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1. INTRODUCAO

Varios estudos farmacologicos tém demonstrado a acdo de extratos vegetais em
diversas patologias induzidas experimentalmente em animais de laboratorio. Isso tem
aberto perspectivas favoraveis no sentido de se ter nas plantas uma grande fonte de
substancias, que num futuro proximo, poderdo ter emprego na terapéutica convencional
(alopatia), através do isolamento e identificagdo de principios ativos, para os mais
variados males que afligem o homem (CASTRO; FERREIRA, 2001).

O uso de plantas como agentes terapéuticos vém sendo muito intensos
principalmente devido aos efeitos colaterais de grande parte dos produtos alopaticos
existentes. Em geral, a populacdo tem uma tendéncia a supervalorizar as plantas levando
em consideragdo que as mesmas niao possuem efeitos colaterais. No entanto, tal
afirmacdo ndo reflete a verdade, pois o conhecimento inadequado da dose, da parte da
planta empregada e dos compostos existentes no extrato pode acarretar sérios problemas
ao individuo (ABDULLAH et al., 1990; FEHRI et al., 1991).

Além disso, ¢ sabido que chas preparados a partir de plantas de uso popular
podem produzir sérios efeito adverso em animais e em seres humanos (Almeida 1993).
Esses e outros aspectos motivaram a intensificacdo de pesquisas com plantas usadas na
medicina popular principalmente visando esclarecer os possiveis efeitos toxicos e
histopatologicos, como também utiliza-las “in natura” para as varias patologias e
atividades relacionadas com o Sistema Nervoso Central (SNC), dentre elas a analgesia,
o efeito ansiolitico e a atividade anticonvulsivante (HUXTABLE, 1980; SCHOENTAL,

1982), além da avaliag@o bioquimica, hematoldgica e histopatologica.



Indigofera suffruticosa (Is) Mil (Fabaceae), comum em regides tropicais e
subtropicais, ¢ uma leguminosa utilizada na adubagdo verde e cobertura dos solos. Essa
¢ anual e perene adaptada a regido do semi-arido e agreste do Estado de Pernambuco. A
planta ¢ considerada como tintura; as raizes e folhas tém atividade antiespasmodica,
sedativa e diurética (BRAGA, 1985).

Dessa forma, ¢é de extrema importdncia a identificacio do perfil
psicofarmacologico, como também, de novas informagdes através do extrato
hidroalcoodlico das raizes de Indigofera suffruticosa, para que se possa comprovar suas
acoes ¢ seus efeitos colateral/adversos, obtidos através da etnofarmacologia,
proporcionando desta forma o seu futuro como um fitoterapico.

A Dioclea grandiflora (Dg) Mart. ex. Benth (Leguminosae). E popularmente
conhecida no Brasil como "mucuni-de-Caroco", "Olho-de-boi" e "mucuna", medra na
caatinga e cerrado das regides do nordeste do Brasil. A raiz da Dioclea grandiflora é
muito utilizada na medicina popular contra doengas renais e da prostata (Batista 1993).
Bhattacharyya, et al (1995) isolaram e identificaram a diocleina, uma flavonone obtida a
partir das raizes desta planta. Mattei, et al (1995) mostrou uma possivel agdo
farmacologica das sementes da Dioclea grandiflora e Bhattacharyya, et al (1997)
isolaram e identificaram o dioclenol e no ano seguinte a dioflorina (Bhattacharyya, et al
(1998). Jenkis, et al no mesmo ano isolaram e identificaram o agrandol, paraibanol e
diosalol a partir das raizes da mesma planta. Lemos, et al (1999) demonstraram uma
forte acdo vasorelaxant na aorta de ratos com diocleina. Almeida, et al (2000)
demonstraram a agdo farmacoldgica do dioclenol e da dioflorin em dois modelos
experimentais de analgesia, ¢ de Almeida, et al (2003) demonstraram uma agdo
analgésica centra utilizando extrato hidro-alcodlico das sementes em varios modelos

experimentais de analgesia. Silva (2003) em seu estudo demonstrou uma atividade



antibacteriana do extrato hidro-alcodlico da casca do caule da Dioclea grandiflora, e
ainda uma inibigdo do crescimento do Staphyilococcus aureus. Ja o extrato hidro-
alcodlico das folhas e raizes inibiram o crescimento das espécies fingicas, tais como
Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes e Micriporum canis, ¢ também,
encontrou uma atividade antineoplasica contra o sarcoma 180. Foram ainda observados

efeitos toxicos no figado e nos rins de ambos os extratos.



