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O que importa ¢ a rota segura.

E desta nos louvamos todos, a frente do Divino Timoneiro.

As dificuldades s#o os degraus de ascens3o.

Cultivemos serenidade e confianca.

Observai tudo e selecionai os ingredientes que vos parecam
necessarios ao bem geral. Nem segregacdo sistemética na cultura

académica, nem reclusfo absoluta nas afirmativas do sentimento.

DR. BEZERRA DE MENEZES (1831-1900)
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RESUMO

A espécie Qualea grandifiora Mart. é amplamente encontrada pelo cerrado brasileiro,
sendo considerada um simbolo desta regido. A populacio local utiliza as suas folhas para
combater diarréias com sangue, cOlicas intestinais e amebas, mas nio hd estudos

relacionados, e pouco se sabe sobre esta importante espécie.

O estudo investigou as atividades farmacolégicas do extrato bruto hidroalcoélico (EB)
e das fraces obtidas das folhas da espécie empregando diferentes modelos experimentais em

camundongos.
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Os animais tratados com o EB (500mg/Kg ip.) apresentaram: diminuicio das
respostas ao toque, ao aperto de cauda e do reflexo auricular, indicando atividade depressora
do Sisterna Nervoso Central, que também foi observada pelo aumento do tempo de sono
barbittrico; aumento significativo do tempo de permanéncia do animal na placa quente
indicando que possui um potencial analgésico; aumento do tempo de laténcia para a
primeira convulsio cl6nica, aumento do tempo para a morte e diminuicio da severidade e
do ndmero das convulsdes induzidas pelo PTZ. Todavia, o EB, nas doses de 500 e

1000mg/Kg, ndo antagonizou as convulsdes induzidas pela pilocarpina.

A dose letal 50% (DLso) do EB foi de 1.321mg/Kg, sendo que 1500mg/Kg produziu

morte de todos os animais tratados.

As fragGes obtidas a partir do extrato bruto, denominadas fracio éter (FE) e fracio
hexano (FH) ndo causaram distirbio na coordenacio motora dos animais na dose de
500mg/Kg, via ip. . E, no teste da convulsio induzida pelo PTZ, a FE (300mg/Kg, via ip.)
foi mais ativa no aumento do tempo de laténcia para a convulsio e a FH (300mg/Kg, via i.p.)

1o aumento do tempo para morte ¢/ou evitar a morte,

A purifica¢do da FE resultou em 5 novas fracdes, a fracio denominada 2FE apreseniou-
se mais ativa na convulsdo. A partir da purificacio da FH obteve-se 3 novas fracdes, a

chamada 2FH mostrou-se mais ativa na motte.
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Os resultados demonstraram que o extrato e as fracdes das folhas de Qualea
grandiflora Mart. possuem atividades depressora do sistema nervoso central e analgésicas,
apesar de n&o provocarem incoordenagio motora na dose que apresentamn estas atividades,

além de possuirem um potencial anticonvulsivante.

Palavras-chave: Qualea grandiflora (Vochysiaceae), anticonvulsivantes, plantas medicinais.
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ABSTRACT

This study investigates pharmacologijcal activities of crude hydroalcoholic extract {EB)
and fractions of Qualea grandiflora Mart., an important Brazilian Cerrado plant species,
employing different experimental models in mice. The treatment with EB (500mg/Kg, ip)
caused: signs of central nervous system depressant action in the hippocratic screening test

which was confirmed in a potentiation of sodium pentobarbital sleeping time test by the
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increase in the sleep time; increased the latency time of permanence in hot plate that
indicated analgesic effect; significantly delayed the onset of clonic PTZ convulsions and
increased the time for death, suppressed tonic PTZ convulsion, beyond decreased the
severity and the number of convulsions. The median lethal dose of EB is 1.321mg/Kg,
whereas 1500mg/Kg produced death in all animals. The fractions those were obtained from
EB, the ethyl ether fraction and hexane fraction, don’t caused disturbance in motor
coordination at the dose of 500mg/Kg, ip., assessed by rotarod test. In the convulsions
induced by PTZ, the ethyl ether fraction {300mg/Kg, i.p.) was the most active in the increase
of the latency time for first convulsion and decrease of the severity and the number of
convulsions, and the hexane fraction (300mg/Kg, i.p.) was the most active in the increase of
the time for death and/or avoided the death. The fractions that resulted of the hexane
fraction purification, the 2FH, was the most active in death and the fractions that resulted of
the ethyl ether fraction purification, the 2FE, was the most active in delayed convulsions.
However, the EB and fractions, at the doses of 500 e 1000mg/Kg, don't had activity in the
convulsions induced by pilocarpine.

These results suggest that the extract of leaves of Qualea grandiflora Mart. has a central
nervous system depressant action; an analgesic and anticonvulsant activities. Further studies

are needed before any precise conclusions.

Key words: Qualea grandiflora (Vochysiaceae), anticonvulsants, medicinal plant.
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INTRODUCAO

A necessidade desempenhou ao longo da histéria a forca motriz que impulsionou a
humanidade a implementacio de mudancas e de transformacbes. A dor fez com que ©
homem buscasse ¢ analgésico; a doenca desencadeou a busca do remédio, e a cura muitas
vezes somente foi encontrada na natureza, na riqueza da flora medicinal, amplamente
explorada pelo homem através do tempo. Portanto, € ficil inferir gque o uso de plantas no
combate as doencas seja tio antigo quanto a prépria humanidade (OLIVEIRA e AKISUE,

1998).
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Até o século XIX, os medicamentos disponiveis eram quase que exclusivamente
formulados a4 base de plantas medicinais. De inicio, 0 descobrimento das propriedades
terapéuticas dos vegetais era meramente intuitiva ou, as vezes, pela observacio dos animais,
que buscavam nas ervas o alivio para suas afeccbes. Recentemente, foi que as plantas
medicinais passaram a ser estudadas de forma criteriosa e sistemdtica, do ponto de vista
cientifico com a finalidade de comprovar as suas acdes farmacolégicas, bem como, ter

conhecimento dos efeitos indesejaveis (ALMEIDA et al., 2003).

Nio se pode ignorar o valor dos conhecimentos passados de geracio a geracio sobre a
flora medicinal, que resultam de larga experiéncia humana, de resultados excelentes em
imimeros problemas da satide, dela nasceu o que hoje consideramos cientifico, académico,
principalmente nos dias de hoje, quando os laboratérios extraem dos vegetais incontéveis

substincias de acdo rdpida e eficaz.

Embora os produtos sintéticos desempenhem papel importante na terapéutica
moderna, a sintese de algumas substincias ainda nio foi conseguida, fazendo com que elas
continuem sendo obtidas de vegetais, o que aliado ao preco elevado da sintese de uma gama
de substancias, dificultam o acesso de grande parte da populacio a esses medicamentos,

gerando problemas de satide pidblica.
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Dessa forma o uso das substincias medicamentosas naturais tém aumentado, tanto
em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos, a globalizacio tem levado a
trocas interculturais e a difusdo do uso de témicas e produtos terapéuticos naturais. Este
fendémenoc requer particular atencio para evitar uso inapropriado e mal-entendimentos que

poderiam ser prejudiciais aos individuos (WHO, 2004).

