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RESUMO 

 

FERNANDES, Daniele Corrêa. Isolamento de substâncias do extrato e frações de 
Echinodorus macrophyllus (Kunth) Mich. com atividade antinociceptiva e estudo de 
seus mecanismos de ação. 2014. 106 f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, 2014. 

Neste estudo avaliou-se o potencial antinociceptivo do extrato hexânico 
(EHEm), do extrato aquoso (EAEm) e frações (Fr) de folhas de Echinodorus 
macrophyllus (Kunth) Mich., conhecido no Brasil como “chapéu de couro”, em 
diferentes respostas nociceptivas geradas por um produto químico ou por estímulo 
nocivo térmico e realizar a análise fitoquímica.  O EAEm foi obtido por infusão em 
água destilada (50 g p.s./L, 100°C), seguido de filtração e liofilização. O EAEm foi 
fracionado em Sephadex LH-20, gerando as frações Fr20 e Fr40. Os perfis 
cromatográficos das frações foram analisados por HPLC-DAD em coluna de fase 
reversa C18. O perfil cromatográfico do EHEm foi analisado por GC-MS utilizando-se 
coluna DB 5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 μm). Utilizou-se camundongos Swiss Webster 
machos (2 a 4 meses de idade (n=5/grupo)) para os ensaios biológicos (CEUA 
05/2009 e 07/2013). O efeito antinociceptivo do EHEm, EAEm, Fr20 e Fr40 foi 
verificado utilizando-se os modelos de hiperalgesia induzida por injeção intraperitoneal 
(i.p.) de ácido acético, formalina e de imersão da cauda em banho a 50ºC. O 
tratamento (v.o.) com o EAEm e EHEm apresentou maior inibição no número de 
contorções de 75% e 52%, respectivamente na dose de 25 mg/kg. A Fr20 (5 mg/kg) 
inibiu 39% das contorções e o tratamento com a Fr40 (25 mg/kg) apresentou uma 
inibição de 96%, quando comparados ao controle. O tratamento com dipirona inibiu 
em média 51% as contorções induzidas por ácido acético em relação ao grupo 
controle. No modelo de imersão da cauda em banho a 50ºC, o tratamento com EAEm 
não apresentou atividade antinociceptiva. Neste modelo, o EHEm mostrou atividade 
antinociceptiva no tratamento com a dose de 50 mg/kg nos tempos 60 e 90 min e a 
Fr20 aumentou o tempo de latência 90 min após tratamento com as três doses 
administradas (25, 50 e 100 mg/kg), quando comparados com o controle. A morfina 
utilizada como droga padrão, apresentou efeito antinociceptivo após o tratamento (i.p.) 
em todos os tempos analisados (30 a 180 min). No ensaio do MTT utilizando células 
NEURO-2A, o EAEm apresentou a maior inibição da atividade redutora mitocondrial 
(ARM) em função da concentração (IC50 de 36,15 µg/mL). O EHEm apresentou uma 
redução da ARM atingindo 49% na concentração de 100 mg/mL e a morfina 
apresentou redução máxima de  23% da ARM. A fração Fr20 apresentou inibição de 
38,1% da ARM e a Fr40 não interferiu na ARM da maioria das concentrações testadas. 
Os mecanismos precisos envolvidos na resposta antinociceptiva da fração Fr40 de E. 
macrophyllus não estão completamente compreendidos, mas pela presença de 
flavonoides e outros compostos aromáticos, sugere-se a possível contribuição do NO 
e ativação adrenérgica. A análise dos compostos da Fr40 por HPLC-DAD e co-injeção 
de padrões, além de TLC identificou isovitexina e isoorientina nesta fração. 
 

Palavras-chave: Echinodorus macrophyllus. Nocicepção. Fracionamento 

biomonitorado. Fitoquímica. Mecanismo de ação. 

 



ABSTRACT  

 

FERNANDES, Daniele Corrêa. Isolation of substances from extract and fractions of 
Echinodorus macrophyllus (Kunth) Mich. with antinociceptive activity and study of 
their mechanisms of action. 2014.106 f. Tese (Doutorado em Biociências) - Instituto 
de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 
Rio de Janeiro, 2014.  
 

In this study we evaluated the antinociceptive potential of the hexane extract 
(HEEm), aqueous extract (AEEm) and fractions (Fr) from the leafs of Echinodorus 
macrophyllus (Kunth) Mich., known in Brazil as " chapéu de couro ", in different 
nociceptive responses generated by a chemical or thermal noxious stimulus and 
perform phytochemical analysis. The AEEm was obtained by infusion in distilled water 
(50 g d.w./L, 100°C), followed by filtration and lyophilization. The AEEm was 
fractionated on Sephadex LH–20, generating Fr20 and Fr40 fractions. The 
chromatographic profiles of fractions were analyzed by HPLC-DAD in a reverse phase 
C18 column. The chromatographic profile of HEEm was analyzed by GC-MS using a 
DB 5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm) column. We used Swiss Webster mice (2- 4 months 
of age (n= 5/group)) for biological tests (CEUA 05/2009 e 07/2013). The 
antinociceptive effects of HEEm, AEEm, Fr20 and Fr40 were evaluated using 
hyperalgesia models induced by intraperitoneal (i.p.) injection of acetic acid, formalin 
test and tail immersion in a bath at 50°C. Treatment (p.o.) with AEEm and HEEm 
showed higher inhibition of the contortions number of 75% and 52% respectively at a 
dose of 25 mg/kg. The Fr20 (5 mg/kg) inhibited 39% of the contortions, and Fr40 
treatment (25 mg/kg) showed 96% inhibition when compared to control. Treatment with 
dipyrone inhibited contortions induced by acetic acid by 51% on average in relation to 
the control group. In the tail immersion model in a bath at 50°C, treatment with AEEm 
showed no antinociceptive activity. In this model, the EHEm showed antinociceptive 
activity by treatment with 50 mg/kg, at 60min and 90 min and the Fr20 increased the 
latency time, 90 min after treatment with the three doses (25, 50 and 100 mgkg), when 
compared with the control. Morphine, used as standard drug showed antinociceptive 
effect after treatment (i.p.) in all time analyzed (30-180 min). In the MTT assay with 
NEURO-2A cells, AEEm exhibited the higher inhibition of the mitochondrial reducing 
activity (MRA) in a concentration dependent manner (IC50 of 36.15 mg/mL). HEEm 
showed MRA reduction reaching 49% at 100 mg/mL concentration and morphine 
exhibited maximum reduction of 23%. Fr20 fraction showed inhibition of 38.1% of 
MRA, and FR40 did not interfere with MRA in most concentrations tested. The precise 
mechanisms involved in the antinociceptive response of the Fr40 fraction from E. 
macrophyllus are not completely understood, but the presence of flavonoids and other 
aromatic compounds, suggests the possible contribution of NO adrenergic activation. 
By the analysis of the Fr40 compounds by HPLC-DAD and standards co-injection, and 
TLC evaluation isovitexin and isoorientin were identified in this fraction. 
 

Keywords: Echinodorus macrophyllus. Nociception. Bioguided fractionation. 

Phytochemistry. Action mechanism.   
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INTRODUÇÃO  

 

 

Os produtos naturais são candidatos promissores para a identificação de 

princípios ativos de medicamentos e ainda continuam a ter um papel importante no 

futuro do desenvolvimento de programas para aquisição de pequenos compostos 

orgânicos (Newman e Cragg, 2012). Enquanto o processo industrial típico de 

descoberta de uma droga faz uso de plataformas de bioensaios, de médio e alto 

rendimento de triagem, para encontrar compostos promissores para um alvo 

particular, a etnofarmacologia caminha no sentido oposto; a eficácia das plantas 

medicinais é posta à prova no laboratório. O etnofarmacologista tenta compreender 

a base farmacológica de plantas culturalmente importantes. Esta abordagem é 

atualmente empregada para estudar as farmacopéias da Medicina Tradicional 

Chinesa (MTC), nas farmacopéias européias, ou as plantas medicinais a partir de 

inúmeros grupos étnicos tradicionais. Assim, tipicamente etnofarmacologistas 

utilizam as hipóteses de trabalho derivados de trabalho de campo antropológico, 

planta, ou seja, extrato X é usado no contexto cultural Z para curar doenças A-D. 

Portanto, a etnofarmacologia é uma pesquisa transdisciplinar (Etkin e Elisabetsky, 

2005), tocando em áreas como a antropologia cultural, etnobiologia e como o nome 

indica, farmacologia (Gertsch, 2009). 
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1 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

1.1 Produtos naturais: plantas medicinais 

 

Os produtos naturais (PNs) têm sido investigados e utilizados para aliviar 

doenças desde os primórdios da história humana. No início dos anos de 1900, antes 

da ''Era sintéticos'', 80% de todos os medicamentos eram obtidos de raízes, cascas 

e folhas. Naquele tempo, extratos fluidos estavam em voga. Um quilo de material 

botânico bruto era percolado com um litro de álcool, costumeiramente. ''Dê uma 

colher de chá disto antes das refeições'', o médico de família diria, talvez, 

acrescentando um emplastro de mostarda ou cataplasmas vegetais, que não fariam 

nenhum mal. Cada família tinha seu chá favorito e tônicos. Confiante, a humanidade 

tinha colocado sua fé na crença de que para cada mal existente, havia uma cura nas 

plantas do campo e florestas (McChesney et al., 2007). 

O uso de plantas medicinais em tratamentos diversos, é caracterizado pela 

utilização da planta como medicamento, em uma variedade de produtos 

farmacêuticos sem isolamento das suas substâncias ativas (Sousa et al., 2010; Tan 

et al., 2010). 

O uso mundial de fitoterápicos tem crescido profusamente (Buck e Michel, 

2000; Agra et al., 2007; Azaizeh et al., 2010) e as plantas medicinais têm alcançado 

um elevado valor econômico (Akerele, 1988) e são um dos principais recursos na 

produção de drogas (Zárate et al., 2001), como aspirina, digitoxina, morfina, quinina 

e pilocarpina (Butler, 2004). 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 80% dos habitantes do 

mundo continuam a contar com a medicina tradicional e seus produtos (Grover e 

Yadav, 2004; Prakash e Gupta, 2005; Guti´errez et al., 2008; Zhang et al., 2008; 

Tomczyka et al., 2009; Ijeoma et al., 2011; Okokon et al., 2011).  

Atualmente, o Brasil é um dos dez maiores consumidores de medicamentos à 

base de plantas. Cerca de 30% das drogas comercializadas e registradas pela 

Agêcia Nacional de Saúde (ANS) são classificadas como fitoterápicos (Petrovick et 

al., 1999), incluindo extratos obtidos a partir de vegetais (tinturas, óleos essenciais, 

extrato de fluidos e corantes), bem como preparações galênicas (Seidl, 2002). 

Alguns estados brasileiros, já introduziram plantas medicinais ao sistema 

público de saúde (Souza Brito Souza e Brito, 1993; Calixto, 2000; Wayland, 2001, 
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2003), e de acordo com dados oficiais do Sistema Único de Saúde (SUS), em 2010, 

a fitoterapia foi introduzida no SUS em dezesseis Federações Brasileiras (Ministério 

da Saúde, 2011). 

A adição de espécies, incluindo E. macrophyllus, nas edições mais recentes 

da Farmacopeia Brasileira (FBRAS), estimula o seu uso na produção de 

medicamentos , como mostra o Quadro 1 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA). Esta situação aponta para a necessidade urgente de estudos 

ecológicos e de conservação para essas espécies, já que a maior parte das plantas 

comercializadas no Brasil é colhida direto de áreas selvagens e sem controle pela 

população, resultando em numerosas extinções locais (Brandão et al., 2010). 

  Quadro 1- Indicações de uso das plantas medicinais pela ANVISA 

Fonte:http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/d595840047457ee08aa8de3fbc4c6735/tabela+dro
gas+vegetais.pdf?MOD=AJPERES. Acesso: 10/02/2014. 
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Alguns estudos têm investigado as razões pelas quais as pessoas usam 

plantas medicinais (Harnack et al., 2001; Yoon et al., 2004; Albuquerque et al., 

2007). O primeiro uso geralmente ocorre em casa sem supervisão médica, e caso os 

sintomas não desapareçam, o paciente busca o cuidado de um profissional. Outro 

motivo para seu uso ocorre quando a medicação prescrita por um médico é muito 

cara ou está indisponível (Calixto, 2000; Ribeiro et al., 2005; Van Andel et al., 2010). 

Práticas integrativas e complementares também fazem parte do Programa de 

Sistema de Saúde Oral e foram os temas de publicação de relatórios desde o início 

de 1980. A regulamentação governamental no. 971 reforça o uso de medicamentos 

no SUS.  

Com a aprovação da Política Nacional de Plantas Medicinais e 

regulamentação de fitoterápicos no. 5813 (22 de junho de 2006), além da adoção de 

uma Política Nacional de Práticas Integrativas e Práticas Complementares no SUS, 

tem crescido a preocupação no Brasil em relação as plantas medicinais e seu uso 

adequado como medicamentos. 

A ampliação das opções terapêuticas oferecidas aos usuários do SUS inclui o 

acesso a plantas medicinais, fitoterápicos e serviços relacionados. Segurança, 

eficácia e qualidade são estratégias importantes para a melhoria da saúde e para, 

inclusão social dos fitoterápicos (Ministério da Saúde do Brasil, 2006; República 

Federativa do Brasil de 2011). 

O Brasil, no entanto, não faz uso satisfatório de sua biodiversidade e 

do conhecimento popular, no que diz respeito à investigação e ao desenvolvimento 

de fitoterápicos; sozinho possui em torno de 20-22% de todos os micro-organismos 

e plantas existentes na biodiversidade mundial. Entretanto, é estimado que vinte e 

cinco mil espécies de plantas tenham sido objeto de alguma investigação científica. 

 Apesar disto o país não utiliza bem seus recursos em prol do seu 

crescimento e estas riquezas estão se perdendo ano após ano, com a depredação 

dos recursos naturais (Calixto, 2005). 

A destruição acelerada do rico ecossistema botânico brasileiro, também 

contribuiu para uma perda gradual do conhecimento sobre as plantas nativas 

utilizadas na medicina tradicional, incluindo aquelas encontradas em áreas da Mata 

Atlântica e  Amazônia, onde ocorre acelerada ocupação do espaço (Amorozo, 2002; 

Begossi et al., 2002; Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002; Shanley e Luz, 2003; Brandão et 

al., 2004; Shanley e Rosa, 2005). A perspectiva negativa na conservação de 
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espécies nativas em alguns lugares do Brasil destaca a necessidade urgente em 

recuperar informações sobre o uso de espécies vegetais nativas e promover estudos 

sobre sua ecologia e conservação (Giulietti et al., 2005; Michalski et al., 2008).  

  

1.2 Metabolismo secundário 

 

O estilo de vida fotoautotrófico de plantas depende da disponibilidade de luz, 

água e ar, bem como do acesso equilibrado à pelo menos, quatorze elementos do 

solo (Marschner et al., 2012) e limitando-se o fornecimento de um (ou mais) destes 

recursos ambientais, leva-se ao estresse abiótico (Watanabe et al., 2010). 

Dependendo da natureza do estresse, diferentes partes do metabolismo são 

afetados e a adaptação ao estresse requer reajuste da homeostase molecular, 

celular e de todo o vegetal. Além disso, os mecanismos de proteção têm que ser 

desenvolvidos, independentemente da natureza do estresse e os processos 

adaptativos são realizados ao longo do crescimento da planta (Watanabe et al., 

2010).  

O estresse abiótico, observado na Figura 1, estimula os distúrbios na 

homeostase do vegetal (Schlüter et al., 2013), sendo responsável por produzir um 

grande número de metabólitos secundários, assim chamados, porque não estão 

diretamente envolvidos em processos primários de crescimento básico e 

desenvolvimento (Wink, 2010). 

 
Figura 1 - Fatores que alteram quantitativa e qualitativamente os metabólitos 
secundários 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

          Fonte: adaptado de Gobbo-Neto e Lopes, 2007, acesso: 10/02/2014. 
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Os compostos naturais de plantas determinam o sabor e gosto de legumes, 

podem ter efeitos benéficos ou prejudiciais sobre a saúde de seres humanos ou 

animais após a ingestão e fornecer uma base importante para a pesquisa 

farmacêutica. Muitos produtos naturais do metabolismo vegetal desempenham um 

importante papel na interação das plantas com o seu ambiente biótico, onde eles 

podem servir como atrativos para polinizadores ou dispersores de semente, na 

defesa contra inimigos naturais ou como aleloquímicos contra os concorrentes. 