2. REVISAO DE LITERATURA

As plantas sdo, indiscutivelmente, fonte de substincias bioativas sendo
atualmente bastante utilizado pelas populagdes de varios paises, inclusive o Brasil, o
qual tem rendido uma inacreditdvel gama de produtos vegetais e animais, chamando a
aten¢do de farmacologistas no mundo inteiro (SALATINO et al, 2005).

Recentemente, muita ateng¢do tem sido direcionada para extratos e compostos
biologicamente ativos isolados de espécies de plantas populares. O uso de plantas
medicinais possui vital importdncia na atengdo basica de saude dos paises
desenvolvidos e podem oferecer uma nova fonte de agentes antibacterianos,
antifungicos e antivirais com significante atividade contra microorganismos infecciosos.
Conhecida popularmente como “anil do campo” ou “anileira”, Indigofera suffruticosa é
encontrada do sudoeste dos Estados Unidos (onde foi introduzida por cultivo em 1742)
até a Argentina e Brasil (COELHO de SOUZA et al, 2004; ARNOLD, 2005).

A anileira, sio atribuidas muitas propriedades medicinais; segundo Lorenzi
(1982), a planta ¢ reputada como antidoto ao arsénico e mercurio, € sua raiz ¢
odontalgica. Vieira (2006), em estudos fitoquimicos de folhas de Indigofera
suffruticosa, reportou a presenca de alcaldides, flavonoides, estrerdides, proteinas,
carboidratos. Leite et al (2002), demonstrou atividade lectinica em extratos de folhas,
caules e sementes de 1. suffruticosa; enquanto que Kama e Mangla (1993) identificaram,
isolaram, e quantificaram seis rotendides verificando a bioeficacia desta planta contra
larvas de Anopheles e Callosobruchus chinensis adultos.

Roig e Mesa (1974) reportaram que uma das propriedades da Indigofera
suffruticosa € sua acgdo antiepilética; mais tarde sendo confirmado por Alejo, Miranda e

Rodriguez (1996) que através de experimentos em camundongos, mostram que o



extrato fluido de Indigofera suffruticosa na dose de 0,06 g/kg eleva o limiar de crises
convulsivas, podendo considerar uma atividade antiepilética. Wong et al (1999),
utilizando a mesma dose, evidenciou um efeito protetor sobre a diminuicdo dos
aminoacidos inibitorios taurina e glicina e sobre o aumento do aminoacido excitatorio
acido glutamico.

Bautista et al. (1989) estudaram os efeitos toxicologicos dos extratos de
Indigofera Suffruticosa em camundongos e encontrou as doses toxicas de 5,0g/kg e
7,5g/kg para os extratos hexanicos de folha e fruto respectivamente, sendo as principais
altera¢des observadas a nivel hepatico e pulmonar.

Vieira (2006) observaram a alta efetividade na inibi¢do do crescimento de
tumores so6lidos do extrato aquoso de folhas de Indigofera suffruticosa, resultando em
uma alternativa para o tratamento contra o cancer.

Leite et al. (2003) demonstraram acdo antiinflamatoria do extrato aquoso de
folhas de Indigofera Suffruticosa em camundongos albinos sui¢os. Em 2006, foi a vez
de comprovar sua agdo antifungica, concluindo que o extrato aquoso obtido por infusdo
pode ser usado no tratamento de doencas de pele causadas por dermatofitos (LEITE et
al, 2006) .

Medeiros et al. (2005) avaliaram que extrato aquoso de folhas de Indigofera
Suffruticosa interfere no desenvolvimento das larvas do Aedes Aegypti (durante a
mudanga de estadios de L3 para [.4), possuindo entdo, agdo no controle de mosquito.