A partir desta consciéndia, as principais indiistrias farmacéuticas estio investindo cada
vez mais na pesquisa envolvendo as plantas medicinais, pois sabem que grande parte dos
medicamentos existentes no mercado, originaram-se de produtos naturais, em especial de
plantas, ou entdo estas fazem parte em algum momento da histéria farmacolégica dessas
drogas (FERREIRA, 2002), juntamente com o fato de que certas plantas sio as melhores
fontes de componentes para novos medicamentos ou talvez pudessem servir-thes de

prot6tipo (ROBBERS, 1997).

A Organizacdio Mundial da Saide (OMS) tém divulgado a importincia do uso de
plantas medicinais como recurso terapéutico vidvel, e segundo dados desta mesma
organizacio, cerca de 25% dos medicamentos utilizados na medicina moderna foram
descobertos a partir de plantas usadas tradicionalmente pela populacio. Por outro lado,
devido a muitos problemas de satide ocasionados pelo uso incorreto de plantas medicinais, a
OMS adota uma estratégia global para regulamentacio dos medicamentos de uso popular

tornando-os mais seguros e mais acessiveis a populacio (WHO, 2002).
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Uma destas estratégias € a disponibilizacdo de um guia de informacbes para o uso
apropriado da medicina alternativa, que contribuird para a protecio da satide do paciente e

seu bem-estar, fornecendo as informacGes necessdrias para o uso correto e seguro das plantas

(WHO, 2004).

Tudo isto torma a confirmar a necessidade e a importincia da pesquiéa para a
comprovacao das atividades farmacolégicas das plantas medicinais utilizadas popularmente
ou para a descoberta das suas propriedades curativas e toxicolégicas. Neste sentido, o Brasil,
com sua enorme biodiversidade, apresenta-se com um grande potencial para pesquisa e
exploracio na drea de plantas medicinais (ALVES et al., 2000), podendo contribuir para o

desenvolvimento de novos medicamentos produzidos a partir de plantas (FERREIRA, 2002).

Por sua ampla extensdo territorial e biodiversidade floristica, o cerrado é uma das
regides que muito tem contribuido no fornecimento de plantas com grande potencial
terapéutico. Segundo bioma brasileiro, ocupando 22% do pais, é descrito por DINIZ e
MQRAIS (1997), como um tipo de savana consistindo de um mosaico de formagdes vegetais,
sabe-se, hoje, que em geral o cerrado ndo é condicionado pela escassez de dgua, mas pela

pobreza dos solos onde se encontra (FERRI, 1969; SIQUEIRA e PETERSON, 2003).
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- O cerrado tem uma fisionomia peculiar: sobre um tapete em que predominam as
gramineas e que reveste o solo de maneira mais ou menos completa, desenvolvem-se arvores
e arbustos, ora isolados, ora em grupos, geralmente tortuosos, de cascas espessas com
freqiientes sinais de queima, de folhas grandes, simples ou divididas, coridceas, brilhantes ou
revestidas de numerosos pélos (FERRI, 1969; CORREA, 1926-1978). Possui uma riqueza de
espécies de plantas, muitas das quais sio usadas como medicamentos naturais para o

tratamento de diversas doencas (ALVES et al., 2000).

A drvore Qualea grandiflora Mart., é considerada um sfmbolo do cerrado brasileiro
(SILVA et al., 2002) pela sua ampla distribuicio nesta regidio (MENDES, 1996), sendo
conhecida popularmente como pau-terra-de-folha-larga, pau-terra-do-campo ou pau-terra-
do-cerrado, € geralmente encontrada em terrenos altos, secos e bem drenados, ocorrendo
tanto em formacSes primérias como secunddrias e, geralmente em alta freqiiéncia de

individuos.

Pertencente a familia Vochysiaceae, pode atingir de 7 a 12m de altura, com tronco de
30-40cm de didmetro. Em termos de morfologia externa caracteriza-se por apresentar folhas
simples, de disposicio alterna, com estipulas pequenas ou nio, rigidas, tormentosas na

pagina inferior, de 10-14cm de comprimento.  As flores sdo grandes e vistosas, amarelas ou
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branco - amareladas, fortemente zigomorfas, ciclicas, diclamideas hermafroditas, com uma
ou cinco pétalas. Possui pétala externa com uma grande espora. Androceu formado por um
tnico e grande estame. Ovdrio stipero tricarpelar, trilocular, com virios 6vulos. Seus frutos
sdo secos, capsular loculicida, com sementes unilateralmente aladas (JOLY, 1998; FERRI,

1969).

Segundo CORREA (1981) esta e outras espécies do género Qualea fornecem madeira
para canoas e carpintaria, suas cascas e seus frutos possuem taninos e fornecemn matéria

tintorial, especificamente a Qualea grandiflora Mart. fornece uma tinta amarela.

A espécie floresce durante 0s meses de novembro-janeiro, produzindo anualmente
grande quantidade de sementes vidveis. A maturacio dos frutos ocorre nos meses de agosto-

setembro, com a planta quase totalmente despida de sua folhagem (LORENZI, 2000).

Entre as pesquisas envolvendo Q. grandiffora destacam-se poucos trabalhos
relacionando a interacio entre a planta e os herbivoros. DINIZ e MORAIS (1997), relatam
que 58 espécies de lagartas foram encontradas em 3 espécies de Qualea, a Q. muitiflora Mart,
a Q. grandiflora Mart. e a Q. parviflora Mart. . Enquanto OLIVEIRA et al. {1987) observaram
que espécies do género Qualea possuem nectarias extraflorais — 6rgaos secretores de néctar

eIn seus ramos, proximo a inser¢io das folhas, onde sdo encontradas formigas de muitas
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espécies, sendo freqilentemente encontradas na Q. grandiflora procurando ativamente pelo
néctar extrafloral. Nestas plantas nido sdo observados ataques por herbivoros, sugerindo que
as formigas poderiam agir como efetivo agente anti-herbivoros da Qualea spp. na vegetacio
do Cerrado. DEL CLARO (1996) também observaram que as formigas limitam o dano nas
folhas causado pelos herbivoros nas drvores de Qualea grandiflora Mart., o que nio exclui a

hipétese da presenca de outzas substincias que afetam os herbivoros.

Sdo escassos os trabalhos relacdonados a atividade farmacolégica da planta.
RODRIGUES e CARVALHO (2001) relatam que a infusdo ou decocgio das folhas de Q.
grandiflora Mart. sdo usadas popularmente para diarréia com sangue, c6lica intestinal e
contra ameba. J4, o extrato metanélico da sua raiz foi estudado e apresentou atividade

antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa

(ALVES et al., 2000).

Todavia, ndo hd estudos sobre os efeitos famacolégicos das suas folhas, portanto o
presente trabalho teve por objetivo avaliar as atividades gerais do extrato bmto

hidroalcbolico e fracbes desta importante espécie da flora brasileira em diferentes modelos

experimentais.

Q’#Gﬂﬁlﬂﬁ"ﬂ.!i!ﬂi’t'lﬁlt.iGi*l.!‘&ﬂ*t!l’ﬂﬁll*’!ﬂ!

29



SR T EERED R ECEREEEET TSNS RS ER TR R NSRS EET R EEEEEES

OBJETIVOS

Tendo em vista a faita de estudos relacionados as propriedades medicinais das folhas da

planta Qualea grandiflora Mart., os objetivos deste trabalho sio:

=  Obter o extrato bruto a partir das folhas desta espécie.

=>  Avaliar a(s) atividade(s) farmacolégica(s) do extrato bruto nos modelos experimentais

descritos.

=> Avaliar a toxicidade deste extrato.

