fibras A, que 

possuem axônios mielinizados (condução rápida da informação), e as fibras C, que possuem 

axônios não mielinizados (conduzindo mais lentamente). Ambas as classes têm terminações 

sensoriais nos tecidos periféricos e conectam com neurônios de transmissão da medula 

espinhal. A partir destas conexões a informação de “dor” vai ser repassada para as estruturas 

superiores do sistema nervoso central (Bonnington et al., 2002).     
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Figura 5 - Via ascendente da nocicepção primeira conexão 

 
Legenda: Os axônios das fibras aferentes primárias (C e Aδ) inervam as regiões periféricas e transmitem o 

impulso nociceptivo até as lâminas do corno dorsal da medula.  
Fonte: Chudler e Bonica, 2001.   

 

Os neurônios aferentes primários das fibras nervosas são organizados anatomicamente 

em lâminas distintas (Basbaum et al., 2000). Esta estratificação dos subtipos dentro do corno 

dorsal é realçada pelos distintos padrões de projeções dos nociceptores (Snider e McMahon, 

1998; Braz et al., 2005). Por exemplo, a parte mais ventral da lâmina II é caracterizada pela 

presença de interneurônios excitatórios que expressam a isoforma da proteína quinase C 

(PKC), e que têm sido implicados, na lesão induzida pela dor persistente (Malmberg et al., 

1997). Estudos recentes indicam que essas PKC são direcionadas principalmente por fibras 

aferentes mielinizadas (Neumann et al., 2008). Estudos anatômicos demonstraram que 

neurônios da medula espinhal nas lâminas I são geralmente sensíveis a estímulos nocivos por 

via Aδ e fibras C. Os neurônios das lâminas III e IV são responsivos a estímulo inócuo (via 

peptídeo), enquanto os neurônios da lâmina II e V respondem a estímulos nocivos por duas 

vias, via direta pelas fibras Aδ e Aβ e via indireta, pela fibra C (Basbaum et al., 2009). 

Estudos fisiológicos têm subdividido os nociceptores Aδ e C em duas classes principais: tipo I 

e tipo II (Quadro 2) (Rocha et al., 2007).  
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     Quadro 2 - Subtipos das Fibras Nervosas Aδ e C  

 

Tipo de Fibra Características 

Fibras Aδ tipo I Respondem a temperatura em torno de 52ºC, são 

insensíveis a capsaicina e possuem resposta mediada 

pelos receptores VRL-1. 

Fibras Aδ tipo II São sensíveis à temperatura em torno de 43ºC, a 

capsaicina e ativam, via receptores VR1, canais 

catiônicos não-seletivos permeáveis ao cálcio. 

Fibras C tipo I Contêm substância P e CGRP e expressam receptores 

tirocinase A, para o fator de crescimento nervoso. São 

responsáveis por capsaicina e prótons. 

Fibras C tipo II Expressam receptores purimérgicos P2X3 para 

adenosina e um grupo de carboidratos de superfície, a α-

D-galactose, capaz de se ligar a lecitina IB-4, sensíveis 

seletivamente a prótons. 

     Fonte: Rocha et al., 2007. 

  

Os estímulos nociceptivos fazem com que neurônios localizados no corno dorsal da 

medula espinhal liberem mediadores químicos diretamente envolvidos na transmissão do 

impulso nociceptivo. Dentre esses mediadores, destacam-se a substância P, acetilcolina, 

bradicinina, histamina, interleucina, serotonina, leucotrieno, íons de potássio, o CGRP, o 

monofosfato cíclico de adenosina (AMPc), o fator de ativação plaquetário, as prostaglandinas 

e os aminoácidos excitatórios, como por exemplo, o glutamato (Jackson et al., 1995). A 

liberação destes neurotransmissores resulta na ativação de um segundo neurônio 

(interneurônio excitatório), localizado na lâmina II (substância gelatinosa) da medula espinhal 

e também de vias ascendentes, que transmitem a nocicepção para os centros supra-espinhais 

(Haley et al., 1990; Fields et al., 1991; Gassner et al., 2009). 

 

1.6 Dor Neuropática 

 

Segundo a associação internacional para estudo da dor (IASP), a dor neuropática pode 

ser definida como dor iniciada ou causada por uma lesão no sistema nervoso (Merskey e 
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Bogduk, 1994) que implica na patologia do sistema somatosensorial, seja nos seus elementos 

periféricos (dor neuropática periférica) ou no SNC (dor neuropática central) (Loeser e Treede, 

2008). 

São classificadas como dor neuropática síndromes associadas com lesão do sistema 

nervoso periférico e no sistema nervoso central (Merskey e Bogduk, 1994). As síndromes da 

dor neuropática em humanos estão, em muitos casos, associadas a: lesões de nervos 

periféricos devido a um trauma, como por exemplo, amputação ou compressão; drogas (taxol 

e cisplatina); e desordens metabólicas (diabetes) (Seltzer, 1995; Dickinson et al., 1999; Aley e 

Levine, 2002; Hansson, 2002; Baumgartner et al., 2002; Borsook e Becerra, 2003). 

 

1.7 Diferenças entre dor aguda e crônica 

    

A nocicepção crônica está associada a lesões ou doenças, como diabetes e artrite, e 

também ao crescimento de tumores, que podem resultar de alterações nas propriedades dos 

nervos periféricos. Isso pode ocorrer como uma consequência de danos às fibras nervosas, 

resultando em aumento da descarga, alterações na condução sináptica ou até mesmo nas 

propriedades dos neurotransmissores (Basbaum et al., 2009). Existem modelos de estudo de 

nocicepção crônica em animais, como o modelo de artrite em ratos que acarreta lesões no 

sistema nervoso central ou periférico (Le Bars et al., 2001). 

A nocicepção aguda é causada por lesão tecidual e ativação de nociceptores no local da 

lesão; é a resposta imediata e precoce a um agente nocivo, seu funcionamento se mantém 

normal e dentro dos limites fisiológicos (Le Bars et al., 2001). 

 

1.8 Drogas de Ação Analgésica 

  

Os fármacos opioides e os anti-inflamatórios não-esteroides (FAINES) são os 

principais agentes usados para aliviar a dor (Miranda et al., 2009). 

 

1.8.1 Opioides  

 

Os medicamentos opioides continuam a serem as drogas mais poderosas para a dor, e 

são utilizados para o controle da dor aguda e crônica moderada a intensa (Stein et al., 2009).  
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No final dos anos 80, estudos começaram a mostrar que os opioides não só ativam os 

receptores opioides no cérebro e na medula espinhal, mas também na periferia dos neurônios 

sensoriais (Stein et al., 2009). 

O ópio foi extraído da Papoula “Papaver somniferum” e usado durante anos para 

produzir euforia, analgesia e sono, sendo ingerido por via oral. O vício relacionado a esta 

substância se tornou problemático com a introdução de seringas e agulhas hipodérmicas 

(Brownstein, 1993). 

A morfina é o representante deste grupo mais conhecido no mundo (Hoskin et al., 

1991). As drogas opioides são as mais potentes para dor, mas sua administração prolongada, 

especialmente para dores crônicas, é prejudicada por efeitos colaterais como depressão 

respiratória, náuseas e constipação, podendo levar a vício e tolerância à substância (Zolner et 

al., 2008). 

Estudos farmacológicos subsequentes, confirmados pela clonagem de receptores 

opioides, mostraram que há três tipos de receptores: mu (μ), kappa (k) e delta (δ), que são 

receptores acoplados à proteína G e são amplamente distribuídos no cérebro, na medula e 

perifericamente (Dhawan et al., 1996).  

Segundo a OMS, os analgésicos opioides constituem a base da terapia para a dor do 

câncer, sendo utilizados para dores agudas e crônicas. (Ripamonti e Bandieri, 2009).  

 

1.8.2 Fármacos Anti-inflamatórios não-esteroides (FAINES) 

   

Os anti-inflamatórios não esteroidais têm sido utilizados diariamente para o alívio de 

dor, febre e inflamação, há pelo menos 3.500 anos, por milhões de pessoas em todo o mundo 

(Vonkeman e van de Laar, 2008). 

Os FAINES podem ser agrupados como salicilatos (aspirina), alcaloides 

(indometacina, diclofenaco), ácido 2-aril-propiônico (ibuprofeno), ácidos fenâmicos (ácidos 

mefenâmicos e meclofenâmico), derivados pirazolidina (fenilbutazona), entre outros. Os 

FAINES são estruturalmente diferentes e têm propriedades farmacodinâmicas e 

farmacocinéticas variadas, mas compartilham do mesmo mecanismo de ação (Vonkeman e 

van de Laar, 2008). 

A ação dos FAINES tem sido atribuída à inibição da síntese de prostanoides nos 

tecidos, através da inibição da COX. A COX 1, uma isoforma da ciclooxigenase, é 

constitutivamente expressa em quase todas as células. A COX 2, outra isoforma desta enzima, 

é altamente induzível por diferentes estímulos (Warner e Mitchell, 2004, apud Miranda et al., 
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2009). Willoughby e colaboradores (2000), descreveram outra isoforma desta enzima, a COX 

3, que é uma variante da COX 1 e está relacionada com o mecanismo de ação do paracetamol 

(Vane, 2001). 

 O paracetamol é caracterizado como um anti-inflamatório não esteroide, embora na 

clínica e em modelos animais possua pouca atividade anti-inflamatória. No entanto o 

paracetamol inibe dor e febre e é um dos medicamentos antipiréticos e analgésicos mais 

populares do mundo (Chandrasekharan et al., 2002). Flower e Vane mostraram em 1972, que 

o paracetamol promoveu maior inibição da COX em homogeneizados no cérebro do que em 

homogeneizados de fígado. Isso deu origem ao conceito das variantes da COX, as quais são 

sensíveis à ação do paracetamol (Chandrasekharan et al., 2002). 

Embora a aspirina tenha sido reconhecida desde o início do século XX com 

propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatórias, seu mecanismo de ação 

permaneceu obscuro até 1970 (Vonkeman e van de Laar, 2008). A aspirina difere dos demais 

FAINES pela a forma de inibição da enzima COX. Ela a inibe pela acetilação irreversível, na 

qual um grupo acetil é covalentemente ligado a um resíduo de serina no sítio ativo da enzima 

COX. Assim, o processamento desta enzima permanece inacessível para biotransformação do 

ácido araquidônico em prostaglandina H2. Os FAINES inibem reversivelmente a enzima 

COX. Esta distinção é exemplificada por seus efeitos na agregação plaquetária. As plaquetas, 

ao contrário das células inflamatórias, não possuem núcleo e, portanto, são incapazes de 

sintetizar nova COX. A aspirina bloqueia irreversivelmente todas as enzimas COX no sangue, 

impedindo definitivamente a produção de tromboxano A2 e, posteriormente, inibindo a 

agregação plaquetária. 

A maioria dos FAINES bloqueiam tanto a COX 1 quanto a COX 2, inibindo o acesso 

do ácido araquidônico para o sítio catalítico; portanto, inibindo também a síntese de 

prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano (Vonkeman e van de Laar, 2008). 

Os FAINES são fármacos eficazes como analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatórios. 

Contudo, sua utilização é limitada por seus efeitos colaterais, dentre os quais o mais comum é 

a sua toxicidade para a mucosa gastroduodenal, produzindo comumente os sintomas de 

náuseas, azia e dor abdominal (Vonkeman e van de Laar, 2008). 
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1.9 Modelos experimentais para estudos in vivo 

 

A pesquisa em ciência básica e pré-clínica sobre tratamentos de dor, preferencialmente 

envolvendo testes nociceptivos, trouxe grandes avanços para o campo de dor/ nocicepção, 

sendo um grande benefício para o desenvolvimento de novas terapias farmacológicas. A 

investigação pré-clínica deve associar modelos de dor com testes nociceptivos, como os de 

estímulos químicos, térmicos e mecânicos, para assim ser mais relevante (Barrot, 2012). 

 

1.9.1 Modelos nociceptivos de estímulos químicos 

 

Diferentes irritantes podem ser utilizados como estímulos químicos para avaliar 

modelos de nocicepção. Eles induzem um estado de dor tônica no qual é avaliado o 

comportamento do animal (Negus et al., 2006). 

Um modelo químico frequentemente utilizado é o de contorção abdominal induzida 

por ácido acético em camundongos, que se baseia na contagem das contrações da parede 

abdominal seguidas de torção do tronco e extensão dos membros posteriores. Estas contorções 

são uma resposta reflexa à peritonite produzida pelo ácido acético e consequente ativação de 

receptores de dor. Em consequência, são liberados mediadores como prostaglandinas, 

bradicininas, histaminas, serotoninas e mecanismos opioides, que através da estimulação das 

terminações nociceptivas, desencadeiam a sensação dolorosa (Brito et al., 2001). Este modelo 

foi introduzido por Siegmund e colaboradores (1957) utilizando fenilquinona, sendo a partir 

daí padronizado com outros agentes como, por exemplo, o ácido acético (Whittle, 1964).   