Almeida, et al (2000) demonstraram a agdo farmacoldgica do dioclenol e da
dioflorin em dois modelos experimentais de analgesia, ¢ de Almeida, et al (2003)
demonstraram uma agao analgésica utilizando extrato hidro-alcodlico das sementes em
varios modelos experimentais de analgesia. Silva (2003) em seu estudo demonstrou

uma atividade antibacteriana do extrato hidro-alcoodlico da casca do caule da Dioclea



grandiflora, e ainda uma inibi¢do do crescimento do Staphyilococcus aureus. Ja o
extrato hidro-alcoolico das folhas e raizes inibiram o crescimento das espécies
fungicas, tais como Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes e Micriporum
canis, e também, encontrou uma atividade antineoplasica contra o sarcoma 180. Foram

ainda observados efeitos toxicos no figado e nos rins de ambos os extratos.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliacao do perfil psicofarmacologico e toxicologico do extrato hidro-alcodlico
das raizes de [Indigofera suffruticosa e da casca do caule da Dioclea grandiflora em

roedores.

3.2 Especificos:

A) Avaliar a agdo anticonvulsivante de ambas as plantas através do extrato
hidroalcodlico.
B) Avaliar a possivel agdo ansiolitica da Indigofera suffruticosa e da Dioclea
grandiflora.
C) Avaliar sua possivel acdo analgésica central da Indigofera suffruticosa.
D) Avaliar seus efeitos através do tratamento cronico (30 dias), sobre os sistemas
bioquimicos, hematologicos e verificar a histopatologia dos 6rgdos mae (coragao,

figado e rim) de ambas as plantas.



4. MATERIAIS E METODOS

4.2 Métodos

4.2.1 Consideracdes Eticas

Este projeto foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em

Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco.

4.2.2 Obtencao do Extrato hidroalcodlico

Na obtencdo do extrato hidroalcodlico, serdo utilizados 100g do material seco,
previamente triturados em maquina forrageira. O material triturado sera colocado em
um Becker, e posteriormente serd adicionada uma mistura Alcool-dgua (70:30) até
cobrir por completo todo o material, perfazendo um volume final de 800 ml, ¢ em
seguida colocado em banho-maria a 80° C durante 1 hora. O extrato sera deixado em
repouso durante 24 horas a temperatura ambiente. A seguir o extrato sera filtrado em
filtro de papel e colocados na geladeira. O mesmo processo ira ser repetido durante 24
horas. Em seguida, o extrato serd reunido e evaporado a vacuo para retirada total do
solvente, antes de ser submetido a liofilizagdo. Apo6s processo de liofilizacdo, os
residuos serdo colocados em dessecador até peso constante. A seguir, o extrato sera
pesado, calculado os seus rendimentos, lacrado cuidadosamente com parafilme e

depositado em freezer, até o momento dos testes.



4.2.3 Animais

Nos experimentos in vivo serdo utilizados 324 camundongos albinos Swiss (Mus
muscullus), pesando em média 20 - 30g, obtidos do Biotério do Departamento de
Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais estardo sempre sob o
controle da temperatura de 23 + 1 °C, com um ciclo claro/escuro de 12 horas, iniciando-
se a fase clara as 06:00 horas da manhd, com livre acesso a agua e comida. Todos os
experimentos serdo realizados entre 09h00Omin e¢ 16h00min horas. Os animais serdo
cuidadosamente monitorados e mantidos de acordo com a recomendagdo ética do
Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA) e The National Institute of

Health Guide for Care and use of Laboratory Animals.

4.2.4 Grupos:

Os animais serdo divididos em grupos de 6 camundongos. Em cada avaliacdo o extrato
hidro-alcodlico sera testado em 3 doses. As 3 doses utilizadas serdo determinadas
através de valores entre 10 e 40% da DLsy, calculados pelo método de Litchfield e
Wilcoxon (1949). Os grupos padrio e os grupos controle (salina 0,85% v/v) também

serao formados por 6 camundongos cada.

Apbés os experimentos os animais serdo sacrificados com Tiopental e

encaminhados para o Departamento de Cirurgia Experimental para incineragao.



4.2.5 Testes ansioliticos:

4.2.5.1 Pentobarbital sodico — indutor do sono:

Os grupos teste receberdo sua respectiva dose de extrato (i.p.) e o grupo controle
recebera salina 0,85%. Apds 1 hora, os grupos teste mais o grupo controle receberdo 55
mg/kg (i.p.) de pentobarbital sodico. Observar o tempo decorrido entre a perda e o
retorno dos reflexos motores, tanto para o grupo controle quanto para os grupos teste

(SPERONI e MINGHETTI, 1988).