=  Purificar o extrato bruto e descobrir a(s) fracio(s) ativa {s) nestes modelos

experimentais.
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REVISAO DA LITERATURA

Apesar da riqueza da flora brasileira, com cerca de 55.000 espécies e da ampla
utilizacao de plantas medicinais pela populacio, existe consenso sobre a insuficiéncia de
estudos centificos sobre o assunto (FERREIRA, 2004}, dados disponiveis revelam que apenas
17% das plantas existentes foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal {CRAGG e
NEWMAN, 1999). Portanto, a natureza ainda fornece um vasto e promissor campo para a

pesquisa sobre as plantas.

Este fato junto com o crescente aumento das vendas de medicamentos contendo

exclusivamente principios ativos de origem natural ou com principios ativos naturais
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associados a principios ativos de outra natureza, que chega a 15,6% do total de vendas de
medicamentos (FERREIRA, 2004), estimmulam vdrias empresas privadas e organizaches
governamentais a instituir projetos de pesquisa na drea da descoberta de novas substincias

ativas de origem vegetal (CALIXTO, 2000).

Com este crescente interesse das grandes corporagfes farmacéuticas pelo potencial de
mercado dos produtos naturais, € imprescindivel dar maior atenc¢io ao aprofundamento do
conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua utilizacdo na formulacio de

medicamentos (FERREIRA, 2004).

A epilepsia é um dos maiores problemas de satide ptblica, por ser uma das mais
freqiientes desordens cerebrais na populagio geral, sendo que 80% das pessoas que sofrem
deste mal, vivem em paises em desenvolvimento (ONU, 2001) e por volta de 4% destes
individuos sido afetados por toda sua vida (BROWNE e HOLMES, 2001). Por isso, hd uma
busca de novas opcoes terapéuticas ou aprimoramento dos tratamentos j4 existentes para esse
mal (BETTING et al., 2003), apesar dos avancos ja realizados e da disponibilidade de uma
ampla variedade de drogas indicadas para este fim, ainda n3o representam a “cura” para um
grande nlimero de pacientes, nem mesmo de um controle adequado das crises convulsivas
em aproximadamente 10 a 30% dos pacientes, além do desconforto dos efeitos colaterais
e/ou toxicos que alguns pacientes experimentam e que, muitas vezes, levam ao abandono do

tratamento (LOSCHER e SCHMIDT, 2002; WHO, 2001b).
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Desta forma, novos conceitos e idéias para o desenvolvimento de farmacos
antiepilépticos mais seguros e eficazes, e menos tOXicos $i0 urgentemente necessarios
(LOSCHER e LEPPIK, 2002), tais como a descoberta de compostos que ndo causem efeitos
colaterais cognitivos e sedacdo, ou seja, com menor prejuizo i fungio cerebral normal

(WHO, 2001a).

Neste sentido, a pesquisa das plantas medicinais oferece um vasto campo para a
descoberta de espécies com atividade anticonvulsivante e também, no fornecimento de
substancias ativas. Por exemplo, a planta Salvadora pérsica L. que possui efeitos sedativo e
anticonvulsivante avaliados por MONFORTE et al. {2002), a fracio isolada das raizes de
Delphinium denudatum com propriedades anticonvulsivantes (RAZA et al., 2001) e também
com esta mesma propriedade 0 composto timoquinona, extraido das sementes da planta
Nigella sativa (HOSSEINZADEH e PARVARDEH, 2004), bem como muitas outras espécies

que poderiam ser citadas.

A epilepsia caracteriza-se pela recorréndcia de ataques causados por descargas neuronais
cerebrais de atividade elétrica excessiva numa parte do cérebro ou em seu todo (ONU, 2001),
¢ uma desordem cdnica e freqlientemente progressiva caracterizada por ocoméncias
periddicas e imprevissiveis dos ataques epilépticos (LOSCHER, 1998), esta é a definicio mais

aceita, embora, ndo exista uma definicio satisfatéria de epilepsia pela ampla gama de
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sintomas complexos, de vérias etiologias, caracterizando uma situacio adnica com crises
epilépticas recorrentes ndo provocadas, na auséncia de afeccoes téxico-metabdlicas ou febris

remedidveis {COSTA, 2002).

Ja que, as epilepsias sdo distiirbios da excitabilidade neuronal, a alteracio na
funcdo sindptica poderia levar a uma crise convulsiva. A reducio da atividade sindptica
inibidora, mediada pelo neurotransmissor GABA, ou a potencializa¢io da atividade sindptica
excitadora, mediada pelo neurotransmissor glutamato, poderiam deflagrar uma crise
(HARDMAN e LIMBIRD, 2001). O tratamento da epilepsia baseia-se principalmente nestes
dois mecanismos, os firmacos agem aumentando a atividade inibit6ria mediada por GABA,
ou reduzindo a excitabilidade dependente de glutamato. Podendo agir também pela
alteracdo da neurotransmissdo serotonérgica, pela modulacio dos canais de sédio ou pelo o

bloqueio dos canais de cilcio (DE LORENZO, 1988; MOSHE, 2000).

O GABA ¢ o prindpal aminoécido neurotransmissor inibitério do SNC, que ao se ligar
ao receptor promove a abertura do canal de ion doreto. Os barbitiricos e os
benzodiazepinicos estimulam esta acio de GABA por se ligarem de forma alostérica,
permitindo um aumento da entrada de cloro e, com isso, baixam a excitabilidade neuronal

(PAGE et al., 1999).
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O fenobarbital, administrado aos camundongos como controle positivo, é um
barbitirico anticonvulsivante que inibe as convulsbes conicas induzidas pelo PTZ.
Inicialmente, quando foi descoberto nos primeiros anos do século XX, foi utilizado como
barbittirico hipnético, porém nio era muito efetivo, observando isto, em 1912, o psiquiatra
Dr. Hauptmann decidiu administrar este firmaco a seus pacientes epilépticos, obtendo bons
resultados. Dessa forma, o fenobarbital foi o primeiro agente anticonvulsivante organico

eficaz descoberto (HARDMAN e LIMBIRD, 2001).

A atividade antiepiléptica especifica do barbitiirico fenobarbital é limitar a expansio
das descargas anOmalas do cérebro, cujo mecanismo de acio é pela inibic¢io sindptica por
potencializar GABA nos receptores GABAs (HARDMAN e LIMBIRD, 2001), sendo que as
doses necessdrias para a sua acdo antiepiléptica sio menores do que as que causam

pronunciada depressdao do SNC (MYCEK et al., 1998-2001).

Classicamente, testes de primeira linha no estudo de novos firmacos antiepilépticos
utilizam métodos de inducdo aguda de crises epilépticas, como o teste do pentilenotetrazol
(PTZ). A administracio sub-cutinea desta substincia é universalmente utilizada durante o
“screening” pré-clinico para o desenvolvimento de farmacos anticonvulsivantes capazes de
tratar ataques convulsivos generalizados primdrios (ataques miocldnicos e clénicos), as
convulsbes sdo primeiramente clonicas e depois formam um padrio epiléptico tonico-

cénico (LOSCHER e SCHMIDT, 1988).
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O PTZ é um farmaco estimulante do SNC que atua sobre os neurdnios reduzindo as
vias inibit6érias que utilizam GABA, pelo bloqueio do canal de cloreto dos receptores GABAa
{GIORGI et al., 1996) e, pela ativagao do receptor NMDA, aumento da ligacio especifica do
glutamato no cOrtex (BALTER-SERI et al, 1999), induzindo convulsdes compariveis 2
epilepsia, visto que as descargas centrais ficam fora de controle. Apés o 1° ataque ocorre a
depressio ou morte do animal por parada respiratéria (HARDMAN e LIMBIRD, 2001),

podendo ter outros ataques antes da morte ou recuperar-se.

