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RESUMO

PINTO, Fabiana de Araujo. Fracionamento biomonitorado de fragdes do extrato hexanico
de Pterodon polygalaeflorus quanto a atividade antinociceptiva e estudo do mecanismo de
acdo. 2014. 117f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Os metabdlitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica orgéanica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento
desta ocorreu paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XI1X. Os
frutos do género Pterodon estdo disponiveis comercialmente no mercado da flora medicinal,
sendo amplamente utilizado como, antirreumatico, anti-inflamatdrio, entre outras. Nosso
laboratério demonstrou em estudos toxicoldgicos com extratos de P. pubescens baixa
toxicidade aguda além de atividade antiedematogénica e antinociceptiva do extrato e suas
fracbes. O extrato hexanico da espécie Pterodon polygalaeflorus também apresentou
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria (Pinto et al., 2013). O objetivo deste trabalho foi
realizar o fracionamento/subfracionamento do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus
(EHxPpQ) e estudar o seu potencial antinociceptivo e mecanismo de a¢do. O fracionamento
do EHxPpg gerou quatro fracdes, das quais a Fr2Ppg apresentou a maior atividade
antinociceptiva nas doses de 0,1 e 1 mg/kg com inibicdo de 92,7% e 55,8% respectivamente,
no teste de contorg¢Bes abdominais. Na Fr2Ppg foram identificados como majoritarios o 6xido
de cariofileno, o espatulenol, o E,E-farnesol, assim como derivados do vouacapano e do
geranilgeraniol, compostos descritos na literatura por suas propriedades antinociceptivas e
anti-inflamatorias. O fracionamento da fracdo Fr2Ppg foi realizado, gerando cinco subfragdes,
das quais as mais ativas foram a SF2.5.4 e a SF2.5.5 nos modelos de nocicepcdo, modelo de
contor¢do abdominal induzido por &cido acético, teste de imersdo de cauda, teste de formalina
e 0 modelo de capsaicina. O estudo do mecanismo de acdo dessas subfracdes sugeriu que
possam estar agindo através de receptores opioides localizados em varios niveis da
transmissdo da nocicepcdo, no mecanismo envolvendo a via da guanilato ciclase e da NO
sintase neuronal. A SF2.5.5 parece agir também no mecanismo adrenérgico sugerindo a acao
dessas substancias na via descendente por receptores o2. A determinagdo da constituicdo
quimica do vegetal € necessaria para garantir a acdo farmacoldgica e a qualidade no
desenvolvimento de um novo fitoterapico.

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

hexéanico. Mecanismo de acao.



ABSTRACT

PINTO, Fabiana de Araujo. Bio-guided fractionation of fractions of hexanic extract from
Pterodon polygalaeflorus by its antinociceptive activity and study of the mechanism of
action. 2014. 117f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The secondary metabolites produced by plants had a fundamental key role in the
development of modern synthetic organic chemistry. Historically, the development of this
occurred in parallel with the study of plants, mainly from the nineteenth century. Seeds of the
genus Pterodon are commercially available in the medicinal flora market, where are being
widely used for its pharmacological properties. Our laboratory showed low acute toxicity for
the ethanolic extract from P. pubescens and also that these extract and its fractions exhibit
anti-edematogenic and antinociceptive activities. The hexane extract of the species Pterodon
polygalaeflorus also showed antinociceptive and anti-inflammatory activity (Pinto et al.,
2013). The aim of this work was to perform the fractionation and subfractionation of the
Pterodon polygalaeflorus hexane extract (HExPpg) and study their antinociceptive potential
and evaluate its mechanism of action. Fractionation of HExPpg rendered four fractions, of
which Fr2Ppg exhibited the higher antinociceptive activity at doses 0.1 e 1 mg/kg with 92.7%
and 55.8% inhibition, respectively, in the writhing test. In this fraction were identified as
major components caryophyllene oxide, spathulenol, E-E-farnesol, as well as geranylgeraniol
and vouacapan derivatives, known in the literature for their antinociceptive and anti-
inflammatory properties. The fractionation of Fr2Ppg on a silica gel 60 column resulted in
five subfractions. The highest activity on the writhing, tail immersion, formalin and capsaicin
test was exhibited by SF2.5.4 and SF2.5.5. The study of the mechanism of action suggested
that these subfractions may be acting through opioid receptors located at various levels of
nociception transmission, and in the mechanism involving guanylate ciclase and NO synthase.
The SF2.5.5 also seems to act in the adrenergic mechanism suggesting the action of these
substances in descending a2 receptor pathway. The monitoring of the chemistry of the plant is
necessary to ensure the pharmacological and quality to the development of a new herbal.

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

mechanism of action.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais desempenham um papel importante na descoberta de novos
medicamentos e no processo de desenvolvimento destes. Isto ¢ evidente nas areas de cancer e
de doengas infecciosas, onde mais de 60% a 75% desses medicamentos, respectivamente, sao
de origem natural (Newman et al., 2003). Em adi¢&o a isso, os produtos de origem natural tém
sido cada vez mais valorizados pela sociedade em geral. Uma parte significativa da populagao
estd convencida de que os produtos naturais estdo associados a seguranga no tratamento e
desenvolvimento da saude, enquanto produtos sintéticos estdo ligados a efeitos colaterais

indesejaveis (Moreira et al., 2006).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Plantas Medicinais e Fitoterapia

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacdo para os
produtos naturais (Pinto et al., 2002).

Os metabolitos secundarios produzidos por plantas tiveram um papel fundamental no
desenvolvimento da quimica orgénica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento
desta, a partir do século XIX, ocorreu paralelamente aos primeiros estudos com base cientifica
sobre plantas. Isso resultou no isolamento de alguns principios ativos de espécies, ja entdo
conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas substincias que se
consagraram como principios ativos eficazes e que, até hoje, ainda sdo muito empregados no
tratamento de certas doencgas, a exemplo de morfina, quinina, canfora, cocaina, entre outros
(Montanari e Bolzani, 2001).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Entretanto, € o reino vegetal que tem contribuido de forma mais significativa para
o fornecimento de substincias uteis ao tratamento de doengas que acometem os seres
humanos. A variedade e complexidade de metabdlitos secundarios biossintetizados pelas
plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de defesa desses vegetais as condi¢des
ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais, € também as condi¢des de adaptacao
(Montanari e Bolzani, 2001). Quaisquer que sejam as razdes para a presencga destes compostos
na natureza, eles fornecem um recurso valioso para encontrar novas moléculas biologicamente
ativas (Gurib-Fakim, 2006).