4.2.5.2 Teste de esconder as esferas (Marble-burying test)

Nesse teste, verificam-se possiveis alteracdes comportamentais de drogas que possam
promover um perfil ansiogénico ou ansiolitico. Isto é determinado pelo aumento ou
diminui¢do do comportamento de esconder esferas de vidro que serdo distribuidas, ao
acaso, na superficie da caixa coberta com serragem. O aumento de esferas recobertas ¢
apontado como indicativo de “ansiedade”, ja que se supde representar para o animal o
desconhecido, ou seja, um agente estranho cuja presenca pode representar ameaga. A
administracdo da droga ansiolitica reduz esse comportamento de recobrir as esferas de
vidro (TREIT, PINEL e FIBIGER, 1981; BROEKKAMP et al., 1986; NOGUEIRA,
1997).

Vinte e cinco esferas de vidro transparente (20 mm de didmetro) serdo usadas para cada
teste individual. Serdo utilizadas gaiolas opacas de plastico liso (30 x 36 x 13 cm), com
teto de vinil contendo buracos de ar e possuindo em seu interior uma camada de
serragem de 5 cm de altura. Os camundongos serdo colocados individualmente nas

gaiolas de plastico com serragem por 15 minutos (periodo de habituacdo) e depois



recolocados em suas gaiolas originais. Vinte e cinco esferas de vidro transparente serdo
colocadas na serragem das gaiolas de habituacdo. Os grupos teste receberdo suas
respectivas doses de extrato (i.p.), o grupo controle recebera salina 0,85%, e o grupo
padrdo recebera diazepam (2.5 mg/kg, i.p.). Os camundongos serdo reintroduzidos
nessas gaiolas (cada camundongo retornard exatamente para mesma gaiola a que ja
estava habituado). Depois de 15 minutos, o teste sera terminado o animal sera removido
e serdo contados o nimero de esferas de vidro que estiverem com mais de dois tergos
cobertos por serragem. Apds cada experimentagdo, a serragem sera substituida e os
instrumentos e esferas de vidro serdo lavadas com agua e limpos com alcool (70%)

(BROEKKAMP et al, 1986).

4.2.5.3 Teste da placa Perfurada:

E um teste geralmente usado para screening de drogas com carater ansiolitico. Baseia-se
na observacdo de que a atividade de mergulhos (head dippings) dos animais ¢
inversamente proporcional ao estado de “ansiedade” dos mesmos. (BOISSER, 1976;
FILE e WARDILL, 1976).

Os instrumentos utilizados consistirdo numa placa de madeira, 40 cm x 40 cm, com 16
buracos (de 2 cm de didmetro) espagados regularmente na superficie. A placa sera
elevada a uma altura de 50 cm, em um quarto iluminado. Os grupos teste receberdo suas
respectivas doses de extrato (i.p.), o grupo controle recebera salina 0,85% e o grupo
padrio recebera diazepam (2.5 mg/kg, i.p.). Os camundongos serdo colocados no centro
da placa e sera contado o nimero de vezes que o animal mergulha a cabega nos buracos

e o tempo de permanéncia nos mesmos num intervalo de 5 minutos (BOSSIER e SIMON,

1962).



4.2.5.4 Teste do labirinto em cruz elevado (Elevado plus-maze)

Este modelo baseia-se no conhecimento de que ratos e outros roedores evitam locais
abertos e elevados. Quando nele confinados, mostra sinais de medo — congelamento,
defecacdo e mic¢do — e aumento do nivel plasmatico do hormoénio de estresse, cortisona
(GRAEL e GUIMARAES, 1999).

O camundongo explora ambos os bragos, abertos ¢ fechados, mas tipicamente entrara
com maior freqiiéncia e permanecera por mais tempo nos bracos fechados. Uma maior
intensidade de “ansiedade” equivale a menor preferéncia por bracos abertos (MORATO
e BRANDAO, 1997).