Dezenas de milhares de metabólitos secundários de plantas já foram descritos. Por 

exemplo, em torno de vinte e um mil alcaloides, vinte e dois mil terpenoides, cinco 

mil flavonoides e taninos são conhecidos, mas esta é provavelmente apenas uma 

fração do que está presente na natureza (Wink, 2010). As associações genótipo-

metabólito são sensíveis às interações ambientais e a associação genótipo-

ambiente deve ser considerada nos estudos do genoma selvagem, quando se 

analisa quantitativa e qualitativamente estes metabolitos (Chan, et al., 2010). 

A origem de todos os metabólitos secundários pode ser resumida a partir do 

metabolismo da glicose, através da via de dois intermediários principais, o ácido 

chiquímico e o acetato como pode ser visto no esquema da Figura 2. O ácido 

chiquímico origina os aminoácidos aromáticos, precursores da maioria dos 

metabólitos secundários. Já os derivados do acetato podem ser classificados 

segundo as seguintes vias: ciclo do ácido cítrico via mevalonato e produto da 

condensação do acetato (Bruneton et al., 2007).  

Neste estudo, os produtos do metabolismo secundário de interesse são os 

compostos fenólicos, que têm um grande espectro de atividade biológica 

 (Gardana et al., 2007; Medana et al., 2008; Chirinos et al., 2009). 
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Figura 2 - Principais vias do metabolismo secundário e suas interligações. 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Simões et al., 2007. 

 

 

Quimicamente, os compostos fenólicos são definidos como substâncias que 

possuem anel aromático com um ou mais substituintes hidroxílicos, incluindo seus 

grupos funcionais (Lee et al., 2005). Possuem estrutura variável e com isso, são 

multifuncionais e podem ser categorizados como mostra o Quadro 2 (Angelo e 

Jorge, 2007). Existem cerca de cinco mil fenois, e dentre eles, destacam-se os 

flavonoides apresentados no Quadro 3 (Giada, 2013). 
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Quadro 2 - Classe de compostos fenólicos em plantas 

Classe Estrutura Exemplos 

Fenólicos simples, 
benzoquinonas 

 

C6 Catecol, hidroxiquinona  
 2,6-Dimethoxy benzoquinona 

Ácidos fenólicos 
hidroxibenzoicos 

C6-C1 Gálico, salicílico 

Acetofenol, ácidos 
fenilacéticos 

C6-C2 
Benzaldeído 3-acetil-6-metoxi  
Ácidos fenilacéticos p-
hidroxifenilacético 

Ácidos 
hidroxicinâmicos, 
fenilpropanoides, 
cumarina 

C6-C3 

Cafeico, ferúlico  

Miristicina, eugenol  
Umbeliferona, aesculetin  
Bergonon  
Euenin 

Nafitoquinonas C6-C4 Juglone, plumbagina 

Xantonas C6-C1-C6 Mangiferina 

Estilbenos, 
antraquinonas 

C6-C2-C6 Resveratrol  
Emodina 

Flavonoides, 
isoflavonoides 

C6-C3-C6 Quercetina, cianidina  
Genisteína 

Lignanas, neolignanas (C6-C3)2 Pinoresinol 

Biflavonoides (C6-C3-C6)2 Amentoflavona 

Ligninas 
Melaninas catecol 

(C6-C3)n 

(C6)n 
 

Taninos condensados (C6-C3-C6)n  

 Fonte: Angelo e Jorge, 2007.  

 

É importante ressaltar que a natureza tem feito química combinatória por 

eras, não apenas uma década ou duas e a selecção dos produtos a partir dessa 

biblioteca combinatória têm vantagens biológicas específicas (McChesney et al., 

2007). Como disse Aristóteles, ''A natureza não faz nada sem propósito ou 

inutilmente''. 
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Quadro 3 - Estrutura química de algumas classes de flavonoides. 
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                       Fonte: Adaptado de Giada, 2013. 

 
 

Segundo Stewart e Stewart (2008), chás, não seriam muito saborosos, sem 

os compostos fenólicos naturais e dados da literatura descrevem sobre as 

propriedades destes compostos como antioxidantes. Tais infusos, de uvas, 

cranberries, mirtilos e o consumo de legumes, como brócolis, cebola, espinafre e 

couve, executam a função de suplementar a dieta com compostos fenólicos. Os 

relatos destes autores sugerem que estes funcionam, pelo menos em parte, como 

uma opção contra as espécies reativas. Esta qualidade dos fenólicos presume-se, 

que seja por reações de estabilização de radicais livres (uma molécula contendo um 

elétron desemparelhado).  

Os radicais livres podem causar danos celulares por oxidação lipídica, 

proteica e a ácidos nucleicos. Assim, a neutralização de radicais livres por 

Flavonoides                                        Estrutura Básica 

Flavona

s 

Flavonol

ss 

Flavanol

ss 

Flavanona

ss 

Antocianidina 

   Isoflavona 
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compostos fenólicos naturais se presume ser a base molecular para pelo menos 

alguns dos seus benefícios para a saúde (Stewart e Stewart, 2008).  

Compostos fenólicos, tais como o éster fenetílico do ácido cafeico e 

curcumina, diminuem significativamente a taxa de formação de tumores em ratos 

suscetíveis a tumores intestinais. A cúrcuma (família do gengibre) é amplamente 

utilizada como um tempero em molhos e contém grandes quantidades de curcumina, 

que segundo a literatura possui atividade antitumoral, antioxidante, antiamiloide, 

anti-inflamatória e impede erros na síntese de proteínas, que estão associadas com 

a forma de fibrose cística mais comum (Stewart e Stewart, 2008). 

 

1.3 Família Alismataceae 

 

A família Alismataceae consiste de 11 gêneros e de 75 espécies 

aproximadamente. O Echinodorus (26 espécies) e o Sargittaria (25 espécies) são os 

dois gêneros mais estudados. Outros gêneros possuem cada um, menos de dez 

espécies. Espécies desta família servem de abrigo ou ninhos para aves canola e 

peixes do pântano. Seus tubérculos, bem como outras partes vegetativas e frutos, 

também servem como alimentos para muitas espécies de animais selvagens 

(Haynes e Holm-Nielsen, 1994). 

 

1.4 Echinodorus macrophyllus 

 

O Echinodorus macrophyllus (Kunth) Mich. pertencente à família 

Alismataceae e é uma planta de hábitos aquáticos nativa do continente americano 

(Figuras 3-4). É também chamado de chá-mineiro, chá-de-campanha, erva-do-

pântano e erva-do-brejo. Esta planta ereta pode atingir de 1 a 1,5 m de altura, com 

flores hermafroditas bastante numerosas. Ocorre principalmente nas margens de 

rios, lagos, canais de drenagem e baixadas pantanosas (Rataj, 1978).  Existem mais 

de 40 espécies catalogadas de Echinodorus, porém apenas duas são utilizadas na 

medicina tradicional: a E. grandiflorus e a E. macrophyllus, ambas conhecidas no 

Brasil como “chapéu de couro”. 
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Figura 3 - Prancha botânica de E. macrophyllus. 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 
 
                   Fonte: Adaptado de: Joly, 2002. 

 

 
Figura 4 - Fotografia de Echinodorus macrophyllus (chapéu de couro). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: www.mizunomori.ip/zukan/suisei/a016.html, acesso: 10/02/2014. 

 

Uma bebida refrigerante preparada a partir das folhas do chapéu de couro é 

muito apreciada nos estados do sudeste do Brasil. Ambas as espécies têm sido 

usadas como diurético, depurativo, anti-inflamatório, antiartrítico, antirreumático, 

antissifilítico, uricosúrico, antinefrítico, antilitíase, laxativo, além de serem 

empregadas também nas afecções hepáticas, como redutor do colesterol e 

preventivo da aterosclerose, entre outros usos (Lopes et al., 2000; Soares, 2002; 

Carvalho et al., 2008). 
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Já em modelos experimentais de nocicepção, como o teste de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético, o tempo de lambida da pata induzida por 

formalina e edema de pata induzido por carragenina, o extrato metanólico dos 

rizomas de E. grandiflorus apresentou uma potente atividade antinociceptiva e anti-

inflamatória (Dutra et al., 2006). 

O estudo toxicológico do extrato aquoso de E. macrophyllus, realizado por 

Lopes e colaboradores (2000) mostrou ausência de atividade mutagênica 

(Salmonella/microssoma) ou efeitos citotóxicos sobre linhagens de células epiteliais 

renais e hepatoma. Entretanto, o tratamento de camundongos durante seis semanas 

promoveu uma diminuição do peso corporal, alterações plasmáticas sugestivas de 

toxicidade hepática subclínica e atividade genotóxica para os rins, na maior dose 

testada, embora não fossem observadas alterações na dose humana recomendada. 

Estas observações nos levaram a iniciar os estudos com extratos de E. macrophyllus 

com o objetivo de avaliar o potencial imunoinflamatório, assim como possíveis 

efeitos tóxicos dos preparados da planta e seus derivados. Além disso, nossos 

resultados mostraram um potencial anti-inflamatório agudo do extrato aquoso, 

quando testado no modelo de edema de patas induzido por Carragenina, iniciando-

se o fracionamento do extrato aquoso de Echinodorus macrophyllus (EAEm) 

biomonitorado quanto a esta atividade, gerando uma tese de mestrado (Castro, 

2006). O efeito antiedematogênico observado neste modelo sugere que a atividade 

anti-inflamatória pode resultar de sua atuação na ação da histamina e/ou serotonina, 

cininas e por último, prostaglandinas, principalmente do tipo PGE2. O EAEm, no 

modelo de bolha de ar estéril (Castro, 2004) bloqueou claramente a inflamação. Foi 

observado um efeito na vasodilatação, com diminuição significativa do volume do 

exsudato inflamatório e da quantidade de proteínas dentro da cavidade. Também 

houve significativa redução do número de leucócitos dentro da bolha, sugerindo uma 

forte interferência na sinalização dos mediadores inflamatórios gerados neste 

modelo.  

O EAEm e suas frações mostraram também um efeito anti-inflamatório 

neurogênico quando monitorado pelo modelo de edema de orelha induzido por xilol, 

o que sugere o bloqueio da liberação de neurotransmissores como Substância P 

(SP) e Peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (Fernandes, 2006; 

2010).  O desenvolvimento desta tese foi realizado a partir da maceração das folhas 
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em hexano e infusão em água, visando o fracionamento das frações ativas de 

Echinodorus macrophyllus biomonitorado por testes in vivo e in vitro. 

Por meio de estudo fitoquímico da E. grandiflorus foi isolado o equinodol por 

Manns e Hartman (1993), o ácido equinoico (Figura 5), por Tanaka e colaboradores 

(1997), e um novo derivado de clerodano (Figura 6) por Costa e colaboradores 

(1999). Não foram estudados os efeitos biológicos desses compostos. 

 

 Figura 5 - Estrutura química do equinodol (1) e do ácido equinoico (2) 

 

 Fonte: Tanaka et al., 1997. 

 

Figura 6 - Estrutura química de derivados Clerodano 

 

 

 

 

 
 
 
Legenda: Clerodano - (-)-3 ácido [(-)-16-hidróxiclerodano-3,13-dien-16,15-oliden-18-óico;(-)-

4(4aα,6α,8aα)1-carbóxi-5(S)-[2(2,5-diidro-5-hidróxi-2-oxo-4-furanil)etil-5,6,8a-trimetil-
,4,4a,5,6,7,8,8a-octahidro-naftaleno]  

Fonte: Costa et al., 1999.  

 

 

A fitoquímica parcial da E. macrophyllus foi determinada a partir de uma 

extração metanólica por Kobayashi e colaboradores (2000) [A, B, e C], que isolaram 

seis novos diterpenoides clerodanos contendo nitrogênio, equinofilinas A-F (Figura 

7), um novo diterpenoide tipo labdano-seco, chapecoderina A (Figura 8), e dois 
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novos diterpenoides tipo labdano rearranjados, chapecoderinas B e C (Figura 8). 

Shigemori e colaboradores (2002), isolaram também a partir de extrato metanólico, 

novos diterpenoides cembranos, equinodolídeos A e B (Figura 9) e também 

encontraram o ácido equinoico. Hagiwara e colaboradores (2001) realizaram a 

primeira síntese total de chapecoderina A. Nenhum efeito biológico desses 

compostos foi testado. 

Figura 7 - Estrutura química das equinofilinas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Equinofilinas A(5), B(6), C(1), D(2), E(3), F(4). 
Fonte: (Kobayashi et al., 2000 [B]). 

 

Figura 8 - Estrutura química das chapecoderinas. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Chapecoderinas A (1), B (2) e C (3). 
Fonte: (Kobayashi et al., 2000 [C]). 
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Figura 9 - Estrutura química dos equinodolídeos. 

 

 
Legenda: equinodolídeos A (1) e B (2) 
Fonte: (Shigemori et al., 2002). 

 

 

O estudo toxicológico do extrato aquoso de E. macrophyllus foi realizado por 

Lopes e colaboradores (2000), em que foi avaliada a mutagenicidade do extrato 

aquoso num ensaio de atividade mutagênica (linhagens TA97a, TA98, TA100 e 

TA102), com ou sem ativação metabólica. Nenhuma atividade mutagênica pôde ser 

detectada em qualquer linhagem usando o extrato liofilizado numa concentração 

acima de 50 mg/placa. Além disso, nenhum efeito citotóxico foi observado quando o 

extrato bruto (acima de 7,5 mg/mL) foi testado em cultura de células de rim normal e 

hepatoma em crescimento exponencial. 

A toxicidade foi também avaliada em camundongos Swiss Webster, machos, 

após seis semanas de ingestão contínua do extrato aquoso na água de beber. No 

final do tratamento, todos os animais revelaram um déficit de peso corporal. Análises 

bioquímicas do plasma revelaram algumas pequenas alterações indicando 

toxicidade hepática subclínica. Efeitos genotóxicos nas células do fígado, rins e 

sangue foram avaliados por ensaio de cometa, sendo negativo para as células do 

fígado e do sangue. As análises de DNA das células do rim detectaram alguma 

atividade genotóxica para as maiores doses testadas do extrato de E. macrophyllus, 

liofilizado e bruto. Por outro lado, a dose de 23 mg/kg, que é equivalente a dose 

diária recomendada para humanos, não revelou qualquer efeito genotóxico, 

indicando que o uso desta planta é apropriado para o organismo humano quanto aos 

aspectos analisados (Lopes et al., 2000).  

 

 

 

 



33 

1.5 Fitoquímica 

 

Nos últimos anos tem-se verificado um grande avanço científico envolvendo 

os estudos químicos e farmacológicos de plantas medicinais, que visam obter novos 

compostos com propriedades terapêuticas. Isto pode ser claramente observado pelo 

aumento de trabalhos publicados nesta área, tanto em congressos como em 

periódicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periódicos 

específicos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical 

Analysis, Natural Product Letter, etc. (revisado por Cechinel e Yunes, 1998). 

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscópicas, novas 

estruturas químicas estão sendo identificadas e o potencial terapêutico de 

substâncias como: flavonoides, taninos, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, 

ligninas, etc. está sendo avaliado e foram comprovadas ações farmacológicas. 

Muitas dessas substâncias têm grande probabilidade de virem a ser aproveitadas 

como agentes medicinais. 

Quando se procura obter substâncias ativas de plantas, um dos principais 

aspectos que deve ser observado consiste nas informações da medicina popular. 

Outros aspectos que devem ser levados em consideração são as informações 

botânico-taxonômicas e químico-taxonômicas. 

A preparação de extratos é feita geralmente por percolação (método de 

extração a frio), Soxhlet (método de extração a quente) ou extração ácido-base. A 

extração via percolação é o processo de extração por solventes preferencialmente 

utilizados por apresentar menor risco de reações químicas, na formação de 

artefatos, decorrentes da ação combinada entre solventes e temperaturas elevadas 

(utilizadas pelo sistema Soxhlet). Na extração ácido-base utilizam-se processos de 

partição entre solventes aquosos ácidos ou básicos e solventes orgânicos imiscíveis 

com água (éter, clorofórmio (CHCl3), acetato de etila (AcOEt)). Para uma única 

extração (a frio ou a quente) usa-se geralmente um solvente polar (metanol (MeOH) 

ou etanol (EtOH)); para mais de uma extração utiliza-se três tipos de solventes: 

apolar (hexano ou éter de petróleo), de polaridade moderada (CHCl3 ou 

diclorometano (CH2Cl2)) e polar (MeOH ou EtOH). No entanto, devido aos protocolos 

internacionais que condenaram o uso de solventes clorados, proibindo sua 

produção, estes solventes já não devem ser mais utilizados para a preparação de 
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extratos, sendo portando, mais indicado, uma única extração utilizando MeOH ou 

EtOH (Maciel et al., 2002). 