A histéria do Brasil estd ligada ao comércio de produtos naturais através das
especiarias, os quais determinaram as varias disputas de posse da nova terra e, por fim, a
colonizacdo portuguesa. Do pau-brasil era obtido um corante de cor vermelha, muito utilizado
para tingimento de roupas, e como tinta de escrever, que ja era conhecido e utilizado nas
Indias Orientais desde a Idade Média. Até o final do século XIX, somente corantes naturais
eram disponiveis, tornando estes produtos valiosos e de enorme interesse dos colonizadores

(Viegas Jr et al., 2006).
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O profundo conhecimento do arsenal quimico da natureza, pelos povos primitivos e
pelos indigenas, pode ser considerado fator fundamental para o descobrimento de substancias
toxicas ¢ medicamentosas (Viegas Jr et al., 2006).

Nestes ultimos anos, a utilizagdo da fitoterapia como alternativa terapéutica vem
crescendo, em paralelo ao grande avanco cientifico envolvendo os estudos quimicos e
farmacoldgicos das plantas medicinais (Phillipson, 2001).

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS), desde 1977, tem incentivado o estudo de
plantas tradicionais com a esperanca de obter os beneficios que isso poderia fornecer. Estima-
se que existem mais de 500 mil espécies no mundo, sendo que o Brasil possui
aproximadamente cerca de 120 mil delas, tornando-se o Pais que tem a maior cobertura
vegetal de todo o mundo (Corréa et al., 2003).

Aproximadamente 25% das drogas prescritas mundialmente vém de plantas. Estima-se
que 11% das consideradas basicas e essenciais pela OMS sdo exclusivamente de origem
vegetal, e um numero significativo sdo drogas semissintéticas obtidas de precursores naturais
(Rates, 2001).

No Brasil, o 6rgdo responsavel pela regulamentagdo de plantas medicinais e seus
derivados ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Uma das agdes realizadas
pela ANVISA para garantir a seguranga da satde da populagdo ¢ o registro de medicamentos,
etapa na qual eles sdo avaliados quanto a sua seguranga, eficacia e qualidade, antes de serem
expostos a venda para utilizagdo pela populagdo (ANVISA, 2014).

A regulamentagdo em vigor para o registro de medicamentos fitoterdpicos € a
resolucao de diretoria Colegiada (RDC) 48/2004, que determina os aspectos essenciais ao
registro, como a identifica¢do botanica das espécies vegetais utilizadas, o padrao de qualidade
e a prova de eficicia e seguranca que validem as indicagdes terapéuticas propostas (Carvalho
et al., 2008). Ainda ha quatro regulamentos que apresentam critérios especificos para
medicamentos fitoterdpicos, a saber: a RE n° 88/04 - lista de referéncia bibliografica para
avalia¢do de seguranca e eficdcia; a RE n° 89/04 - lista de registro simplificado para registro
fitoterapico; a RE n°® 90/04 - guia para a realizagdo de estudos de toxicidade pré-clinicas; e a
RE n° 91/04 - guia para realizacdo de alteragdes, inclusdes, notificagdes e cancelamentos pos-
registros (Carvalho et al., 2007).

Fitoterapico ¢ o medicamento obtido empregando matérias-primas ativas vegetais. Os
principios ativos sdo substancias ou classes de substancias, quimicamente caracterizadas, cuja

acao farmacoldgica ¢ conhecida e responsavel, total ou parcialmente pelos efeitos terapéuticos
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do fitoterapico. E necessario o conhecimento de sua eficicia e dos riscos de seu uso, assim
como da reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (ANVISA, 2014).

Os produtos naturais vindos de plantas medicinais sdo uma das mais poderosas e
importantes ferramentas para identificar e manipular os elementos chaves do “caminho da
dor”. Dois exemplos incluem: a morfina extraida da Papoula “Papaver somniferum”, e o
acido salicilico presente na Salix alba e outras espécies de Salix (Figura 1), que foram dois
importantes agentes farmacologicos para a descoberta de receptores opioides e das enzimas
ciclooxigenases, respectivamente (revisao: Vane e Botting, 1998; Julius, 2013). A influéncia
destes produtos naturais na pesquisa da dor é evidenciada pelo fato de representarem duas
principais classes de medicamentos para dor ainda em uso nos dias de hoje, os analgésicos
opioides e os anti-inflamatorios ndo esteroidais (Jancs’o et al., 1977; Julius, 2013). Além
desses produtos existe um grande numero de compostos quimicos presentes nas muitas plantas
dotadas de propriedades analgésicas (Calixto et al., 2000). Dentre eles podemos citar o grupo
fenantreno, com ou sem o gama-fenil-N-metil-piperidina, molécula presente nos alcaloides de
P. somniferum, um grande niimero de terpenoides, capsaicina (composto isolado a partir do
fruto de pimenta do género Capsicum), mentol, esteroides, flavonoides, taninos, saponinas,

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

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

mecanismos de nocicepgao/dor

Aspirina Morfina

Capsaicina

0
SEa0ee
HO

Legenda: Incluem o acido salicilico (relacionado a aspirina); morfina (papoula de 6pio); mentol (a partir de
folhas de horteld); capsaicina (pimenta).
Fonte: Julius, 2013, adaptado.
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1.2 Metabdlitos secundarios

O metabolismo ¢ definido como conjunto total das transformagdes das moléculas
organicas catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas suprindo o organismo de
energia e renovando suas moléculas (Marzzoco e Torres, 2007). Essas reagdes possuem certa
direcao devido a presenca de enzimas especificas, sendo estabelecidas rotas metabdlicas que
visam o aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais da célula.
Ele costuma ser dividido em primdrio e secundario. O metabolismo primario ¢ um conjunto
de processos metabdlicos que desempenham fungdo essencial no vegetal, como por exemplo,
fotossintese, respiracdo, transporte de solutos, sintese de celulose, lignina, proteinas, lipideos,
agucares e outras substancias importantes para a realizagdo das fungdes vitais. Esses
compostos envolvidos no metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal nas
plantas (Champeet et al., 2008; Pereira e Cardoso, 2012). Os metabolitos secundarios sao
estruturas complexas, de baixo peso molecular, que possuem atividades bioldgicas marcantes.
O ambiente tem grande influéncia na producdo dos metabolitos secundérios e a interacdo do
genodtipo com o ambiente € um fator importante a ser estudado. Estes metabolitos despertam
grande interesse, ndo sO pelas atividades bioldgicas exercidas pelas plantas em resposta aos
estimulos do meio ambiente, mas também pela imensa atividade farmacologica. Muitos sdo
de importancia comercial ndo apenas na area farmacoldgica, mas também nas areas alimentar,
agronoma, perfumaria, entre outras (Simdes et al., 2007). Embora esse metabolismo nem seja
necessario para que uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel
importante na interagdo das plantas com o meio ambiente. Como exemplo, podemos citar:
ataque de patdgenos; competicdo entre plantas; atracdo de organismos benéficos como
polinizadores; e acdo protetora em relacdo a estresses abidticos associados a temperatura,

niveis de luz, exposi¢ao a UV, entre outros (Simdes et al., 2007; Pereira e Cardoso, 2012).
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1.3 Género Pterodon

Figura 2 - Pterodon polygalaeflorus

\

O género Pterodon pertence a familia das
Leguminosas Papilionaceas (Leguminosae/
Papilionoidea) e inclui cinco espécies nativas do Brasil,

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

emarginatus Vog., P. polygalaeflorus Benth., P.
apparicioi Pedersoli e P. abruptus Benth. (Pedersoli,
1970; Fascio et al., 1976).