O teste do labirinto em cruz elevado ¢ uma modifica¢do do instrumento validado por
Lister (1987) para camundongos e consiste de dois bragos abertos (30 x 5 0,25 cm) e dois
bracos fechados (30 x 5 x 15 cm) originando-se de um centro comum da plataforma (5 x
5 cm). Os dois pares de bragos idénticos sdo opostos um ao outro, formando uma cruz.
O aparato inteiro sera elevado a uma altura de 40 cm do ch@o. No comeco da sessdao o
camundongo sera colocado no centro da plataforma com a cabeca olhando para o brago
aberto, deixando-se que o animal explore por 5 minutos. Seguindo os parametros, serdo
marcados: o tempo gasto e o niumero de entradas em cada tipo de braco. O grupo padrao
recebera diazepam 2,5 mg/kg (i.p.), os grupos teste receberdo suas respectivas doses de
extrato (i.p.) e o grupo controle recebera salina 0,85%. Todos os experimentos serdo
realizados entre 10:00h e 16:00 h. Apos cada experimentagdo, o aparato sera limpo com

alcool (70%).



4.2.6 Testes anticonvulsivantes:

4.2.6.1 Pentilenotetrazol — indutor de convulsao:

O pentilenotetrazol ¢ uma das principais substincias indutoras de convulsdo utilizadas
na triagem pré-clinica de novos farmacos anticonvulsivantes, podemos utilizar como
modelo de crises epiléptico generalizadas dos tipos auséncia, mioclonicas e de crises
tonico-clonicas. O pentilenotetrazol atua inibindo o canal de cloreto associado aos
receptores GABA (OLIVEIRA et al., 2001).

O primeiro grupo recebera diazepam 2.5 mg/kg (i.p.) € servira como grupo padrdo. Os
grupos teste receberdo o extrato (i.p.) em suas respectivas doses ¢ o grupo controle
receberd salina 0,85% . Apds 1h, sera administrado o Pentilenotetrazol em todos os
grupos. Observar o numero de camundongos que apresentarem convulsdo tdnico-
clonica e o tempo de laténcia até o inicio da primeira convulsio (GUPTA,

MAZUNMDER e CHAKRABARTI S, 1999).

4.2.6.2 Picrotoxina — indutor de convulsao:

E um modelo de epilepsia focal recorrente, para crises do tipo “pequeno mal”, ou crises
de auséncia. A picrotoxina ¢ um potente estimulante do SNC que atua antagonizando os
receptores GABAA (MELLO et al., 1986; ZIA et al., 1995).

Esse método foi descrito previamente por Lehmann et al. (1988). O grupo controle
recebera salina 0,85 % e o grupo padrdo sera tratado com diazepam. Os grupos teste
receberdo o extrato em suas respectivas doses (i.p.). Depois de 60 minutos, sera
administrada a Picrotoxina na dose de 1 mg/kg (i.p.) em todos os grupos. Imediatamente

apos a injecdo do convulsivante, os camundongos serdo colocados em caixas de plastico



individuais e sera observado o tempo até o inicio das convulsdes (laténcia), percentual
de convulsdes e numero de mortes. A incidéncia de morte sera observada até 48 horas

apos a administragdo da picrotoxina.

4.2.6.3 Eletrochoque Maximo (EMC)

Este modelo baseia-se na observacdo de que a estimulagdo por meio de pulsos elétricos
repetitivos usando parametros adequados ¢ capaz de induzir, em diferentes estruturas
neuronais, um padrdo caracteristico de atividade epilética automantida, comumente
denominado pds-descarga. O ECM é um modelo bem estabelecido que mimetiza crises
convulsivas do tipo generalizadas tonico-clonicas (WHITE, 1997; LOSCHER e
SCHIMIDT, 2002)

O teste de eletrochoque maximo induz convulsdo caracterizada pela extensao tonica das
extremidades posteriores. Nesse experimento o choque electroconvulsivo (130V, 150
pulsos/s, 0.5 s) sera realizado através de eletrodos auriculares. O grupo controle
receberd salina 0,85% e o grupo padrao serd tratado com fenitoina (25 mg/kg; i.p.). Os
grupos teste receberdo o extrato em suas respectivas doses (i.p.). Apos 60 minutos,
todos os grupos receberdo o choque eletroconvulsivo. Serdo considerados protegidos os
animais que apresentarem abolicdo da extensdo das patas traseiras, ou uma reducgdo

destas, medida com um cronéometro em segundos (SWINYARD et al., 1989).