Outro modelo químico, o de formalina consiste na aplicação de um estímulo químico 

para causar nocicepção em camundongos, produzindo uma nocicepção bifásica. O modelo é 

diferente, pois permite avaliar a resposta do animal a uma dor moderada e contínua, causada 

pela injúria tecidual, sendo considerado o modelo mais validado para dor clínica, em relação a 

outros modelos com estímulos mecânicos ou térmicos (Tjolsen et al., 1992), permitindo não 

só identificar novas drogas analgésicas, mas também elucidar mecanismos de dor. Neste 

modelo podemos observar duas fases. A 1ª fase (0-5 min após a injeção de formalina) é 

conhecida como fase neurogênica, que se inicia com o efeito do irritante nas Fibras C 

sensoriais que liberam neuropeptídeos como, por exemplo, a substância P. A 2ª fase (20 min, 

podendo durar até 40 min após a injeção da formalina), ou a fase inflamatória, é a resposta à 

dor inflamatória, a qual é caracterizada pela liberação de mediadores inflamatórios, como 

bradicinina, serotonina e prostaglandina (Murray et al., 1988; Tjolsen et al., 1992). Drogas de 
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ação central podem inibir as duas fases, enquanto que as de ação periférica, como os FAINES, 

somente inibem a segunda fase (Hunskaar e Hole, 1987; Rosland et al., 1990; Tjolsen et al., 

1992; Malmberg e Yaksh,1993; Jett e Michelson, 1996). 

A capsaicina, um composto isolado a partir do fruto de pimenta do gênero Capsicum, 

quando injetada por via intraplantar, produz uma intensa irritação inicial associada com um 

eritema, ardor e hiperalgesia. Neste modelo de estímulo químico produzido pela capsaicina 

ocorre a dessensibilização das fibras aferentes nocioceptivas (Ren et al., 1994; Szallasi, 

1995). Os efeitos estão associados principalmente a estímulos dos neurônios sensoriais 

aferentes primários, denominados de nociceptores polimodais-C, não mielinizados, que 

produzem potenciais pós-sinápticos lentos, promovendo a liberação de neuropeptídeos como 

substância P, neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB), taquicininas e CGRP (Urban e 

Dray, 1992). 

A injeção de capsaicina na superfície dorsal da pata traseira direita do camundongo 

produz uma nocicepção de início rápido (5 min), caracterizada por mordidas e lambidas na 

pata traseira. Estudos sugerem que após esta injeção ocorra ativação dos neurônios aferentes 

sensorias que estão associados à ativação de receptores de membrana do tipo vaniloide, que 

por sua vez induzem a despolarização da membrana ocorrendo aumento do influxo de cátions, 

em particular cálcio e sódio (Dray et al., 1990, Bevan et al., 1992, Szallasi, 1995). A 

nocicepção induzida pela capsaicina é um teste confiável para avaliar o papel desempenhado 

pelas taquicininas na resposta nociceptiva (Sakurada et al., 1993). 

 

1.9.2 Modelo nociceptivo de estímulo térmico por imersão da cauda 

 

Esse teste usa resposta nociceptiva ao calor, estabelecendo-se geralmente uma latência 

entre 3 s e um tempo máximo de 10 s. Acima deste tempo, o risco aumenta para a presença de 

um movimento do animal não relacionado ao estímulo nociceptivo e abaixo da latência 

mínima, a potência do ensaio pode ser reduzida (Barrot, 2012). 

O modelo de imersão de cauda mede o tempo de reação do animal a um estímulo 

térmico (Sewell e Spencer, 1976; Gabra e Sirois, 2003). Este ensaio é sensível a drogas 

opioides do tipo morfina, cuja ação é mediada por receptores acoplados à proteína G, 

principalmente dos tipos mu (μ), kappa (k) e delta (δ), distribuídos tanto perifericamente 

quanto no sistema nervoso central (Martin et al. 1976; apud Brigitte e Christopher, 2009). Este 

modelo é assim utilizado para demonstrar atividade antinociceptiva de fármacos agonistas 
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opioides (Sewell e Spencer, 1976), indicando mecanismos de dor aguda e central, com 

reflexos nociceptivos espinhais (Asongalen et al., 2004). 

 

1.10 Mecanismos envolvidos na antinocicepção 

 

A antinocicepção envolve diversos mecanismos complexos, podendo atuar por 

diversas vias distintas, envolvendo: canais de K+ e de Ca2+; receptores opioidérgicos, 

adrenérgicos, serotonérgicos; inibição de mediadores inflamatórios; entre outros. Neste 

trabalho serão citadas algumas das vias que participam neste processo.  

A substância P (SP) é um neurotransmissor nociceptivo aferente (Takemura et al., 

2006; Hargreaves, 2011) e estudos comprovam que após a estimulação nóxica, sua ação na 

medula espinhal é mediada através da ativação de três neurocininas (receptores NK), 

chamados, NK1, NK2 e NK3. A substância P produz despolarização de longa duração nos 

neurônios do corno dorsal, contribuindo para a transmissão facilitada e consequente 

estimulação de neurônios nociceptivo periféricos. A SP tem várias outras funções centrais e 

periféricas, contribuindo para a inflamação, ativação de células imunes, entre outras (Teodoro 

et al., 2013). 

A sensibilização central é produzida por estimulação de fibras C, resultando na 

liberação de substância P, neurocina A e glutamato. Uma vez liberado, o glutamato pode agir 

nos receptores AMPA, NMDA e metabotrópico (Dubin e Patapoutian, 2010). Estudos 

sugerem o envolvimento do receptor NMDA na sensibilização central. Os antagonistas, como 

o dizocilpina, previnem o fenômeno de facilitação central na medula espinhal; A cetamina 

bloqueia os canais iônicos associados com o receptor NMDA, sendo bastante eficiente como 

analgésico; A memantina, derivado da amantadina, também possui atividade bloqueadora dos 

receptores NMDA, sendo eficientes como analgésicos (Mello e Dickeson, 2008). 

O óxido nítrico (NO) é um importante mecanismo na comunicação intracelular dos 

tecidos periféricos e no SNC das vias nociceptivas. Teorias confirmam que no SNC a 

liberação de NO encontra-se relacionada com a plasticidade sináptica, potencializando em 

longo prazo no hipocampo fenômenos ligados ao mecanismo de memória e processo de 

aprendizagem. Estudos sugerem que as ações centrais do NO são mediadas pela estimulação 

glutamatérgica envolvendo receptores NMDA, ocorrendo a estimulação destes receptores pelo 

glutamato ou outro agonista glutamatérgico promovendo a abertura dos canais de cálcio, 

ativando a NO-sintase (NOS) ocorrendo a liberação de NO, promovendo uma elevação de 
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GMPc intracelular (Hucho e Levine, 2007). Meller e Gebhart (1993) constataram que a 

nocicepção térmica requer a ativação de receptores NMDA na medula mediada pela produção 

de óxido nítrico, enquanto que a nocicepção mecânica requer a coativação dos receptores 

AMPA e metabotrópico sendo mediados por produtos da ciclooxigenase. . 

Os receptores α2-adrenérgicos pertencem à família dos receptores de membrana 

acoplados a proteína G. Estes receptores são formados por uma cadeia polipeptídica única que 

apresenta uma configuração serpentiforme no interior da membrana. Estão localizados em 

terminais aferentes primários periféricos espinhais, em neurônios na lâmina superficial da 

medula espinhal e em diversos núcleos do tronco encefálico implicados na antinocicepção, 

sugerindo a possibilidade de ação analgésica em níveis periféricos, medular e no tronco 

encefálico (Pertovaara, 2006; Park et al., 2011). Existem tipos de mecanismos efetores 

distintos que são diretamente modulados pela ativação do receptor α-adrenérgico, AMP 

cíclico, Fosfolipase C, ativação dos canais de K e inibição de canais de cálcio, entre outros. 

Teorias afirmam que estes mecanismos encontram-se envolvidos no mecanismo de analgesia. 

Também foi demonstrado que a via do óxido nítrico-GMP também é um sistema efetor 

acoplado ao receptor α2-adrenérgicos (Park et al., 2011). Vulliemoz e colaboradores (1996) 

demonstraram que a clonidina, em doses sedativas, diminui GMPc no córtex cerebral, 

hipocampo, enquanto a ioimbina inibe este efeito.    

A estimulação dos receptores α2-adrenérgicos pode também suprimir a entrada de 

cálcio, via canais de cálcio dependentes de voltagem nos terminais de neurônios, resultando na 

inibição da liberação de neurotransmissores. A inibição dos canais de cálcio tem sido 

associada à ação antinociceptiva da clonidina em ratos. Outro mecanismo também avaliado foi 

através da elevação do fluxo de K+ através da ativação dos canais de potássio, promovendo 

uma hiperpolarização da membrana excitável, suprimindo a estimulação neuronal (Hayshi et 

al., 1993; Pertovaara, 2006). Os agonistas α2-adrenérgicos também aumentam a analgesia 

medular por receptores opioides (Schuster et al., 2013). A ação da clonidina pode ser 

explicada por alguns tipos de mecanismos como: bloqueando a condução de fibras Aδ e C 

aumentando a condução de potássio em neurônios isolados in vitro, intensificando o bloqueio 

de condução dos anestésicos locais; e associada a bloqueios periféricos intensificando e 

prolongando a ação analgésica, entre outros (Eisennah et al., 1996).  

O envolvimento da serotonina (5-HT) na via descendente da modulação da dor é bem 

conhecido. Esta via inibitória descendente consiste de diversas conexões anatômicas centrais, 

como por exemplo, a substância cinzenta periaquedutal (PAG) que envia projeções para o 

núcleo magno da rafe (NMR). O NMR, por sua vez, envia fibras serotoninérgicas que se 
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projetam através do funículo dorsolateral para o corno dorsal da medula nas lâminas I, II, IV, 

onde inibem seletivamente neurônios nociceptivos, incluindo interneurônios e neurônios do 

trato ascendente. Estimulação elétrica ocorrendo na NMR aumenta-se a liberação de 5-HT no 

corno dorsal da medula (Giordano e Schultea, 2004; Feng e Xia, 2012). Algumas drogas de 

amplo uso terapêutico exercem sua ação analgésica através da via serotoninérgica. O ácido 

acetilsalicílico, a fenazona, acetominofeno, entre outros (Cormack, 1994; Pini et al., 1995).  

Os receptores opioides encontram-se localizados na superfície das membranas 

celulares e pertencem à família dos receptores de membrana acoplados à proteína G, 

juntamente com outros receptores, incluindo os receptores adrenérgicos, colinérgico, 

serotonérgico, dopaminérgico, entre outros (Millan, 2002). Estes receptores estão acoplados a 

um nucleotídeo guanílico ligado a uma proteína reguladora (proteína G) que medeia os efeitos 

celulares, incluindo ativação de canais de K+ e inibição dos canais de Cálcio dependentes de 

voltagem.  Cumprem um papel fundamental na mediação da antinocicepção (Millan, 2002).  

Já foram descritos tipos e subtipos de receptores opioides, incluindo mu (µ), Kappa (κ), sigma 

(ζ), delta (δ), épsilon (ε). Sabe-se que a ativação dos receptores µ e delta δ encontram-se 

associada à elevação da abertura dos canais de K+. A ativação do receptor κ induz redução na 

abertura dos canais de cálcio enquanto o receptor ζ está associado aos canais iônicos ativados 

pelo glutamato. Estudos afirmam que o efeito analgésico dos opioides na dor inflamatória seja 

desenvolvido pela ativação dos tipos e subtipos de receptores µ, κ e δ (Francis et al., 2013).  

A família TRPV é composta por seis membros. O TRPV1 foi o primeiro membro da 

subfamília de receptores vaniloides (TRPV1-TRPV6) a ser caracterizado (Vennekens et al., 

2008; Huynh et al., 2014). Os receptores TRPV1-TRPV4 são permeáveis a canais de cátions 

Ca2+, essas famílias tem papel na sensação de dor. Os TRPV5 e TRPV6 são restritos às células 

epiteliais (Holzer, 1991; Venkatachalam e Montell, 2007; Huynh et al. 2014). Essas famílias 

são denominadas de receptores vaniloides pelo fato de seu principal agonista, a capsaicina, um 

irritante ativo do gênero Capsicum, possuir em sua estrutura química o grupamento 

homovanilil (Szalassi e Blumberg, 1999). Os receptores TRPV1 são altamente expressos nas 

fibras aferentes primárias de pequeno diâmetro. Dessa forma, a capsaicina, agonista TRPV1, 

age inicialmente devido ao aumento da condutância dos canais de cátions Ca2+ com 

consequente liberação de mediadores pró-inflamatórios (Southall et al., 2003; Huynh et al., 

2014). 
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2 OBJETIVOS 

 

Estudos anteriores realizados no laboratório mostraram resultados promissores quanto 

à atividade antinociceptiva da Pterodon polygalaeflorus em modelos de contorção abdominal, 

formalina e testes de imersão, a partir do extrato hexânico e suas frações ativas (Pinto, 2010).  

Assim o objetivo geral deste trabalho foi prosseguir os estudos realizando um novo 

fracionamento e subfracionamento a partir do extrato hexânico desta mesma espécie, a fim de 

comparar suas substâncias ativas e atividades farmacológicas. 