A sucupira ¢ uma arvore encontrada nos
cerrados brasileiros (Figura 2), como nos estados de
Goias, Minas Gerais, Para, Ceard ¢ Sao Paulo (Braz
Filho e Gottlieb, 1971). A época de frutificacdo ¢ o més
de agosto, produzindo frutos drupaceos, ricos em 6leos,

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

Fonte: http://jjleandro-jjleandro.blogspot.com/
2007/09/flora-do-cerrado.html

Os frutos desse género estdo disponiveis comercialmente no mercado da flora
medicinal, sendo muito utilizados por suas propriedades farmacolédgicas, na forma de tinturas,
garrafadas de vinho e infusos (Coimbra, 1942; Evangelista et al., 2007). A sucupira vem
sendo utilizada popularmente em aplicagcdes terapéuticas contra: hemorragias, fraqueza
organica, doencas de estobmago, reumatismo e ulceras (Coimbra, 1942; Cruz, 1965).

O conhecimento quimico das espécies deste género ¢ baseado no estudo do o6leo dos
frutos. A investigagdo do oleo de Pterodon pubescens foi iniciada a partir da descoberta de
que, entre os 6leos estudados, ele era o mais promissor quanto a inibi¢ao da penetracao da
cercaria de Schistosoma mansoni (Mors et al., 1967; Fascio et al., 1976), tendo sido este o
primeiro efeito biologico descrito (Campbell e Cuckler, 1961). A atividade anti-inflamatoria
apods a administracdo por via oral (v.0.) € outro efeito farmacologico também ja relatado. Apds
seu fracionamento e hidrolise da fragdo mais ativa, foram obtidas quatro substancias, das quais

0 6a,7p-dihidroxivouacapan 17-beta-oato apresenta uma atividade anti-inflamatéria, em ratos,


http://jjleandro-jjleandro.blogspot.com/
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de 24% (v.0.) e de 45% por via intraperitoneal (i.p.), quando administrado na dose de 250
umoles/kg (Fascio et al., 1976; Almeida, 1993). O efeito antirreumatico parece se encontrar
na por¢ao oleosa extraida destes frutos (Coimbra, 1942; Penna, 1946; Sabino, 1995).

O o6leo dos frutos de espécies deste género tem fornecido moléculas das classes dos
sesquiterpenos (Mors et al., 1966; Neto, 1976), diterpenos lineares (Mors et al., 1967),
furanoditerpenos com esqueleto vouacapano e vinhaticano (Fascio et al., 1970; Mahajan e
Monteiro, 1973; Fascio et al., 1976, Campos et al., 1994, Demuner et al., 1996, Arriaga et al.,
2000) e o flavonoide taxifolina (Arriaga et al., 2000).

Nosso laboratorio (LIA-BPPN, UERJ) demonstrou que o 6leo de P. pubescens inibe a
proliferagdo de células mononucleares (CMN) de sangue periférico humano, induzindo-as a
apoptose. Ele inibe também a produgdo in vitro de oxido nitrico (NO) por macrofagos
(Sabino, 1995). Observou-se ainda uma agdo antiartritica do extrato hidroalcoolico dos frutos
de P. pubescens (EHPp) em camundongos DBA/1J com artrite induzida por colageno do tipo
IT (CIA) pelo tratamento diario v.o., reduzindo em 60% a severidade da CIA (Sabino et al.,
1999a), e afetando também a produgdo de anticorpos anti-CII. O estudo histopatolégico das
patas destes animais mostrou um grande infiltrado inflamatério com predominancia de
neutrdfilos polimorfonucleares, algumas areas de fratura e neoformagdo 6ssea no grupo com
CIA, enquanto o grupo tratado com EHPp mostrou um tecido conjuntivo sem células
inflamatorias (Coelho et al., 1998; Coelho et al., 2004). O tratamento de animais artriticos
com EHPp ndo produziu nenhuma toxicidade subaguda nas condi¢des utilizadas (Coelho et
al., 2001). O tratamento da CIA com EHPp diminuiu seletivamente a contagem absoluta de
células CD4/CD69", ndo interferindo nas células CD8CD69", fato que indica que o EHPp
intervém preferencialmente nas células CD4 ativadas, o que ¢ de grande importancia,
considerando-se que a CIA ¢é mediada por células T CD4 (Dalmau et al., 1999).

Estudos toxicologicos (Sabino et al., 1999b) mostraram baixa toxicidade aguda do
extrato de Pterodon pubescens obtido com 100% de etanol (EOPp), quando administrado por
via oral em animais saudaveis e auséncia de mutagenicidade (teste de Ames), mesmo em
concentragdes capazes de matar 100% de CMN humanas in vitro. Utilizando o modelo de
inflamagao aguda, induzida por inje¢ao subplantar de carragenina, e o de nocicep¢ao quimica,
induzida por injecdo intraperitoneal de acido acético, demonstrou-se uma atividade
antiedematogénica (Silva et al., 2004) ¢ antinociceptiva (Coelho et al., 2005) dose-dependente
do EOPp, respectivamente. O fracionamento biomonitorado do EOPp foi iniciado com o
objetivo de identificar o principio ativo responsavel pela atividade anti-inflamatéria e

antinociceptiva. O EOPp foi entdo submetido a extracdo liquido-liquido obtendo-se quatro
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fracdes: Ppl, Pp2, Pp3 e Pp4. Estudos desenvolvidos com a fracdo Ppl e suas subfragdes
(Silva et al., 2004) mostraram uma potente atividade anti-inflamatdria aguda e topica. Esta
atividade pode ser atribuida, pelo menos em parte, ao geranilgeraniol (fragcdo Ppl.2). Este
isoprenoide, assim como o EOPp, foi testado quanto a atividade antiagregante plaquetaria. A
avaliagdo da agregacdo induzida por acido araquidénico, ADP e trombina em plaquetas
humanas e de coelho mostrou o envolvimento do EOPp e da fragdo Pp1.2 na cascata do acido
araquidonico, sendo também observada a supressdo da formagdo de TXA, e atividade
antioxidante na peroxidagdo de lipidios (Calixto et al., 2007). Também foi demonstrada uma
acdo tripanocida para a fragdo Ppl.2 (Menna-Barreto et al., 2008). A fragao Pp2 apresentou
predominantemente efeito antinociceptivo (Coelho et al., 2005). Subfragdes da Pp2, avaliadas
quanto a atividade antinociceptiva, mostraram predominancia de atividade em modelos
especificos de nocicep¢do, o que pode sugerir que tais subfragdes possam estar atuando por
mecanismos diferentes (Coelho et al., 2005).