Segundo Maciel e colaboradores (2002), dentre as várias metodologias 

descritas para a preparação de extratos vegetais, visando o isolamento de seus 

constituintes químicos, um dos métodos que consideramos ser o mais adequado 

para análise químico-farmacológica é a preparação de um extrato hidroalcoólico 

(etanol/água 50/50, v/v). Este extrato é análogo às tinturas realizadas na cultura 

popular onde se misturam as partes ativas das plantas com bebidas alcoólicas. Caso 

o extrato apresente efeitos biológicos de interesse, deve-se proceder a um método 

sistemático de estudo. Neste caso o solvente mais adequado para obtenção do 

extrato bruto é o metanol, pois possibilita a extração de um maior número de 

compostos. Posteriormente, este extrato deve ser submetido a um processo de 

partição líquido-líquido, com solventes de polaridade crescentes. 

Uma ferramenta importante para a identificação rápida e eficiente de misturas 

consiste no uso de cromatografia gasosa ou cromatografia gasosa acoplada ao 

espectrômetro de massas, onde grande parte dos componentes de uma mistura 

pode ser identificada e quantificada. O uso em conjunto de técnicas espectrais, 

como ultravioleta (UV), infravermelho (IV), ressonância nuclear magnética (NMR) 1H 

e 13C aliado ao uso de técnicas sofisticadas de NMR (NOE, COSY, HETCOR, 

INADEQUATE, etc.) tem permitido propor com segurança a estrutura molecular de 

substâncias naturais. Além disso, o uso de difração de raios-X, quando possível, 

possibilita avaliar a estereoquímica real destas substâncias (revisado por Cechinel e 

Yunes, 1998). 

Outras técnicas cromatográficas como as cromatografias em papel e em 

camada delgada (TLC) são bastante utilizadas na identificação, purificação e 

isolamento de compostos como, por exemplo: antocianinas, flavonois e ácidos 

fenólicos (Angelo e Jorge, 2007). 

 

1.6 O papel dos produtos naturais no desenvolvimento de novos 

medicamentos 

Com o desenvolvimento de novas técnicas de bioensaio, métodos de 

biotecnologia, estudos fitoquímicos biomonitorados, seleção de transferência 

automática e métodos de alto desempenho analítico, foram introduzindo novos 
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conceitos e possibilidades do desenho racional de medicamentos e da descoberta 

de drogas (Viegas et al., 2006). 

Avanços tecnológicos em metabolômica, transcriptômica e genômica 

facilitaram a detecção de genes que contribuem para a diversificação do 

metabolismo secundário das plantas. Ferramentas estatísticas de genética 

molecular de populações podem ajudar a avaliar se os genes ou regiões genômicas 

correspondem à uma assinatura de seleção ou responder à  

questões tais como, se novos compostos são de origem adaptativa (Kroymann, 

2011).  

Das 877 Novas Entidades Químicas - pequenas moléculas - (NEQ) 

introduzidas entre 1981 e 2002, cerca de metade (49%) eram oriundas de produtos 

naturais, análogos semissintéticos de produtos naturais ou compostos sintéticos com 

farmacóforo a base de produtos naturais (Koehn et al., 2005). 

De acordo com Ganesan (2008), de 1981 a junho de 2006 foram registrados 

um total de 1184 novas entidades químicas (NEQs) aprovadas. Destas, 52% tinham 

alguma ligação com produtos naturais, sendo 18% biológicas e 30% puramente 

sintética. Em um período de 25 anos (1981-2006) de pesquisas e investimentos no 

campo dos PNs, 24 compostos obtiveram sucesso no mercado farmacêutico de 

fitoterápicos. 

Visto que um pequeno número de novos compostos com alguma relação com 

produtos naturais vencia as etapas pré-clínicas e clínicas, chegando ao mercado 

como medicamentos, a indústria farmacêutica investiu em aprimorados métodos de 

pesquisa para elaboração de novas entidades químicas bioativas (bioNEQs), com 

efetiva potência terapêutica (Yunes e Cechinel, 2001). 

Koehn e Carter em 2005 descrevem em seu trabalho, que na década de 90 

houve um declínio nos investimentos no campo de pesquisa com PNs. Isto se deve 

a alguns fatos como:  

1) a introdução dos bioensaios em larga escala (high-throughput screening, 

HTS) contra alvos moleculares definidos;  

2) ao desenvolvimento da Química Combinatória que oferecia uma ampla 

biblioteca química; 

3) aos avanços na biologia molecular, celular e genômica, o que aumentou o 

número de alvos moleculares e diminuiu o tempo na descoberta de uma droga; 
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4) o declínio na prioridade das empresas farmacêuticas na área das doenças 

infecciosas, que é uma área voltada tradicionalmente para os PNs;  

5) as incertezas deixadas pela convenção ECO 92 em relação à captação de 

material biológico. 

Em 2003, Feher e Schmidt examinaram meticulosamente os compostos 

produzidos por meio de química combinatória, sinteticamente e bibliotecas de PNs 

em relação aos parâmetros para uma droga ter sucesso farmacológico. Este estudo 

revelou diferenças consideráveis entre a arquitetura química dos PNs e dos 

compostos produzidos por química combinatória. As conclusões finais do estudo 

comparativo mostraram que os PNs apresentaram as seguintes características: 

poucas rotações no esqueleto químico, com poucas insaturações e anéis 

aromáticos; muitos estereocentros; composição molecular com poucos átomos de 

nitrogênio e enxofre e mais de oxigênio; capacidade de ligações com hidrogênios, 

atuando com mais aceptores e substancialmente mais doadores; baixo peso 

molecular; e ação lipofílica (Hübel et al., 2008). Tais características facilitam a 

assimilação das substâncias com origem nos PNs em comparação com as 

substâncias sintéticas (Harvey, 2008). 

Em geral os PNs cobrem os variados parâmetros de propriedades para o 

sucesso de uma droga. Já em relação aos compostos das bibliotecas produzidos por 

métodos combinatórios, ora atendem a algumas das características, mas sempre 

esbarram principalmente no alto peso molecular, ação lipofílica e presença de 

nitrogênio e enxofre em usa composição (Hübel et al., 2008). 

 

1.7 Nocicepção (Dor) 

 

A dor é uma experiência consciente, uma interpretação da entrada 

nociceptiva influenciada pelas memórias, emocionais, fatores patológicos, genéticos 

e cognitivos. A dor resultante não está necessariamente relacionada linearmente 

com a unidade de percepção nociceptiva e nem tem exclusivamente a função vital 

de proteção. A dor é, portanto, uma experiência altamente subjetiva, como ilustrado 

pela definição dada pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (Merksey e 

Bogduk, 1994): ''Uma experiência sensorial e emocional desagradável associada a 

dano tecidual real ou potencial, ou descrito em termos de tal dano''. 
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De acordo com o tempo de duração e natureza da dor, elas podem ser 

classificadas como apresentado na Figura 10. 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Classificação da dor 

 

Fonte: http://www.fastbleep.com/medical-notes/other/15/31/511, acesso: 10/02/2014. 

 

 

  

1.7.1 Descrição dos tipos de dor 

 

A dor aguda consiste num estímulo nocivo breve que leva à ativação do 

sistema nociceptivo, porém seu funcionamento permanece sem maiores 

modificações e dentro dos limites fisiológicos. Para o estudo da dor aguda existem 

 

 

 

 

Dor 

Classificada 

pela duração 

Classificada 

pela natureza 

Aguda Crônica Nociceptiva 
Não 

Nociceptiva 

Somática Visceral Simpática Neuropática 
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diversos modelos experimentais in vivo, como o teste de formalina e contorções em 

camundongos (Le Bars et al., 2001).  

A dor crônica persiste por mais de três meses e consiste num processo 

patológico, que afeta fisiologicamente o indivíduo. Este é um dos maiores problemas 

de saúde, detectado pelos médicos no mundo desenvolvido. Ela afeta cerca de 20% 

da população adulta, especialmente mulheres e idosos. Para o estudo da dor 

crônica há, por exemplo, o modelo de artrite em ratos, que afeta o sistema nervoso 

central ou periférico  (Le Bars et al., 2001; Breivik et al., 2006). 

A dor inflamatória está associada com os danos de tecido e infiltração das 

células do sistema imunológico e à dor patológica (Reilly e Shy, 2009). 

A dor neuropática, é um tipo de dor crônica e intensa, que caracteriza-se por 

afetar a via sensorial sem que haja uma lesão tecidual periférica ou pela sua função 

anormal (dor disfuncional, como na fibromialgia, síndrome do intestino irritável, 

cefaléia do tipo tensional (Netto, 2009). 

Uma visão esquemática dos tipos de dor está representada na Figura 11. 

Entre os brasileiros a dor crônica acomete 30 a 40% da população e constitui 

a principal causa de absenteísmo, licenças médicas, aposentadorias por doença, 

indenizações trabalhistas e baixa produtividade no trabalho (Ministério da Saúde 

(BR), Ato Portaria Nº 19/GM, 2002). Enquanto a gestão e tratamento da dor aguda é 

razoavelmente boa, as necessidades dos que sofrem de dor crônica são em grande 

parte insatisfatórias, criando uma enorme carga emocional e financeira para 

portadores, cuidadores e sociedade. Por ano, estima-se que o custo da dor crônica 

para a Europa é EU 200 bilhões e para os EUA mais de US$ 150 bilhões. Melhorias 

na nossa capacidade de diagnosticar a dor crônica e desenvolver novos tratamentos 

são necessárias, mas para isso precisamos de leituras mais concretas e menos 

subjetivas da experiência da dor (Tracey e Mantyh, 2007). 

A modulação do estimulo doloroso se dá por ativação dos neurônios aferentes 

nociceptivos primários, representados pelas fibras A-δ e C.  
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Figura 11 - Esquema comparativo entre os tipos de Dor 

 

 

             Fonte: Adaptado de: Woolf, 2010. 
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Estas são fibras sensoriais de elevado limiar, projetadas da periferia para o 

corno dorsal da medula onde ativam grande número de neurônios internunciais de 

segunda ordem e neurônios de projeção da medula, alguns dos quais são ativados 

exclusivamente por estímulos nóxicos (nociceptivos específicos) e outros por 

estímulos de baixa intensidade (neurônios de larga faixa dinâmica ou 

multirreceptivos). 

As fibras C não mielinizadas terminam nas lâminas I, II e V do corno dorsal, 

enquanto as fibras mielinizadas A-δ terminam nas lâminas I e II e também penetram 

mais profundamente nas lâminas V e X (Bonica et al., 1990). Além do nociceptor 

periférico e do corno dorsal, a informação nociceptiva ascende ao tálamo, trato 

espinotalâmico contralateral (STT) seguindo para a medula e o tronco cerebral 

através de um trato espinorreticular (espinoparabraquial) e espinomesencefálico 

(Figura 12). Estes setores têm diferentes finalidades relacionadas com a origem das 

suas duas lâminas no corno dorsal e com o destino central final (Dostrovsky e Craig, 

2006). 

 

1.8 Algesia, analgesia e analgésicos 

 

Independentemente de sua natureza ou causa, a dor não tratada 

adequadamente apresenta efeitos lesivos, além do sofrimento que causa ao doente. 

A analgesia efetiva da dor pode resultar em uma recuperação mais rápida e 

resultados melhores no tratamento (Minnerman et al., 2006).  

A algesia significa sensibilidade à dor, que é uma sensação desagradável e 

mal definida provocada por estímulo interno ou externo. Analgesia é um estado onde 

a dor não é sentida, apesar de o estímulo doloroso permanecer presente (Saça et 

al., 2010). 

Os fármacos que aliviam a dor como sintoma são nomeados analgésicos, 

mas não afetam sua causa, estes dividem-se em dois grupos: 

• Analgésicos opioides – narcóticos semelhantes à morfina, fentanil e 

tramadol. 

• Analgésicos não opioides – não narcóticos semelhantes à aspirina, dipirona 

sódica, antipiréticos e anti-inflamatórios (Minnerman et al., 2006; Tripathi, 2006). 
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Figura 12- Sistema modulatório descendente da dor. 

 

Fonte: http://www.fastbleep.com/assets/notes/image/15694_1.jpg, acesso 10/2/2014. 

 

Os opioides incluem elementos que aliviam dores moderadas a severas, 

visceral ou somática, devido a ações mediadas por receptores da superfície celular e 

são definidos como compostos isolados a partir do ópio (morfina e codeína) que 

atuam nos receptores opioides. Muitos opioides são administrados por via 

parenteral, embora eles sejam absorvidos pelo trato gastrointestinal (TGI). Porém 

alguns opioides, como a morfina e o antagonista naloxona, sofrem extenso 

metabolismo de primeira passagem hepática, reduzindo sua eficácia terapêutica na 

administração oral. Os opioides são metabolizados especialmente no fígado, onde 

geralmente se transformam em compostos polares mais ativos ou inativos. O perfil 
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farmacocinético dos opioides é o principal determinante de seu uso terapêutico 

(Tracey e Mantyh, 2007).  

De acordo com a ação no receptor, os opioides classificam-se em: 

• Agonista – morfina, meperidina, alfaprodina, fentanil, alfentanil, sufentanil, 

fenoperidina, codeína, hidromorfona, oximorfona, metadona e heroína. 

• Antagonista – naloxona e naltrexona. 

• Agonista parcial – buprenorfina. 

• Agonista/Antagonista (agonista k/antagonista m) – nalbufina, nalorfina, 

levalorfan, pentazocina, butorfanol e dezocina (Minnerman et al., 2006; Tripathi, 

2006). 

O problema clínico mais sério no uso de opioide é a depressão respiratória, 

que chega a ser a principal causa de morte por intoxicação. A depressão respiratória 

leve, causada por doses terapêuticas é normal e de pouca consequência clínica 

(Tripathi, 2006). 

Os analgésicos não opioides incluem os fármacos anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs) representados pela aspirina e acetaminofeno. Esses compostos 

aliviam dores leves a moderadas e possuem características antipiréticas e anti-

inflamatórias (menos o acetaminofeno). São usados para tratar dores de estruturas 

não tegumentares como cefaleia, mialgia e outras dores pós-operatórias, como 

antitérmico e promovem alivio da dor associada à inflamação. 

Entre os efeitos adversos no uso do AINEs o mais comum são alterações no 

TGI, sendo clinicamente significativos se tomado cronicamente, podendo resultar em 

ulcera péptica em 15% a 25% dos pacientes (Gozzani, 1994). 

Como mostrado na Figura 13, os fármacos analgésicos clássicos atuam em 

diversos sítios da via descendente da dor. 

 

1.9 Resposta Antinociceptiva 

 

Na fisiologia da nocicepção está envolvida uma complexa interação de 

estruturas do sistema nervoso central, extensões da pele, viceras e tecidos 

musculares e ósseos para o córtex cerebral. A fisiologia da dor crônica mostra 

alterações no caminho normal fisiológico, causando hiperalgesia e alodinia. Após a 

intregração com a medula espinhal, a informação nociceptiva é transmitida a 
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estruturas talâmicas que alcançam o córtex somatossensorial (Riedel e Neeck, 

2001). 

Neste estudo intencionou-se avaliar algumas vias de ação antinociceptiva 

utilizando modelos experimentais para melhor compreensão do mecanismo de 

redução da dor da(s) fração(ões) mais ativa(s) de E. macrophyllus.  

 

 

Figura 13. Pontos de bloqueio dos fármacos analgésicos 

 

Fonte: http://www.fastbleep.com/assets/notes/image/15694_1.jpg, acesso 10/2/2014. 
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2.1 Geral 

 

 O projeto visa a análise e o fracionamento de extratos obtidos de folhas de 

Echinodorus macrophyllus biomonitorado por modelos de nocicepção in vivo e 

ensaio de viabilidade celular. 