 

2.1 Objetivo geral 

 
a) Identificar o(s) princípio(s) ativo(s) responsável (is) pela atividade antinociceptiva e 

estudar o(s) seu(s) mecanismo(s) de ação em modelos in vivo. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

a) Subfracionar e identificar a(s) molécula(s) com atividade farmacológica por métodos 

cromatográficos e técnicas hifenadas; 

b) Monitorar a atividade antinociceptiva das subfrações em modelos in vivo; 

c) Estudar o mecanismo de ação em modelos in vivo. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Material 

 

3.1.1 Animais 

  

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster (SW), machos, pesando de 

25 a 35 g, criados no Biotério do Departamento de Bioquímica da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro ou doados pelo Instituto Vital Brasil. Todos os procedimentos experimentais 

foram aprovados pela Comissão de Ética para uso de Animais (CEA) do IBRAG, segundo 

protocolo 05/2009 e 07/2013. 

 

3.1.2 Material vegetal 

 

Foram utilizados frutos de Pterodon polygalaeflorus (sucupira branca), da família das 

leguminosas (Leguminosae/Fabaceae), subfamília Papilionácea (Papilionoideae/ Faboideae). 

A identificação botânica da espécie foi confirmada por Haroldo Cavalcanti Lima, do 

Departamento de Botânica Sistemática do Jardim Botânico do Rio de Janeiro, onde uma 

amostra encontra-se depositada (RB350278). 

 

3.1.3 Equipamentos 

 

a) Agitador Magnético, modelo 257, FANEM, Brasil; 

b) Balanças Analíticas modelos AB204-5 e B200, Micronal, Brasil;  

c) Balança analítica, modelo PB 3002, Mettler Toledo, Suíça; 

d) Banho-maria, modelo 100, FANEM Ltda., SP, Brasil; 

e) Banho-maria, modelo 796, De Leo e Cia Ltda., Brasil; 

f) Capela de exaustão, modelo 134263, Ecológica, Brasil; 

g) Cromatógrafo a gás, modelo Shimadzu 17A acoplado ao espectrômetro de massas, 

modelo Shimadzu QP 2010plus com uma energia de ionização de 70 eV, Shimadzu, 

Japão; 

h) Evaporador rotativo modelo 802D, Fisatom, Brasil;  

i) Gabinete para visualização de fluorescência (U.V. 365 nm e 254 nm) modelo BOIT-

GAB01, Boitton, Pró Análise, Brasil; 
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j) Potenciômetro Analyser, série 1106/93, Brasil; 

k) Ultrapurificador de água, modelo Milli-Q plus, Millipore Corporation, EUA; 

l) Ultrassom, modelo T7, Thornton Inpec Eletrônica Ltda., Brasil. 

 

3.1.4 Reagentes e material utilizado  

 

a)  Seringas de insulina BD Ultra Fine U-100 de 0,5 mL, seringas de plástico de 1 mL e 

agulhas estéreis 0,3 x 30 mm, B-D Plastipak, Becton Dickinson e Company, EUA; 

b) Placa de cromatografia de sílica gel 60 20 x 20 cm, Macherey-Nagel, Alemanha;  

c) N-hexano 95%, Acetato de etila, Etanol 100%, Diclorometano, grau HPLC, Tedia, 

Brasil; 

d) Tween 20 (monolaurato de polioxietileno sorbitano), NP (ácido difenilbórico 

aminoetiléster – “Natural Product”), PEG (polietileno glicol 400), vanilina, Sigma 

Chemical Company.  

e) Dimorf, sulfato de morfina, 10 mg/mL- Cristália; 

f) Dipirona, 100 comprimidos, Laboratório químico farmacêutico da aeronáutica; 

g) Capsaicina, 200 mg, lote:#3-H2034s, Enzo Life Sciences; 

h) Coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm), Varian; 

i) Sonda orogástrica de aço inoxidável, para camundongos IC800, Insight, Brasil; 

j) Sílica gel 60 para cromatografia em coluna (0,2 a 0,5 mm e 0,063 a 0,200 mm), 

Hexano, qualidade Omnisolv, Placa para TLC (20x20 cm) de sílica Art. 7733 

Kiesegel 60 Korngrö Be 0,2-0,5 mm (35-70 mesh ASTM), Merck S.A., Brasil; 

k) Tween 20 (monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano); 

l) Outros reagentes foram utilizados, sendo a qualidade também de grau analítico. 
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3.2 Metodologia 

 

3.2.1 Análise fitoquímica 

 

3.2.1.1 Obtenção do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus 

 

Os frutos de Pterodon polygalaeflorus foram lavados em água destilada corrente e 

secos a temperatura ambiente. Em seguida, 900 g dos frutos foram pulverizados em nitrogênio 

líquido em um graal de metal, sendo o produto transferido, com auxílio de uma espátula, para 

um cartucho de papel de filtro previamente pesado, determinando assim a massa do material 

pulverizado. O material vegetal foi submetido à maceração em hexano 100% (10 vol/g 

semente) por 15 dias, a temperatura ambiente, em vidro de cor âmbar protegido da luz.  

Após este período, o cartucho foi retirado do vidro, deixando-se a solução resultante 

da maceração escoar completamente através de papel filtro.  O cartucho foi descartado, a 

solução extraída foi transferida para um balão de fundo redondo, previamente pesado (P1), e 

o solvente foi evaporado em evaporador rotativo. Após a completa evaporação do solvente, 

o balão foi novamente pesado (P2). O peso do material extraído dos frutos pelo hexano 

correspondeu à diferença entre P2 e P1. Este extrato bruto foi denominado de extrato 

hexânico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpg). Obteve-se um rendimento de 35,15% ou 

316,35 g. 

 

3.2.1.2 Fracionamento preparativo do ExHPpg 

 

O ExHPpg foi fracionado por cromatografia de adsorção em sílica gel 60 (0,2-0,5 mm) 

equilibrada em hexano 95% em uma coluna de vidro com 2,5 cm de diâmetro, até uma altura 

de 42 cm. A coluna permaneceu em n-hexano por pelo menos 24 h antes do início do 

fracionamento. Foram aplicados 60 g de ExHPpg no topo da coluna de sílica. O processo de 

eluição foi isocrático, utilizando sequencialmente: 2 L hexano (95%); 1 L hexano/acetato de 

etila (8:2 v/v); 1,5 L hexano/acetato de etila (7:3 v/v); 1 L etanol 100%, obtendo-se assim 

quatro frações. Cada fração foi transferida para um balão de fundo redondo, previamente 

pesado, e o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. Após a completa 

evaporação do solvente, o balão foi pesado novamente para o cálculo do rendimento. As 

frações assim obtidas foram denominadas Fr1Ppg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e Fr4Ppg. O procedimento 

foi repetido quatro vezes a fim de se obter massa suficiente para as etapas posteriores. 
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3.2.1.3 Subfracionamento preparativo da fração mais ativa do ExHPpg 

 

A fração mais ativa (Fr2Ppg) foi subfracionada por cromatografia de adsorção, 

utilizando-se uma coluna de vidro de 51 cm de altura por 3,5 cm de diâmetro. Foram aplicados 

10 g da fração na proporção de 1:20 (v/v) de sílica gel 60 (0,2 – 0,5 mm). As proporções (v/v) 

de solventes e volumes utilizados no sistema sequencial de eluição foram: 1,5 L hexano 

100%; 1 L acetato de etila /hexano 1:99; 1 L acetato de etila /hexano 2:98; 1 L acetato de etila 

/hexano 5:95; 1 L acetato de etila /hexano 10:90; 1 L acetato de etila /hexano 20:80; 1 L 

acetato de etila /hexano 30:70; 1 L etanol 100%. O material eluído foi coletado separadamente 

a cada 500 mL. Cada eluato foi transferido para um balão de fundo redondo, previamente 

pesado, e o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. As amostras eluídas 

foram reunidas em função da semelhança do perfil das bandas visualizadas na cromatografia 

em camada delgada, fornecendo um total de cinco subfrações. Após a completa evaporação do 

solvente, o balão foi pesado novamente para o cálculo do rendimento. As frações assim 

obtidas foram denominadas SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.3 e SF2.5. O procedimento foi repetido 

duas vezes a fim de se obter massa suficiente para as etapas posteriores. O processo de 

fracionamento e subfracionamento está esquematizado na (Figura 6). 

 

3.2.1.4 Cromatografia em camada delgada (TLC) 

 

 A TLC foi utilizada para análise dos perfis das amostras coletadas durante o 

fracionamento e subfracionamento, para posterior reunião e formação das respectivas frações 

e subfrações. As amostras (10 mg/mL, em etanol 100%) foram aplicadas a 1 cm da origem, 

com auxílio de um aplicador, em placa de sílica gel 60. Após a aplicação, as amostras foram 

colocadas em uma cuba vertical, contendo 10 mL da fase móvel: diclorometano (DCM) e 

acetato de etila (AcOEt) na proporção de 9:1 (v/v), para o desenvolvimento da corrida 

cromatográfica. Posteriormente, a placa foi retirada da cuba e deixada à temperatura ambiente 

para secar.  
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 Figura 6 - Esquema do fracionamento e subfracionamento do ExHPpg 

.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Foi realizada uma cromatografia em coluna de SiO2 gerando quatro frações. Para o subfracionamento 

foi feita outra coluna de SiO2 gerando cinco subfrações. A SF2.5 foi posteriormente desmembrada 
gerando cinco subfrações.  

 

 

A revelação para terpenoides foi realizada como descrito por Wagner e Bladt (1996). 

O ácido sulfúrico (1% em etanol) foi borrifado na placa por inteiro, e após secagem à 

temperatura ambiente, a placa foi aspergida com vanilina (1% em etanol). Após secar, a placa 
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foi levada à estufa a 100oC, onde permaneceu por no máximo 3 min para revelação do teste. 

Os resultados foram mostrados através de fotografias das respectivas placas. 

 

3.2.1.5 Cromatografia por fase gasosa acoplada a espectrômetro de massas (GC-MS) 

 

As amostras foram solubilizadas em metanol. Foi injetado 1 μL contendo 1 µg de 

amostra em um cromatógrafo a gás acoplado a um espectrômetro de massas (GC-MS) 

utilizando uma coluna RTX-SMS (30 m x 0,25 mm) e nitrogênio como gás carreador. As 

temperaturas do injetor e do detector foram 200 e 290ºC, respectivamente. A programação do 

gradiente de temperatura utilizada foi de 100ºC até 300ºC com incremento de 7ºC/min. 

 

3.2.1.6 Identificação das substâncias 

 

A identificação da Fr2Ppg foi realizada pela comparação dos seus índices de retenção 

e espectros de massas (MS) com dados da literatura publicados e com a biblioteca WILEY 

275 e NIST 3.0, fornecidas pelo sistema CG/MS (Shimadzu 17A - Shimadzu QP 2010Plus). 

Os resultados também foram confirmados comparando a ordem de eluição dos compostos 

com seus índices de retenção relativo relatados na literatura (Adams, 2001; Ain et al., 2011; 

Chen et al., 2011; Hoscheid et al., 2012; Nucci et al., 2012). Os índices de retenção foram 

calculados para todos os componentes voláteis utilizando os dados de retenção de n-alcanos 

lineares com C9-C30, conforme descrito por Holler e colaboradores (2009). 

 

3.2.2 Estudos in vivo 

 

3.2.2.1 Modelo de contorção abdominal induzida por ácido acético  

 

O modelo foi desenvolvido segundo o método descrito por Koster e colaboradores 

(1959). O objetivo do uso deste modelo foi verificar a atividade antinociceptiva das frações e 

subfrações obtidas a partir do extrato EHxPpg.  Uma hora antes do teste, foram retirados água 

e alimento dos animais. Eles foram separados em diferentes grupos de cinco. No grupo 

controle administrou-se por via oral 100 μL do veículo (1,5 mL de etanol 15% aquoso 

contendo 1,25% tween 20). Como grupo controle de ação antinociceptiva foi utilizado 

morfina (10 mg/kg), injetada por via intraperitoneal (i.p.) ou dipirona (50 mg/kg), 
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administrada por via oral (gavagem). Os demais grupos foram tratados v.o. com diferentes 

doses das frações/subfrações de P. polygalaeflorus (0,01; 0,1 e 1 mg/kg).  

Após 30 min do tratamento com morfina ou 1 h do tratamento dos demais grupos, foi 

injetado ácido acético (HAC) a 0,6% v/v na dose 10 μL/g de peso corporal (p.c.) na cavidade 

peritoneal dos camundongos. As contorções foram observadas após 5 min da injeção do HAC 

por um período de 10 min (Loro et al., 1999). Os experimentos controles não mostraram 

resposta alterada devido à administração do veículo na concentração utilizada. Após este 

procedimento, foi feita a eutanásia dos animais em câmara de CO2.  

 

3.2.2.2 Modelo de formalina  

 

O modelo foi desenvolvido segundo o método descrito por Shibata e colaboradores 

(1989). Os animais foram separados em diferentes grupos de cinco animais, sendo a água 

e o alimento retirados 1 h antes do teste. Como controle de droga antinociceptiva, foi 

administrado aos animais dipirona (50 mg/kg, v.o., 1 h antes) e morfina (10 mg/kg, i.p., 30 

min antes). As frações foram administradas (v.o.), em diferentes doses (0,01; 0,1 e 1 

mg/kg), 1 h antes da injeção de formalina. Como controle de nocicepção utilizou-se um 

grupo de animais que receberam por v.o. somente o veículo da diluição das frações (1,5 

mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween 20). 