Estudos mostraram que o extrato etandlico de Pterodon pubescens inibiu a
proliferagdao de células de leucemia mieloide humana (K562), assim como induziu a morte
destas células por apoptose (Pereira et al., 2010). A subfragdo (SF5) obtida deste extrato
também induziu apoptose destas células alterando a expressdo génica (Pereira et al., 2011).

Estudos mais recentes com outra espécie, a Pterodon polygalaeflorus, demonstraram
que seu Oleo essencial inibiu a inflamagdo (modelo air pouch) promovendo uma redugdo da
contagem de leucdcitos, da concentracdo de proteinas, da vasodilatacdo e do infiltrado
inflamatorio no tecido da bolsa de ar. O dleo essencial foi também capaz de inibir a
proliferagdao de linfocitos esplénicos (fase G1), induzindo a apoptose nestas células, e de
promover uma regulagdo negativa de células T CD8" e da subpopulagdo ativada CD8 CD69"
e uma regulagio positiva de células B CD19" e CD19"CD69" (Velozo et al., 2013). Também
foi demonstrada a atividade analgésica de P. polygalaeflorus em modelos de contorgao
abdominal, formalina e tail flick, a partir do extrato hexanico ¢ suas fragdes ativas (Pinto,
2010; Pinto et al., 2013). A partir destes resultados, o laboratério iniciou os estudos com

subfragdes desta espécie.
1.4 Medicamentos fitoterapicos na pratica da satude
Apesar dos avangos na sintese de novos farmacos, com o aumento das alternativas

terapéuticas disponiveis, cresce também o uso da fitoterapia, que ja ¢é conhecida pela

humanidade ha muitos séculos, ¢ que passa a fazer parte da moderna pratica médica. O
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estimulo ao uso de fitoterapicos tem como objetivo prevenir, curar € minimizar os sintomas
das doengas, com um custo mais acessivel & populagdo e aos servigos publicos de saude
(Toledo et al., 2003; Pereira e Cardoso, 2012).

A transformag¢do de uma planta em um medicamento deve visar a preservagdo da
integridade quimica e farmacoldgica do vegetal garantindo sua acdo bioldgica e a sua
seguranca de utilizagdo, além de valorizar seu potencial terapéutico. Para atingir esses
objetivos, a producdo de fitoterapicos requer estudos prévios relativos a aspectos botanicos,
fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos, e de desenvolvimento em metodologias
analiticas e tecnoldgicas (Miguel e Miguel, 1999).

O desenvolvimento de fitoterapicos inclui varias etapas e envolve um processo
interdisciplinar, multidisciplinar ¢ interinstitucional (Toledo et al., 2003). A pesquisa tem
inicio pelo levantamento da literatura cientifica e catdlogos internacionais especificos do
referido conhecimento, seguindo com a pesquisa etnobotanica, a qual trata da observagdo do
uso popular de plantas nas diferentes culturas (Camargo, 1999).

A garantia de qualidade do material vegetal a ser processado ¢ fundamental na
preparagao de fitoterapicos, devendo considerar-se aspectos botanicos, quimicos,
farmacoldgicos e de pureza (Brasil, 2000, apud Toledo et al., 2003).

As atencdes do setor farmacéutico estdo focadas nas plantas medicinais. As grandes
industrias buscam nessas plantas apenas estruturas quimicas que serao isoladas e sintetizadas
para producdo em larga escala. J& as industrias do setor fitoterdpico visam as plantas
medicinais de forma diferenciada, dentro do conceito da OMS, que preconiza o uso de todos

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

1.5 Nocicepgéo

Quando se utilizam modelos murinos pré-clinicos para avaliacao de nocicepgao/ dor, €

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

Quadro 1 - Terminologia de Dor

Termo Definicao

Dor Sensa¢do sensorial e emocional desagradével associado
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a potenciais danos no tecido.

Nocicepgao Processos neurais e processos de estimulos noxicos.

Estimulos noxicos | Um efetivo ou potencial dano tecidual.

Dor nociceptiva Dor decorrente da ativagdo dos nociceptores.

Dor neuropatica Dor decorrente de uma lesdo ou doenca afetando o

sistema somatosensorial.

Alodinia Dor em resposta a um estimulo ndo-nociceptivo.

Hiperalgesia Ha o aumento da sensibilidade a dor; o limiar de dor
com a minima intensidade de um estimulo ¢ percebido

como doloroso.

Fonte: Loeser e Treede, 2008.

Nos mamiferos, estimulos potencialmente agressivos vindos do meio externo sdo
detectados por estruturas especializadas no sistema nervoso periférico (SNP), chamados de
nociceptores. Eles podem reagir a estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos, transmitindo e
conectando o SNP ao sistema nervoso central (SNC). Um tecido lesado ou que estd sofrendo
um processo inflamatorio gera numerosas moléculas ativadoras de nociceptores (Julius e
Basbaum, 2001). Dor ¢ uma percep¢ao que tem o papel de ajudar a proteger o organismo. Ela
envolve ndo apenas estimulos ndxicos, mas também emocionais, sociais, € culturais, bem
como atores ambientais e cognitivos. A dor cronica estd frequentemente associada com a
inflamacdo em que h4 danos nos tecidos, na resposta imune e lesdo do nervo, geralmente
decorrente da perda da capacidade do organismo em eliminar o trauma ou doencas (Pereira et
al., 2009).

Basicamente dois processos estdo envolvidos na percep¢do e na transmissdo da dor:
um processo periférico, relacionado com a deteccdo da informagdo pertinente ao dano
tecidual, e um processo central, comandado pela resposta cerebral para esta informagdo
(revisdo: Kanjhan, 1995). Receptores, diferentes substancias e vias de transmissdo e de
modulac¢do, estdo diretamente ou indiretamente envolvidos nestes processos (Melzack e Wall,
1983). A modulagdo da dor pode ocorrer perifericamente, na medula espinhal e em estruturas
supra-espinhais (Figura 3). Esta modulagdo pode ser inibitéria ou facilitatoria (Chudler e

Bonica, 2001).



Figura 3 - Via ascendente e descente da nocicepgao
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Legenda: Entrada nociceptiva da estimulagdo de um membro ¢ transmitida para o centro supra-espinhal
(nocicepgdo ascendente), onde a mensagem pode resultar numa experiéncia de dor. Esse sinal pode

ser inibido por processo medular (descendente de modulacdo) e/ou processo supra-espinhal.