4.2.7 Testes Analgésicos

4.2.7.1 Teste da placa quente

Este teste serda realizado de acordo com a técnica descrita inicialmente por
Woolfe e MacDonald (1944). Os grupos teste receberdo o extrato em suas respectivas
doses (i.p.), o grupo controle recebera salina 0,85% e o grupo padrdo recebera morfina
(i.p.) 30 minutos antes da avaliagdo do teste. A avaliagdo sera realizada numa superficie
aquecida previamente de um aparelho de placa-quente (DA/UFPE) com a temperatura
aproximada de 55 °C, com um sistema contador de tempo acionado e parado com o0 uso
de um pedal.

A medida referente ao tempo de reacdo do animal ao estimulo algico sera
realizada aos 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administragdo dos respectivos
tratamentos. Nesta metodologia o tempo de reagdo do animal ao estimulo térmico ¢
quantificado quando ¢ exibido o comportamento de levantar (tentativa de pular) ou
lamber uma das patas anteriores, indicativo de nocicepc¢do. Esses dois comportamentos
sdo interpretados como respostas integradas no cortex cerebral, ou seja, em nivel
supramedular; enquanto a agitacdo das patas posteriores (sapateado) ¢ interpretada
como sendo uma resposta apenas de integragdo medular. A laténcia de resposta é
quantificada num tempo maximo de 30 segundos, para que se evite lesdo tecidual, e
pode ser modificada por analgésicos de acdo central, como os narcoticos (OLIVEIRA e

ALMEIDA in ALMEIDA, 2006; ALMEIDA et al., 2003; 2006).



4.2.7.2 Avaliacao do efeito antinociceptivo da Indigofera suffruticosa no
teste de imersao da cauda.

A cauda de camundongos ¢ uma regido anatomica caracterizada por possuir uma
diversificada populagdo de receptores sensoriais, incluindo termoceptores e
nociceptores; sendo assim, torna-se bastante apropriada para estudos experimentais
quando se utiliza algum tipo de estimulacdo fisica. Devido a essa caracteristica, o
animal, ao ser submetido a um estimulo nociceptivo de natureza térmica, proporcionado
pela imersdo de sua cauda em um aparelho contendo dgua a temperatura de 50°+ 2°C,
produz uma reagdo de afastamento da cauda do estimulo nocivo. O teste foi descrito
inicialmente por Jansen et al. (1963) e adaptado por Grotto & Sulman (1967). Nesse
teste, ¢ medido o tempo de reacdo ou laténcia, ou seja, periodo que o animal leva para
retirar a cauda que estd diretamente cm contato com a agua. Em geral, as drogas
analgésicas centrais sdo eficazes em ampliar a laténcia. (OLIVEIRA e ALMEIDA in
ALMEIDA, 20006).

Os grupos teste receberdo o extrato nas suas respectivas doses por via
intraperitoneal (i.p.). Enquanto que a salina (i.p.) e a morfina (i.p.) serdo administradas
nos subgrupos controle e padrdo respectivamente.

Sera montado um banho-maria sobre o qual se colocara um recipiente de
aluminio de forma esférica contendo dgua e um termdémetro submerso que registra a
temperatura. Os animais ficardo num aparelho de contengdo, sendo suas caudas
expostas e submergidas um terco dela na agua aquecida a 52° e sera registrado o tempo
em que os animais permanecem sem reagir ao estimulo (laténcia), evitando-se
exposicoes acima de 15 segundos, para que ndo ocorra dano tecidual (OLIVEIRA e

ALMEIDA in ALMEIDA, 2006).



As leituras serdo realizadas imediatamente apo6s a administrag@o (leitura basal) e
aos 30, 60, 90 e 120 minutos apods as respectivas administragdes, de acordo com Grotto
& Sulman (1967) e Almeida et al. (2003; 2006). Essa resposta reflexa de retirada da

cauda ocorre através da estimulagdo de componentes em nivel medular.

4.2.7.3 Efeito da Indigofera suffruticosa avaliado através do teste das
contorcoes abdominais induzidas pelo acido acético.