 

2.2 Específicos 

 

 Realizar o fracionamento de extrato(s) de Echinodorus macrophyllus por 

método cromatográfico;  

 Biomonitorar o fracionamento quanto ao potencial antinociceptivo (modelos in 

vivo); 

 Identificar a(s) molécula(s) com atividade(s) farmacológica(s) por métodos 

cromatográficos com ouso de padrões;  

 Avaliar a citotoxicidade in vitro sobre células de origem neural (NEURO-2A); 

 Estudar os mecanismos de ação das frações ativas utilizando modelos in vivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Material 

 

3.1.1 Material vegetal 

 

O Echinodorus macrophyllus foi adquirido no distribuidor de Plantas 

Medicinais (Alcântara – Rio de Janeiro), tendo sido coletado em Nova Friburgo 

(07/1999), Rio de Janeiro, seguido de posterior secagem e trituração. O material foi 

então, ensacado, lacrado e mantido em freezer a – 5°C. A planta foi identificada no 

Herbário Bradeanum da UERJ (Rio de Janeiro – Brasil), onde uma exsicata foi 

depositada sob o número HB84807. 

 

3.1.2 Animais 

 

Os animais utilizados neste estudo são camundongos machos de 3-4 meses, 

pesando 25-35 g da linhagem Swiss Webster (SW) criados no Biotério do 

Departamento de Bioquímica da Universidade do Estado do Rio de Janeiro e 

mantidos em caixas plásticas apropriadas, em temperatura controlada (24oC), com 

ciclo de luminosidade de 12 h sendo alimentados com água e ração ad libitum ou 

doados pelo Instituto Vital Brazil. A higiene e desinfecção das caixas foram 

realizadas em dias alternados, com hipoclorito de sódio, sendo utilizada maravalha 

estéril. 

Os experimentos foram realizados seguindo os padrões éticos para o uso de 

animais de experimentação e aprovado pelo Comitê de Ética do IBRAG - UERJ 

(CEUA-IBRAG) segundo Protocolo 05/2009 e 007/2013. 

 

3.1.3 Material descartável, reagentes, soluções, vidrarias especiais e material 

cromatográfico 

 

 Acetato de etila, diclorometano, etanol anidro, metanol absoluto e n-hexano 95% 

grau HPLC, Tedia Brazil Ltda., Brasil; 

 Ácido acético glacial, formaldeído 37%, Merck S.A., Brasil; 

 Câmara de Neubauer, BOECO, Alemanha; 

 Coluna para HPLC C18 100, com 4,6 mm x 150 mm e granulometria de 5 μm, 

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

 Cloridrato de Naloxona 0,4 mg/mL (Laboratório hipolabor), Brasil, Dimorfi, Sulfato 

de morfina 10 mg/mL (Laboratório Cristalia), Brasil , doados pelo Hospital 

Universitário Pedro Ernesto; 

 Dipirona 86,64%, Laboratório Químico Farmacêutico da Aeronáutica; 

 Estreptomicina, brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT), 

penicilina G, NP (ácido difenilbórico aminoetiléster – “natural product”), PEG 

(polietileno glicol 400), vanilina, da Sigma Chemical Company, EUA; 

 Falcon, Corning, EUA; 

 Garrafas plásticas para cultura de células, Corning, EUA; 

 Isoorientina, orientina, Isovitexina, vitexina e rutina, Merck S.A., Brasil; 

 Lâminas (26 x 76 mm) e lâminulas (13 mm), Perfecta, Brasil; 

 Meio de cultura DMEM, Gibco, EUA; 

 Papel de Filtro Quantity, JP40-Faixa Branca, J Prolab, Brasil; 

 Placas de cromatografia em camada delgada de alto desempenho (TLC e 

HPTLC) de Nano Sílica gel 60, da MACHEREY-NAGEL, Alemanha;  

 Placas de cultura de fundo chato com tampa de 96 poços estéreis, Falcon, 

Beckton Dickinson Labware, EUA; 

 Sephadex LH20, GE Healthcare, Suécia; 

 Seringas de plástico de 0,5 mL e agulhas hipodérmicas estéreis (0,3 x 8 mm) (BD 

Ultra-Fine II Becton Dickinson); 

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

 Soro fetal bovino inativado e estéril, Cultilab, Brasil; 

 Tubos tipo eppendorf, Axygen, EUA; 

 Tween 20 (monolaurato de polioxietileno 20 sorbitano), 1H-[1,2,4]oxadiazolo-[4,3-

a]quinozali-1-ona (ODQ), 7-nitroindazol (7-NI), Ioimbina,  Clonidina, da Sigma 

Chemical Company, EUA. 

 

Os demais reagentes foram usados em grau analítico. 

 

3.1.4 Equipamentos e software 

 

 Agitador magnético, modelo 257, FANEM, Brasil; 
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 Balança Analítica, modelos AB204-5 e B200, Micronal, Brasil; 

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

 Banho Maria, modelo 100, FANEM Ltda., SP, Brasil; 

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

 Câmaras de fluxo laminar, modelo FLV, série 301, Trox do Brasil, Ltda. E modelo 

VLFS, série FL4761, Veco, Brasil; 

 Câmara de U.V. (365 nm e 254 nm) Boitton - Pró Análise, modelo BOIT-GAB01, 

Brasil; 

 Capela de exaustão, modelo 134263, Ecológica, Brasil; 

 Centrífuga Eppendorf, modelo 5702 com rotor A-4-38, EUA;  

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

massas, modelo Shimadzu QP 2010plus com detector de energia de ionização de 

70 eV, Shimadzu, Japão; 

 Cromatógrafo líquido de alta eficiência (HPLC-DAD), com sistema controlador 

DAD-3000 acoplado a detector de fotodiodo (UV-VIS-DAD), Modelo UltiMate 

3000, Thermo Scientific Dionex, EUA; 

 Espectrofotômetro de Microplacas µQuant, Bio-Tek Instruments Inc., EUA; 

 Estufa com incubadora de CO2, Sanyo, EUA; 

 Estufa tipo 294, de Leo & Cia. Ltda., Brasil; 

 Evaporador rotativo, modelo 802, Fisatom, Brasil; 

 Liofilizador Heto Drywinner, Heto Lab Equipament, modelo FD6/55, Heto-Holten 

A/S, Dinamarca; 

 Máquina fotográfica digital Sony DSC-H50, Sony, Brasil. 

 Microscópio de campo claro, modelo CBA, Olympus, Japão; 

 Microscópio invertido com contraste de fase, modelo CK2, Olympus, Japão; 

 Potenciômetro Analyser, série 1106/93, Brasil; 

 Software KC4 versão 3.0 com Power Reports, Bio-Tek Instruments Inc., EUA. 

 Software Chromeleon®, Thermo Scientific Dionex , EUA; 

 Ultrapurificador de água, modelo Mili-Q plus, Milipore Corporation, EUA; 

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

3.2 Métodos 

 

3.2.1 Obtenção dos extratos 

http://www.kitmondo.com/searchresult.aspx?searchtext=dionex&cat=
http://www.kitmondo.com/searchresult.aspx?searchtext=dionex&cat=
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O extrato aquoso de Echinodorus macropyllus (EAEm) foi obtido a partir da 

infusão de folhas secas trituradas (2kg) na proporção de 50 mg peso seco/mL. A 

infusão das folhas ocorreu a 100°C com 2 L de água destilada em erlenmeyer, 

protegido da luz. Depois que a infusão atingiu a temperatura ambiente, foi filtrada, 

através de funil de Büchnner com papel de filtro (JP40, J Prolab) e liofilizada. O 

procedimento foi repetido 5 vezes e após comparação dos cromatogramas por 

HPLC, as amostras com perfis semelhantes foram reunidas.  

A partir de uma nova maceração de 100 g das folhas de E. macrophyllus, 

secas e trituradas com tesoura de corte, foi obtido o extrato hexânico de E. 

macrophyllus (EHEm). A maceração realizou-se por meio de três trocas sucessivas 

de n-hexano 95%, (2 L) e o solvente foi evaporado em evaporador rotativo. 

 

 

 

 

3.2.2 Fracionamento do EAEm 

 

O fracionamento do EAEm foi realizado aplicando-se 9 g do extrato bruto 

liofilizado a uma coluna de vidro aberta (3,5 x 55 cm) contendo o gel Sephadex LH-

20, equilibrada em  etanol/água 20%. O material foi eluído da coluna utilizando-se 

sequencialmente (step wise) a fase móvel etanol/água (v/v) nas concentrações de 

20% e 40% (1 L/eluente). As frações (Fr20 e Fr40) obtidas foram analisadas por 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de fotodiodo (HPLC-

DAD). O procedimento foi repetido 10 vezes e após comparação dos 

cromatogramas, as amostras com perfis semelhantes foram reunidas.  

As frações foram evaporadas no evaporador rotativo, liofilizadas e 

armazenadas a -15ºC e posteriormente, quando necessário, reconstituídas em água 

ultra pura, na concentração adequada para os experimentos. 

 

 

3.2.3 Cromatografia em camada delgada  

 

% de rendimento = (peso do material obtido/peso do material inicial) x 100 
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Os extratos, frações e os padrões orientina, isorientina, vitexina, isovitexina e 

rutina e ácido pirogálico, foram diluídos em água destilada (1 mg/mL) e aplicados 

com auxílio de amostradores, a uma distância de 1 cm da margem inferior marcada 

a lápis. Foram realizadas uma ou duas aplicações no mesmo ponto para fins de 

concentração da amostra e a placa foi seca à temperatura ambiente. Foram 

utilizadas placas de HPTLC de 3 x 7 cm ou de TLC 20 x 10 cm.  

A cromatografia foi desenvolvida em cuba de vidro com tampa, à temperatura 

ambiente, utilizando como fase móvel as seguintes misturas de solventes: acetato 

de etila:diclorometano:ac. acético:água (10:2,5:2:1 v/v). 

Para verificar a presença de flavonoides, ao final da corrida, as placas foram 

secas e reveladas com o reagente NP:PEG. As placas foram imediatamente 

reveladas com NP 0,5 g% em acetato de etila e após secarem a frio, aspergidas 

com PEG 5 g% em diclorometano e aquecidas por 3 min a 105°C. A fluorescência 

foi observada em câmara de UV (365 nm) e posteriormente, estas foram 

fotografadas e seus Rf calculados.  

 

3.2.4 Cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de fotodiodo 

(HPLC-DAD) 

 

Os extratos e frações foram analisados por HPLC-DAD e os dados foram 

processados utilizando o Software Chromeleon®, com o objetivo de avaliar e 

comparar os perfis cromatográficos. O volume de injeção foi de 10 L de EAEm, 

Fr20 e Fr40 diluídas a 1 mg/mL em água ultra pura e a resolução da linha de base 

foi obtida em temperatura ambiente (24 ± 2°C), utilizando-se uma coluna de fase 

reversa C18 Kromasil 100 Å de 4,6 x 250 mm como fase estacionária.  

A eluição, foi monitorada no comprimento de onda de 200-450 nm, sendo 

utilizada como fase móvel, os solventes A (acetonitrila) e B (ácido acético, ajustado 

ao pH 3.0) da seguinte forma: 0-30 min, variação linear de A:B (5:95 v/v) para A:B 

(20:80 v/v); 30-40 min, isocrática A:B (20:80 v/v).  

Os cromatogramas foram registados a 340 nm. Os picos foram caracterizados 

por meio da comparação do tempo de retenção (TR) e espectros de UV com os 

padrões de referência, e por co-injecção das amostras e padrões, a partir do 

protocolo adaptado de Costa e colaboradores (2010). 
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3.2.5 Análise por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de 

massas (GC-MS) 

 

A análise qualitativa do extrato hexânico de E. macrophyllus (EHEm) foi 

efetuada em equipamento Shimadzu 17A - Shimadzu QP 2010 Plus, usando coluna 

capilar de gel de sílica fundida Rtx-5MS, da marca Restek (30 m x 0,32 mm x 0,25 

μm). A programação de temperatura usada foi: injetor 260°C, detector 290°C e 

coluna aquecida de 100°C até 300°C (3°C/min). O EHEm foi solubilizado em 

diclorometano, sendo injetado 1 µg/μL. Hidrogênio e ar sintético foram usados como 

gases de arraste, com fluxo de 1,0 mL/min. 

A identificação do EHEm 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 GC-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 (Alberts et al., 1992; Priestap et al., 2003; Silva et al., 2013). 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). 

 

3.2.6 Cultura da linhagem celular Neuro-2A 

 

As células NEURO-2A (neuroblastoma murino adquirido do Banco de células 

do Rio de Janeiro) foram cultivadas em meio essencial mínimo de Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB), L-glutamina 2 

mM e antibióticos em estufa a 37ºC com 5% CO2, com passagens regulares de duas 

a três vezes por semana, utilizando-se do processo de tripsinização (0,25% de 

tripsina + EDTA 0,53 mM (ácido etilenodiamino tetra-acético) para soltar as células 

aderidas na garrafa. 

 

 

3.2.7 Ensaio de citotoxicidade – Teste de redução do MTT  
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Esta técnica se baseia na redução do brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazólio (MTT). Este é um método colorimétrico rápido, frequentemente 

usado para medir proliferação celular e citotoxicidade (Mosman, 1983). Neste 

ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a redução do anel 

tetrazólico deste sal, resulta na formação de cristais de formazan de cor azul que se 

acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois 

transportados para fora das células por exocitose. Como a endocitose é um 

mecanismo fundamental das células vivas (Liu et al., 1997), o ensaio do MTT tem 

sido usado frequentemente para a determinação da viabilidade celular por meio da 

atividade redutora mitocondrial (ARM) de tais células. 

As células da linhagem Neuro-2A (1 x 105/mL) foram cultivadas overnight em 

meio DMEM  suplementado com 10% SFB, em placas de 96 poços de fundo chato, 

a 37ºC, com 5% de CO2, para permitir a adesão das células ao substrato. 

 Posteriormente, adicionou-se diferentes concentrações do EAEm, EHEm, 

Fr20 e Fr40 (1, 5,10, 20, 30, 50, 70 e 100 µg/mL), exceto no controle, que recebeu 

somente meio de cultura com SFB. As culturas foram incubadas em um volume final 

de 100 µL, por 24 h. Duas horas antes do final da incubação, foram adicionados 10 

µL/poço de solução de MTT 5 mg/mL em salina tamponada com fosfato pH 7,4 

(NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, pH 7,4), sendo a 

placa novamente incubada nas mesmas condições descritas anteriormente, por 

mais 2 h. Com o objetivo de solubilizar os cristais de formazan resultantes da 

redução do sal de tetrazólio pelas células viáveis, adicionou-se 100 µL de dodecil 

sulfato de sódio (SDS) 10% com HCl 0,01 N (v/v) e incubou-se novamente, as 

placas na estufa, a 37ºC, overnight, para dissolução completa dos cristais de 

formazan. Após este período, realizou-se a leitura das absorvâncias em 

espectrofotômetro de microplacas a 570 nm.  

 Foram realizados ensaios controle cultivando-se células com dimentilsufóxido 

(DMSO), não tendo este mostrado efeito citotóxico. A maior concentração de DMSO 

utilizada nos ensaios foi 0,5%. Também foram realizados ensaios controles 

constituídos de meio de cultura e diferentes concentrações de EAEm, EHEm, Fr20 e 

Fr40, que resultaram em absorvância igual ao meio sozinho, indicando que EAEm, 

EHEm, Fr20 e Fr40 não induzem absorvância de luz em 570 nm, ou seja, na 

ausência das células, não são capazes de reduzir o MTT. Passou-se então a utilizar 

como branco somente meio DMEM suplementado com 10% SFB. A média da 



52 

absorvância do branco foi descontada dos valores de absorvância das amostras. Os 

ensaios foram feitos em triplicata. A absorvância obtida com as células que não 

foram submetidas ao tratamento com EAEm, EHEm, Fr20 e Fr40 (cultura controle) 

foi considerada como 100% de viabilidade. Os resultados encontram-se expressos 

na forma de percentual de viabilidade, em relação ao controle. 

 

ARM (% controle) =     Absorvância das amostras      x (100) 

                      Média da absorvância do controle 

 

3.2.8 Modelo de contorção induzida por injeção intraperitoneal (i.p.) de ácido acético  

 

Com objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo dos extratos e frações, foi 

realizado o modelo de contorção abdominal. Os animais foram previamente tratados 

com EAEm, EHEm, Fr20 e Fr40 (v.o.) 1 h antes da injeção intraperitoneal (i.p.) de 

ácido acético 0,6% v/v (HAc; 10 µL/g peso corporal (p.c.)) de acordo com Koster e 

colaboradores (1959). As contorções foram observadas após 5 min da injeção do 

ácido, por um período de 10 min (Loro et al., 1999). Cada contorção foi definida 

como uma sequência que se inicia com o arqueamento do lombo, contração do 

abdômen, contorção do tronco e/ou pélvis, terminando geralmente com a extensão 

dos membros.  