Fonte: Palit et al., 2011.
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Quando ocorre a lesdo tecidual, ha liberagdo de varios mediadores inflamatérios e da
dor, resultando na sensibilizacao periférica. Os mediadores da dor, que sdo ATP e serotonina,
sao liberados por células endoteliais e plaquetas danificadas. As prostaglandinas sao
sintetizadas pelas ciclooxigenases (COX) e as bradicininas sdo liberadas pelo plasma. Os
mediadores da resposta inflamatoria incluem a histamina liberada pelos mastdcitos, substancia
P (SP) e a proteina relacionada ao gene da calcitonina (CGRP), que sdo liberados pelas fibras
aferentes primarias (Figura 4). Mediadores adicionais sao liberados pelas células da corrente
sanguinea, como citocinas, fatores do complemento C3a quimiotatico e C5a, serotonina,
neutrofilos e leucotrienos, entre outros (Millan, 1999; Woolf e Ma, 2007). Vérios receptores e
neurotransmissores estdo envolvidos no sistema nociceptivo, alguns deles aumentando ou

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

Figura 4 - Sensibiliza¢do de nociceptores por lesdo tecidual
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Legenda: Nociceptores aferentes primarios ativados por estimulos quimicos, térmicos ou mecanicos.
Fonte: Julius, 2013, adaptado.

A habilidade de detectar estimulos nocivos ¢ essencial para o bem estar e para a

sobrevivéncia de um organismo vivo. Isto pode ser dramaticamente ilustrado em individuos
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que sofrem de anomalias congénitas que os tornam incapazes de sentir estimulos dolorosos.
Estes individuos, por exemplo, ndo sdo capazes de sentir o desconforto associado com lesdes
internas, como um 0sso quebrado ou at¢é mesmo uma perfuragdo causada por um objeto
afiado. Como resultado disto, o corpo nao envolve comportamentos adequados de protecao
contra essas condigdes, muitas das quais podem ser fatais (Basbaum et al., 2009).

Estimulos ambientais podem causar danos ao organismo, ¢ estes estimulos podem ser
detectados por terminagdes nervosas especializadas. Os nociceptores sao os que formam a
primeira fase da defesa; as fibras aferentes primarias de terminagdes sensoriais inervam quase
todas as areas da superficie da pele e dos d6rgdos internos; os corpos celulares da maioria
destas terminacdes residem no ganglio da raiz dorsal (DRG) (Julius, 2013). Os neurdnios
aferentes primarios (Figura 5) sdo classificados em duas classes principais: as fibras A, que
possuem axonios mielinizados (conducao rapida da informacao), e as fibras C, que possuem
axonios ndo mielinizados (conduzindo mais lentamente). Ambas as classes tém terminagdes
sensoriais nos tecidos periféricos e conectam com neurdnios de transmissdo da medula
espinhal. A partir destas conexdes a informagao de “dor” vai ser repassada para as estruturas

superiores do sistema nervoso central (Bonnington et al., 2002).
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Figura 5 - Via ascendente da nocicepg¢ao primeira conexao
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Legenda: Os axonios das fibras aferentes primarias (C e Ad) inervam as regides periféricas e transmitem o
impulso nociceptivo até as laminas do corno dorsal da medula.
Fonte: Chudler e Bonica, 2001.

Os neurdnios aferentes primarios das fibras nervosas sdo organizados anatomicamente
em laminas distintas (Basbaum et al., 2000). Esta estratifica¢cdo dos subtipos dentro do corno
dorsal ¢ realgada pelos distintos padrdes de proje¢des dos nociceptores (Snider e McMahon,
1998; Braz et al., 2005). Por exemplo, a parte mais ventral da lamina II é caracterizada pela
presenca de interneurdnios excitatorios que expressam a isoforma da proteina quinase C
(PKC), e que tém sido implicados, na lesdo induzida pela dor persistente (Malmberg et al.,
1997). Estudos recentes indicam que essas PKC sdo direcionadas principalmente por fibras
aferentes mielinizadas (Neumann et al., 2008). Estudos anatomicos demonstraram que
neurdnios da medula espinhal nas 1aminas I sdo geralmente sensiveis a estimulos nocivos por
via Ad e fibras C. Os neurdnios das laminas III e IV sdo responsivos a estimulo inodcuo (via
peptideo), enquanto os neuronios da lamina II e V respondem a estimulos nocivos por duas
vias, via direta pelas fibras Ad ¢ AP ¢ via indireta, pela fibra C (Basbaum et al., 2009).
Estudos fisiologicos t€ém subdividido os nociceptores Ad e C em duas classes principais: tipo |

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

Tipo de Fibra Caracteristicas

Fibras A9 tipo I Respondem a temperatura em torno de 52°C, sdo
insensiveis a capsaicina e possuem resposta mediada

pelos receptores VRL-1.

Fibras Ad tipo 11 Sdo sensiveis a temperatura em torno de 43°C, a
capsaicina e ativam, via receptores VRI, canais

cationicos nao-seletivos permeaveis ao calcio.

Fibras C tipo I Contém substancia P e CGRP e expressam receptores
tirocinase A, para o fator de crescimento nervoso. Sao

responsaveis por capsaicina e protons.

Fibras C tipo II Expressam receptores purimérgicos P2X; para
adenosina e um grupo de carboidratos de superficie, a a-
D-galactose, capaz de se ligar a lecitina IB-4, sensiveis

seletivamente a protons.

Fonte: Rocha et al., 2007.

Os estimulos nociceptivos fazem com que neuronios localizados no corno dorsal da
medula espinhal liberem mediadores quimicos diretamente envolvidos na transmissdo do
impulso nociceptivo. Dentre esses mediadores, destacam-se a substancia P, acetilcolina,
bradicinina, histamina, interleucina, serotonina, leucotrieno, ions de potassio, o CGRP, o
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), o fator de ativacao plaquetario, as prostaglandinas
e os aminoacidos excitatérios, como por exemplo, o glutamato (Jackson et al., 1995). A
liberagdo destes neurotransmissores resulta na ativagdo de um segundo neurdnio
(interneurdnio excitatdrio), localizado na lamina II (substancia gelatinosa) da medula espinhal
e também de vias ascendentes, que transmitem a nocicep¢ao para os centros supra-espinhais

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

1.6 Dor Neuropatica

Segundo a associagdo internacional para estudo da dor (IASP), a dor neuropética pode

ser definida como dor iniciada ou causada por uma lesdo no sistema nervoso (Merskey e
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Bogduk, 1994) que implica na patologia do sistema somatosensorial, seja nos seus elementos
periféricos (dor neuropatica periférica) ou no SNC (dor neuropatica central) (Loeser e Treede,
2008).

Sao classificadas como dor neuropatica sindromes associadas com lesdao do sistema
nervoso periférico e no sistema nervoso central (Merskey e Bogduk, 1994). As sindromes da
dor neuropatica em humanos estdo, em muitos casos, associadas a: lesdes de nervos
periféricos devido a um trauma, como por exemplo, amputacao ou compressao; drogas (taxol
e cisplatina); e desordens metabolicas (diabetes) (Seltzer, 1995; Dickinson et al., 1999; Aley e
Levine, 2002; Hansson, 2002; Baumgartner et al., 2002; Borsook e Becerra, 2003).