O método se baseia no fato de que a injecdo via intraperitoneal da solugdo de
acido acético 0,85% em camundongos provoca algumas alteragdes de comportamento
caracterizadas por contor¢des abdominais seguidas de extensdes dos membros
posteriores. O acido acético atua indiretamente no fluido do peritonio, provocando a
liberagdo de mediadores endogenos, como, por exemplo, aumentando os niveis de
PGE2 e PGF20, desta forma, sensibilizando e posteriormente estimulando as
terminagdes neuronais da regido. De um modo geral, as drogas analgésicas reduzem ou
mesmo inibem esse comportamento (OLIVEIRA e ALMEIDA in ALMEIDA, 2006).

Os grupos teste receberdo o extrato nas suas respectivas doses (i.p.), no grupo
controles serdo administrada salina a 0.85% (i.p.) € no grupo padrdo morfina 3 mg/kg
(i.p.).

Apds 60 minutos da administragdo das substancias relatadas acima, sera
administrada a solucdo de acido acético 0,85% (v/v) por via intraperitoneal em todos os
animais. Estes serdo colocados para observacdo no interior de uma caixa de
polipropileno de 40 cm de comprimento por 15 cm de largura e 10 cm de altura
(ALMEIDA et al., 1996; ALMEIDA et al, 2003; 2006; SHADAB et al., 2002).

A leitura inicial serd realizada imediatamente apds a administracdo do acido

acético 0,85% (v/v) (leitura basal), onde o numero de contor¢des abdominais



apresentados por cada animal. O experimento serd realizado durante um periodo de 15

minutos.

4.2.7.4 Avaliacao da acao antinociceptiva da Indigofera suffeuticosa e
da morfina com e sem o pré-tratamento pela naloxona no teste da
imersio de cauda.

Este teste baseia-se na verificacdo do possivel mecanismo de acdo analgésica
através da utilizacdo de um bloqueador da morfina (naloxone), sabendo que a naloxona
¢ um antagonista dos receptores opidides. Sendo assim, o bloqueio da agdo analgésica
dos extratos e da morfina caracteriza uma acdo analgésica central dos extratos via
receptores opidides, ja que a auséncia da analgesia se deve ao bloqueio dos receptores
opioides pelo naloxone.

Todos os animais receberdo naloxona 2 mg/kg (i.p.). Apoés 15 minutos, os
grupos teste receberdo o extrato nas suas respectivas doses (i.p.). O grupo controle
receberd salina 0,1mL/10 g (i.p.) e o grupo padrio recebera morfina 3mg/kg (i.p).

Sera montado um banho-maria sobre o qual se colocara um recipiente de
aluminio de forma esférica contendo dgua e um termoémetro submerso que registra a
temperatura. Os animais ficardo num aparelho de contengdo, sendo suas caudas
expostas e submergidas um terco dela na agua aquecida a 52° e sera registrado o tempo
em que os animais permanecem sem reagir ao estimulo (laténcia), evitando-se
exposicoes acima de 15 segundos para que ndo ocorra dano tecidual (OLIVEIRA e
ALMEIDA in ALMEIDA, 2006).

As leituras serdo realizadas imediatamente ap6s a administrag@o (leitura basal) e
aos 30, 60, 90 e 120 minutos apoés as respectivas administragdes, de acordo com Grotto
& Sulman (1967) e Almeida et al. (2003; 2006). Essa resposta reflexa de retirada da

cauda ocorre através da estimulagdo de componentes em nivel medular.



4.2.7.5 Avaliacao hematologica e bioquimica da Indigofera suffeuticosa
e da Dioclea grandiflora através do tratamento cronico em
ratos.

As avaliagodes serdo realizadas no periodo 0, 20 e 30 do tratamento com o extrato. Para

cada grupo sera utilizado 6 ratos por dose do extrato teste.

4.2.8 Analise Estatistica dos Resultados.

Os dados obtidos nos varios experimentos serdo analisados através de teste de
analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste de comparacao multipla de Dunnett’s
ou pelo teste t de Studentt’s dependendo do caso. Os resultados serdo considerados
significantes quando p< 0,05. Todos os dados serdo analisados pelo programa Graph

Pad Prism versao 3,02.
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6. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES
Pretende-se realizar o presente trabalho no periodo compreendido entre

agosto de 2008 e julho de 2010.