A pilocarpina € um agonista colinérgico muscarinico extraido de uma planta brasileira,
o Pilocarpus jaborandi, inicialmente utilizada na investigacio experimental de mecanismos

colinérgicos agudos envolvidos na geracio de crises convulsivas (OLNEY et al., 1983).

A epilepsia induzida pela pilocarpina causa crises motoras limbicas e estados de mal
epiléptico que duram por muitas horas {fase aguda), em seguida ocorre um periodo
silencioso caracterizado por normalizagic do eletroencefalograma por 3 a 15 dias, e uma fase
adnica caracterizada por recorréncia espontinea dos ataques (TURSK], 2000). Este modelo
constitui-se numa ferramenta importante para o estudo das epilepsias humanas do lobo
temporal, jd que replica suas caracteristicas fenomenolégicas [CAVALHEIRO, 1995; LEITE et
al., 2002).
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MATERIAIS E METODOS

1) Coleta do material vegetal

As folhas de Qualea grandifiora Mart. foram coletadas das suas 4rvores em ambiente
de Cerrado, na Reserva Ecolégica e Estacio Experimental de Mogi-Guacu, estado de Sio
Paulo em Janeiro de 2001, sendo que a espécie foi devidamente identificada pelos botanicos
Prof? Dr? M. Carmo E. do Amaral e Prof. Dr. Volker Bittrich do Departamento de Botanica
do Instituto de Biologia da UNICAMP. Uma exsicata da espécie foi depositada no herbério
do mesmo departamento sob o registro UEC-264. As figuras 1, 2 e 3 ilustram um exemplar

da espécie e suas principais caracteristicas.
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FIGURA 3: Detalhe do fruto de

. . ; Qualea grandiflora Mart.
FIGURA 2: Detalhe das flores e das folhas de

Qualea granditlora Mart,
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2) Preparagiao do Material Vegetal

ApOs a coleta, o material foi seco em estufa com circulagio de ar da marca Fabbe,
modelo 170, a temperatura de 45° C por 24hs.
As folhas secas foram moidas em moinho de facas (Metaliirgica Roma®, modelo MR-30),

resultando em um pé fino de coloracio esverdeada.

3) Processamento Fitoquimico

3.1) Obtengdo do extrato bruto de Qualea grandiflora Mart.

A partir de 500g de folhas frescas foram obtidos 200g do p6 das folhas secas, que foi
submetido & maceracio dinimica em 1 litro de solucio hidroalcodlica 70% por 4 horas, 2
ternperatura ambiente, sendo em seguida filtrado a vicuo.

Ao residuo do filtrado foi acrescentado 1 litto do mesmo liquido extrator sendo

agitado e filtrado por mais dois novos periodos.
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Os filtrados resultantes dos trés perfodos de extracio foram reunidos e evaporados sob
vdcuo a uma temperatura de 40°C em rotaevaporador da marca Fisatom, modelo 802, até a
remocio do etanol, sendo o volume restante submetido 2 liofilizacio (Liofilizador modelo
Virtis BT8XL), resultando em 46g de um pé de cor marrom que foi denominado extrato
bruto hidroalcodlico (EB} (Figura 4). O EB foi analisado por Cromatografia de Camada

Delgada (CCD) conforme descrito no item 3.3 (Figura 6, p.57).
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3.2) Obtencio das fra¢des de Qualea grandiflora Mart.

O EB (8g) foi colocado em um erlenmeyer juntamente com 300ml de hexano
(Merck®) e 300ml de dgua destilada que foram agitados vigorosamente por 1 hora em mesa
agitadora ou agitador de bandeja tipo baiana. Posteriormente, o volume foi transferido para
um funil de separacio, sendo as fases aquosa e organica separadas. Este processo foi

realizado por mais dois novos periodos.

ApOGs estes trés periodos, a fase aquosa foi submetida a uma nova extracio sendo
utilizada como fase orginica 300ml de éter etilico (Nucdlear), passando pelo mesmo processo
de separacio citado acima. Destes procedimentos resultaram as fragbes: Hexano (FH)=
1,28g, Eter etilico (FE) = 2,54g, e Aquosa (FA) = 3,86g (Total = 7,68g) (Figura 4). Todas as

fracbes foram analisadas por CCD conforme descrito no item 3.3, (Figura 7, p.57).
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Material vegetal seco e moido
(200g)

Maceracio dinamica (3 vezes)
com solucao hidroalcodlica 70% (1L)

Filtracio
Residuo Filtrado
Evaporacio a vicuo (40°C)
Liofilizacio
Extrato Bruto Hidroalcoélico (EB)
R=23%

EB (8g) + Agua (300ml) + Hexano (300ml)

Agitacdo vigorosa por 1h (3 vezes)

Separacio

Fracdo Aquosa

Evaporacio a vicuo
Liofili

Agitacdo vigorosa por 1h (3 vezes)
com éter etilico (300ml)

Fracao Hexano

R=16%

Fracio Aquosa
R=48%

Fracio Eter
R=31%

FIGURA 4: Fluxograma de obtencio do EB e fracbes de Qualea grandiflora Mart.
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3.3) Andlise por cromatografia em camada delgada

Para a andlise cromatografica uma aliquota do extrato bruto ou das fracdes foi diluida
em metanol (Merck®), e aplicada em cromatoplacas de silica gel 60 Fzs4 (MERCK 1.05554),
sendo posteriormente eluida com uma solu¢io de Cloroférmio (Merck®): metanol (Merck®)
(90:10) em cubas de vidro previamente saturadas. Apés o desenvolvimento, o
caomatograma foi visualizado em cimara com luz ultravioleta a 254 e 366nm e em seguida
revelado com solugio de anisaldeido (4cido acético glacial (Merck®): dcido sulfiirico
(Chemco): anisaldeido 50:1: 0,5 (v/v)). Para a visualizacio do cromatograma a placa foi

aquecida em estufa a 100°C por 5 minutos.

Eﬁl.**&!*‘&!il!i&*$§ﬁﬁﬂ*iGG#Q&#E!Gﬁﬂ&&!ﬁ&&!&ltﬁ&iﬁﬁ

43



Materiais e Métodos

0% 98 ER SR SRR ERDREEREEEERSESRERFEEREREEEEE RS

3.4) Purificacdo das fragSes obtidas do EB de Qualea grandiflora Mart.

A fracdo éter - FE (12,5g) foi submetida a fracionamento em funil de placa porosa com
capacidade para 500ml de volume, sendo utilizado zeozil como fase estaciondria (25g para o
preparo da amostra e 80g para o preparo do funil).

Inicialmente, foram utilizados 1.500ml de doroférmio para a eluicio, sendo a fracio
reservada apos este processo. A continuidade da eluicio se deu utilizando o mesmo volume
de solvente, com o aumento gradativo da sua polaridade como segue, cloroférmio: metanol
2%, 4%, 6%, 8%, 10%, seguindo nesta propor¢io até 20%, e apoés andlise por CCD, a coluna
foi eluida com metanol.