1.7 Diferencas entre dor aguda e crénica

A nocicepcao cronica estd associada a lesdes ou doengas, como diabetes e artrite, €
também ao crescimento de tumores, que podem resultar de alteragdes nas propriedades dos
nervos periféricos. Isso pode ocorrer como uma consequéncia de danos as fibras nervosas,
resultando em aumento da descarga, alteragdes na condugdo sindptica ou até mesmo nas
propriedades dos neurotransmissores (Basbaum et al., 2009). Existem modelos de estudo de
nocicep¢ao crénica em animais, como o modelo de artrite em ratos que acarreta lesdes no
sistema nervoso central ou periférico (Le Bars et al., 2001).

A nocicepg¢ao aguda ¢ causada por lesdo tecidual e ativagdo de nociceptores no local da
lesdo; ¢ a resposta imediata e precoce a um agente nocivo, seu funcionamento se mantém

normal ¢ dentro dos limites fisiologicos (Le Bars et al., 2001).

1.8 Drogas de Acdo Analgésica

Os farmacos opioides e os anti-inflamatérios nao-esteroides (FAINES) sdao os

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

1.8.1 Opioides

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

sdo utilizados para o controle da dor aguda e cronica moderada a intensa (Stein et al., 2009).



34

No final dos anos 80, estudos comecaram a mostrar que os opioides ndo s6 ativam os
receptores opioides no cérebro e na medula espinhal, mas também na periferia dos neuronios
sensoriais (Stein et al., 2009).

O opio foi extraido da Papoula “Papaver somniferum” e usado durante anos para
produzir euforia, analgesia e sono, sendo ingerido por via oral. O vicio relacionado a esta
substancia se tornou problematico com a introdug¢do de seringas e agulhas hipodérmicas
(Brownstein, 1993).

A morfina é o representante deste grupo mais conhecido no mundo (Hoskin et al.,
1991). As drogas opioides sdo as mais potentes para dor, mas sua administra¢do prolongada,
especialmente para dores cronicas, ¢ prejudicada por efeitos colaterais como depressdo
respiratoria, nauseas € constipagdo, podendo levar a vicio e tolerancia a substancia (Zolner et
al., 2008).

Estudos farmacoldgicos subsequentes, confirmados pela clonagem de receptores
opioides, mostraram que ha trés tipos de receptores: mu (u), kappa (k) e delta (5), que sdo
receptores acoplados a proteina G e sdo amplamente distribuidos no cérebro, na medula e
perifericamente (Dhawan et al., 1996).

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

cancer, sendo utilizados para dores agudas e cronicas. (Ripamonti e Bandieri, 2009).

1.8.2 Farmacos Anti-inflamatorios ndo-esteroides (FAINES)

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais tém sido utilizados diariamente para o alivio de
dor, febre e inflamacgdo, ha pelo menos 3.500 anos, por milhdes de pessoas em todo o mundo
(Vonkeman e van de Laar, 2008).

Os FAINES podem ser agrupados como salicilatos (aspirina), alcaloides
(indometacina, diclofenaco), acido 2-aril-propidnico (ibuprofeno), acidos fenamicos (acidos
mefenamicos e meclofenamico), derivados pirazolidina (fenilbutazona), entre outros. Os
FAINES sdo estruturalmente diferentes e tém propriedades farmacodindmicas e
farmacocinéticas variadas, mas compartilham do mesmo mecanismo de a¢do (Vonkeman e
van de Laar, 2008).

A acdo dos FAINES tem sido atribuida a inibicdo da sintese de prostanoides nos
tecidos, através da inibicdo da COX. A COX 1, uma isoforma da ciclooxigenase, ¢
constitutivamente expressa em quase todas as células. A COX 2, outra isoforma desta enzima,

¢ altamente induzivel por diferentes estimulos (Warner e Mitchell, 2004, apud Miranda et al.,
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2009). Willoughby e colaboradores (2000), descreveram outra isoforma desta enzima, a COX
3, que ¢ uma variante da COX 1 e esta relacionada com o mecanismo de agdo do paracetamol
(Vane, 2001).

O paracetamol ¢ caracterizado como um anti-inflamatério ndo esteroide, embora na
clinica e em modelos animais possua pouca atividade anti-inflamatéria. No entanto o
paracetamol inibe dor e febre e ¢ um dos medicamentos antipiréticos e analgésicos mais
populares do mundo (Chandrasekharan et al., 2002). Flower ¢ Vane mostraram em 1972, que
o paracetamol promoveu maior inibi¢ado da COX em homogeneizados no cérebro do que em
homogeneizados de figado. Isso deu origem ao conceito das variantes da COX, as quais sdo
sensiveis a agdo do paracetamol (Chandrasekharan et al., 2002).

Embora a aspirina tenha sido reconhecida desde o inicio do século XX com
propriedades analgésicas, antipiréticas e anti-inflamatérias, seu mecanismo de acdo
permaneceu obscuro até 1970 (Vonkeman e van de Laar, 2008). A aspirina difere dos demais
FAINES pela a forma de inibi¢do da enzima COX. Ela a inibe pela acetilagdo irreversivel, na
qual um grupo acetil ¢ covalentemente ligado a um residuo de serina no sitio ativo da enzima
COX. Assim, o processamento desta enzima permanece inacessivel para biotransformagao do
acido araquidonico em prostaglandina H2. Os FAINES inibem reversivelmente a enzima
COX. Esta distingao ¢ exemplificada por seus efeitos na agregacao plaquetaria. As plaquetas,
ao contrario das células inflamatérias, ndo possuem ntcleo e, portanto, sdo incapazes de
sintetizar nova COX. A aspirina bloqueia irreversivelmente todas as enzimas COX no sangue,
impedindo definitivamente a producdo de tromboxano A2 e, posteriormente, inibindo a
agregacao plaquetaria.

A maioria dos FAINES bloqueiam tanto a COX 1 quanto a COX 2, inibindo o acesso
do 4cido araquidonico para o sitio catalitico; portanto, inibindo também a sintese de
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxano (Vonkeman e van de Laar, 2008).

Os FAINES sao farmacos eficazes como analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatdrios.
Contudo, sua utilizacao ¢ limitada por seus efeitos colaterais, dentre os quais 0 mais comum ¢
a sua toxicidade para a mucosa gastroduodenal, produzindo comumente os sintomas de

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

A pesquisa em ciéncia basica e pré-clinica sobre tratamentos de dor, preferencialmente
envolvendo testes nociceptivos, trouxe grandes avangos para o campo de dor/ nocicepgao,
sendo um grande beneficio para o desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas. A
investigacdo pré-clinica deve associar modelos de dor com testes nociceptivos, como os de

estimulos quimicos, térmicos € mecanicos, para assim ser mais relevante (Barrot, 2012).