 

3.2.9 Modelo de hiperalgesia induzida por injeção de formalina (injeção intraplantar 

de agente irritante) 

 

Os animais foram tratados com os extratos e as frações e após 30 min foram 

injetados 20 µL (sub-plantar) de formalina 2,5% (0,5% de formaldeído) em solução 

salina tamponada (PBS, pH 7,4) na pata traseira direita. Logo após a injeção de 

formalina, o tempo (em segundos) de lambidas e mordidas na pata traseira direita 

injetada, considerado como resposta nociceptiva, foi contado num período de 0 – 5 

min, que corresponde à fase 1 (neurogênica) do modelo e no período de 15 – 25 min 

após a injeção do irritante, que corresponde à fase 2 (inflamatória) (Shibata et al., 

1989). 

 

3.2.10 Modelo de imersão da cauda em banho a 50ºC 
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O teste de imersão foi realizado foi adaptado de acordo com descrito por  

Sewell e Spencer (1976) e Gabra e Sirois (2003). O camundongo foi imobilizado 

gentilmente e 1/3 de sua cauda foi imersa em um banho com água a 55 ± 1ºC. O 

período de tempo (s) entre a imersão da cauda e a sua retirada da água (latência) foi 

determinado, com um cut-off máximo de 10 s, para evitar danos teciduais no animal. 

Cada animal utilizado foi o seu próprio controle, sendo as latências, antes do 

tratamento com EAEm, EHEm, Fr20 ou Fr40, determinadas três vezes com 

intervalos de 15 min. Os animais com valores de latência entre 1,5 s e 3,5 s foram 

selecionados para a realização dos experimentos. Grupos de animais (n= 5) foram 

tratados por via oral 1 h antes da imersão da cauda. Como controle positivo de 

analgesia um grupo de animais recebeu morfina i.p. (10 mg/kg), 45 min antes do 

teste de imersão.  

As respostas obtidas para cada camundongo neste modelo foram convertidas 

em percentual máximo de efeito (PME%) de acordo com a seguinte fórmula: 

         

        (%PME) = (latência pós-tratamento – latência pré-tratamento)  x 100 

                                (tempo de cut-off  - latência pré-tratamento) 

 

3.2.11 Estudo do mecanismo antinociceptivo pela via opioidergica 

 

Para o estudo do mecanismo de ação opiáceo foi empregado o modelo de 

contorção abdominal induzida por ácido acético descrito no ítem 3.2.5, segundo o 

método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram separados 

em diferentes grupos de cinco animais, sendo 1 h antes do teste retirados água e 

alimento: 1) O grupo controle recebeu (v.o.) o veículo da diluição da Fr40 (água);  

2) O grupo controle antinociceptivo foi tratado (i.p.) com morfina 5 mg/kg, 30 min 

antes da injeção do irritante; 3) Um grupo foi tratado com naloxona (antagonista 

não seletivo dos receptores opioides) 5 mg/kg, por via subcutânea (s.c.) na nuca 

45 min antes da injeção do ácido acético; 4)  Um grupo foi tratado previamente 

tratado com morfina (30 min) e com naloxona (15 min) antes da injeção do 

irritante; 5) Um grupo foi tratado com a Fr40 1 h antes da injeção (v.o.) do 

irritante; 6) Um grupo foi tratado com a Fr40 1 h antes (v.o.) e com naloxona 15 

min antes da injeção do irritante. As contorções foram quantificadas após 5 min 
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da injeção do ácido acético 0,6% (i.p.), por um período de 10 min (Loro et al., 

1999).  

 

3.2.12 Estudo do mecanismo adrenérgico 

 

Para o estudo do mecanismo de ação adrenérgica foi empregado o modelo 

de contorção abdominal induzida por ácido acético descrito no item 3.2.5, 

segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram 

separados em diferentes grupos de cinco animais, sendo 1 h antes do teste 

retirados água e alimento: 1) O grupo controle recebeu (v.o.) o veículo da diluição 

da Fr40 (água);  2) Um grupo foi tratado s.c. no dorso com ioimbina (antagonista 

α2) 1 mg/kg p.c., 60 min antes da injeção do HAc; 3) Um grupo de animais 

tratados com clonidina (agonista α2 adrenérgico) 30 µg/kg i.p., 30 min antes da 

injeção do irritante; 4) Um grupo tratado previamente com ioimbina (30 min) e 

clonidina (15 min) antes da injeção do irritante; 5) Um grupo foi tratado com a 

Fr40 1 h antes da injeção (v.o.) do irritante; 6) Um grupo foi tratado com a Fr40 1 

h antes (v.o.) e com ioimbina 15 min antes da injeção do irritante. As contorções 

foram quantificadas após 5 min da injeção do ácido acético 0,6% (i.p.), por um 

período de 10 min (Loro et al., 1999).  

 

3.2.13 Estudo do mecanismo de ação 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 cinco animais, sendo a água e alimento 

retirados uma hora antes do teste: Como controles foram utilizados: 1) O grupo 

controle recebeu (v.o.) o veículo da diluição da Fr40 (água); 2) Um grupo foi 

tratado por injeção intramuscular com ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase) 

2,5 mg/kg, 60 min antes da injeção do ácido acético; 3) Um grupo recebeu 

injeção 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; 4) Um grupo foi tratado com a Fr40 

1 h antes da injeção (v.o.) do irritante; 5) Um grupo foi tratado com a Fr40 1 h 

antes (v.o.) e com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) 25 min antes da injeção do irritante; 6) 

Um grupo foi tratado com a Fr40 1 h antes (v.o.) e com o 7-NI (3 mg/kg i.m.) 25 
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min antes da injeção do HAc 0,6%. As contorções foram quantificadas após 5 min 

da injeção do ácido acético 0,6% (i.p.), por um período de 10 min (Loro et al., 

1999). 

 

 

3.2.14 Análise estatística 

 

Análises descritivas das variáveis foram realizadas (média e desvio padrão). 

O teste One-way ANOVA seguido de Tukey foi utilizado para analisar os dados. 

Valores de p < 0,05 foram considerados significantes (Dawson-Saunders e Trapp, 

1994). Foram utilizados os programas Microsoft® Office Excel e GraphPad Prism® 5 

para Windows. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Rendimento dos extratos e frações de E. macrophyllus 

 

Os rendimentos dos extratos e das frações estão relacionados na Tabela 1. 

Para o extrato hexânico, após evaporar o solvente, a massa recuperada a partir de 

100 g de folhas trituradas foi de 1, 11 g de EHEm, com rendimento médio de 1,11%. 

Após a liofilização do EAEm (50 mg/mL), obteve-se um rendimento médio de 

38% e 775,43 g de massa recuperada a partir da infusão de 2 kg de folhas secas e 

trituradas. 

O fracionamento do EAEm, conforme descrito em Material e Métodos resultou 

em duas frações nomeadas Fr20 e Fr40.  A massa recuperada foi de 8,12 g, o que 

corresponde a um percentual de 90,2% da massa aplicada na coluna. 

 

Tabela 1 - Rendimento dos extratos e das frações de E. macrophyllus.  

 Fração (Fr) Massa recuperada (g) Rendimento (%) 

EHEm 1,11 1,11 

EAEm 775,43 38 

Fr20 7,47 92,0 

Fr40 0,64 7,9 

% de rendimento = (peso do material extraído/peso do material inicial) x 100 

 

4.2 Estudos in vivo 

 

4.2.1 Modelo de hiperalgesia induzida por injeção intraperitoneal (i.p.) de ácido 

acético 

 

O tratamento com o EAEm apresentou inibição significativa do número de 

contorções induzidas por ácido acético de 75% e 55% nas respectivas doses de 25 

e 50 mg/kg por peso corporal em relação ao grupo controle (Figura 14A). Para o 

tratamento com o EHEm, observou-se inibição significativa no número de contorções 

induzidas por ácido acético em todas as doses testadas, com a porcentagem de 

inibição de 28%, 52%, 32% e 35% em relação ao grupo controle (Figura 14B). O 
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tratamento com dipirona inibiu em média 51% das contorções induzidas por ácido 

acético em relação ao grupo controle (Figura 14A e 14B). 

 

Figura 14 - Efeito do tratamento com EAEm e EHEm no modelo de contorção 
abdominal induzida por ácido acético 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Foram administradas (v.o.) diferentes doses do EAEm (A) ou EHEm (B) em camundongos 
machos SW (n=5/grupo). Os resultados representam a média ± DP de três experimentos e são 
estatisticamente significativos quando comparados com o controle tratado com veículo (controle) e 
dipirona (v.o.) 60 min antes da injeção de ácido acético 0,6% (i.p.). *p <0,05 e ***p <0,001 em relação 
ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey). 
 

 

 

 

A Fr20 apresentou inibição moderada com porcentagem de 39% e 38%, nas 

respectivas doses de 5 e 50 mg/kg (Figura 15A). O tratamento com a fração Fr40 
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mostrou melhor resultado, com inibição das contorções em todas as doses testadas. 

A porcentagem de inibição foi 77%, 96%, 70% e 48%, para as respectivas doses 5, 

25, 50 e 100 mg/kg (Figura 15B). A dipirona 50 mg/kg (v.o.), foi usada como droga 

padrão e inibiu em 50% o número de contorções em relação ao controle tratado com 

veículo. 

 

Figura 15 - Efeito do tratamento com Fr20 e Fr40 no modelo de contorção abdominal 
induzido por ácido acético 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Foram administradas (v.o.) as doses de 5 a 100 mg/kg da Fr20 (A) ou Fr40 (B) em 

camundongos machos SW (n=5/grupo). Os resultados representam a média ± DP de 
três experimentos e são estatisticamente significativos quando comparados com o 
controle tratado com veículo e dipirona (v.o.) 60 min antes da injeção de ácido acético 
0,6% (i.p.). *p <0,05 e ***p <0,001 em relação ao grupo controle (teste ANOVA seguido 
de Tukey).  
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4.2.2 Modelo de formalina (injeção intraplantar de agente irritante) 

 

A atividade antinociceptiva dos EAEm e EHEm também foi analisada no 

modelo de formalina que exibe duas fases (Figura 16). A primeira fase (fase 

neurogênica), que ocorre entre 0-5 min corresponde à dor aguda, devido ao 

processo doloroso pela injeção do irritante. A segunda fase (fase inflamatória) 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).  

 

 

Figura 16 - Efeito do tratamento com o EAEm e EHEm no 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 (veículo), com as doses do EAEm (A), do 

EHEm (B), 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). 
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A média ± DP das lambidas e mordidas dos controles utilizados (Figuras 16 A 

e B) foi de 99,20  5,26 (1ª Fase) e 169,90  6,84 (2ª Fase). A morfina inibiu o 

número de lambidas e mordidas em 79,4% e 87,7% na 1ª e 2ª fases, 

respectivamente. A dipirona apresentou efeito predominante na 2ª fase deste 

modelo, inibindo em média 80,4% do número de lambidas e mordidas e 40,5% na 1ª 

fase. 

Os extratos foram ativos em todas as doses tanto na fase neurogênica quanto 

inflamatória. O tratamento com o EAEm nas doses 25, 50 e 100 mg/kg produziu uma 

inibição da nocicepção na 1ª fase de 57,9%, 70,9% e 67,4% e na 2ª fase de 74,6%, 

49,5% e 53,9%, respectivamente.  

Animais tratados com o EHEM exibiram efeito antinociceptivo predominante 

na 1ª fase com inibição de 52,2%, 54,9% e 63,4% e inibições na 2ª fase de 50,0%, 

50,0% e 28,8% nas doses 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. 

A fração Fr20 (Figura 17A) foi ativa nas duas fases do modelo de formalina, 

chegando a 100% de redução da nocicepção nas doses 50 e 100 mg/kg na fase 

inflamatória. Na primeira fase o tratamento com as doses 25, 50 e 100 mg/kg 

reduziram a nocicepção em 72,3%, 71,4% e 95,4%, respectivamente. 

A fração Fr40 (Figura 17B) foi ativa nas duas fases do modelo de formalina, 

mas apresentou um efeito dose resposta na segunda fase com inibições de 66,3%, 

3,1% e 80,4% nas doses 25, 50 e 100 mg/kg respectivamente. Na primeira fase, 

observou-se um efeito em U invertido, com maior inibição (81,7%) na dose 25 mg/kg.  

 

4.2.3 Modelo de imersão da cauda em banho a 50ºC 

 

No modelo de imersão da cauda em banho a 50ºC, o tratamento com EHEm 

mostrou eficiência com a dose de 50 mg/kg nos tempos 60 e 90 minutos (Figura 

18A). Já o EAEm não apresentou resultados significativos em nenhuma das doses 

testadas em relação ao controle, tratado com veículo (Figura 18B). 
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Figura 17 - Efeito do tratamento com a Fr20 e a FR40 no 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 (veículo), com as doses da FR20 (A), da 
Fr40 (B), 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). 
 

 

Para o tratamento com a Fr20 observou-se eficiência no tempo de 90 minutos 

após tratamento com as três doses administradas (25, 50 e 100 mg/kg) (Figura 19A) 

enquanto a Fr40 (Figura 19B) aumentou o tempo de latência apenas na maior dose 

(100 mg/kg) nos tempos de 60, 90 e 180 min.  

Como droga padrão utilizou-se a morfina, que apresentou eficiência 

antinociceptiva após o tratamento i.p. em todos os tempos analisados (30 a 180 

min), em relação ao controle. 
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Figura 18 - Efeito do tratamento com EHEm e EAEm no modelo de imersão da 
cauda em banho a 50ºC 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Grupos de SW macho (5/grupo) tratados com o veículo (controle), extratos (v.o.) ou morfina 
(10 mg/kg, i.p.) 60 min antes da imersão da cauda. Os resultados representam a latência 
média ± SD de cada grupo (três experiências). A inibição (%) foi calculada em relação ao 
grupo de controle. *p<0,05 e **p<0,01 em relação ao grupo controle (teste ANOVA 
seguido de Tukey). 
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Figura 19 - Efeito do tratamento com Fr20 e Fr40 no modelo de imersão da cauda 
em banho a 50ºC. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Grupos de SW macho (5/grupo) tratados com o veículo (controle), Fr20, Fr40 (v.o.) ou 
morfina (10 mg/kg, i.p.) 60 min antes da imersão da cauda. Os resultados representam a 
latência média ± SD por grupo de três experiências. A inibição (%) foi calculada em relação 
ao grupo de controle. *p <0,05 **p <0,01 e ***p <0,001 em relação ao grupo controle (teste 
ANOVA seguido de Tukey). 
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4.3 Estudos in vitro 

 

4.3.1 Ensaio de citotoxicidade – Teste de redução do MTT  

 

O efeito citotóxico dos extratos e frações foram avaliados pela atividade 

redutora mitocondrial no teste do MTT utilizando células da linhagem de 

neuroblastoma NEURO 2-A. Os resultados mostraram que o EAEm (Figura 20A) foi 

o que apresentou maior redução da atividade redutora mitocondrial (ARM) em 

função da concentração, sendo calculado um IC50 de 36,15 µg/mL. O EHEm (Figura 

20B) também apresentou uma redução progressiva em função da concentração, 

atingindo 49% na maior dose (100 mg/ml), porém em menor proporção do que o 

EAEm. O controle com morfina (Figura 20C) apresentou uma redução de 23% 

apenas na maior dose. A fração Fr20 (Figura 21A) apresentou um comportamento 

semelhante ao EHEm, com uma inibição de 38,1% da ARM na maior dose. A Fr40 

(Figura 21B) não interferiu na atividade redutora mitocondrial na maioria das 

concentrações testadas. 

 

4.4 Estudo do mecanismo de ação  

 

Tendo em vista os resultados anteriores, a Fr40, que apresentou atividade 

antinociceptiva em todos os modelos avaliados e menor citotoxicidade foi escolhida 

para o estudo de mecanismo de ação. 

 

4.4.1 Avaliação do mecanismo opiáceo 

 

O mecanismo opiáceo foi avaliado (Tabela 2) empregando o modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético e utilizando como controle 

positivo a morfina (agonista) e como antagonista, a naloxona.  