A andlise cromatografica foi realizada tendo como fase estaciondria silica gel e fase
mével doroférmio: metanol 10%, seguindo o mesmo processo descritc no item 3.3.

No final do processo as fragdes semelhantes foram reunidas resultando em 5 fracoes:
FCL =2,67g 1FE = 1,63g 2FE = 1,23g, 3FE = 0,90g e 4FE = 2,59g (Total = 9,02g). Estas
fracGes foram evaporadas a vicuo sob pressdo reduzida (Figura 5), e em seguida foram

submetidas a CCD (Figura 8, p.58).
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A fracdo hexano - FH (2,45g) foi submetida ao mesmo fracionamento, utilizando a
mesma fase movel e a mesma seqiiéncia de polaridade do procedimento acima, sendo o
volume de 1600ml. A fase estaciondria utilizada foi silica gel 60 da Merck, 70-230 mesh,
sendo 39g para o preparo da amostra e 85g para o preparo do funil (Figura 5).

O processo resultou em 3 fragbes: 2FH = 1,14g, 6FH = 0,20g e 10FH = 0,85g (Total =
2,31g), que foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos para a fracio éter. A

figura 9 (p.58) mostra a CCD das fracdes.
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FH ou FE

Aplicacio da amostra em colupa

Eluicdo com cloroférmio
Elui¢do com dloroférmio: metanol 1%,
2%...10%: 20%

Reservar cada fracio

CCD das fraches

Reunido das frac6es semelhantes

Evaporacio a vicuo
Liofilizacio

CCD das fracdes

FIGURA 5: Fluxograma de obtenc3o das fracdes purificadas a partir das fracées FH e FE
de Qualea grandiflora Mart.
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4) Testes de Atividade Farmacolégica

4.1) Animais

Foram utilizados para os experimentos, camundongos “Swiss “machos, pesando entre
25 e 30g, adquiridos do Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP, mantidos em camaras
com temperatura controlada (23+°2C) em cidos de claro-escuro de 12 horas e com dgua e
racdo “ad libitum’, sendo que passaram por um periodo minimo de sete dias de adaptacio
ao Biotério antes de serem utilizados nos experimentos. Para a utiliza¢io desses animais nos
experimentos foram seguidas as normas éticas de cuidados com os animais preconizadas pela

COMMISSION ON LIFE SCIENCES (1996) e CIOMS (1985).

4.2) Preparagio das drogas

As drogas usadas nos experimentos foram dissolvidas em solucio salina 0,9%, sendo
preparadas sempre no momento do experimento e administradas nos animais logo em
seguida. O volume administrado foi de 0,1ml/10g do peso do animal. Os animais controles

receberam 0 mesmo volume do veiculo (solucdo salina 0,9%).
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4.3) Teste de efeitos gerais — Triagem Farmacologica

Grupos de cinco camundongos foram tratados, via i.p., com solucio salina 0,9% ou
com extrato bruto hidroalcoélico nas doses de 300, 500, 1000 e 1500mg/Kg e observados
em deambulacao livre sobre uma superficie plana por um periodo de 5 horas, e ap6s 24 e 48
horas, sendo anotadas as rea¢des dos animais (MALONE, 1977; KANJANAPOTHI et al.,
2004).

O mesmo procedimento foi realizado com as fracdes hexano e éter, ambas

administradas nas doses de 300 e 500mg/Kg.

4.4) Potencdiacio do sono induzido por barbitirico

Para avaliacio da atividade depressora do SNC, foram utilizados grupos de 5
camundongos tratados, via i.p., com solugio salina 0,9% (grupo controle) ou com extrato
bruto hidroalcodlico nas doses de 500 e 1000mg/Kg.

Apos trinta minutos, todos os animais foram tratados com pentobarbital sédico via
i.p. (40mg/Kg). A partir dai foram medidos o tempo de induciio, intervalo de tempo entre a
administracdo do anestésico, a perda do reflexo postural, ¢ o tempo de duracio do sono,
periodo compreendido entre a indugio do sono e a recuperacio espontinea do reflexo

postural (CARLINI e BURGOS, 1979).
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4.5) Teste de algesia induzida por calor

Foram utilizados grupos de cinco camundongos tratados pela via intraperitoneal com
solucio salina 0,9% (grupo controle) ou com o extrato bruto hidroalcodlico (500 ou
1000mg/Kg), 1 hora antes de serem submetidos ao estimulo dlgico em placa quente com
temperatura controlada de 56,5°C £ 0,1°C. O perfodo de laténcia até apresentarem o reflexo
doloroso {lamber as patas dianteiras efou traseiras) foi observado e anotado para cada
animal que foi submetido a este estimulo sé uma vez.

Depois da reacio ou auséncia de resposta apds 30 segundos, 0 cémundongo foi
imediatémente retirado da placa aquecida (MAZFLLA et al., 1991; MALMBERG € BANNON,

1999).
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4.6) Rotarod - Teste da Barra Giratéria

Através deste método descrito por DUHAM e MYIA (1957) foi avaliada a
especificidade da acdo antinociceptiva do extrato bruto hidroalcodlico, verificando se este
promove incoordenacdo motora nos animais, seja por sedacio efou por relaxamento
muscular. O aparelho é constituido de uma barra de 2,5 cm de dizmetro, subdividida em 5
compartimentos e girando a 16 rpm a 25amn de altura. Os animais foram selecionados
previamente em sessGes de 1 minuto de duracio sendo escolhidos aqueles que

permaneceram na barra giratdria durante este periodo.

Grupos de 5 animais selecionados foram colocados no rotarod por 1 minuto, apés 30
minutos do tratamento pela via intraperitoneal com as fracbes hexano e éter etilico
(500mg/Kg) da planta Qualea grandiflora Mart. ou solucdo salina (grupo controle), sendo

avaliado o niimero de quedas e o tempo de permanéncia na barra giratéria.
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4.7) Atividade Anticonvulsivante

Todos os experimentos foram conduzidos no periodo do verdo, devido as variaches
sazonais sofridas pelos animais, apesar das condigdes laboratoriais controladas, com
marcante perda da atividade anticonvulsivante no final do inverno e inicio da primavera

(LOSCHER e FIEDLER, 2000).

4.7.1) Teste do Pentilenotetrazol (PTZ)

As convulses clonico-tonicas foram induzidas pela administracio via subcutinea de
85 mg/Kg de pentilenotetrazol (PTZ), 30 minutos apés o tratamento dos grupos, via i.p., com
500 mg/Kg ou 1000 mg/Kg do extrato bruto ou com 300mg/Kg das fracHes hexano ou éter,
ou com solucio salina (grupo controle negativo) ou com 5 mg/Kg de fenobarbital (controle

positivo).

Os animais foram observados em caixas individuais, por um periodo de 1 hora, onde
os parametros avaliados foram, o tempo para a primeira convulsio (laténcia}), nidmero e tipo
de convulsdes (tdnicas e/ou clénicas) e morte. Se nenhum desses episodios ocorrer até o
tempo limite de 1 hora, o animal foi considerado protegido (SWINYARD, 1969; SWINYARD

etal., 1989; KRALL et al., 1978; WANG et al.,2000).
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4.7.2) Teste da Pilocarpina

Foram administrados 300mg/Kg de pilocarpina, via subcutinea, para induzir a
convulsdo ap6s 30 minutos da administracio intraperitoneal do extrato bruto (500 mg/Kg ou

1000 mg/Kg) ou da solucdo salina (grupo controle) (EL-ETRI, 1993).