1.9.1 Modelos nociceptivos de estimulos quimicos

Diferentes irritantes podem ser utilizados como estimulos quimicos para avaliar
modelos de nocicep¢do. Eles induzem um estado de dor ténica no qual ¢ avaliado o
comportamento do animal (Negus et al., 2006).

Um modelo quimico frequentemente utilizado ¢ o de contor¢do abdominal induzida
por acido acético em camundongos, que se baseia na contagem das contracdes da parede
abdominal seguidas de tor¢do do tronco e extensdo dos membros posteriores. Estas contor¢des
sdo uma resposta reflexa a peritonite produzida pelo acido acético e consequente ativacao de
receptores de dor. Em consequéncia, sdo liberados mediadores como prostaglandinas,
bradicininas, histaminas, serotoninas € mecanismos opioides, que através da estimulagdo das
terminagdes nociceptivas, desencadeiam a sensagdo dolorosa (Brito et al., 2001). Este modelo
foi introduzido por Siegmund e colaboradores (1957) utilizando fenilquinona, sendo a partir
dai padronizado com outros agentes como, por exemplo, o acido acético (Whittle, 1964).

Outro modelo quimico, o de formalina consiste na aplicagdo de um estimulo quimico
para causar nocicep¢do em camundongos, produzindo uma nocicepgao bifasica. O modelo ¢
diferente, pois permite avaliar a resposta do animal a uma dor moderada e continua, causada
pela injuria tecidual, sendo considerado o modelo mais validado para dor clinica, em relagdo a
outros modelos com estimulos mecéanicos ou térmicos (Tjolsen et al., 1992), permitindo nao
so identificar novas drogas analgésicas, mas também elucidar mecanismos de dor. Neste
modelo podemos observar duas fases. A 1* fase (0-5 min apds a inje¢do de formalina) €
conhecida como fase neurogénica, que se inicia com o efeito do irritante nas Fibras C
sensoriais que liberam neuropeptideos como, por exemplo, a substancia P. A 2? fase (20 min,
podendo durar até 40 min apés a inje¢do da formalina), ou a fase inflamatodria, € a resposta a
dor inflamatéria, a qual é caracterizada pela liberagdo de mediadores inflamatorios, como

bradicinina, serotonina e prostaglandina (Murray et al., 1988; Tjolsen et al., 1992). Drogas de
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acao central podem inibir as duas fases, enquanto que as de acdo periférica, como os FAINES,
somente inibem a segunda fase (Hunskaar e Hole, 1987; Rosland et al., 1990; Tjolsen et al.,
1992; Malmberg e Yaksh,1993; Jett e Michelson, 1996).

A capsaicina, um composto isolado a partir do fruto de pimenta do género Capsicum,
quando injetada por via intraplantar, produz uma intensa irritagdo inicial associada com um
eritema, ardor e hiperalgesia. Neste modelo de estimulo quimico produzido pela capsaicina
ocorre a dessensibilizagdo das fibras aferentes nocioceptivas (Ren et al., 1994; Szallasi,
1995). Os efeitos estdo associados principalmente a estimulos dos neurdnios sensoriais
aferentes primarios, denominados de nociceptores polimodais-C, ndo mielinizados, que
produzem potenciais pos-sinapticos lentos, promovendo a liberagdo de neuropeptideos como
substancia P, neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB), taquicininas ¢ CGRP (Urban e
Dray, 1992).

A injecdo de capsaicina na superficie dorsal da pata traseira direita do camundongo
produz uma nocicepg¢ao de inicio rapido (5 min), caracterizada por mordidas ¢ lambidas na
pata traseira. Estudos sugerem que ap0s esta inje¢do ocorra ativacdo dos neurdnios aferentes
sensorias que estao associados a ativagao de receptores de membrana do tipo vaniloide, que
por sua vez induzem a despolarizagdo da membrana ocorrendo aumento do influxo de cations,
em particular calcio ¢ sddio (Dray et al., 1990, Bevan et al., 1992, Szallasi, 1995). A
nocicepg¢ao induzida pela capsaicina € um teste confidvel para avaliar o papel desempenhado

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

1.9.2 Modelo nociceptivo de estimulo térmico por imersdo da cauda

Esse teste usa resposta nociceptiva ao calor, estabelecendo-se geralmente uma laténcia
entre 3 s e um tempo maximo de 10 s. Acima deste tempo, o risco aumenta para a presenga de
um movimento do animal ndo relacionado ao estimulo nociceptivo e abaixo da laténcia
minima, a poténcia do ensaio pode ser reduzida (Barrot, 2012).

O modelo de imersdao de cauda mede o tempo de reagdo do animal a um estimulo
térmico (Sewell e Spencer, 1976; Gabra e Sirois, 2003). Este ensaio ¢ sensivel a drogas
opioides do tipo morfina, cuja acdo ¢ mediada por receptores acoplados a proteina G,
principalmente dos tipos mu (u), kappa (k) e delta (8), distribuidos tanto perifericamente
quanto no sistema nervoso central (Martin et al. 1976; apud Brigitte ¢ Christopher, 2009). Este

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

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

1.10 Mecanismos envolvidos na antinocicep¢ao

A antinocicep¢do envolve diversos mecanismos complexos, podendo atuar por
diversas vias distintas, envolvendo: canais de K™ e de Ca®’; receptores opioidérgicos,
adrenérgicos, serotonérgicos; inibicdo de mediadores inflamatérios; entre outros. Neste
trabalho serdo citadas algumas das vias que participam neste processo.

A substancia P (SP) é um neurotransmissor nociceptivo aferente (Takemura et al.,
2006; Hargreaves, 2011) e estudos comprovam que apos a estimula¢do ndxica, sua acdo na
medula espinhal ¢ mediada através da ativagdo de trés neurocininas (receptores NK),
chamados, NK1, NK2 ¢ NK3. A substancia P produz despolarizacdo de longa duracido nos
neurdénios do corno dorsal, contribuindo para a transmissdo facilitada e consequente
estimulacdo de neurdnios nociceptivo periféricos. A SP tem vdrias outras fungdes centrais e
periféricas, contribuindo para a inflamagao, ativacao de células imunes, entre outras (Teodoro

etal., 2013).

A sensibilizagdo central ¢ produzida por estimulagdo de fibras C, resultando na
liberacdo de substancia P, neurocina A e glutamato. Uma vez liberado, o glutamato pode agir
nos receptores AMPA, NMDA e metabotropico (Dubin e Patapoutian, 2010). Estudos
sugerem o envolvimento do receptor NMDA na sensibilizagdo central. Os antagonistas, como
o dizocilpina, previnem o fendmeno de facilitacdo central na medula espinhal; A cetamina
bloqueia os canais idnicos associados com o receptor NMDA, sendo bastante eficiente como
analgésico; A memantina, derivado da amantadina, também possui atividade bloqueadora dos
receptores NMDA, sendo eficientes como analgésicos (Mello e Dickeson, 2008).