A naloxona não interferiu nas contorções abdominais quando comparada ao 

grupo controle (p>0,05) e foi capaz de reverter em 61% o efeito antinociceptivo da 

morfina (p<0,001). Embora a Fr40 tenha reduzido em 75,13% o número de 

contorções em relação ao grupo controle, seu efeito não foi revertido pela naloxona. 
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Figura 20 -  Efeito citotóxico do EAEm, EHEm e morfina sobre neuroblastoma da 

linhagem  NEURO-2A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Células NEURO-2A foram incubadas na ausência e presença de diferentes concentrações 

(1 a 100 µg/mL) de EAEm (A), EHEm (B) e morfina (C) durante 24 h. A citotoxicidade das 
amostras foi avaliada através do ensaio do MTT e os resultados expressos em percentual 
de atividade redutora mitocondrial, comparada ao controle. Os dados representam média ± 
DP de três experimentos independentes. *p<0,05, *** p < 0,001 em relação ao grupo 
controle pelo teste de Tukey, após análise de variância pelo One-Way ANOVA.  
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Figura 21 - Efeito citotóxico da Fr20 e Fr40 sobre neuroblastoma da linhagem  
NEURO-2A 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Legenda: Células NEURO-2A foram incubadas na ausência e presença de diferentes concentrações 

(1 a 100 µg/mL) da Fr20 (A) e Fr40 (B) durante 24 h. A citotoxicidade das amostras foi 
avaliada através do ensaio do MTT e os resultados expressos em percentual de atividade 
redutora mitocondrial, comparada ao controle. Os dados representam média ± DP de três 
experimentos independentes. *p<0,05, ***p < 0,001 em relação ao grupo controle pelo teste 
de Tukey, após análise de variância pelo One-Way ANOVA.  
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Tabela 2 - Avaliação do mecanismo opiáceo da Fr40 no modelo de contorções 
abdominais induzidas pelo HAC 

 Legenda: Grupo de animais tratados (n=5/grupo) com Fr40 25 mg/kg (v.o.), naloxona (5 mg/kg s.c.), 

morfina (5 mg/kg i.p) ou naloxona (s.c.) associada à morfina (i.p.) e Fr40 25 mg/kg (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 %. O % de inibição foi comparado em relação ao controle. ***p<0,001 em relação 

ao controle pelo teste de Tukey e #p<0,01 em relação à morfina pelo teste de Tukey. 

 

4.4.2 Avaliação do mecanismo adrenérgico 

 

O mecanismo adrenérgico foi avaliado (Tabela 3) empregando o modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético e utilizando a ioimbina como 

antagonista e a clonidina como agonista.  

A Ioimbina não interferiu nas contorções abdominais quando comparada ao 

grupo controle (p>0,05) e foi capaz de reverter em 80,4% o efeito da clonidina 

(p<0,001). A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções em relação ao grupo 

controle, e seu efeito foi revertido em 60,2% pela ioimbina. 

 

4.4.3 Avaliação do mecanismo de inibição da guanilato ciclase 

 

O possível envolvimento da ativação da guanilato ciclase e geração de 

Monofosfato cíclico de guanosina (GMPc) na resposta antinociceptiva da Fr40 foi 

avaliado (Tabela 4) empregando o modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

ácido acético e utilizando o ODQ como inibidor da enzima guanilato ciclase.  

 

 

 

 

Grupo Média ± DP % inibição 

Controle 50,67±2,08 - 

Naloxona 46,25±1,71 8,72 

Morfina   1,20±2,17*** 97,63 

Naloxona + Morfina           20,50±4,93***# 59,45 

Fr40 12,60±5,94*** 75,13 

Naloxona + Fr40 13,67±4,51*** 73,02 
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Tabela 3 - Avaliação do mecanismo adrenérgico da Fr40 no modelo de contorções 

abdominais induzidas pelo HAC 

Legenda: Grupo de animais tratados (n=5/grupo) com Fr40 25 mg/kg (v.o.), com a Ioimbina (1 mg/kg 

s.c.), clonidina ((30 µg/kg i.p) ou com a clonidina (i.p) associada à Ioimbina (s.c.) e Fr40 25 

mg/kg 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<0,05, ***p<0,001 em 

relação ao controle pelo teste de Tukey e #p<0,001 em relação à clonidina pelo teste de 

Tukey e §p<0,001 em relação a Fr40 pelo teste de Tukey. 

 
 
 
Tabela 4 - Efeito da Fr40 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 a Fr40 25 mg/kg (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<0,001 em relação 

ao controle pelo teste de Tukey e #p<0,001 em relação ao ODQ pelo teste de Tukey. 

 

 

O ODQ não interferiu nas contorções abdominais quando comparado ao 

grupo controle (p>0,05). A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções em 

relação ao grupo controle, e seu efeito não foi revertido pelo ODQ. 

 

 

 

 

 

 

Grupo Média ± DP % inibição 

Controle 50,67±2,08 - 

Ioimbina 47,25±3,77 6,75 

Clonidina    0,20±0,45*** 99,60 

Ioimbina + clonidina   40,80±6,65# 19,47 

Fr40 12,60±5,94*** 75,13 

Ioimbina + Fr40 35,50±9,81*§ 29,93 

Grupo Média ± DP % inibição 

Controle 50,67±2,08 - 

ODQ 41,00±6,08 19,08 

Fr40 12,60±5,94*** 75,13 

ODQ + Fr40   4,50±2,89***# 91,12 
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4.4.4 Avaliação do mecanismo de inibição da NO sintase neuronal 

 

O envolvimento do óxido nítrico (NO) no efeito antinociceptivo da Fr40 foi 

avaliado (Tabela 5) empregando o modelo de contorções abdominais induzidas pelo 

ácido acético e utilizando o 7-NI, um antagonista da NO sintase neuronal.  

A 7-NI não interferiu nas contorções abdominais quando comparado ao grupo 

controle (p>0,05). A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções em relação ao 

grupo controle, e seu efeito foi parcialmente revertido (65,4%) pelo 7-NI. 

 

Tabela 5 - Efeito da Fr40 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 Fr40 25 mg/kg (v.o.), com o 7-NI (3 mg/kg i.m.), 

com o 7-NI associado a Fr40 25 mg/kg, 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<0,001 em relação ao controle pelo teste de Tukey e #p<0,001 em 

relação ao Fr40 pelo teste de Tukey. 

 

 

4.5 Análises fitoquímicas 

 

4.5.1 Perfil cromatográfico EHEm por GC-MS e identificação de seus constituintes 

 

O EHEm foi analisado por cromatografia em fase gasosa acoplada a 

espectrômetro de massas. O cromatograma obtido, nas condições descritas mostrou 

seis picos de maior concentração (Figura 22).  A análise dos picos presentes neste 

extrato, por comparação com o banco de dados NIST e a literatura permitiu a 

identificação de seus constituintes (Tabela 6). Os compostos majoritários com teores 

acima de 20% foram o ácido palmítico (36,67%) e o esqualeno (23,28%). 

 

Grupo Média ± DP % inibição 

Controle 50,67±2,08 - 

7-NI 41,60±7,09 17,90 

Fr40 12,60±5,94*** 75,13 

7-NI + Fr40 37,50±6,35# 25,99 
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Figura 22 - Cromatograma do EHEm obtido por cromatografia em fase gasosa 

acoplada a espectrômetro de massas (GC-MS) 

Legenda: Cromatograma do EHEm obtido por cromatografia gasosa em coluna DB-1 de (30 m x 0,25 
mm x o,25 µm) e nitrogênio como gás carreador. As temperaturas de injecção e de 
detecção foram 260°C e 200°C, respectivamente. A programação da temperatura utilizada 
foi de 100°C a 300º C seguido de um gradiente de 7ºC/min, com fluxo de 1 mL/min. 

 
 
Tabela 6 - Identificação dos constituintes do extrato hexânico de E. macrophyllus por 
GC-MS. 
  

Pico TR % EHEm IR IRLit Composto 

1 45,377 7,33 1847 1835 Hexahidrofarnesil acetona 

2 49,743 36,67 1976 1984 Ácido palmítico  

3 54,155 10,21 2116 2114 (E)-fitol 

4 55,354 14,46 2155 2155 (Z,Z)-9-12-octadecadienoato de etila 

5 73,340 23,28 2713 2790 Esqualeno 

6 82,887 8,05 - 3332 Estigmasterol 

IR = índice de retenção calculado; IRLit = Índice de retenção de dados da literatura; *Linoleato de etila 

 

4.5.2 Cromatografia em camada delgada de alta eficiência   

 

O EAEm e suas frações foram analisados por cromatografia em camada 

delgada e reveladas para flavonoides.  Dados anteriores mostraram que o EAEm 

não apresentou bandas coradas com o revelador vanilina/ácido sulfúrico, sugerindo 

ausência de terpenos (dados não mostrados). A revelação com NP-PEG (Figura 23) 
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mostrou uma diversidade de bandas com diferentes colorações e intensidades 

sugerindo uma diversidade de compostos da classe dos fenolicos.  

 

Figura 23 - Análise por HPTLC do extrato EAEm e suas frações  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: As cromatografias foram desenvolvidas em placa de HPTLC em sílica gel 60 com 3 x 7 cm, 
utilizando como solvente acetato de etila:diclorometano:ac. acético:água (10:2,5:2:1 v/v), 
reveladas com NP-PEG, e visualizadas sob luz UV a 365 nm. 

 

4.5.3 Perfis cromatográficos do EAEm, Fr20 e Fr40 por HPLC-DAD 

 

Os perfis cromatográficos do EAEm, Fr20 e Fr40 foram obtidos por HPLC-

DAD (Figura 24) utilizando uma coluna C18, por meio de monitoramento a 340 nm. 

O comprimento de onda escolhido baseia-se no protocolo proposto por Costa e 

colaboradores (2011). 
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Figura 24 - Cromatogramas do EAEm e frações obtidos por HPLC-DAD a 340 nm. 

Legenda: Cromatogramas do EAEm (A), Fr20 (B) e Fr40 (C) obtidos por HPLC-DAD a 340 nm. 

Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 mL/min e 

com um gradiente com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, ajustado 

ao pH 3.0) da seguinte forma: 0-30 min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B 

(20:80 v/v); 30-40 min, eluição isocrática A-B (20:80 v/v). 
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O EAEm apresentou distribuição de picos ao longo do cromatograma, com 

um pico majoritário (Tabela 7) com tempo de retenção (TR) 21,55 min (33,71%). Já a 

Fr20 apresentou menor complexidade do que o EAEm e distribuição de picos entre 8 

e 40 min, com dois picos majoritários de TR 21,70 min (20,49%) e 36,17 min 

(34,25%), respectivamente. Os compostos presentes na Fr40 foram eluídos entre 20 

e 34 min e seu cromatograma mostrou três picos majoritários com TR 25,63 min 

(14,89%), 26,52 min (37,20%) e 31,74 min (17,30%). 

 

Tabela 7 - Análise comparativa do EAEm e suas frações Fr20 e Fr40 quanto ao 

tempo de retenção e área relativa dos picos dos cromatogramas obtidos por HPLC  

No 
Pico 

EAEm Fr20 Fr40 

TR Área relativa 
(%) 

TR Área relativa 
(%) 

TR Área relativa 
(%) 

1 0,63 2,01 8,47 6,09 3,85 0,65 

2 7,46 7,04 8,77 5,75 20,35 1,62 

3 8,73 6,01 14,43 17,28 24,46 2,74 

4 13,71 5,61 21,70 20,49 25,63 14,89 

5 14,37 4,34 28,72 12,46 26,52 37,20 

6 21,55 33,71 36,17 34,25 29,02 1,34 

7 25,19 5,66 39,80 3,68 29,83 7,04 

8 26,05 8,88 - - 30,50 3,38 

9 28,64 11,51 - - 30,98 6,36 

10 29,33 1,19 - - 31,33 0,55 

11 30,46 0,81 - - 31,74 17,30 

12 31,19 0,95 - - 32,33 2,76 

13 32,66 0,74 - - 33,20 4,17 

14 36,12 8,06 - - - - 

15 39,73 3,49 - - - - 

Legenda: Os dados se referem aos resultados da Figura 24. 

 

 

4.5.4 Perfil cromatográfico da Fr40 por HPLC-DAD com co-injeções de padrões 

 

Tendo em vista resultados anteriores que indicaram a presença de 

flavonoides, a Fr40 foi analisada por HPLC-DAD utilizando padrões de flavonoides, 

que são marcadores do gênero Echinodorus. 
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4.5.4.1 Co-injeção de isovitexina 

  

Ao compararmos o cromatograma da Figura 25A com o da Figura 25B, 

podemos observar que o pico 10 da Fr40, correspondente ao pico 11 observado 

com a co-injeção de isovitexina está aumentado.  Este resultado é melhor observado 

na Tabela 8, em que a área relativa de 2,52% do pico 10 da Fr40, com TR 29,76 min, 

aumenta para 12,87%, no pico 11, com TR 29,65 min (em vermelho), indicando a 

presença de isovitexina na Fr40. 

 

4.5.4.2 Co-injeção de vitexina 

 

Ao compararmos o cromatograma da Figura 26A com o da Figura 26B, 

podemos observar que os picos 8 e 9 da Fr40, correspondente ao pico 9 e 10 

observado com a co-injeção de vitexina está alterado.  Este resultado é melhor 

observado na Tabela 8, em que as áreas relativas de 1,21% do pico 8 (TR 28,32 

min) e de 6,49% do pico 9 (TR 29,10) da Fr40, se deslocam para 3,20% no pico 9 

(TR 29,36 min) e para 8,50%, no pico 1, com TR 29,62 min (em azul), sugerindo que 

a vitexina pode não estar presente na Fr40. 

 

4.5.4.3 Co-injeção de rutina 

 

Ao compararmos o cromatograma da Figura 27A com o da Figura 27B, 

podemos observar que a região referente aos picos 9 e 10 da Fr40, correspondente 

a região dos picos 10 e 11 observado com a co-injeção de rutina está alterado.  Este 

resultado é melhor observado na Tabela 9, em que as áreas relativas de 8,03% do 

pico 9 (TR 29,36 min) e de 2,04% do pico 10 (TR 30,04) da Fr40, se deslocam para 

4,36% no pico 10 (TR 29,64 min) e para 5,47%, no pico 11, com TR 30,12 min (em 

vermelho), sugerindo que a rutina pode não estar presente na Fr40. 

 

4.5.4.4 Co-injeção de orientina 

 

Ao compararmos o cromatograma da Figura 28A com o da Figura 28B, 

podemos observar que a região referente ao pico 7 da Fr40, correspondente a 

região dos picos 7 e 8 observado com a co-injeção de orientina está alterado.   
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Figura 25 - Cromatogramas por HPLC-DAD a 340 nm da Fr40 na ausência ou com 

co-injeção de isovitexina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Cromatogramas da Fr40 (A) e com co-injeção de isovitexina (B) obtidos por HPLC-DAD a 340 nm. Foi 
utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 mL/min e com um gradiente 
com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, ajustado ao pH 3.0) da seguinte forma: 0-30 
min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40 min, eluição isocrática A-B (20:80 
v/v). Foram injetados 10 µL de Fr40 a 1 mg/mL (100 µg) e 10 µL de isovitexina a 25 µg/mL (2,5 µg). 
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Figura 26 - Cromatogramas por HPLC-DAD a 340 nm da Fr40 na ausência ou com 

co-injeção de vitexina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Cromatogramas da Fr40 (A) e com co-injeção de vitexina (B) obtidos por HPLC-DAD a 340 
nm. Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 mL/min e 
com um gradiente com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, ajustado ao pH 
3.0) da seguinte forma: 0-30 min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-
40 min, eluição isocrática A-B (20:80 v/v). Foram injetados 10 µL de Fr40 a 1 mg/mL (100 
µg) e 10 µL de vitexina a 25 µg/mL (2,5 µg). 
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Tabela 8 – Comparação dos dados dos cromatogramas da Fr40 antes e após a co-

injeção de vitexina e isovitexina 

 

Pico 
FR40 

Pico 
Fr40 + vitexina 

Pico 
Fr40 + Isovitexina 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

2 19,80 12,312 1,79         

3 22,55 12,611 1,22 3 19,88 4,674 1,01 3 19,68 4,464 0,72 

4 23,84 20,452 3,13 4 22,70 5,120 0,77 4 22,48 6,927 1,12 

5 24,68 12,856 1,19 5 24,00 10,708 2,79 5 23,72 9,958 2,03 

6 25,00 92,856 9,62 6 25,19 38,275 7,54 6 24,60 6,519 0,94 

7 25,85 346,453 37,12 7 26,06 149,009 31,16 7 24,89 45,176 7,46 

8 28,32 12,282 1,21 8 28,57 5,620 0,97 8 25,75 172,075 30,75 

9 29,10 58,314 6,49 9 29,36 21,889 3,20 9 28,21 6,670 1,12 

10 29,76 22,846 2,52 10 29,62 44,803 8,50 10 29,00 32,092 6,09 

11 30,21 73,073 7,31 11 30,02 13,630 2,56 11 29,65 71,278 12,87 

12 30,56 8,066 0,69 12 30,47 40,552 7,59 12 30,12 40,875 6,65 

13 30,97 184,243 19,96 13 31,22 100,527 20,61 13 30,87 104,102 18,72 

14 31,51 30,336 2,77 14 31,78 15,758 2,70 14 31,46 16,290 2,42 

15 32,36 37,952 4,29 15 32,63 19,652 3,95 15 32,30 20,991 3,80 

 TR = tempo de retenção; altura do pico em mUA (miliunidades arbitrárias); área relativa em %. 