Os animais foram observados em caixas individuais por um periodo de 1 hora, e
foram avaliados os mesmos pardmetros descritos para o teste do PTZ. Os animais que

sobreviveram, foram mantidos sob observacio por um periodo de 15 dias.
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~ 4.8) Toxicidade aguda

O extrato bruto foi administrado aos camundongos em doses crescentes (300, 500,

1000 e 1500mg/Kg) pela via intraperitoneal.

ApéGs a administracio dos extratos, os animais de todos os grupos foram observados
por 4 horas e diariamente por um periodo de 14 dias, quanto a alteraciio de peso corporal,
pelo e mucosas, presenca de diarréia e convulsdes, estados de depressio e excitacio,
estereotipia, entre outros. A mortalidade para cada uma das doses foi anotada e valor da

DLso foi determinado (LITCHFIELD e WILCOXON, 1949; KANJANAPOTHI et al., 2004).
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5) Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como as médias dos tempos das reacdes observadas do

grupo controle comparado com o grupo tratado com o extrato ou fracdes.

Os resultados obtidos do teste potenciacdo do tempo de sono barbittirico foram
avaliados estatisticamente usando a andlise de varidnda de uma via (ANOVA) seguida pelo
teste de Duncan, ji os testes anticonvulsivantes foram avaliados estatisticamente usando o
teste Log-rank, utilizado para comparar as curvas de sobrevivéncia até um determinado
evento. No presente caso, as curvas analisadas foram do tempo até a morte do animal ou até

a convulsdo (tempo de laténcia).

5.1} Determinacio da dose letal 50%

Grupos de cinco animais foram tratados pela via intraperitoneal com doses crescentes

do EB (300, 500, 1000 e 1500mg/Kg) ou com a soluciio salina e foram observados.
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Para certas doses do EB a morte ocorreu, essa dose indica a tolerancia de cada animal
ao EB, ou seja, ultrapassando-se a tolerdncia individual o animal morre. Para doses abaixo da
tolerancia individual o animal permanece vivo. O parametro de interesse, DLso, é a mediana

da distribuicao dos valores da tolerinda, ou a dose na qual 50% dos animais morrem.

BERKSON (1951) chamou a atengio para o fato de que a distribuicio logistica
comparada 2 distribuicio normal, também funciona bem como distribuicio da tolerancia,

gerando essencialmente os mesmos resultados.

Os valores encontrados para a DLso, bem como para o intervalo de confianca (95%)

foram calculados utilizando o sistema SAS® (Szatistical Analysis System).
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RESULTADOS

1) Processamento Fitoquimico

O processamento fitoquimico foi direcionadc conforme os resultados dos testes
farmacologicos. ApoGs ter sido observado que o extrato bruto apresentou atividades no teste
de efeitos gerais (triagem farmacologica), o mesmo foi submetido a fracionamento conforme
o grau de polaridade das suas substancias, resultando nas fracdes FH (apolar), FE (média
polaridade} e FA (polar). Estas fracGes foram avaliadas no teste de efeitos gerais e apenas a
FA ndoc apresentou qualquer atividade, sendo assim, a FH e a FE foram submetidas i

purificacdo em cromatografia de coluna.
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1.1) Rendimento do extrato bruto e fragbes obtidas das folhas de
Qualea grandiflora Mart.
O rendimento do extrato bruto foi de 23% e as fraghes resultantes de seu
fracionamento obtiveram um rendimento total de 96%, sendo que FH = 16%, FE =

32% e FA = 48%.

As fracGes purificadas da FE renderam 72%, sendo que FCl. = 21,3%, 1FE =
13%, 2FE = 9,8%, 3FE = 7,2% e 4FE = 20,7%. J4, as purificadas da FH obtiveram um

rendimento de 94,8%, sendo que 2FH = 49,4%, 6FH = 8,6% e 10FH = 36,8%.

1.2) Cromatografia de camada delgada do extrato bruto e fracies
de Qualea grandiflora Mart.

O extrato bruto e as fracdes foram analisados por CCD para a visualizacio dos
componentes da mistura. Foram testados virios sistemas de solventes para separacio ideal
dos compostos presentes no extrato e fragdes, sendo que o que apresentou melhor separacio
foi a solucio Clorof6rmio: Metanol 10%. ApGs o desenvolvimento do cromatograma as

manchas foram visualizadas utilizando o revelador anisaldeido {Figuras 6, 7, 8 e 9).
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Figura 6: Cromatografia de camada delgada do EB obtido a partir das folhas secas e
moidas de Qualea grandiflora Mart.
Fase estaciondria: silica gel 60 Fasa.
Eluente: Cloroférmio:Metanol (90:10).
Revelador: Anisaldeido.

FH FE FA
Figura 7: Cromatografia de camada delgada das Fragdes obtidas a partir do EB de
Qualea grandiflora Mart.
Fase estaciondria: silica gel 60 Fysq,

Eluente: Cloroférmio:Metanol (90:10).
Revelador: Anisaldeido.
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Figura 8:Cromatografia de camada delgada das Fracdes purificadas da FE de
Qualea grandiflora Mart.
Fase estacionaria: silica gel 60 Fasq,
Eluente: Cloroférmio:Metanol (90:10).
Revelador: Anisaldeido.

2FH 6FH 10FH

Figura 9: Cromatografia de camada delgada das Fracoes purificadas da FH
Qualea grandiflora Mart.
Fase estaciondria: silica gel 60 Fasy.
Eluente: Cloroférmio:Metanol (90:10).
Revelador: Anisaldeido.
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2) Testes de Atividade Farmacolégica

2.1) Teste de efeitos gerais — Triagem Farmacolégica

Os animais que receberam o extrato bruto na dose de 500mg/Kg apresentaram
diminuicdo da resposta ao toque e ao aperto da cauda, diminuicio da atividade exploratéria
e piloerecio. Na dose de 1000mg/Kg, eles apresentaram todos os sinais mencionados, além
de diminuicio do reflexo auricular. E, na dose de 1500mg/Kg os camundongos
apresentaram diminuicdo da forca para agarrar, contor¢io abdominal, além dos sinais

mencionados anteriormente. Tremores e lacrimagido n3o foram observados (Tabela 1).

LR A E R R R R R E R ERREEEEE R ENEEREEENEEEEEEE EE FEEF EE E E E EE EEEEY

60



Resultados

F HE BB E R R ENFEREEEEREREEESERREREFRESE S EFEEEESEEREEHEEREN S

TABELA 1: Efeitos do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste triagem farmacolégica.
Tempo apds a administracio do EB nas doses de 300, 500, 1000 e 1500mg/Kg via i.p.
que ocorreram os sinais diferentes aos do grupo controle e o mimero de

camundongos que apresentaram estes sinais.

SINAIS EB (mg/Kg)

300 500 1000 1500

* Resposta ao toque (V) - 30 {5/5) 30" (5/5) 30' (5/5)
* Resposta ao aperto de cauda (V) - 30'(3/5) 30 (4/5) 30° (5/5)
* Forca pfagarrar (V) - - - 30' (4/5)
* Atividade exploratéria (V) - 30’ (4/5) 30° (4/5) 30’ (5/5)
* Piloerecio - 1h(5/5) 30’ (5/5) 30° (5/5)
* Reflexo auricular (V) - - 1h (4/5) 30’ (5/5)
* Contorcio abdominal - - .