Após este período, todos os grupos receberam injeção de formalina (20 μL) a 2,5% 

em PBS (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM) pH 7,4 na pata 

traseira direita de camundongos (linhagem SW). Logo após a injeção de formalina, o 

tempo (em segundos) de lambidas e mordidas na pata traseira direita injetada foi contado 

no período de 0-5 min, o que corresponde à fase 1 (neurogênica) do modelo, e no período 

de 15-25 min após a injeção do irritante, o que corresponde à fase 2 (inflamatória) da 

resposta de nocicepção.  Os experimentos controles não mostraram resposta alterada à 

administração do veículo na concentração utilizada. Após este procedimento, foi feita a 

eutanásia dos animais em câmara de CO2. 

 

3.2.2.3 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de capsaicina 

 

O modelo foi desenvolvido segundo método descrito por Shibata e colaboradores 

(1989) com adaptações de Santos e Calixto (1997).  
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Os animais foram separados em diferentes grupos de cinco animais, sendo retirados 

1 h antes do teste água e alimento dos animais. Como controle de droga antinociceptiva, 

foi administrado aos animais dipirona (50 mg/kg, v.o., 1 h antes) e morfina (10 mg/kg, 

i.p., 30 min antes). Como controle de nocicepção utilizou-se um grupo de animais que 

receberam por v.o. somente o veículo da diluição das frações (1,5 mL de etanol 15% 

aquoso contendo 1,25% tween 20). As frações foram administradas (v.o.), em diferentes 

doses (0,01; 0,1 e 1 mg/kg), 1 h antes da injeção de capsaicina. Após este período todos os 

animais receberam injeção de capsaicina (50 μL, 1,6 μg/pata) a 2,5% em PBS pH 7,4 na 

pata traseira direita dos camundongos. Logo após a injeção de capsaicina, o tempo (em 

segundos) de lambidas e mordidas na pata traseira direita injetada foi contado num 

período de 0-5 min, a fase neurogênica do modelo. Os experimentos controles não 

mostraram resposta alterada devido à administração do veículo na concentração utilizada. 

Após este procedimento, foi feita a eutanásia dos animais em câmara de CO2. 

 

3.2.2.4 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de imersão de cauda 

 

O modelo foi desenvolvido segundo o método de Sewell e Spencer (1976) com 

adaptações de Gabra e Sirois (2003). Este consistiu na imobilização de camundongos 

(linhagem SW) e imersão de 1/3 de sua cauda em um banho com água a 55 ± 1ºC. O 

período de tempo entre a imersão da cauda e a sua retirada da água foi analisado (latência) 

com um cut-off máximo de 10 s, para evitar danos teciduais no animal.  Cada animal 

utilizado foi seu próprio controle, sendo as latências, antes do tratamento com as drogas, 

determinado. Os animais com valores de latências entre 1,5 a 3,5 s foram selecionados. Os 

animais foram separados em diferentes grupos de cinco. Uma hora antes do teste, os animais 

foram privados dos alimentos e da água. As frações foram administradas por v.o. em 

diferentes doses (0,01; 0,1 e 1 mg/kg). Para o controle antinociceptivo um grupo recebeu 

morfina por via i.p. (10 mg/kg). Como controle de nocicepção utilizou-se um grupo de 

animais que receberam por v.o. somente o veículo da diluição das frações (1,5 mL de etanol 

15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), 1 h antes do teste. O tempo de latência foi 

avaliado em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min após o tratamento. Os experimentos 

controles não mostraram resposta alterada à administração do veículo na concentração 

utilizada. Após este procedimento, foi feita a eutanásia dos animais em câmara de CO2. 

 

 



50 
 

 

3.2.2.5 Estudo do mecanismo opioidérgicos 

 

O modelo foi utilizado foi de contorção abdominal induzida por ácido acético, 

segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram 

separados em diferentes grupos de seis animais, sendo 1 h antes do teste retirados água e 

alimento. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que recebeu (v.o.) o 

veículo da diluição das subfrações (1,5 mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween 

20); - Um grupo de animais tratados (i.p.) com morfina 5 mg/kg, 30 min antes da injeção 

do irritante; - Um grupo tratado com naloxona (agonista não seletivo dos receptores 

opioides) 5 mg/kg, por via subcutânea (s.c.) na nuca 45 min antes da injeção do HAC; - 

Um grupo tratado com naloxona e com morfina nas condições descritas. Para as 

subfrações, nas doses testadas, foram utilizadas as seguintes condições: - As subfrações 

foram administradas 1 h antes da injeção (i.p.) do irritante; - Outro grupo de animais 

recebeu o tratamento com a naloxona (5 mg/kg) 15 min antes da injeção do HAC.  

 

3.2.2.6 Estudo do mecanismo Adrenérgico 

 

O modelo utilizado foi o de contorção abdominal induzida por ácido acético, 

segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram 

separados em diferentes grupos de seis animais, sendo 1 h antes do teste retirados água e 

alimento. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que receberam (v.o.) o 

veículo da diluição das subfrações (1,5 mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween 

20); - Um grupo de animais tratados s.c. no dorso com ioimbina (antagonista α2) 1 mg/kg 

p.c., 60 min antes da injeção do HAC; - Um grupo de animais tratados com clonidina 

(agonista α2 adrenérgico) 30 µg/kg i.p., 30 min antes da injeção do irritante; - Um grupo 

de animais tratados com ioimbina e clonidina nas condições citadas acima 30 min antes do 

HAC. As condições utilizadas para os grupos tratados com as subfrações foram as 

seguintes: - Foram administradas as subfrações 1 h antes da injeção i.p. do irritante. 

Outros grupos de animais receberam tratamento com ioimbina (1 mg/kg p.c.) 15 min antes 

do tratamento com as subfrações nas condições descritas anteriormente, que ocorreu 1 h 

antes da injeção do ácido acético. 
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3.2.2.7 Estudo do mecanismo envolvendo a via NO- GMPc. 

 

O modelo utilizado foi o de contorção abdominal induzida por ácido acético, 

segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram 

separados em diferentes grupos de seis animais, sendo a água e alimento retirados uma 

hora antes do teste. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que 

receberam (v.o.) o veículo da diluição das subfrações (1,5 mL de etanol 15% aquoso 

contendo 1,25% tween 20); Um grupo de animais tratados por injeção intramuscular (i.m.) 

com ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase) 2,5 mg/kg, 60 min antes da injeção do 

ácido acético; - Um grupo de animais tratados i.m. com 7-nitroindazol (7-NI, inibidor da 

enzima NO sintase neuronal) 3 m/kg i.m., 60 min antes da injeção do irritante. As 

condições utilizadas para os grupos tratados com as subfrações foram as seguintes: - As 

subfrações foram administradas 1 h antes da injeção i.p. do irritante HAC; - Outros grupos 

de animais receberam tratamento com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) ou com o 7-NI (3mg/kg 

i.m.), 25 min antes do tratamento com as subfrações nas condições descritas 

anteriormente. 

 

3.2.3 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como a média ± desvio padrão (DP). A análise de variância 

foi estabelecida por one-way ANOVA, seguido de Tukey ou Dunnet, com nível de 

significância ≥ 95%. Foi usado o programa Graphpad Prism 5.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Preparo do Extrato Hexânico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpg) 

 

 A extração com hexano 100% a partir de 900 g dos frutos de Pterodon 

polygalaeflorus (ExHPpg) apresentou rendimento de 316,35 g de óleo ou 35,15% (p/p). 

 

4.2 Fracionamento do ExHPpg 

         

O fracionamento de 60 g de ExHPpg em coluna aberta de sílica gel com eluição 

por gradiente descontínuo (hexano 95% - 2 L; hexano/acetato de etila (8:2 v/v) - 1 L; 

hexano/ acetato de etila (7:3 v/v) - 1,5 L; etanol 100% (1 L)) forneceu uma recuperação 

total de 48,88 g ou 83,5%. Foram obtidas quatro frações, cujos rendimentos estão 

apresentados na Tabela 1. As frações Fr2Ppg e Fr4Ppg foram as que apresentaram maior 

rendimento. 

 

    Tabela 1 - Massa e rendimento do fracionamento do ExHPpg em coluna de silica gel 

      Dados Fr1Ppg Fr2Ppg Fr3Ppg Fr4Ppg 

Massa 3,12 g 14,15 g 9,18 g 22,43 g 

Rendimento 5,2% 25,6% 15,3% 37,4% 

 

4.2.1 Perfil cromatográfico do ExHPpg e suas frações Fr1Ppg a Fr4Ppg por TLC 

       

O perfil cromatográfico do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus e suas 

frações, obtido pela revelação da placa de cromatografia em camada delgada (TLC) para 

terpenoides, está representado na Figura 7. O ExHPpg apresentou distribuição das bandas 

em toda a extensão da corrida cromatográfica, assim como a fração Fr3Ppg, que foi a de 

maior complexidade. As frações Fr1Ppg e Fr2Ppg exibiram pouca quantidade de 

compostos revelados para terpenoides e com características mais apolares. Em 

contrapartida, pode-se observar uma maior quantidade de bandas reveladas na fração 

Fr4Ppg em relação às frações Fr1Ppg e Fr2Ppg, com predominância de bandas 

majoritárias na região mais polar (mais próximas ao ponto de aplicação da amostra). 
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Figura 7 - Perfil cromatográfico do ExHPpg e suas frações por TLC  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A cromatografia foi desenvolvida em DCM:AcOEt (9:1 v/v) e revelada para terpenoides com 

ácido sulfúrico 1% e vanilina 1%. 
Nota: Foi utilizada placa de TLC de Sílica gel 60 de 10 x 20 cm.  
 

 

4.2.2 Perfil cromatográfico das frações Fr1Ppg a Fr4Ppg do ExHPpg por CG-MS  

 

 

Os cromatogramas das frações do ExHPpg, obtidos na cromatografia por fase 

gasosa acoplada a espectrômetro de massas, estão representados na Figura 8. A Fr1Ppg 

apresentou predominância de picos em uma região inicial do cromatograma, com tempos 

de retenção (TR) entre 6,5 e 11 min, indicando maior apolaridade das substâncias ali 

presentes. Esta fração apresentou dois picos majoritários (maior intensidade) com tempos 

de retenção de 7,113 e 10,365 min. A Fr2Ppg apresentou picos de menor intensidade em 

relação à Fr1Ppg na região com TR entre 7,5 a 11,0 min, com um pico majoritário com 

tempo de retenção de 10,355 min, apresentando os demais picos, distribuídos ao longo do 

cromatogramas, de média intensidade. Em contrapartida as frações Fr3Ppg e Fr4Ppg 

exibiram predominância de picos numa região menos volátil do cromatograma, com TR 

entre 20 e 28 min. A Fr3Ppg apresentou três picos majoritários com TR = 20,613, TR = 

27,35 e TR = 27,707 min, enquanto a Fr4Ppg, cinco picos principais de TR = 21,305, TR = 

26,505, TR = 26,819, TR = 27,331 e TR = 27,677 min. 

ExHPpg   Fr 1      Fr 2       Fr 3    Fr4 
4 
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Figura 8 - Perfis cromatográficos obtidos por CG-MS das frações originadas do ExHPpg 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: As temperaturas do injetor e detector foram 220ºC e 290ºC, respectivamente. A programação de 

temperatura utilizada foi de 100ºC até 300ºC com gradiente de 7ºC /minuto. 
Nota: Foi aplicado 1 µL  de cada amostra solubilizada em metanol. 
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4.2.3 Composição química da Fr2Ppg 

 

 As substâncias identificadas na Fr2 encontram-se na Tabela 2. O óxido de 

cariofileno, o espatulenol e E,E, farnesol foram os compostos majoritários. A fração 

apresenta vários derivados do vouacapano que em conjunto constituem 9,79% dos 

compostos presentes na fração. 

  

Tabela 2 - Identificação dos constituintes da fração Fr2 obtida a partir do extrato 

hexânico de Pterodon polygalaeflorus 

TR = Tempo de retenção; RI = Índice de retenção calculado; IRLit = Índice de retenção de dados da 
literatura. Total identificado = 72,52%  

Composto TR % Fr2 IR IRLit 

Espatulenol 35,93 10,08 1581 1578 

Óxido de Cariofileno 36,12 23,09 1586 15,53 

 1,2-Epoxido de humuleno 37,12 2,22 1611 1608 

Selin-11-en-4α-ol 38,90 2,87 1658 1660 

E,E-Farnesol 41,48 8,16 1726 1722 

E,Z-Farnesol 42,30 1,84 1746 1748 

Acetato de farnesila 45,76 2,65 1846 1843 

Hexadecanol 47,04 1,42 1882 1876 

Ácido palmítico 49,87 0,43 1967 1975 

Z,Z-9,12-Octadecadien-1-ol 52,71 0,64 2055 2052 

Z-Octadecen-1-ol 52,90 0,56 2061 2066 

γ-Pamitolactona 54,33 1,92 2106 2111 

Geranilgeraniol 57,02 2,06 2195 2192 

14,15-epoxygeranilgeraniol 61,06 2,59 2332 - 

14,15-dihydroxygeranilgeraniol 63,34 2,20 2406 - 

Vouacapano-14-β-ol 63,66 0,83 2416 - 

6α-Acetoxy-vouacapano 68,52 0,95 2564 - 

6α-Acetoxy-7β-hydroxivouacapano 69,91 0,76 2605 - 

6α,7β-Diacetoxy-vouacapano 70,94 1,54 2634 - 

6α-Acetoxy-vouacapan-14β-al 71,49 1,31 2650 - 

6α,7β-Diacetoxy-vouacapan-14β-al 72,05 2,19 2665 - 

6α,7β-Diacetoxy-vouacapan-14β-oate 77,71 2,21 - - 
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4.3 Efeito antinociceptivo das frações Fr1Ppg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e Fr4Ppg do ExHPpg 

e suas subfrações 

 

4.3.1 Efeito das frações do EHxPpg na atividade antinociceptiva no modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético 

 

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30 

g, separados em grupos (n = 5 /grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo 

apenas 100 μL do veículo utilizado para solubilizar as frações (1,5 mL/kg de etanol 15% 

aquoso contendo 1,25% Tween 20) por v.o.. Foram testadas em todos os experimentos de 

modelos de dor as doses 0,01; 0,1 e 1 mg/kg. Para efeito de análises estatísticas os 

resultados das médias das contorções foram comparados com o controle que recebeu o 

veículo. 