2008
Etapas do projeto Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
Levantamento
Bibliografico X X X X X X X X X X X X
Obtenc¢ao do material
vegetal X X X
Preparacio do
Extrato X X X
Treinamento com os
animais X X
Realizacao dos
experimentos X X X X X X
Elaboracao dos
resultados X X X
Conclusio
X X
2009
Etapas do Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
projeto
Levantamento
X X X X X X X X X

Bibliografico X X X

Preparagao do
Extrato X X X

Realizacao dos
experimentos

Elaboragao dos
resultados X X X

Conclusao
X X




2010

Etapas do Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
projeto
Levantamento
Bibliografico X X X X X X X X X X X X
Realizagao dos
experimentos X X X X X X
Elaboragao dos
resultados X X X
Conclusao
X X
Materiais
Ragdo Labina Termometro de mercurio grande

Mascaras descartaveis

Acido acético glacial
Hidrocloridrato de naloxona
Morfina

Solucdo de cloreto de sodio
Caixas de luva para procedimento
Tween 80

Oculos de protegio

Seringa descartavel ¢/ agulha 1ml
Pentilenotetrazol

Diazepam

Etanol P.A.

Pentobarbital sodico

Fenitoina

Béqueres

Pinca clinica

Pinca dente de rato
Cabo para bisturi n° 3
Estufa

Gaiolas
Porta-agulha
Tesoura

Vidros de 20ml
Etiquetas adesivas
Toucas descartaveis
Papel toalha
Picrotoxina




ORGAMENTO

MATERIAL PERMANENTE

QUANT. DISCRIMINACAO PRECO PRECO
UNIT. R$ TOTAL R$
01 Termbmetro de mercurio grande 45,00 45,00
10 Béqueres 6,80 68,00
05 Pinca clinica 3,00 15,00
05 Pinca dente de rato 3,00 15,00
01 Estufa 713,00 713,00
06 Gaiolas 250,00 1200,00
03 Porta-agulha 28,00 84,00
03 Tesoura 7,50 22,50
40 Vidros de 20ml 0,95 38,00
01 Balanca analitica digital de 0.001 mg 10.000,00 10.000,00
Total
R$ 12.200,50
ORCAMENTO
SERVICOS DE TERCEIROS
DISCRIMINACAO LOCAL VALOR
Med-Line IMIP 100,00
Traducgao Norma 900,00
Digitacao DigiArte 300,00
Impresséo DigiArte 900,00
Encadernacéao Copiadora Caxanga 300,00
Estatistica Edmilson 300,00
Outros Servigos Elaboracdo de modelos experimentais 5.000,00

Total R$ 7.800,00




ORGAMENTO

MATERIAL DE CONSUMO

QUANT. DISCRIMINAGCAO UNID PRECO PRECO
UNIT.R$ TOTALRS$
08 Ragéao Labina PCT 60,00 480,00
50 Mascaras descartaveis UNID 0,10 5,00
01 Acido acético glacial LITRO 40,00 40,00
03 Solugao de cloreto de sédio LITRO 3,00 9,00
10 Caixas de luva para procedimento CX 12,00 120,00
01 Dimetilsulféxido PCT 100,00 100,00
01 Oculos de protecéo UNID 17,00 17,00
03 Seringa descartavel c/ agulha 1ml CX 45,00 135,00
08 Etanol P.A. LITRO 12,50 100,00
01 Etiquetas adesivas PCT 3,00 3,00
01 Toucas descartaveis CX 7,00 7,00
03 Papel toalha PCT 2,70 8,10
D 0899 Diazepam (Sigma) 100 mg 120 mg 110,00
M 8777  Morfina (Sigma) 50 mg 110,0 110,00
D0899 Diazepam (Sigma) 100 mg 120,00 120,00
N7758 Naloxone (Sigma) 250 mg 200,00 200,00
P6500 Pentylenetetrazole (Sigma) 25¢ 55,00 55,00
P3761 Pentobarbital sédico (Sigma) 25¢g 140,00 140,00
F6300 Flumazil (Ro 15 -1788) (Sigma) 25 mg 150,00 150,00
P1675 Picrotoxina (Sigma) 19 90,00 90,00
P0343 Tween 80 (Sigma) 50 mL 70,00 70,00
V6879 (Lys) vasopressin (Sigma) 1 mg 50,00 50,00

Total R$ 2.219,10

MATERIAL PERMANENTE + SERVICOS DE TERCEIROS + MATERIAL DE CONSUMO

TOTAL GERAL R$ 22.219, 60