 

 

Este resultado é melhor observado na Tabela 10, em que a área relativa de 

30,62% do pico 7 (TR 26,12 min) da Fr40, se desdobra para 11,99% no pico 6 (TR 

26,02 min) e para 10,10%, no pico 7, com TR 26,21 min (em azul), sugerindo que a 

orientina não deve estar presente na Fr40. 

 

4.5.4.5 Co-injeção de isoorientina 

 

Ao compararmos o cromatograma da Figura 29A com o da Figura 29B, 

podemos observar que a região referente aos picos 4 e 5 da Fr40, correspondente a 

região dos pico 4 observado com a co-injeção de isoorientina está muito alterado.   
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Figura 27 - Cromatogramas por HPLC-DAD a 340 nm da Fr40 na ausência ou com 

co-injeção de rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Legenda: Cromatogramas da Fr40 (A) e com co-injeção de rutina (B) obtidos por HPLC-DAD a 340 
nm. Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 mL/min e 
com um gradiente com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, ajustado ao pH 
3.0) da seguinte forma: 0-30 min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-
40 min, eluição isocrática A-B (20:80 v/v). Foram injetados 10 µL de Fr40 a 1 mg/mL (100 
µg) e 10 µL de rutina a 25 µg/mL (2,5 µg). 
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Tabela 9 – Comparação dos dados dos cromatogramas da FR40 antes e após a co-

injeção de rutina. 

 

 
Pico 

FR40  
Pico 

Fr40 + rutina 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

TR Altura 

pico 

Área 

relativa 

2   20,10       15,600  1,51     4 20,29       3,703  1,05     

3   22,80       17,300  1,33     5 23,04       4,096  0,96     

4   24,15       39,111  3,38     6 24,37       11,058  3,21     

5   24,92       19,946  1,41     7 25,49       22,620  5,71     

6   25,27       88,055  6,31     8 26,35       116,210  31,08     

7   26,14       479,471  33,85     9 28,86       5,084  1,05     

8   28,59       18,934  1,22     10 29,64       22,415  4,36     

9   29,36       101,221  8,03     11 30,12       24,681  5,47     

10   30,04       28,397  2,04     12 30,76       39,435  8,75     

11   30,48       137,309  8,83     13 31,54       97,354  23,38     

12   30,84       15,079  0,84     14 32,06       13,337  2,64     

13   31,25       333,971  23,56     15 32,94       16,370  3,98     

14   31,79       44,362  2,60         

15   32,67       55,892  4,16         

 TR = tempo de retenção; altura do pico em mUA (miliunidades arbritárias); área relativa em %. 

 
Este resultado é melhor observado na Tabela 10, em que as regiões do pico 4 

(área relativa de 1,42% com TR  24,96 min) e do pico 5 (2,60% com TR 25,26 min) 

da Fr40, desaparecem e originam o pico 4 com TR  25,20 min e elevada área relativa 

de 31,69% (em vermelho), não sendo possível desta forma concluir se a isoorientina 

está presente na Fr40. 

 
 
4.5.5 Comparação do EAEm e suas frações com padrões de flavonoides por TLC 
 

Tendo em vista os resultados obtidos por HPLC com co-injeção dos padrões, 

foi realizada uma cromatografia em camada delgada (TLC) para comparação dos 

valores de Rf do Extrato aquoso e suas frações, com os mesmos padrões co-

injetados na análise por HPLC-DAD (Figura 30). A análise dos valores de Rf (Tabela 

11) sugerem a presença isovitexina e isoorientina na Fr40. 
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Figura 28 - Cromatogramas por HPLC-DAD a 340 nm da Fr40 na ausência ou com 

co-injeção de orientina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

Legenda: Cromatogramas da Fr40 (A) e com co-injeção de orientina (B) obtidos por HPLC-DAD a 340 
nm. Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 mL/min e com um 
gradiente com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, ajustado ao pH 3.0) da seguinte 
forma: 0-30 min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40 min, eluição isocrática 
A-B (20:80 v/v). Foram injetados 10 µL de Fr40 a 1 mg/mL (100 µg) e 10 µL de orientina a 25 µg/mL 
(2,5 µg). 
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Figura 29 - Cromatogramas por HPLC-DAD a 340 nm da Fr40 na ausência ou com 

co-injeção de isoorientina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Legenda: Cromatogramas da Fr40 (A) e com co-injeção de isoorientina (B) obtidos por HPLC-DAD a 

340 nm. Foi utilizada uma coluna C18 Kromasil 100 Å (4,6 x 250 mm), com fluxo de 1 
mL/min e com um gradiente com as fases móveis: A (acetonitrila) e B (ácido acético 1, 
ajustado ao pH 3.0) da seguinte forma: 0-30 min, variação linear de A-B (5:95 v/v) para A-B 
(20:80 v/v); 30-40 min, eluição isocrática A-B (20:80 v/v). Foram injetados 10 µL de Fr40 a 1 
mg/mL (100 µg) e 10 µL de isoorientina a 25 µg/mL (2,5 µg). 
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Tabela 10 - Comparação dos dados dos cromatogramas da FR40 antes e após a co-

injeção de orientina e isoorientina. 

Pico 

FR40 

Pico 

Fr40 + Orientina 

Pico 

Fr40 + Isoorientina 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

TR Altura 
pico 

Área 
relativa 

1 20,02       1,192  0,79      22,75       0,613  1,06      19,98       0,640  0,51     

2   22,83       2,087  1,42      23,96       1,617  4,74      22,78       0,889  0,76     

3   24,09       5,015  4,02     3   24,86       0,832  1,50     3   24,03       2,743  3,20     

4   24,96       2,252  1,42     4   25,14       1,446  2,98     4   25,20       28,910  31,69     

5   25,26       4,425  2,60     5   25,64       0,382  0,56     5   26,07       15,925  18,80     

6   25,66       0,033  0,00     6   26,02       6,559  11,99     6   27,21       0,382  0,27     

7   26,12       41,082  30,62     7   26,21       5,636  10,10     7   29,35       4,302  4,86     

8   27,26       0,797  0,46     8   29,10       0,511  0,79     8   29,99       0,764  0,68     

9   27,68       0,429  0,18     9   29,27       2,226  4,17     9   30,47       10,382  9,79     

10   28,60       1,433  0,80     10   29,93       0,609  1,21     10   30,81       0,902  0,58     

11   29,38       8,694  5,23     11   30,41       5,892  13,68     11   31,21       25,041  26,82     

12   30,03       2,150  1,28     12   30,77       0,533  0,92     12   31,81       1,039  0,70     

13   30,50       19,122  12,09     13   31,14       15,222  40,92     13   32,44       0,271  0,16     

14   30,85       1,930  0,92     14   31,75       0,966  1,73     14   32,66       1,598  1,19     

15   31,24       46,934  33,41     15   32,58       1,547  3,65     15   19,98       0,640  0,51     

TR = tempo de retenção; altura do pico em mUA (miliunidades arbritárias); área relativa em %. 
 
Figura 30 - Comparação do EAEm e frações com padrões de flavonoides por TLC 

  
Legenda: A cromatografia foi desenvolvida em placa de TLC em sílica gel 60 com 10 x 20 cm, 

utilizando como fase móvel acetato de etila:diclorometano:ac. acético:água (10:2,5:2:1 

v/v), revelada com NP-PEG  e visualizada sob luz UV a 365 nm. 

Rutina EAEm Orient. Vitex. I. Vitex. 

 

I. Orient. Fr40 Fr20 

A 

C 

B j Q 

P 

O 
H M D 

G 

F 

E 

L 

N 

I 

K 



83 

Tabela 11 - Valores de Rf das Frações de EAEm obtidos por TLC 

Bandas Rf (cm) 

A 0,16 

B 0,28 

EAEm                    C 0,37 

D 0,63 

E 0,91 

F  0,16 

G 0,29 

Fr20                       H 0,67 

I 0,75 

J 0,31 

Fr40                       K 0,34 

L 0,40 

Isovitexina             M 0,41 

Vitexina                 N 0,47 

Isoorientina           O 0,35 

Orientina               P 0,43 

Rutina                   Q 0,22 

  Legenda: Rf dos padões, Frações e de EAEm obtidos por TLC 
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5 DISCUSSÃO 

 

O fitoterápico é uma classe de medicamento largamente utilizado no país e 

constitui um mercado em potencial expansão (Carvalho et al., 2008). Além disso, as 

empresas farmacêuticas estão cada vez mais investindo em formulações à base de 

plantas para o tratamento de diversas doenças e distúrbios em todo o mundo 

(Johnson et al., 2003). O metabolismo secundário dos vegetais é o responsável pela 

produção de substâncias particulares a cada espécie, chamadas de princípios ativos 

dos vegetais (Botsaris, 1995; Ikan, 1996).  

A espécie Echinodorus macrophyllus, uma planta conhecida popularmente 

como chapéu de couro, apresenta atividade anti-inflamatória sugerida pelo uso 

medicinal popular. Castro (2004) relatou o potencial antiedematogênico e 

antinociceptivo do EAEm e Fernandes (2006; 2010) observou o potencial anti-

inflamatório neurogênico, além de detectar a presença de polifenois, flavonoides e 

seu potencial antioxidante, o que fundamentou a base para o presente estudo.  

Como esta planta é preparada pela população sob a forma de chá (infusão 

em água), os experimentos deste estudo foram elaborados a partir do extrato 

liofilizado e preparado por extração aquosa do material botânico, que foi fracionado 

por meio de técnicas cromatográficas com o objetivo de separar seus compostos. O 

extrato hexânico (EHEm), foi obtido por maceração das folhas secas e picadas, com 

trocas sucessivas de n-hexano 95%. O extrato aquoso apresentou maior rendimento 

do que o extrato hexânico, indicando a predominância de moléculas polares na 

planta. 

O fracionamento do EAEm foi realizado em coluna aberta preenchida com 

resina Sephadex LH-20 (fase estacionária). Esta foi especialmente desenvolvida 

para filtração molecular de produtos naturais como esteroides, terpenoides, lipídios e 

peptídeos de baixo peso molecular (abaixo de 35 resíduos de aminoácidos) (Henke, 

1994). A Sephadex LH-20 é composta por grãos de dextrano entrecruzados que 

foram hidroxipropilados para ter ambas as características hidrofílicas e lipofílicas. 

Devido a este duplo caráter, ela pode ser utilizada com água e com vários solventes 

orgânicos. A escolha do solvente tem grande influência na separação dos 

componentes da amostra, em que o procedimento escolhido pode ser por partição 

entre as fases estacionária e móvel quando utilizamos esta resina (Henke, 1994). 
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Como foi realizada uma eluição da coluna com solventes em concentração 

com redução de polaridade, houve um enriquecimento da fração eluída no início do 

fracionamento, resultando em duas frações: Fr20 e Fr40, sendo que a Fr20 foi a que 

apresentou maior rendimento (Tabela 1) e isto se deve ao fato do EAEm ter forte 

característica polar em seus constituintes químicos.  

 O próximo passo foi o biomonitoramento utilizando os modelos experimentais 

de nocicepção, tais como, o de contorção abdominal induzido por ácido acético, 

modelo de formalina e o de imersão da cauda em banho a 50ºC (Tail-flick ou tail-

immersion test).  

O modelo de contorção abdominal induzido por ácido acético, adaptado de 

Koster e colaboradores (1959), é um método utilizado rotineiramente e sensível para 

o screening da eficácia de agentes analgésicos periféricos, sendo este modelo mais 

sensível a analgésicos não-esteroides (Collier et al., 1963). A hiperalgesia causada 

pelo ácido acético é explicada devido à liberação e aumento do nível de vários 

mediadores, como a histamina e serotonina que atuam por estimulação dos 

neurônios nociceptivos periféricos (Cui et al., 2010). 

A atividade antinociceptiva apresentada pelo tratamento com EAEm na dose 

de 25 e 50 mg/kg,  foi observada pela inibição das contorções induzidas por ácido 

acético em 75% e 55% respectivamente (Figura 14A). O tratamento com EHEm 

inibiu o número de contorções significativamente em todas as doses testadas, porém 

a dose de 25 mg/kg apresentou melhor eficiência, com 52% de inibição do número 

de contorções (Figura 14B). Já o tratamento com a Fr20, mostrou inibição moderada 

das contorções com o tratamento em duas doses testadas (Figura 15A). O melhor 

desempenho foi observado no tratamento com a dose de 25 mg/kg da Fr40 (Figura 

15B), que inibiu 98% das contorções. Borgi e colaboradores (2008), testaram 

frações obtidas a partir das folhas de Zizyphus lotus (L.) Lam., ricas em flavonoides 

no modelo experimental de algesia induzida por ácido acético e em uma dose de 

200 mg/kg obteve inibição de 88% das contorções. Em outro estudo, Couto (2011) 

descreveu uma inibição de 63% e 80,2%, para doses de 100 e 300 mg/kg de  

Como foi realizada uma eluição da coluna com solventes em concentração 

com redução de polaridade, houve um enriquecimento da fração eluída no início do 

fracionamento, resultando em duas frações: Fr20 e Fr40, sendo que a Fr20 foi a que 

apresentou maior rendimento (Tabela 1) e isto se deve ao fato do EAEm ter forte 

característica polar em seus constituintes químicos.  



86 

 O próximo passo foi o biomonitoramento utilizando os modelos experimentais 

de nocicepção, tais como, o de contorção abdominal induzido por ácido acético, 

modelo de formalina e o de imersão da cauda em banho a 50ºC (Tail-flick ou tail-

immersion test).  

O modelo de contorção abdominal induzido por ácido acético, adaptado de 

Koster e colaboradores (1959), é um método utilizado rotineiramente e sensível para 

o screening da eficácia de agentes analgésicos periféricos, sendo este modelo mais 

sensível a analgésicos não-esteroides (Collier et al., 1963). A hiperalgesia causada 

pelo ácido acético é explicada devido à liberação e aumento do nível de vários 

mediadores, como a histamina e serotonina que atuam por estimulação dos 

neurônios nociceptivos periféricos (Cui et al., 2010). 

A atividade antinociceptiva apresentada pelo tratamento com EAEm na dose 

de 25 e 50 mg/kg, foi observada pela inibição das contorções induzidas por ácido 

acético em 75% e 55% respectivamente (Figura 14A). O tratamento com EHEm 

inibiu o número de contorções significativamente em todas as doses testadas, porém 

a dose de 25 mg/kg apresentou melhor eficiência, com 52% de inibição do número 

de contorções (Figura 14B). Já o tratamento com a Fr20, mostrou inibição moderada 

das contorções com o tratamento em duas doses testadas (Figura 15A). O melhor 

desempenho foi observado no tratamento com a dose de 25 mg/kg da Fr40 (Figura 

15B), que inibiu 98% das contorções. Borgi e colaboradores (2008), testaram 

frações obtidas a partir das folhas de Zizyphus lotus (L.) Lam., ricas em flavonoides 

no modelo experimental de algesia induzida por ácido acético e em uma dose de 

200 mg/kg obteve inibição de 88% das contorções. Em outro estudo, Couto (2011) 

descreveu uma inibição de 63% e 80,2%, para doses de 100 e 300 mg/kg de extrato 

de Emilia sonchifolia (L.) DC. Estes dados da literatura permitem inferir que o os 

extratos brutos e as frações do EAEm possuem uma atividade antinociceptiva 

superior em menores doses para este modelo experimental. 

Esta atividade antinociceptiva pode estar relacionada à inibição da liberação 

de mediadores em resposta ao ácido acético, como a bradicinina, substância P, 

prostaglandinas e algumas citocinas como Interleucina 1Beta (IL-1β), TNF-α e 

Interleucina 8 (IL-8) (Correa et al., 1996; Ribeiro et al., 2000; Ikeda et al., 2001; 

Vanderlei et al., 2010).   

Arslan e colaboradores (2010) descreveram que ácidos triterpenoides, 

flavonoides e compostos fenólicos possuem efeitos analgésico e anti-inflamatório em 
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modelos animais. Reforçando esta idéia, outros estudos têm demonstrado que 

flavonoides como rutina, quercetina e luteolina tem atividade antinociceptiva 

bastante significativa (Deliorman et al., 2007). 