A Fr1Ppg não mostrou efeito antinociceptivo significativo nas doses testadas 

(Figura 9). A média de contorções abdominais dos controles utilizados foi de 44,38  

11,83 e a morfina (10 mg/kg) apresentou diferença significativa em relação ao controle 

e  a todas as doses testadas com inibição de 88,7%.  

A Fr2Ppg (Figura 10) apresentou atividade antinociceptiva significativa nas 

doses de 0,1 e 1 mg/kg com uma  inibição de 92,7% e 55,8% respectivamente, não 

sendo observada diferença significativa entre o tratamento com estas doses e com a 

morfina (10 mg/kg), que inibiu 74,3% das contorções abdominais.  A média de 

contorções abdominais dos controles utilizados foi de 46,75  11,59. 

A Fr3Ppg (Figura 11) demonstrou efeito antinociceptivo na dose de 1 mg/kg 

apresentando uma inibição de 43,5%. A média de contorções abdominais dos controles 

utilizados foi de 48,18  3,64. 

A Fr4Ppg (Figura 12) apresentou atividade somente nas doses de 0,01 e 0,1 

mg/kg com uma inibição de 51,9% e 27,9% em relação ao controle. A média de 

contorções abdominais dos controles utilizados foi de 49,25  5,00 e a morfina (10 

mg/kg) apresentou diferença significativa comparando com todas as doses testadas, 

exceto com a dose 0,01 (p>0,05), com inibição de 71,3% das contorções abdominais. 
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Figura 9 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr1Ppg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de ácido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.o.) 

com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da 
fração 1 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média ± DP de dois 
experimentos. ***p<0,001 e *p<0,05 em relação ao grupo controle tratado com o veículo (teste 
ANOVA seguido de Tukey). 

 

 

Figura 10 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr2Ppg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de ácido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.o.) 

com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da 
fração 2 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média ± DP de dois 
experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo controle tratado com o veículo (teste ANOVA 
seguido de Tukey). 
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Figura 11 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr3Ppg 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:  A nocicepção foi induzida por injeção de ácido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.o.) 

com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da 
fração 3 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média ± DP de dois 
experimentos. ***p<0,001 e **p<0,01 em relação ao grupo controle com ácido acético tratado 
com o veículo (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 

 

Figura 12 - Avaliação da atividade antinociceptiva da Fr4Ppg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de ácido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.o.) 

com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da 
fração 4 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média ± DP de dois 
experimentos. ***p<0,001 e **p<0,01 em relação ao grupo controle com ácido acético tratado 
com o veículo (teste ANOVA seguido de Tukey). 
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4.4 Subfracionamento da fração Fr2Ppg isolado do ExHPpg 

 

        Foram aplicados 10 g da fração Fr2Ppg em coluna de sílica gel 60 coletando-se após 

o fracionamento 54 eluatos, recuperando-se uma massa total de 8 g (80%). 

 

4.4.1 Perfil cromatográfico das subfrações obtidas da Fr2Ppg (TLC) 

         

Visando reunir os eluatos obtidos durante o fracionamento da fração Fr2Ppg em 

coluna de sílica em subfrações foi realizado um screening inicial do perfil cromatográfico 

em placas de TLC (Figura 13).  O grupo de eluatos de 1 a 17 mostrou menor 

complexidade de bandas, com evidência de banda única em 3, 4 e 5, ao final da corrida, 

indicando substâncias mais apolares (placa A). Os eluatos 18 a 23 apresentaram 

semelhanças nas características das bandas, com bandas majoritárias na parte superior da 

corrida, portanto, mais apolares (placa B). Entre os do eluato 24 a 26 observou-se maior 

complexidade de bandas, com diferentes colorações, distribuídas por toda a placa 

(diferentes polaridades), havendo mudança de perfil a partir do eluato 27, com 

predominância de substancias mais polares. 

Desta forma, foi modificada a composição da fase móvel para melhorar a 

resolução (placas C e D). Em função da semelhança dos perfis cromatográficos e 

baseando-se em características como polaridade, coloração, complexidade e localização 

das bandas, os eluatos foram reunidos nas subfrações SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.4 e SF2.5, 

como detalhado na Figura 1342. 

 

4.4.2 Perfil cromatográfico das subfrações obtidas da Fr2Ppg por CG-MS  

 

As subfrações obtidas da Fr2Ppg foram analisadas em cromatografia por fase 

gasosa acoplada a espectrômetro de massas e seus cromatogramas estão representados na 

Figura 14. A SF2.1 apresentou predominância de picos entre 10 e 17 min de corrida, com 

intensidade de até 8x106 UA, em uma região que indica maior volatilidade/apolaridade 

dos compostos presentes. Nessa região podem-se observar quatro picos majoritários com 

TR de 10,162; 10,315; 13,357 e 16,311 min. A SF2.2 apresentou picos de maior 

intensidade (até 3 x107 UA), com maior incidência de picos em uma região mediana do 

cromatograma, entre 10 e 21 min de corrida com um pico majoritário com TR de 10,755 

min.  
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A SF2.3 apresentou maior complexidade com picos distribuídos entre 10 e 27 min, 

caracterizando maior variação da polaridade dos compostos presentes. A SF2.4 e a SF2.5 

exibiram predominância de picos na mesma região com TR entre 14 e 28 min picos 

majoritários com TR de 14.217 e 28.601 min em uma faixa de intensidade de até 1,25x107 

UA. 

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada dos eluatos do fracionamento da Fr2Ppg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: .As placas de Sílica gel 60 de 10 x 20 cm A e B, foram desenvolvidas com a fase móvel 

AcOEt:Hex (15:85 v/v) e as placas C e D, com a fase móvel AcOEt:Hex (30:70 v/v) e 
reveladas para terpenoides com ácido sulfúrico 1% e vanilina 1%. I) Eluatos 1-6, SF2.1; II) 
Eluatos 7-26, SF2.2; III) Eluatos 27-36, SF2.3; IV) Eluatos 37-44, SF2.4; V) Eluatos 45-54, 
SF2.5. 
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Figura 14 - Perfis cromatográficos obtidos por cromatografia por fase gasosa em CG-MS 

das subfrações originadas da fração Fr2Ppg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Legenda: As temperaturas do injetor e detector foram 220ºC e 290Cº, respectivamente. A programação de 

temperatura utilizada foi de 100ºC até 300ºC com gradiente de 7ºC /minuto.  
Nota: Foi aplicado 1 µL de cada amostra solubilizada em metanol. 
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4.5 Efeito antinociceptivo das subfrações da Fr2Ppg do ExHPpg 

 

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30 

g, separados em grupos (n = 5 /grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo 

apenas 100 μL do veículo por via oral (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% 

Tween 20, utilizado para solubilizar as frações). Foram testadas em todos os experimentos 

de modelos de dor as doses 0,01; 0,1 e 1 mg/kg.  

 

4.5.1 Efeito das subfrações da Fr2Ppg do EHxPpg na atividade antinociceptiva no modelo 

de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 

A média ± DP das contorções abdominais de todos os controles utilizados (que 

receberam o veículo) foi de 50,77  0,42; para a morfina (10 mg/kg) foi de 14,67 ± 

1,58; e para a dipirona (50 mg/kg) (v.o.) foi de 30,12 ± 2,16, observando-se uma 

inibição média de 71,1% para a morfina e de 40,7% para a dipirona (Figuras 12 a 16).   

A SF2.1 (Figura 15) não apresentou atividade antinociceptiva havendo um 

aumento significativo das contorções abdominais (p<0,05) no tratamento com a dose 1 

mg/kg. A SF2.2 (Figura 16) exibiu atividade antinociceptiva somente na dose de 1 

mg/kg, com inibição de 33,9% e a SF2.3 (Figura 17) não foi capaz de inibir as 

contorções abdominais em nenhuma das doses testadas. 

A SF2.4 (Figura 18) mostrou efeito antinociceptivo nas doses de 0,01 (30,5%) 

e 0,1 mg/kg (27,3%) tendo índice de inibição comparativamente próximo à dipirona 

(P>0,05) nestas doses. A SF2.5  (Figura 19) foi a subfração que apresentou a maior 

atividade antinociceptiva, exibindo efeito nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg, com 

inibição das contorções abdominais de 74,2%, 54,4% e 48,3% respectivamente, 

apresentando nestas doses efeito semelhante à morfina (p>0,05), sendo assim escolhida 

para continuar o estudo. 
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Figura 15 - Avaliação da atividade antinociceptiva da sub SF2.1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda:  A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.1 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em 
relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 

 Figura 16 - Avaliação da atividade antinociceptiva da sub SF2.2 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.2 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo 
controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 
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Figura 17 -  Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda:  A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.3 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo 
controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
Figura 18 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.4 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de três experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em 
relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).  
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Figura 19 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda:  A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo 
controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
4.5.2 Efeito das subfrações da SF2.5 na atividade antinociceptiva no modelo de 

contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 

A média ± DP das contorções abdominais de todos os controles utilizados (que 

receberam o veículo) foi de 52,32  2,62; para a morfina (10 mg/kg) foi de 9,96 ± 1,69; e 

para a dipirona (50 mg/kg) foi de 31,38 ± 1,38, observando-se uma inibição média de 

81,0% para a morfina e  de 40,0% para a dipirona.  A SF2.5.1 (Figura 20) exibiu um 

efeito dose dependente porém com efeito antinociceptivo não significativo nas doses 

empregadas. Na SF2.5.2 (Figura 21) pode-se observar  atividade antinociceptiva na dose 

de 1 mg/kg com inibição das contorções abdominais de 43,6%. A SF2.5.3 não mostrou 

atividade antinociceptiva (Figura 22). A SF2.5.4 (Figura 23) foi a mais ativa 

apresentando um efeito dose resposta inversa (quanto menor  a dose maior o efeito), com 

inibição das contorções abdominais de 69,6% (0,01 mg/kg), 47,3% (0,1 mg/kg) e 38,9% 

(1 mg/kg). A SF2.5.5 (Figura 24) mostrou efeito nas doses 0,1 mg/kg (30,7%) e 1 mg/kg 

(56,0%). Como foram demonstradas as maiores atividades antinociceptivas nas 

subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 optamos por dar continuidade ao estudo de mecanismos  
com essas subfrações. 
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Figura 20 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.1 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5.1 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo 
controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 

Figura 21 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5.2 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e 
o grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). 
Os resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. *p<0,05 e ***p<0,001 em 
relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 
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Figura 22 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5.3 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relação ao grupo 
controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
Figura 23 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5.4 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em 
relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 
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Figura 24 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção i.p. de ácido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram 

tratados com as doses da SF2.5.5 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) e o 
grupo controle foi tratado com o veículo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os 
resultados expressam a média ± DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em 
relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
 
4.5.3 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5 do EHxPpg na atividade 

antinociceptiva no modelo de formalina 

 

A atividade antinociceptiva das subfrações obtidas a partir do fracionamento do 

EHxPpg, também foi analisada utilizando o modelo de formalina que possui duas fases. 

A primeira fase, que ocorre no período de 0-5 min corresponde à dor aguda, quando 

ocorre um processo doloroso pela injeção do irritante. A segunda fase que compreende o 

período de 15-25 min após a injeção de formalina, corresponde à dor inflamatória, com 

liberação de mediadores nociceptivos (Murray et al., 1988; Tjϕlsen et al., 1992). Em 

todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30 g, 

separados em grupos (n = 5/grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo 

apenas 100 μL do veículo por via oral (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% 

Tween 20, utilizado para solubilizar as frações). Como droga padrão, foi utilizada a 

dipirona 50 mg/kg (v.o.) e morfina 10 mg/kg (i.p.). Para efeito de análises estatísticas os 

resultados das médias das lambidas/mordidas foram comparados com o controle que 

recebeu o veículo. 
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A média ± DP das lambidas e mordidas dos controles utilizados (Figuras 25 e 26) 

foi de 83,57  2,13 (1ª Fase) e 100,2  2,30 (2ª Fase). A morfina inibiu em média 79,0% 

e 79,9% o número de lambidas e mordidas na 1ª e 2ª fases, respectivamente. A dipirona 

apresentou efeito predominante na 2ª fase deste modelo, inibindo em média 63,3% do 

número de lambidas e mordidas, enquanto apenas 14,8% na 1ª fase. 