1 h (4/5)
* Tremores - - - -
* Lacrimacio - - - -

{\/) Indica diminuicio do sinal.
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Os camundongos que receberam a fracio éter etilico na dose de 300mg/Kg
apresentaram diminuicio das respostas ao toque e ao aperto de cauda, piloerecio e
diminuicdo do reflexo auricular e da atividade exploratéria. J4, na dose de 500mg/Kg, os
animais apresentaram, além dos sinais mencionados, edema e contorcio abdominal,
lacrimacio e agressividade. E interessante ser notado que a piloerecio persiste até a morte de
todos os animais apds 24 horas da administraciio.

A administracio da fracio hexano (300mg/Kg via i.p.) ndo provocou qualquer
sintoma diferente dos animais do grupo cotrole. Na dose de 500mg/Kg, via i.p., os animais

apresentaram diminuicdo da resposta ao toque (Tabela 2).
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TABELA 2: Efeitos das fragdes FE e FH obtidas a partir do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste

triagem farmacolégica.

Tempo apés a administracio das fragdes nas doses de 300 e 500mg/Kg via i.p. que

ocorreram os sinais diferentes aos do grupo controle e o nimero de

camundongos que apresentaram estes sinais.

SINAIS FRAGAO ETER FRACAO HEXANO
(mg/Kg) (mg/Kg)
300 500 300 500

* Resposta ao toque (V) 30’ (5/5) 30’ (5/5) - 30’ (5/5)
* Resposta ao aperto de cauda (V) 30’ (2/5) 30° (3/5) - -
* Forca p/agarrar (V) - - - -
* Atividade exploratéria (V) 1 h (4/5) 30’ (4/5) - -
* Piloerecdo 30" (4/5) 30° (5/5) - -
* Reflexo auricular (V) 1h (5/5) 30° (5/5) - -
* Ederna e contor¢do abdominal - 30" (3/5) - -
* Trermores - - - -
* Lacrimacio - 30’ (3/5) - .

(V) Indica diminuicio do sinal.
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2.2) Potenciagio do sono induzido por barbitirico

O pré-tratamento com o extrato bruto potenciou o tempo de sono induzido
pelo pentobarbital. O extrato na dose de 500mg/Kg aumentou o tempo de sono de
39,6 minutos (*+15,6) para 77,6 minutos (+29,8) (p<0,05). Na dose de 1000mg/Kg o

resultado nio foi significativo (Tabela 3 e Figura 10).

TABELA 3: Efeito do EB de Qualea grandiflora Mart. administrado via i.p. nas doses de
500 e 1000mg/Kg, no teste potenciacio do sono induzido por barbitiirico.

GRUPO TEMPO DE SONO (Média + EP)
CONTROLE 39,6 £ 6,9
EB 500mg/kg 77,6 +13,3 *
EB 1000mg/Kg 56,5+ 10,8

(*) Dose efetiva — p<0,05 (ANOVA, teste de Duncan).
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FIGURA 10: Efeito do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste potenciagio do tempo de
sono induzido por barbitdrico. Tempo de sono (Média + EP) do grupo controle
comparado ao do EB administrado via i.p. nas doses de 500 e 1000mg/Kg.
(*) Dose efetiva - p<0,05 (ANOVA, teste de Duncan).
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2.3) Teste de algesia induzida por calor

Na dose de 500mg/Kg o EB aumentou o tempo de laténcia 120% e na dose de

1000mg/Kg aumentou 251,7% em relagio ao grupo controle (Figura 11).

TABELA 4: Efeito do EB de Qualez grandifiora Mart. administrado via i.p. nas doses de
500 e 1000mg/Kg, no teste algesia induzida pelo calor.

GRUPO LATENCIA P/ REFLEXO (Média + EP)
CONTROLE 58+0,4
EB 500mg/kg 12,8+0,8 *
EB 1000mg/Kg 20,4+0,5 *

(*) Doses efetivas ~ p<0,05 (ANOVA, teste de Duncan),
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FIGURA 11: Efeito do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste algesia induzida pelo calor.
Tempo de laténcia (Média + EP) para o reflexo do grupo controle comparado ao

do EB(500 e 1000mg/Kg), 60 minutos apés a administracio via i.p.
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2.4) Teste da Barra Giratéria (Rotarod)

As fracbes hexano e éter na dose de 500mg/Kg ndo causaram distirbio na

coordenacgio motora dos animais (Tabela 4).

TABELA 5: Efeito das fracbes FH e FE obtidas a partir do EB de Qualez grandiflora Mart. no
teste da barra giratéria (ROTAROD).

Tempo apés TEMPO DE QUEDA (segs.)
admin;'srragﬁo
{(mins.) Salina Fracio Hexano Fracio Eter
30 68 £6,7* 684+3,7* 67 £29*
(*) média + Erro Padrio
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2.5) Atividade Anticonvulsivante

2.5.1) Teste do Pentilenotetrazol (PTZ)

O extrato bruto na dose de 500mg/Kg aumentou o tempo de laténcia para a convulsdo
e para a morte efou evitou a morte dos animais (Figuras 12 e 13). Na dose de 1000mg/Kg

nao se verificou variagio significativa comparado com a dose de 500mg/Kg.

Apos o fracionamento deste extrato foi observado que a fraciio éter é ativa no tempo
de laténcia para a convulsdo (Figura 14), enquanto a fracio hexano é ativa em inibir ou

aumentar o tempo para a morte (Figura 15). Ambas na dose de 300mg/Kg.

Na purificacdo da fracio hexano, a mais ativa no tempo para a morte foi a fracio 2FH,
sendo que nenhuma das fracBes apresentou atividade significativa na convulsio (Figuras 16 e

17).

Das fragbes obtidas da purificagdo da fracio éter, nenhuma foi efetiva no tempo para a

morte, jd no tempo de laténcia para a convuls3o a mais ativa foi a 2FE (Figuras 18 e 19).
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FIGURA 12: Efeito do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste da convulsio induzida pelo PTZ.
EB - administrado via i.p. trinta minutos antes da injecfio via s.c. de PTZ.

Média + EP do tempo de laténcia para a primeira convulsio.
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FIGURA 13: Efeito do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste da convulsdo induzida pelo PTZ.

ag

EB - administrado via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.

Tempo para morte para cada animal.
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FIGURA 14: Efeito das fracGes FH e FE obtidas a partir do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste da

convulsio induzida pelo PTZ.
FH e FE - administradas via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.

Meédia + EP do tempo de laténcia para a primeira convulsdo.
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FIGURA 15: Efeito das fracdes FH e FE obtidas a partir do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste da
convulsdo induzida pelo PTZ.

FH e FE - administradas via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.
Tempo para morte para cada animal.
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FIGURA 16: Efeito das fragGes 2FH, 6FH e 10FH obtidas da pusificacio da fracdo FH no teste da convulsio

induzida pelo PTZ,
2FH, 6FH e 10FH - administradas via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.

Média £ EP do tempo de laténcia para a primeira convulsio,
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FIGURA 17: Efeito das fracdes 2FH, 6FH e 10FH obtidas da purificacio da fracio FH no teste da convulsio
induzida pelo PTZ.
2FH, 6FH e 10FH - administradas via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ,

Tempo para morte para cada animal.
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FIGURA 18: Efeito das fracGes FCl., 1FE, 2FE, 3FE, 4FE obtidas da purificacio da fracio FE no teste da
convulsdo induzida pelo PTZ.
FCL, 1FE, 2FE, 3FE, 4FE - administradas via i.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.