Os efeitos antinociceptivos dos extratos e frações de E. macrophyllus também 

foram verificados sobre o comportamento nociceptivo espontâneo induzido por  

injeção intraplantar de formalina na pata traseira do camundongo. 

O modelo de formalina é comumente usado para observar dor inflamatória 

aguda, em que as lambidas e mordidas, na pata traseira afetada, são observadas 

em duas fases distintas (Dubuisson e Dennis, 1977). A primeira e segunda fase, 

acredita-se refletir a excitação de nociceptores aferentes periféricos e sensibilização 

central, respectivamente (Dickenson e Sullivan, 1987; Yaksh et al., 2001). Enquanto 

a primeira (fase neurogênica) e segunda fase (fase inflamatória) são atenuadas por 

opioides (para revisão, ver Yaksh et al., 2001), a segunda fase é atenuada por 

inibidores seletivos de cicloxigenases. Como outras substâncias que atuam sobre o 

SNC, os extratos foram ativos em todas as doses tanto na fase neurogênica quanto 

inflamatória Figuras 16 A e B). A Fr20 (Figura 17A) foi ativa nas duas fases do 

modelo de formalina, chegando a 100% de redução da nocicepção na fase 

inflamatória e na primeira fase todas as doses testadas reduziram a nocicepção 

eficientemente. Em outro estudo Vilela e colaboradores (2009), descreveram uma 

inibição significativa em tratamentos com doses de 30 e 300 mg/kg de extrato de 

Sonchus oleraceus L.. Este dado da literatura permite inferir que o os extratos 

EAEm, EHEm e as frações do EAEm possuem uma atividade antinociceptiva 

superior em doses menores ou igual a 100 mg/kg para este modelo experimental. 

O outro modelo experimental utilizado foi o modelo de imersão da cauda em 

banho a 50ºC, que tem sido usado para analisar o comportamento a respostas de 

estímulos térmicos nocivos. Os resultados nos mostram que o tratamento com 

EAEm não produziu nenhum efeito antinocieptivo neste modelo (Figura 18B). Já o 

tratamento com EHEm, na dose de 50 mg/kg, reduziu a nocicepção nos tempos de 

60 e 90 minutos (Figura 18A). Para os animais tratados com a Fr20, observou-se o 

efeito antinociceptivo em todas as doses testadas no tempo de  90 minutos (Figura 

19A) e a Fr40 (Figura 19B) apresentou  maior eficiencia no tempo de 90 min na 

maior dose. Estes dados são bastante expressivos, quando comparados a alguns 

resultados descritos na literatura com o mesmo modelo, em que se observam 
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tratamentos com doses a partir de 100 mg/kg, que seriam concentrações altas, para 

se observar uma atividade antinociceptiva (Vilela et al., 2009; Couto et al., 2011). 

O uso da medicina tradicional é amplamente difundido e as plantas ainda 

apresentam uma grande fonte de antioxidantes naturais que podem servir como 

direcionamento para o desenvolvimento de novos medicamentos. Ácidos 

triterpenoides, flavonoides e compostos fenólicos possuem efeitos analgésicos 

(Arslan et al., 2010). E seguindo por esta linha, em outros estudos realizados em 

nosso laboratório, foi determinado o teor de polifenois e flavonoides e também o 

poder redutor dos compostos do E. macrophyllus.  

Sabendo que a ocorrência do estresse oxidativo tem sido descrita em vários 

modelos experimentais de nocicepção, e este tem sido implicado como um 

mecanismo na indução e manutenção da dor (Kim et al., 2004; Rossato et al., 2011), 

esta hipótese reforça o fato de que algumas substâncias antioxidantes apresentam 

efeitos antinociceptivos em ambos, alodinia mecânica e hiperalgesia térmica (Kim et 

al., 2004; Rossato et al., 2010). 

Os mecanismos precisos envolvidos na resposta antinociceptiva dos extratos 

e frações de E. macrophyllus não estão completamente compreendidos, mas eles 

podem estar relacionados a presença de flavonoides e outros compostos 

aromáticos. 

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do EAEm, EHEm, Fr20 e  Fr40, 

utilizou-se o ensaio que avalia pela redução do MTT a viabilidade celular utilizando 

células da linhagem de neuroblastoma NEURO 2-A. A quantidade de produto 

formazan é proporcional ao número de células viáveis (Gentile et al., 2004). Os 

resultados mostraram que o EAEm (Figura 20A) foi o que apresentou maior redução 

da atividade redutora mitocondrial (ARM) em função da concentração, sendo 

calculado um IC50 de 36,15 µg/mL e que a Fr40 (Figura 21B) não interferiu na 

atividade redutora mitocondrial na maioria das concentrações testadas. Shih e 

colaboradores (2009) relataram resultados expressivos com este ensaio 

apresentando baixa citotoxicidade dos extratos testados obtidos a partir da batata 

doce e um efeito indutor da proliferação celular.  

Os compostos dos extratos e frações da Echinodorus macrophyllus 

apresentaram atividade antinociceptiva em modelos de nocicepção gerados por um 

produto químico ou por estímulo nocivo térmico, em diferentes respostas 

nociceptivas. A Fr40, apresentou atividade antinociceptiva em todos os modelos 
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avaliados e menor citotoxicidade, sendo assim escolhida para o estudo de 

mecanismo de ação no modelo de ácido acético, na dose de 25 mg/kg, a qual foi a 

dose mais ativa nos testes avaliados. 

Intencionou-se avaliar algumas vias de ação antinociceptiva utilizando modelo 

de contorção induzida por ácido acético 0,06%, com tratamentos com agonistas e 

antagonistas para melhor compreensão do mecanismo de redução da dor induzida 

pela Fr40 de E. macrophyllus. Está bem estabelecido que o ácido acético ou 

formalina induz dor visceral nos animais através da estimulação do nervo sensorial 

aferente primário e as fibras nervosas C (Collier et al., 1963;. Shibata et al., 1989.; 

Sawynok, 2003). 

Uma função importante do sistema opiáceo é a de  

modulação da percepção da dor. Os receptores-δ são responsáveis primariamente 

pela analgesia, mas também por modular funções cognitivas e de dependência 

física. Estão localizados nos núcleos pontinos, amígdalas, bulbo olfatório, córtex 

cerebral profundo e nos neurônios sensitivos periféricos (Martins et al., 2012). Estes 

receptores, na membrana celular, são acoplados à proteína G. Quando estimulados 

por um fármaco opioide (morfina), ocorre a inibição da enzima adenilato ciclase, 

reduzindo o nível intracelular de adenosina monofosfato cíclico. Com isso há o 

fechamento dos canais de cálcio dependentes de voltagem nas terminações pré-

sinápticas, reduzindo a liberação de neurotransmissores e ainda a ativação dos 

receptores, porém não os canais de K+ da membrana pós-sináptica. Isso causa uma 

hiperpolarização desse neurônio, bloqueando parcialmente a transmissão do 

estímulo doloroso (Martins et al., 2012).  

O mecanismo opiáceo foi avaliado (Tabela 2) utilizando como controles a 

morfina (agonista opioide) e a naloxona (antagonista).  A naloxona não interferiu nas 

contorções abdominais quando comparada ao grupo controle e foi capaz de reverter 

em 61% o efeito da morfina. Embora a Fr40 tenha reduzido em 75,13% o número de 

contorções em relação ao grupo controle, seu efeito não foi revertido pela naloxona, 

o que sugere, que a Fr40 não atue pela via opiácea. Marcon e colaboradores (2009) 

avaliaram a atividade antinociceptiva de P. kleinii (Burseraceae), que inibiu 85% das 

contorções. Porém, este efeito antinociceptivo não foi revertido pela naloxona, um 

antagonista de receptor opióide não selectivo. 
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A clonidina é um fármaco agonista dos receptores α-2adrenérgicos pré-

sinápticos, os quais estão presentes em estruturas do sistema nervoso periférico e 

central, mais precisamente no cérebro, medula espinhal e gânglios das raízes 

dorsais. Todos estes sítios estão potencialmente implicados nos efeitos 

antinociceptivos da clonidina. Sabe-se que sua ação simpatolítica em estruturas 

espinhais e supraespinhais responsáveis pela modulação do estímulo doloroso 

resulta em analgesia eficaz (Mason, 2004; Flores et al., 2012).  

Classicamente, a clonidina tem sido utilizada por via sistêmica e no neuroeixo. 

Seu uso terapêutico, entretanto, tem sido limitado por efeitos adversos como 

sedação, boca seca, hipotensão e hipertensão rebote (Mason, 2004). Sabe-se que 

receptores α-2-adrenérgicos são expressos em neurônios sensoriais nociceptivos 

primários e que a atuação periférica destes receptores reproduz antinocicepção. 

Esta observação originou a hipótese de que a administração de clonidina tem efeito 

antinociceptivo (Heyneman et al.,2000; Mason, 2004). Os nervos periféricos lesados 

apresentam sensibilidade adrenérgica aumentada e a presença de agonistas 

adrenérgicos, como a noradrenalina, pode aumentar suas descargas ectópicas, 

resultando em maior sensação dolorosa. Estudos demonstram que a ativação dos 

receptores α-2 adrenérgicos periféricos pela clonidina reduz a liberação local de 

catecolaminas, diminuindo a dor e a alodinia (Heyneman et al., 2000; Mason, 2004).  

O mecanismo adrenérgico foi avaliado (Tabela 3) empregando o modelo de 

contorções abdominais induzidas pelo ácido acético e utilizando como controles a 

ioimbina (antagonista) e a clonidina (agonista). A Ioimbina não interferiu nas 

contorções abdominais quando comparada ao grupo controle e foi capaz de reverter 

em 80,4% do efeito da clonidina. A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções 

em relação ao grupo controle, e seu efeito foi revertido em 60,2% pela ioimbina, o 

que sugere que esta fração não atue somente no mecanismo adrenérgico, com 

possível sinergia com outros mecanismos de ação antinociceptiva.  

O possível envolvimento da ativação da guanilato ciclase e geração de GMPc 

foi avaliado (Tabela 4) empregando o modelo de contorções abdominais induzidas 

pelo ácido acético e utilizando o ODQ como inibidor da enzima. O ODQ não 

interferiu nas contorções abdominais quando comparado ao grupo controle (p>0,05). 

A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções em relação ao grupo controle, e 

seu efeito não foi revertido pelo ODQ. 
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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). 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).  

A contribuição do NO para o efeito antinociceptivo da Fr40 foi avaliada 

(Tabela 5) empregando o modelo de contorções abdominais induzidas pelo ácido 

acético e utilizando o 7-NI, um inibidor da NOs neuronal (antagonista competitivo), 

por competir com a L-arginina (substrato pela ligação à enzima NOs neuronal.  

A 7-NI não interferiu nas contorções abdominais quando comparado ao grupo 

controle. A Fr40 reduziu em 75,13% o número de contorções em relação ao grupo 

controle, e seu efeito foi parcialmente revertido (65,4%) pelo 7-NI. 

A análise do cromatograma do EHEm obtido por cromatografia em fase 

gasosa e acoplada a espectrômetro de massas (Figura 22), resultou na identificação 

dos compostos do extrato, em que podemos observar os componentes majoritários: 

o ácido palmítico (36,67%) e o esqualeno (23,28%) mostrados na (Tabela 6). O 

esqualeno é um membro da classe dos terpenos e tem considerável potencial para 

diversas aplicações farmacêuticas.  É utilizado como agente protetor, diminuindo os 

efeitos colaterais induzidos por quimioterapia, melhora a resposta imune, reduz o 

efeito das espécies reativas de oxigênio (Reddy e Couvreur, 2009).  

Para melhor avaliação do conjunto de compostos que constituem o EAEm e a 

Fr20 e Fr40, procedeu-se a análises dos perfis cromatográficos por HPLC – DAD em 

coluna C18 (Figura 24 e Tabela 7) e monitorados em 340 nm. Estes apresentaram 

diferenças importantes com picos principais característicos para cada analito e 

menor complexidade de componentes na Fr40 (Figura 24). 

Como priorizou-se a Fr40 por sua maior eficiência nos ensaios in vivo e in 

vitro, esta também foi escolhida para análise dos perfis cromatográficos por HPLC–

DAD em coluna C18 com alguns padrões marcadores do gênero Echinodorus. 

Como relatado por Pimenta (2002), enquanto o ácido echinoico era predominante na 

fração hexânica, a isoorientina, isovitexina e ácido ferrúlico eram predominantes no 

extrato etanólico da espécie E. grandiflorus. 
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A partir destas informações realizou-se a análise da Fr40 com co-injeções de 

isovitexina, vitexina, rutina, orientina e isoorientina. As análises dos compostos da 

Fr40 por HPLC–DAD foram realizadas segundo protocolo proposto por Costa e 

colaboradores (2010).  

Foi dectado na Fr40 a presença de Isovitexina com TR 29,65 min observados 

na Figura 25 A-B e Tabela 8. Os demais padrões co-injetados: vitexina (Figura 26 A-

B e Tabela 8), rutina (Figura 27-B e Tabela 9), orientina e isoorientina (Figura 28A-B 

e Tabela 10), foram observados nos cromatogramas, porém sem que se possa 

afirmar sua presença ou ausência. Por análise do cromatograma obtido por TLC, 

confirmamos a presença de isovitexina e de isoorientina. Outras análises deverão 

ser realizadas para a identificação dos componentes presentes nesta fração, como 

por exemplo, por HPLC-MS ou HPLC-NMR. 

O presente estudo mostrou o efeito antinociceptivo do extrato e frações de 

Echinodorus macrophyllus em diferentes respostas nociceptivas geradas por um 

produto químico ou por estímulo nocivo térmico e nenhum trabalho a respeito da 

presença dos flavonoides identificados neste estudo, para a  espécie E. 

macrophyllus foi encontrado na literatura. 
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CONCLUSÃO 

 

 O EAEm foi fracionado resultando em duas frações nomeadas Fr20 e Fr40; 

 O EHEm, EAEm e suas frações Fr20 e Fr40 apresentaram inibição 

significativa do número de contorções induzidas por ácido acético de 96%, 

sendo a Fr40, a de maior eficiência, com inibição das contorções em todas as 

doses testadas; 

 No modelo de formalina, o EHEm, EAEm e suas frações Fr20 e Fr40 inibiram 

as fases neurogênica e inflamatória. A fração Fr20 foi a mais ativa inibindo até 

100% da nocicepção na fase inflamatória;  

 No modelo de imersão da cauda em banho a 50ºC, o tratamento com EHEm 

mostrou eficiência apenas no tratamento com a dose de 50 mg/kg (60 e 90 

min) e o EAEm não teve atividade. A Fr20 aumentou o tempo de latência em 

90 min nas três doses administradas (25, 50 e 100 mg/kg) e a Fr40 apenas na 

maior dose (100 mg/kg) nos tempos de 60, 90 e 180 min; 

 Estudos de citotoxicidade in vitro com células NEURO 2-A mostraram que o 

EAEm foi o que apresentou maior redução da ARM (IC50 de 36,15 µg/mL), o 

EHEm e a Fr20 reduziram a ARM em até 49% e 38,1%, respectivamente e a 

Fr40 não interferiu na ARM na maioria das concentrações testadas; 

 A Fr40 apresentou atividade antinociceptiva em todos os modelos avaliados e 

menor citotoxicidade, sendo assim escolhida para o estudo de mecanismo de 

ação no modelo de ácido acético, na dose de 25 mg/kg, a qual foi a dose 

mais ativa nos testes avaliados; 

 A Fr40 não atuou pela via opiácea, não sendo o seu efeito antinociceptivo 

(75,13%) revertido pela naloxona; 

 O efeito antinociceptivo da Fr40, parece envolver em parte a ativação 

adrenérgica, já que o seu efeito antinociceptivo (75,13%) foi parcialmente 

revertido em 60,2% pela ioimbina.  

 O óxido nítrico parece contribuir para o efeito antinociceptivo da Fr40, 

parcialmente reduzido pelo 7-NI (65,4%). Entretanto, a ativação da guanilato 

ciclase, não está envolvida nesta resposta. 

 A análise fitoquímica do EHEm por GC-MS identificou seus constituintes, 

sendo majoritários o ácido palmítico e o esqualeno. 
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 A análise da Fr40 por HPLC-DAD com coinjeção de padrões de flavonoides 

marcadores do gênero e por TLC revelaram a presença de isovitexina e de 

isoorientina. 
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