A SF2.5.4 (Figura 25) foi ativa em ambas as fases deste modelo, apresentando 

atividade antinociceptiva nas duas fases, com inibição na 1ª fase de  69,7%, 70,7% e 

58,8% (Figura 25A)  e na 2ª Fase de 53,0%, 60,3% e  81,7% (Figura 25B), nas doses  

0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente.  

A SF2.5.5 exibiu efeito antinociceptivo predominante na 1ª fase (Figura 26A) em 

todas as doses testadas com inibição de 30,1% (0,01 mg/kg), 60,40% (0,1 mg/kg), 45,3% 

(1 mg/kg). Na 2ª fase (Figura 26B) apenas as menores doses mostram atividade 

significativa tendo apresentando inibição de 60,6% na dose de 0,01 mg/kg e de 18,1% na 

dose de 0,1 mg/kg. 

 

4.5.4 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5 do EHxPpg na atividade 

antinociceptiva no modelo de imersão de cauda 

 

As subfrações foram administradas (v.o.) em doses diferentes. Como controle 

antinociceptivo um grupo recebeu morfina i.p. (10 mg/kg). Todos os grupos foram 

avaliados com intervalo de 30 min até 180 min. As médias das latências dos controles, 

expressa em segundos, foram de 2,87  1,28 (30 min), 3,28  0,92 (60 min), 2,37  0,64 

(90 min) e 2,49  1,03 (180 min).  

A SF2.5.4 (Figura 27A) mostrou efeito antinociceptivo em 60 e 90 min em todas as 

doses empregadas (**p<0,01 e *p<0,05) e em 180 min  na dose 0,01 mg/kg. A SF2.5.5 

(Figura 27B) apresentou atividade antinociceptiva na dose 0,01 mg/kg em 60, 90 e 180 

min e  na dose 0,1 mg/kg em 90 e 180 min (p<0,05). A morfina apresentou efeito 

antinociceptivo em todos os tempos ensaiados. 
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Figura 25 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 na fase 1 (A) e fase 2 (B) 

do modelo de formalina 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de formalina 2,5% na pata traseira direita do animal. Os 
animais foram tratados (v.o.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25%  
Tween 20), com as doses da SF2.5.4, morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.)  (n = 
5/grupo). Os resultados expressam a média ± DP de três experimentos. ***p<0,001 em relação 
ao grupo controle tratado com o veículo (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
 
 
 

A) Fase 1 

B) Fase 2 
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Figura 26 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.5 na fase 1(A) e fase 2(B) do 

modelo da formalina 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de Formalina 2,5% na pata traseira direita do animal. Os 
animais foram tratados (v.o.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% 
Tween 20), com as doses da SF2.5.5 e  morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.) (n = 
5/grupo). Os resultados expressam média ± DP de três experimentos. ***p<0,001 e *p<0,05 em 
relação ao grupo controle tratado com o veículo (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
 
 

A) Fase 1 

B) Fase 2 
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Figura 27 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e SF2.5.5 (B) no 

modelo de imersão de cauda 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A nocicepção foi induzida por imersão da cauda do animal em um banho com água a 55 ± 1ºC. 

Os animais foram tratados (v.o.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 
1,25% Tween 20), com as doses da SF2.5.4, SF2.5.5 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os 
resultados expressam o tempo de retirada da cauda em segundos (latência) em média ± DP de 
três experimentos. *p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 em relação ao grupo controle tratado com o 
veículo (teste ANOVA seguido de Dunnett). 

 
 

 

A 

B 
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4.5.5 Efeito das subfrações SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5  do EHxPpg na atividade 

antinociceptiva no modelo de capsaicina 

 

O objetivo desses experimentos foi verificar a atividade antinociceptiva das 

subfrações obtidas a partir do fracionamento do  EHxPpg, utilizando o modelo de 

capsaicina. Logo após a injeção desta, o tempo (em segundos) de lambidas e mordidas na 

pata traseira direita injetada foi contado num período de 0-5 min, indicando a fase 

neurogênica do modelo. Para efeito de análises estatísticas os resultados das médias das 

lambidas/ mordidas foram comparados com o controle que recebeu o veículo. 

A média de lambidas e mordidas dos controles utilizados (Figura 28) foi de 

63,10  4,93. A SF2.5.4 (Figura 28A) foi a mais ativa deste modelo, apresentando 

atividade antinociceptiva nas doses de 0,01 mg/kg (72,37%), 0,1 mg/kg (78,67 %) e 1 

mg/kg (71,63%). A SF2.5.5 (Figura 28B) mostrou efeito antinociceptivo significativo, 

de menor intensidade que a SF2.5.4, apenas nas doses 0,01 mg/kg (30,25%) e 1 

mg/kg (38,57%).  
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Figura 28 - Avaliação da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e  SF2.5.5 (B) no 

modelo de capsaicina 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: A nocicepção foi induzida por injeção de capsaicina (1,6 μg/pata) na pata traseira direita do 

animal. Os animais (n = 5/grupo) foram tratados (v.o.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 
15% aquoso contendo 1,25% tween 20), com as doses da SF2.5.4, SF2.5.5, e  morfina (10 
mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.o.). Os resultados expressam média ± DP de três 
experimentos. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relação ao grupo controle tratado com o 
veículo (teste ANOVA seguido de Tukey). 

 
 
 
 

A 

B 
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4.5.6. Estudo do mecanismo opioidérgico no modelo de contorções abdominais induzidas 

por ácido acético 

 

Os resultados indicam que a subfração 2.5.4 nas doses 0,01, 0,1 e 1 mg/kg, e a 

2.5.5 na dose de 0,1 e 1 mg/kg possuem atividade antinociceptiva em relação ao controle 

(veículo). O pré-tratamento com a naloxona reverteu 100% da inibição das contorções 

abdominais observadas com a SF2.5.4 nas doses 0,01 e 0,1 mg/kg (Tabela 3), e 96,8% 

com a SF2.5.5 na dose de 1 mg/kg (Tabela 4). Estes resultados sugerem uma possível 

ação sobre os receptores opioidérgicos, principalmente da SF2.5.4. 

 
 Tabela 3 - Avaliação do mecanismo opioidérgico da subfração 2.5.4 no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo HAC 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com a naloxona (5 mg/kg s.c.), 
com a morfina (5 mg/kg i.p) ou com a naloxona (s.c.) associada à morfina (i.p.) e subfrações 
(v.o.) 60 min antes da injeção i.p. de HAC 0,6%. Os resultados representam a média de 
contorções ± DP de dois experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de HAC 0,6 
%. % de inibição foi comparado em relação ao controle. ***p<0,001 e *p<0,05 em relação ao 
controle. 

 
 
 
 
 

 

 

 

SF2.5.4 média± desvio % inibição 

Controle 39,00±3,40 - 

Naloxona 37,42±4,54 - 

Morfina   2,08±2,72*** 94,67 

Naloxona + Morfina 38,17±5,15 2,13 

0,01 mg/kg 15,17±5,01*** 61,10 

Naloxona+0,01 mg/kg 40,17±5,38 0 

0,1 mg/kg 21,75±3,86 44,23 

Naloxona+0,1 mg/kg 39,17±5,30 0 

1 mg/kg 29,00±5,83*** 25,64 

Naloxona+1 mg/kg 30,67±7,19* 21,35 
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Tabela 4 - Avaliação do mecanismo opioidérgico da subfração 2.5.5 no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo HAC 
 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com a naloxona (5 mg/kg s.c.), 
com a morfina (5 mg/kg i.p)  ou com a naloxona (s.c.) associada à morfina (i.p.) e subfrações 
(v.o.) 60 min antes da injeção i.p. de HAC 0,6%. Os resultados representam a média de 
contorções ±desvio padrão de dois experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de 
HAC 0,6 %. % de inibição foi comparado em relação ao controle. ***p<0,001em relação ao 
controle. 

 
 
4.5.7 Estudo do mecanismo adrenérgico no modelo de contorções abdominais induzidas 

por ácido acético 

 

 Os resultados indicam que a subfração 2.5.4 (Tabela 5) nas doses 0,01, 0,1 e 1 

mg/kg, e a 2.5.5 (Tabela 6) na dose de 0,1 e 1 mg/kg possuem atividade antinociceptiva 

em relação ao controle (veículo). Os controles utilizados para avaliar esse mecanismo 

foram a ioimbina e a clonidina. A clonidina mostrou efeito antinociceptivo no modelo 

testado (97,8% e 95,7%). Quando o grupo de animais foi tratado com ioimbina e logo 

após com clonidina, foi verificado que o efeito analgésico da clonidina foi revertido pela 

ioimbina, já que não foram observadas diferenças significativas entre os grupos. Não 

houve reversão do efeito antinociceptivo da subfração 2.5.4 pela ioimbina (Tabela 5). 

Houve reversão das contorções abdominais da subfração 2.5.5 nas doses 0,1 e 1 mg/kg 

quando associadas com ioimbina em 67,9% e 88,1%, respectivamente (Tabela 6). Com os 

resultados obtidos pode-se sugerir que a via adrenérgica pode estar envolvida no 

mecanismo de ação da SF 2.5.5. 

SF2.5.5 média± desvio % inibição 

Controle 42,50±4,53 - 

Naloxona 40,84±4,89 - 

Morfina       0,75±1,43*** 98,23 

Naloxona + Morfina 39,50±3,71 7,05 

0,01 mg/kg 44,75±4,88 0 

Naloxona + 0,01 mg/kg 41,84±4,07 0 

0,1 mg/kg      23,00±4,91*** 45,88 

Naloxona + 0,1 mg/kg     20,75±6,10*** 51,17 

1 mg/kg     24,09±5,24*** 43,31 

Naloxona + 1 mg/kg 41,92±5,95 1,36 
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Tabela 5 - Avaliação do mecanismo adrenérgico da subfração 2.5.4 no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo HAC 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com a Ioimbina (1 mg/kg s.c.), 
clonidina ((30µg/kg i.p) ou com a clonidina (i.p) associada à Ioimbina (s.c.) e subfrações 60 min 
antes da injeção i.p. de HAC 0,6%. Os resultados expressam a média de contorções ±desvio 
padrão de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % de 
inibição foi comparado em relação ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em relação ao controle. 

 
Tabela 6 - Avaliação do mecanismo adrenérgico da subfração 2.5.5 no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo HAC 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6grupo) com as subfrações (v.o.), Ioimbina (1 mg/kg s.c.), 
clonidina ((30µg/kg i.p) ou com a clonidina (s.c.) associada à Ioimbina (s.c.) e subfrações 60 min 
antes da injeção i.p. de HAC 0,6%. Os resultados expressam a média de contorções ±desvio 
padrão de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % de 
inibição foi comparado em relação ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em relação ao controle. 

 

SF2.5.4 média± desvio % inibição 

Controle 53,02±10,07 - 

Ioimbina 41,63±5,00 - 

Clonidina    1,10±2,08*** 97,92 

Ioimbina + clonidina   37,33±4,78*** 29,59 

0,01 mg/kg    22,17±7,28*** 58.18 

Ioimbina + 0,01 mg/kg    24,08±6,43*** 54,58 

0,1 mg/kg    27,42±4,91*** 48,28 

Ioimbina + 0,1 mg/kg      31,50±5,17*** 40,58 

1 mg/kg      26,38±7,84*** 50,24 

Ioimbina + 1 mg/kg      28,13±4,24*** 46,94 

SF2.5.5 média± desvio % inibição 

Controle 43,55±8 - 

Ioimbina 42,25±5,58 - 

Clonidina      1,90±2,97*** 95,63 

Ioimbina + clonidina 39,53±5,42  9,23 

0,01 mg/kg 34,63±6,28 20,48 

Ioimbina + 0,01 mg/kg 31,50±5,39 27,66 

0,1 mg/kg      22,75±4,42*** 47,76 

Ioimbina + 0,1 mg/kg 36,88±10,38 15,31 

1 mg/kg      20,00±6,77*** 54,07 

Ioimbina + 1 mg/kg 40,75±3,77  6,43 
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4.5.8 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibição da guanilato ciclase no modelo 

de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

  

 Como controles foram utilizados veículo e ODQ. Foi possível observar efeito 

antinociceptivo em relação ao controle (veículo) nas subfrações 2.5.4 (Tabela 7) nas doses 

0,01, 0,1 e 1 mg/kg, e 2.5.5 (Tabela 8) nas doses 0,01 e 0,1 mg/kg.  A atividade 

antinociceptiva foi revertida em 84,5% (0,01 mg/kg), 93,5% (0,1 mg/kg) e 69,3% (1 

mg/kg) na SF 2.5.4 e em 79,7% (0,01 mg/kg) e 59,9% (0,1 mg/kg) na subfração 2.5.5 

quando associadas com ODQ (Tabelas 7 e 8). Estes resultados sugerem que os compostos 

existentes nestas frações tenham um envolvimento com a via da guanilato ciclase. 