Média + EP do tempo de laténdia para a primeira convulsio.
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FIGURA 19: Efeito das fracdes FCL,, 1FE, 2FE, 3FE, 4FE obtidas da purificacio da fracio FE no teste da

convulsio induzida pelo PTZ.
FCL, 1FE, 2FE, 3FE, 4FE - administradas via L.p. trinta minutos antes da injecio via s.c. de PTZ.

Tempo para morte para cada animal.
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2.5.2) Teste da Pilocarpina

No teste da convulsio induzida pela pilocarpina tanto o EB (500mg/Kg e 1000mg/Kg)
quanto as fracdes (300mg/Kg), nio apresentaram atividade para evitar e/ou prolongar o

tempo para convulsdo e/ou morte (Figuras 20 e 21).
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FIGURA 20: Efeito do EB e das fra¢Ses FH e FE obtidas a partir do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste

da convulsdo induzida pela pilocarpina.
EB, FE e FH - administradas via i.p. trinta minutes antes da injecdo via s.c. de PTZ.

Média + EP do tempo de laténcia para a primeira convulsio.
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FIGURA 21 Efeito do EB e das fracbes FH e FE obtidas a partir do EB de Qualea grandiflora Mart. no teste
da convulsio induzida pela pilocarpina.
EB, FE e FH - administradas via i.p. trinta minutos antes da inje¢do via s.c. de PTZ.

Tempo para morte para cada animal.
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- 2.6) Determinagio da dose letal 50%

No presente caso, considerando as doses 0, 300, 500, 1000 e 1500 mg/Kg e os
mimeros de animais mortos com cada dose utilizada, os valores encontrados para a DLso,

bem como o intervalo de confianca (95%), foram: DLso = 1321mg/Kg (20; 83599).
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DISCUSSAO

As folhas da drvore Qualea grandiflora Mart. foram coletadas em seu habitat natural,
em ambiente de cerrado, para a obtengio do extrato bruto e fracdes com o objetivo de
avaliar as suas propriedades farmacolégicas, visto que hd poucas informacdes sobre esta
espédie; e baseado no fato de que as plantas do Cerrado, devido as condigées climdticas e do
solo, necessitam se adaptar ac meio e acabam por desenvolver promissores principios ativos

que podem aliviar muitos males.

O extrato bruto (EB)} desta planta foi obtido por maceracio dinamica em solucio
hidroalc6olica 70% para que praticamente todos os seus compostos quimicos fossem

arrastados para o solvente, j& que a composi¢io quimica desta espécie é desconhecida.
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Os efeitos do EB e suas fracbes foram estudados em modelos experimentais, sendo

primeiramente, submetidos a anélise de atividade geral (Triagem Farmacoldgica).

Nesta andlise foram observados sinais que indicam depressio do sistema nervoso
central tais como, diminuicdo das respostas ao toque, ao aperto de cauda e da atividade
exploratdria; e leve sedacio, os animais se tornaram calmos e relaxados. Este efeito depressor
do SNC também foi observado no teste potenciacio do tempo de sono barbittirico, pois o EB
aumentou significativamente o tempo de sono induzido pelo pentobarbital. Este aumento
do tempo de sono barbittirico é classicamente relatado como sendo tipico. de drogas
depressoras do SNC (WILLIANSON et al., 1996). Apesar de que, este teste ndo é especifico
porque hd compostos que interferem com a biotransformacio do pentobarbital pelo
complexo dtoaomo P450 podendo apresentar os mesmos efeitos de drogas depressoras do
SNC (GOLOUBKOVA et al,, 1998). Todavia, os camundongos tratados com o ER foram
parcialmente protegidos das convulsdes induzidas pelo PTZ, podendo indicar um efeito mais

especifico devido a ac3o no sistema GABA (LOSCHER, 1998).

Os animais tambérm apresentaram piloerecio marcante que permaneceu mesmo apos
24hs., o que indica estimulagio do sistema nervoso auténomo simpdtico, ou seja,
estimulacdo colinérgica periférica (WILLIANSON et al., 1996). Podendo ser sugerido um

aumento da atividade colinérgica muscarinica, devido 4 acdo do EB no teste de convulsio
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induzida pelo PTZ que segundo HARDMAN e LIMBIRD (2001), o aumento do tempo de
laténcia para a convulsdo e diminui¢io da intensidade das convulsGes produzidas, além da
acio no tempo de morte neste modelo experimental sio caracteristicos de compostos com

esta atividade estimulante colinérgica.

Para a andlise da atividade anticonvulsivante foi escolhido o teste do PTZ porque é
uma das primeiras andlises a ser aceita convencionalmente para procedimento de “screening”
de substancias anticonvulsivantes, mais especificamente de substincias quimicas que alteram

o limiar do ataque (SWINYARD e KUPFERBERG, 1988; LOSCHER e SCHMIDT, 1988).

As substincias envolvidas com a atividade na convulsdo e na morte induzidas pelo
PTZ, provavelmente, ndo sio as mesmas, visto que, apés o fracionamento do EB, a FE foi
ativa na convulsdo e a FH na morte. Adicionalmente, ambas nio provocam incoordenacio
motora na dose que apresentaram atividade anticonvulsivante, indicando que ndo sio

neurotdxicas nesta dose.

O PTZ sendo um antagonista ndo-competitivo dos receptores GABA, 0s compostos
existentes nas folhas da planta Qualea grandiffora Mart. tesponsiveis pela atividade
anticonvulsivante, provavelmente estdo envolvidos com o sistema gabaérgico.

Possivelmente, o aumento da disponibilidade de GABA na fenda sindptica, em virtude do
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bloqueio da recaptacio e estimulacio da liberagio deste neurotransmissor, tenha revertido

parcialmente o antagonismo nestes receptores pelo PTZ (COSTA, 2002).

No modelo de convulsio induzida pela pilocarpina, o EB e as fracdes FH e FE nido

apresentaram atividade, sugerindo que esta planta n3o age nas convulsdes do lobo temporal.

Andlises preliminares por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas
indicaram a presenca das substancias « e B-amirina no extrato da Qualez grandiflora Mart.
Estas substdncias estdo presentes no extrato da planta Lavandula stoecchas L. que prolongou
o tempo de laténcia para a convulsdo e o tempo para a morte ¢/ou evitou a morte induzidas
pelo PTZ, além de prolongar o tempo de sono barbittrico (GILANI, et al., 2000). Portanto,
apresentou atividade anticonvulsivante similar a planta estudada neste trabalho, o que sugere

que estas substancias podem estar envolvidas com esta atividade.

As folhas da planta Qualea grandifiora Mart. possuem potencial anticonvulsivante
contra as convulsdes induzidas pelo PTZ. Os mecanismos de agio e os compostos

envolvidos nestes efeitos farmacolégicos necessitam ser elucidados em outros estudos.
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CONCLUSOES

* O extrato bruto e as fracbes apresentaram atividade depressora do SNC, apesar das

fracdes ndo causarem incoordenacio motora na dose que foram ativas.

* A atividade analgésica do extrato bruto foi observada no modelo de algesia induzida

pelo calor.

* Os resultados sugerem a presenca de compostos anticonvulsivantes nas fracées 2FE e

2FH obtidas do extrato bruto hidroalcéolico de Q. grandiffora Mart. que necessitam de

maiores investigacGes para isolamento dos compostos ativos e elucidacio do

mecanismo de acgio.
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