 

 
Tabela 7 -  Efeito da subfração 2.5.4 no modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

HAC avaliando o mecanismo de inibição da guanilato ciclase 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) 60 
min antes da injeção i.p. de HAC (0,6%). Os resultados expressam a média de contorções 
±desvio padrão de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % 
de inibição foi comparado em relação ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em relação ao 
controle. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

SF2.5.4 média± desvio % inibição 

Controle 40,00±2,86 - 

ODQ 40,38±3,24 - 

0,01 mg/kg 21,50±4,68*** 46,25 

ODQ + 0,01 mg/kg 37,13±4,28 7,17 

0,1 mg/kg 24,63±8,04*** 38,42 

ODQ + 0,1 mg/kg 39,00±5,79   2,50 

1 mg/kg 26,13±6,11*** 34,67 

ODQ + 1 mg/kg 35,75±3,78 10,62 
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Tabela 8 -  Efeito da subfração 2.5.5 no modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

HAC avaliando o mecanismo de inibição da guanilato ciclase 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) 60 
min antes da injeção i.p. de HAC (0,6%). Os resultados expressam a média de contorções 
±desvio padrão de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % 
de inibição foi comparado em relação ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em relação ao 
controle. 

 
 
4.5.9 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibição da óxido nítrico sintase neuronal 

no modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético 

 

 

 As subfrações 2.5.4 e 2.5.5 apresentaram atividade antinociceptiva comparando 

com o controle (veículo) em todas as doses avaliadas, sendo mais proeminente na 

SF2.5.4. A atividade da SF 2.5.4 foi revertida em 77,6% (0,01 mg/kg), 91,5% (0,1 mg/kg) 

e 66,4% 1 mg/kg) enquanto as contorções abdominais da SF2.5.5 foram revertidas em 

71,2% (0,01 mg/kg), 57,9% (0,1 mg/kg) e 66,4% (1 mg/kg) quando associadas com 7-NI 

(Tabelas 9 e 10). Os resultados sugerem que um dos mecanismos envolvidos na ação 

antinociceptiva seja a via da NO sintase. 

 

 

 

 

 

 

 

SF2.5.5 média± desvio % inibição 

Controle 42,50±3,05 - 

ODQ 41,63±8,24 - 

0,01 mg/kg      22,75±4,77*** 46,47 

ODQ + 0,01 mg/kg 38,50±5,30 9,41 

0,1 mg/kg      26,00±6,39*** 38,82 

ODQ + 0,1 mg/kg 35,88±8,62 15,57 

1 mg/kg 36,30±3,22 14,58 

ODQ + 1 mg/kg 35,60±4,64 16,23 
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Tabela 9- Efeito da subfração 2.5.4 no modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

HAC avaliando o mecanismo de inibição da NO sintase Neuronal 

 
Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com o 7-NI (3 mg/kg i.m.), com 

o 7-NI associado à subfrações 60 min antes da injeção i.p. de HAC (0,6%). Os resultados 
expressam a média de contorções ±desvio padrão de dois experimentos avaliados entre 5-15 
min após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % de inibição foi comparado em relação ao controle. 
**p<0,01 e ***p<0,001em relação ao controle. 

 
 

Tabela 10 - Efeito da subfração 2.5.5 no modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

HAC avaliando o mecanismo de inibição da NO sintase neuronal 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrações (v.o.), com o 7-NI (3 mg/kg i.m.), com 
o 7-NI associado à subfrações 60 min antes da injeção i.p. de HAC (0,6%). Os resultados 
expressam a média de contorções ±desvio padrão de dois experimentos avaliados entre 5-15 min 
após a injeção i.p. de HAC 0,6 %. % de inibição foi comparado em relação ao controle. 
**p<0,05 e ***p<0,001em relação ao controle. 

 
 

SF2.5.4 média±desvio % inibição 

Controle 41,35±5,24 - 

7-NI 40,83±7,78 - 

0,01 mg/kg       20,42±3,90*** 50,61 

7-NI + 0,01 mg/kg 36,67±6,96 11,31 

0,1 mg/kg       22,42±3,88*** 45,78 

7-NI + 0,1 mg/kg 39,75±3,28 3,87 

1 mg/kg        26,67±4,38*** 35,50 

7-NI + 1 mg/kg 36,42±9,22 11,92 

SF2.5.5 média± desvio % inibição 

Controle 40,50±6,25 - 

7-NI 40,48±4,22 - 

0,01 mg/kg      32,42±4,63** 19,95 

7-NI +0,01 mg/kg 38,17±3,13 5,75 

0,1 mg/kg    35,75±4,38* 11,73 

7-NI +0,1 mg/kg 37,75±6,12 6,79 

1 mg/kg       27,92±5,96*** 31,06 

7-NI +1 mg/kg 37,17±9,34 8,22 
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5 DISCUSSÃO 

 

O Brasil é o país de maior diversidade do mundo (Calixto, 2000), possui uma 

infinidade de plantas com fins terapêuticos e dentre elas está o gênero Pterodon, que apresenta 

importantes atividades farmacológicas referidas popularmente, algumas já comprovadas 

cientificamente através de ensaios pré-clínicos e estudos fitoquímicos (Fascio et al., 1970; 

Mahajan e Monteiro, 1973; Fascio et al., 1976, Campos et al., 1994, Demuner et al., 1996, 

Arriaga et al., 2000, Sabino et al., 1999a, Coelho et al., 2005, Pereira et al., 2011). 

O grande desafio no estudo de plantas medicinais é a partir de um conjunto de 

substâncias, geralmente complexo, determinar aquela(s) que é (são) responsável (eis) pela 

ação terapêutica de uma planta. 

Dados da literatura mostraram que o estudo fitoquímico das espécies deste gênero 

revelou a presença de vários diterpenoides com padrões de oxidação dos esqueletos 

vinhaticano e vouacapano (Fascio et al., 1976; Campos et al., 1994; Demuner et al., 1996). 

Um furano diterpeno, derivado do 6,7-dihidroxi-vouacapano, isolado do óleo do fruto de P. 

polygalaeflorus apresentou atividade anti-inflamatória no modelo de edema de patas induzido 

por carragenina (Nunan et al., 1982). Também foi relatada a presença de triterpenoides lupeol 

e betulina (Marques et al., 1998) na espécie.  Orapun e colaboradores (2012) mostraram um 

efeito anti-inflamatório dessas substâncias a partir de folhas de Aglaia odorata. Também foi 

relatada a presença do flavonoide taxifolina e de vários isoflavonoides em P. polygalaeflorus 

(Arriaga et al., 2000; Marques et al., 1998).  Feng e colaboradores (2012) descreveram a 

participação de flavonoides na atividade anti-inflamatória de Cryptocarya chingii.  

 Velozo et al., 2013 identificaram no óleo essencial de P. polygalaeflorus: -copaeno, 

-cariofileno, -humuleno,  -elemeno , farnesol, germacreno A, espatulenol, óxido de 

cariofileno, acetato de farnesol, alloaromadendreno, biciclogermacreno e demonstraram 

atividade anti-inflamatória e inibição na proliferação de linfócitos (Fase G1) do óleo 

essencial. O -cariofileno também foi identificado por Hajhashemi e colaboradores (2012) no 

óleo essencial de Satureja hortensis, apresentando atividade antinociceptiva e anti-

inflamatória. Afoulos e colaboradores (2013), também comprovaram que uma mistura 

complexa de sesquiterpenos contendo - elemeno e α-copaeno, do óleo essencial de 

Cedrelopsis grevei, apresentou atividades anti-inflamatória, anticâncer e antioxidante. Além 

disso, a atividade antioxidante foi demonstrada (Nomaani et al., 2013) no óleo essencial de  

Lactuca sativa, composto por espatulenol, L-alloaromadendreno, linalol, cariofileno entre 
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outros compostos. Zhao e colaboradores (2003) comprovaram a atividade de 

alloaromadendreno (sesquiterpeno) associado a compostos fenólicos na proliferação de 

linfócito B e inibição de linfócitos T in vitro. Meccia e colaboradores (2013) evidenciaram 

atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis no óleo 

essencial de Carapa guianensis, contendo biciclogermacreno, -humuleno, germacreno B, e 

trans-beta-cariofileno. 

Como estudos anteriores, realizados em nosso laboratório, demonstraram efeito 

antinociceptivo com as espécies Pterodon pubescens (Coelho et al., 2005a) e Pterodon 

polygalaeflorus (Pinto et al., 2013), o objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito de 

frações/subfrações isoladas do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus utilizando 

modelos de dor, a fim de estudar o seu mecanismo de ação. 

Dentre os estudos para avaliar a atividade analgésica em ratos e camundongos, usando 

extratos obtidos a partir de plantas, 42,1% empregam o modelo de contorção abdominal 

induzido por ácido acético, 18,7% o teste de imersão de cauda ou o teste de formalina e 

17,9%, o modelo de placa quente (Carlini, 2003). 

 O teste de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético é descrito como um 

modelo para avaliar a dor visceral de origem inflamatória, com pouca especificidade, mas boa 

sensibilidade, sendo considerada uma boa ferramenta para avaliação da atividade analgésica e 

anti-inflamatória de novos produtos (Le Bars et al., 2001).  

 Neste trabalho foi realizado um estudo fitoquímico do extrato hexânico de frutos de 

Pterodon polygalaeflorus no qual foram identificados alguns compostos deste extrato como 

copaeno, -elemeno, cariofileno, -humuleno, farnesol, germacreno D e B, espatulenol, 

farnesol, vários derivados de vouacapano, e foi demonstrado efeito antinociceptivo e anti-

inflamatório (Pinto et al., 2013). Das quatro frações obtidas, a Fr2Ppg foi a que apresentou a 

maior atividade antinociceptiva no teste de nocicepção induzida pela injeção intraperitoneal 

de ácido acético (contorções abdominais). Por isso, optamos por fazer um biomonitoramento 

para a identificação/ isolamento dos compostos presentes nesta fração. O fracionamento da 

Fr2Ppg gerou cinco subfrações (SF2.1 a SF2.5), todas testadas neste modelo sendo a que 

apresentou maior atividade antinociceptiva foi a SF2.5. O subfracionamento da SF2.5 

produziu cinco subfrações (SF2.5.1 a 2.5.5), dentre as quais a SF2.5.4 e a SF2.5.5 foram as 

que demonstraram maior efeito antinociceptivo no modelo de contorções abdominais 

induzidas pelo ácido acético.         
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Chen e colaboradores (2013) confirmaram a atividade analgésica de óleo essencial de 

Cyperus rotundus, contendo -óxido de cariofileno e  copaeno.  Galceran e colaboradores 

(2011) isolaram vouacapanos da espécie de Pterodon emarginatus e comprovaram a atividade 

antinociceptiva e anti-inflamatória, utilizando os modelos de edema de pata e formalina. 

Outro estudo demonstrou no óleo essencial de Eremanthus erythropappus, cujos compostos 

majoritários eram β-cariofileno, germacreno-D, α-copaeno,  β-pineno e α-bisabolol , atividade 

antioxidante e antimicrobiana (Silvério et al., 2013).  

Ikeda e colaboradores. (2001) e Ribeiro e colaboradores (2000) confirmaram que a 

presença do ácido acético na cavidade peritoneal provoca uma irritação local e desencadeia a 

liberação de vários mediadores como bradicinina (BK), substância P (SP), prostaglandinas 

(PGs), e também ocorre a liberação de algumas citocinas como TNF-α, IL-1β e IL-8, por 

macrófagos peritoneais residentes. 

 Utilizando este teste foi possível demonstrar neste estudo, que a fração 

Fr2Ppg/subfrações de Pterodon polygalaeflorus administrados por via oral produziram 

inibição no número de contorções abdominais. Esses resultados indicam, portanto, que o 

efeito antinociceptivo observado pode estar relacionado à inibição de produção destes 

mediadores pró-inflamatórios induzidos pelo ácido acético.  

As subfrações SF2.5.4 e SF 2.5.5 do extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus que 

tiveram melhores atividades no modelo de contorção abdominal, considerado um teste de 

baixa especificidade, foram testadas em outros modelos de nocicepção aguda e crônica para a 

confirmação da atividade antinociceptiva. 

O outro modelo escolhido foi o de formalina, que consiste na aplicação de um estímulo 

químico para causar nocicepção em camundongos, sendo induzida por uma injeção 

intraplantar de formalina, produzindo uma nocicepção bifásica, a fase neurogênica e 

inflamatória. A nocicepção neurogênica é causada pela ativação dos terminais nervosos e a 

nocicepção inflamatória é mediada pela sensibilização periférica e da medula espinhal 

(Tjølsen et al., 1992). Já é bem aceito que a injeção intraplantar de formalina em roedores 

produz um aumento na concentração de diferentes mediadores em nível espinhal, PGE2, óxido 

nítrico (NO), taquicininas e cininas, e outros peptídeos (Santos et al., 1998; Tjølsen et al., 

1992; Malmberg e Yaksh, 1995). A dor aguda, como as dos modelos utilizados até o 

momento, tem função biológica de preservação, de integridade e defesa, pois denota uma 

lesão ou iminência de lesão tecidual. Por outro lado, a dor crônica é uma das principais causas 

de incapacidade e perda de funcionalidade. 
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 Os resultados obtidos neste modelo mostram que a SF2.5.4 inibiu as duas fases da 

nocicepção induzida pela injeção intraplantar de formalina, o que sugere que a SF2.5.4 pode 

estar modulando a transmissão nociceptiva através da alteração destes mediadores como, 

bradicinina, serotonina, prostaglandinas, substância P, cininas entres outros citados 

anteriormente acima. A SF2.5.5 apresentou ação predominante na fase neurogênica deste 

modelo. 

Um dos controles positivos utilizados para avaliar a atividade antinociceptiva nesse 

estudo foi a dipirona, uma droga anti-inflamatória não esteroidal muito utilizada pela 

população. Os FAINES provocam analgesia pela inibição da síntese de prostaglandinas nos 

tecidos periféricos (Miranda et al., 2009), o que é confirmado nos resultados pela inibição 

preponderante da dipirona na segunda fase do modelo. 

Também foi utilizado o modelo de imersão da cauda em banho aquecido a 55oC. 

Este ensaio indica mecanismos com reflexos nociceptivos supraespinhais (Asongalen et al., 

2004), é um teste que produz uma resposta rápida, mediada pela ativação dos nociceptores 

(C e Aδ), conduzindo o impulso ao corno dorsal da medula espinhal e posteriormente a 

centros corticais (Brigitte e Christopher, 2009). Um dos controles positivos utilizados foi a 

morfina, que acarretou um aumento significativo do tempo de latência em todos os tempos 

analisados. A fração SF2.5.4 aumentou o tempo de latência nos tempos de 60 e 90 min em 

todas as doses empregadas enquanto a SF2.5.5 agiu nestes tempos na menor dose. Estes 

resultados corroboram os encontrados no modelo de formalina sugerindo que essas 

subfrações (SF2.5.4 e SF2.5.5) possam ter atividade antinociceptiva sobre os mecanismos 

centrais da dor.  

O efeito antinociceptivo de subfrações de Pterodon polygalaeflorus foi semelhante 

aos efeitos observados com vários sesquiterpenos avaliados em modelos químicos e 

térmicos de nocicepção. Pinho e colaboradores (2012) usando os modelos de contorção 

abdominal e formalina nas doses testadas pelo grupo comprovaram atividade 

antinociceptiva no óleo essencial de Ocimum micranthum contendo β- cariofileno, -

humuleno. Um estudo que utilizou o α-bisabolol isolado de Vanillosmopsis erythropappa 

em roedores demonstrou o efeito antinociceptivo utilizando os modelos de formalina, placa 

quente e contorção abdominal nas doses de 25 e 50 mg/kg  (Rocha et al., 2011). 

Já há algum tempo tem sido demonstrado que a percepção e condução do sinal 

nociceptivo até o corno da medula espinhal, é função das fibras aferentes primárias, 

principalmente do tipo C e A (Hunt e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001). As fibras 



86 
 

 
 

sensorias do tipo Aδ e C são sensíveis a capsaicina e têm importância na atividade 

antinociceptiva. O próximo passo deste trabalho foi avaliar o efeito das subfrações SF2.5.4 e 

SF2.5.5 sobre receptores que estão expressos nessas fibras e são importantes na condução dos 

estímulos nociceptivos relacionados principalmente com o calor, os receptores TRP 

(receptores de potencial transitório). Estes receptores estão envolvidos em vários processos 

fisiológicos e patológicos (Bautista et al., 2006).  

O receptor vaniloide (TRPV1) é expresso em neurônios sensoriais periféricos (Aδ e C) 

e é ativado por diferentes estímulos dolorosos, incluindo calor e compostos vanilóide, como a 

capsaicina do gênero Capsicum, princípio ativo da pimenta malagueta (pigmentação 

vermelha) (Zygmund et al., 1999; Hwang et al., 2000). O TRPV1 está envolvido na 

nocicepção envolvendo a detecção de estímulos químicos e térmicos (Caterina et al., 2000). 

Os ensaios para avaliar a participação dos receptores TRP nos efeitos das subfrações a 

SF2.5.4 e SF2.5.5 foram realizados no modelo de nocicepção induzida pela administração 

intraplantar de capsaicina em camundongos. Foi feito o tratamento por v.o., observando-se 

que as subfrações foram capazes de diminuir a nocicepção causada pela capsaicina, com 

inibição de 72,37% para a SF2.5.4 e de 38,57% para a SF2.5.5, corroborando com a hipótese 

de que essas subfrações possam estar atuando em receptores (ou em vias de transdução) 

presentes em fibras sensoriais sensíveis a capsaicina. 

Tamitato e colaboradores (2007) também observaram que frações obtidas a partir do 

extrato diclorometano de Pterodon pubescens possuem efeito antinociceptivo no modelo de 

capsaicina. Posteriormente, foi sugerida a participação do sistema taquicininérgico ou dos 

receptores vaniloides TRPV1 no efeito de nocicepção induzida pela capsaicina pelo 

geranilgeraniol e 6α,7β-dihidroxivouacapano-17 β-oate metil éster isolados de Pterodon 

pubescens (Spindola et al., 2010).   

Anteriormente (Coelho et al., 2005a), utilizando modelos de nocicepção química e 

térmica, demonstramos atividade antinociceptiva de frações do extrato etanólico de Pterodon 

pubescens ricas em derivados de vouacapano (13 e 6,5 µg/kg). Posteriormente, Spindola e 

colaboradores (2010), isolaram geranilgeraniol e 6α, 7β-dihidroxivouacapano-17 β-oate metil 

éster da espécie Pterodon pubescens e verificaram atividade antinociceptiva dessas 

substâncias (30, 100 e 300 mg/kg). Em 2011, o mesmo grupo mostrou que esses dois 

compostos tinham atividade antinociceptiva na fase aguda do modelo induzido por adjuvante 

de Freund’s completo (CFA) na dose 30 mg/kg (Spindola et al., 2011). Fazendo a 

comparação destes trabalhos podemos observar que a atividade antinociceptiva dos 
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compostos isolados foi verificada em doses bem maiores do que as empregadas para as 

frações semipurificadas, o que parece sugerir a existência de um sinergismo entre esses 

derivados de vouacapano. A presença destes diterpenoides foi indicada pela análise por 

GC/MS na fração Fr2Ppg, o que pode indicar que estes compostos poderiam ser um dos 

responsáveis por esta atividade.  

Com o objetivo de investigar alguns dos mecanismos envolvidos na resposta 

antinociceptiva de Pterodon polygalaeflorus, foram utilizados alguns agonistas e antagonistas 

no modelo de contorção abdominal induzido por ácido acético, uma vez que estas subfrações 

promovem antinocicepção significativa e com boa reprodutibilidade. 

Com a finalidade de avaliar um envolvimento do sistema opioide durante o efeito 

analgésico das subfrações 2.5.4 e 2.5.5, foi utilizado um antagonista opioide específico, a 

naloxona. Os resultados obtidos mostraram que após o pré-tratamento dos animais com a 

naloxona, o efeito antinociceptivo foi revertido por essa substância, sugerindo que o sistema 

opioide pode estar envolvido na mediação da atividade antinociceptiva da SF 2.5.4 e SF2.5.5. 

Os receptores opioides µ, κ, σ estão localizados em vários níveis da transmissão da 

nocicepção, sendo responsáveis por ações antinociceptivas diretas, ocorrendo a ligação de 

agonistas opioides diretamente ao receptor, e indiretas pela liberação de opioides endógenos 

(Millan, 1999; Francis et al., 2013). É importante destacar que foram identificados vários 

tipos de vouacapan no extrato hexânico de Pterodon polygalaeflorus e esta substância já vem 

sendo descrita na literatura por possuir atividade analgésica (Nunan et al., 1982; Galceran et 

al., 2011). 

Barocellia e colaboradores (2004) comprovaram efeito antinociceptivo do óleo 

essencial Lavandula hybrida usando os modelos de contorção abdominal e placa quente na 

dose de 100 mg/kg (v.o.). A nocicepção foi reduzida e esse efeito foi revertido pela naloxona, 

sugerindo o envolvimento de receptores opioidérgicos.  Um dos principais compostos 

isolados neste óleo foi o linalol, um monoterpeno acíclico. A atividade antinociceptiva 

também foi relatada para Zingiber zerumbet, em que foram isolados os compostos óxido de 

cariofileno, humuleno, linalol, óxido de humuleno, entre outros; usando os modelos de 

formalina e placa quente, a naloxona também reverteu o efeito antinociceptivo na dose de 300 

mg/kg. As doses utilizadas neste trabalho variaram de 0,01 a 1 mg/kg, portanto muito mais 

baixas do que as relatadas nestes trabalhos descritos acima. 

Estudos demonstram que o óxido nítrico (NO) modula a transmissão sináptica tanto no 

sistema nervoso central, bem como no sistema periférico (Salter et al.,1996; Jain et al., 1999). 
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Nas terminações nervosas o NO é produzido pela NO sintase neuronal, podendo difundir-se 

para o meio extracelular ativando a guanilato ciclase, induzindo a formação de GMPc. 

Autores relatam que dependendo das condições experimentais o NO pode produzir efeito pró-

nociceptivo e antinociceptivo (Sakurada et al., 1996).  

Nossos resultados mostraram que o efeito antinociceptivo das subfrações 2.5.4 e 2.5.5 

foi parcialmente revertido com o uso do 7-NI, um inibidor da enzima NO-sintase neuronal, 

sugerindo que as substâncias presentes nessas subfrações possam estar agindo via inibição da 

NO-sintase. O possível envolvimento da via NO-GMPc na atividade antinociceptiva das 

subfrações foi demonstrado pela reversão do efeito antinociceptivo causado pelo uso de 7-NI e 

ODQ, sendo capaz de inibir a atividade da guanilato ciclase (Silva-Santos et al., 2002). 

O efeito antinociceptivo de drogas anti-inflamatórias não esteroides como a dipirona 

também está relacionado com a síntese de NO e consequente ativação da guanilato ciclase 

(Duarte et al.,1992). 

A ativação dos receptores α2 por vias descendentes exerce um efeito regular inibitório 

importante na modulação da dor aguda e inflamatória, atuando nos receptores acoplados à 

proteína G, aumentando o fluxo de K+ e suprimindo os canais de cálcio (Millan, 2002).  Para 

avaliação da participação dos receptores α2-adrenérgicos na ação das subfrações, utilizou-se a 

clonidina, um agonista parcial dos subtipos de receptores α2. Os resultados indicam que a 

clonidina exerceu uma antinocicepção no modelo estudado, sendo o efeito revertido 

parcialmente pela ioimbina, um antagonista destes receptores. Contudo somente na SF2.5.5 

teve a antinocicepção revertida, sugerindo nessa subfração a participação dos receptores α2 

em seu mecanismo de ação.  

 Com os resultados obtidos neste trabalho podemos sugerir que o potente efeito 

antinociceptivo dessas subfrações esteja no sinergismo/interação dessas moléculas. A 

determinação da constituição química do vegetal é necessária para garantir a ação 

farmacológica e a qualidade no desenvolvimento de um novo fitoterápico. 

 

 

 



89 
 

CONCLUSÃO 

 

a) A análise da Fr2 por GC/MS mostrou a presença principalmente de diterpenos e 

sesquiterpenos, como: espatulenol, óxido de cariofileno, E,E-farnesol, hexadecanol, 

epoxigeranilgeraniol, vários derivados de vouacapanos que em conjunto constituem 9,79% 

dos compostos presentes nesta fração, sugerindo-se que a atividade antinociceptiva da Fr2 

seja pelo sinergismo destas substâncias; 

 

b) As frações Fr2, Fr3 e Fr4 apresentaram atividade antinociceptiva no modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, mas a que apresentou um melhor efeito 

foi a Fr2 chegando a ter uma inibição de 92% na dose de 0,1 mg/kg; 

 

c) Foi realizado um subfracionamento da Fr2 gerando cinco grupos de subfrações. As 

subfrações que mostraram efeito antinociceptivo no modelo de contorção abdominal foram 

as SF2.2, SF2.4 e SF 2.5, sendo esta última a de maior atividade; 

 
d) As subfrações SF2.5.4 e 2.5.5 originárias da SF2.5 foram ativas no modelo de 

formalina. A SF2.5.4 foi efetiva em todas as doses nas duas  fases e a SF2.5.5 exibiu efeito 

predominantemente na 1ª fase, e na 2ª fase apenas nas menores doses; 

 
e) No modelo de imersão de cauda a SF2.5.4 mostrou efeito antinociceptivo nos tempos 

de 60, 90 e 180 min em todas as doses testadas, enquanto a SF 2.5.5 foi ativa apenas nas 

doses de 0,01 e 0,1 mg/kg nos tempos de 90 e 180 min; 

 
f) A SF2.5.4 foi a mais ativa no modelo de capsaicina em todas as doses testadas e a 

SF2.5.5 exibiu efeito, mas com menor intensidade; 

 
g) De acordo com os mecanismos estudados, foi possível sugerir que a SF2.5.4 e a 

SF2.5.5 possuem atividade antinociceptiva através de mecanismos opioidérgicos, já que 

tiveram seus efeitos revertidos com o uso da naloxona. O efeito antinociceptivo de ambas foi 

parcialmente reduzido com o uso do ODQ e do 7-NI, sugerindo que possam agir sobre a 

enzima NO sintase neuronal e guanilato ciclase envolvidas na via NO-GMPc. Somente a 

SF2.5.5 apresentou efeito revertido com o uso da ioimbina, sugerindo um efeito analgésico 

através de receptores adrenérgicos.   
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