O o6xido nitrico (NO) é um importante mecanismo na comunicagdo intracelular dos
tecidos periféricos e no SNC das vias nociceptivas. Teorias confirmam que no SNC a
liberacdo de NO encontra-se relacionada com a plasticidade sinaptica, potencializando em
longo prazo no hipocampo fendmenos ligados ao mecanismo de memoria e processo de
aprendizagem. Estudos sugerem que as acdes centrais do NO sdo mediadas pela estimulacao
glutamatérgica envolvendo receptores NMDA, ocorrendo a estimulagdo destes receptores pelo
glutamato ou outro agonista glutamatérgico promovendo a abertura dos canais de calcio,

ativando a NO-sintase (NOS) ocorrendo a liberagdo de NO, promovendo uma elevagao de
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GMPc intracelular (Hucho e Levine, 2007). Meller e Gebhart (1993) constataram que a
nocicepcao térmica requer a ativacao de receptores NMDA na medula mediada pela produgao
de 6xido nitrico, enquanto que a nocicep¢ao mecanica requer a coativagao dos receptores
AMPA e metabotropico sendo mediados por produtos da ciclooxigenase. .

Os receptores o2-adrenérgicos pertencem a familia dos receptores de membrana
acoplados a proteina G. Estes receptores sdo formados por uma cadeia polipeptidica unica que
apresenta uma configuragdo serpentiforme no interior da membrana. Estdo localizados em
terminais aferentes primarios periféricos espinhais, em neurdnios na lamina superficial da
medula espinhal e em diversos nucleos do tronco encefalico implicados na antinocicepgao,
sugerindo a possibilidade de acdo analgésica em niveis periféricos, medular e no tronco
encefalico (Pertovaara, 2006; Park et al., 2011). Existem tipos de mecanismos efetores
distintos que sdo diretamente modulados pela ativacdo do receptor a-adrenérgico, AMP
ciclico, Fosfolipase C, ativagdo dos canais de K e inibi¢do de canais de calcio, entre outros.
Teorias afirmam que estes mecanismos encontram-se envolvidos no mecanismo de analgesia.
Também foi demonstrado que a via do o6xido nitrico-GMP também ¢ um sistema efetor
acoplado ao receptor a2-adrenérgicos (Park et al., 2011). Vulliemoz e colaboradores (1996)
demonstraram que a clonidina, em doses sedativas, diminui GMPc no cortex cerebral,
hipocampo, enquanto a ioimbina inibe este efeito.

A estimulacdo dos receptores a2-adrenérgicos pode também suprimir a entrada de
calcio, via canais de célcio dependentes de voltagem nos terminais de neurdnios, resultando na
inibicdo da liberacdo de neurotransmissores. A inibigdo dos canais de calcio tem sido
associada a a¢do antinociceptiva da clonidina em ratos. Outro mecanismo também avaliado foi
através da elevagdo do fluxo de K através da ativacdo dos canais de potassio, promovendo
uma hiperpolarizacdo da membrana excitdvel, suprimindo a estimulacdo neuronal (Hayshi et
al., 1993; Pertovaara, 2006). Os agonistas o2-adrenérgicos também aumentam a analgesia
medular por receptores opioides (Schuster et al., 2013). A agdo da clonidina pode ser
explicada por alguns tipos de mecanismos como: bloqueando a condugdo de fibras Ad e C
aumentando a condug¢@o de potassio em neurdnios isolados in vitro, intensificando o bloqueio
de condugdo dos anestésicos locais; e associada a bloqueios periféricos intensificando e
prolongando a ag@o analgésica, entre outros (Eisennah et al., 1996).

O envolvimento da serotonina (5-HT) na via descendente da modulagao da dor ¢ bem
conhecido. Esta via inibitoria descendente consiste de diversas conexdes anatomicas centrais,
como por exemplo, a substincia cinzenta periaquedutal (PAG) que envia projecdes para o

nucleo magno da rafe (NMR). O NMR, por sua vez, envia fibras serotoninérgicas que se
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projetam através do funiculo dorsolateral para o corno dorsal da medula nas laminas I, II, IV,
onde inibem seletivamente neurdnios nociceptivos, incluindo interneurénios e neurdnios do
trato ascendente. Estimulacao elétrica ocorrendo na NMR aumenta-se a liberagao de 5-HT no
corno dorsal da medula (Giordano e Schultea, 2004; Feng e Xia, 2012). Algumas drogas de
amplo uso terapéutico exercem sua agdo analgésica através da via serotoninérgica. O éacido
acetilsalicilico, a fenazona, acetominofeno, entre outros (Cormack, 1994; Pini et al., 1995).

Os receptores opioides encontram-se localizados na superficie das membranas
celulares e pertencem a familia dos receptores de membrana acoplados a proteina G,
juntamente com outros receptores, incluindo os receptores adrenérgicos, colinérgico,
serotonérgico, dopaminérgico, entre outros (Millan, 2002). Estes receptores estao acoplados a
um nucleotideo guanilico ligado a uma proteina reguladora (proteina G) que medeia os efeitos
celulares, incluindo ativagdo de canais de K e inibigdo dos canais de Calcio dependentes de
voltagem. Cumprem um papel fundamental na mediagdo da antinocicep¢ao (Millan, 2002).
J& foram descritos tipos e subtipos de receptores opioides, incluindo mu (p), Kappa (x), sigma
(o), delta (8), épsilon (g). Sabe-se que a ativagdo dos receptores p e delta 6 encontram-se
associada a elevacdo da abertura dos canais de K. A ativagdo do receptor k induz reducio na
abertura dos canais de célcio enquanto o receptor ¢ esta associado aos canais i0nicos ativados
pelo glutamato. Estudos afirmam que o efeito analgésico dos opioides na dor inflamatoria seja
desenvolvido pela ativagdo dos tipos e subtipos de receptores |, k e 6 (Francis et al., 2013).

A familia TRPV ¢ composta por seis membros. O TRPV1 foi o primeiro membro da
subfamilia de receptores vaniloides (TRPV1-TRPV6) a ser caracterizado (Vennekens et al.,
2008; Huynh et al., 2014). Os receptores TRPV1-TRPV4 sdo permeaveis a canais de cations
Ca®", essas familias tem papel na sensagio de dor. Os TRPV5 ¢ TRPVG6 sio restritos as células
epiteliais (Holzer, 1991; Venkatachalam e Montell, 2007; Huynh et al. 2014). Essas familias
sao denominadas de receptores vaniloides pelo fato de seu principal agonista, a capsaicina, um
irritante ativo do género Capsicum, possuir em sua estrutura quimica o grupamento
homovanilil (Szalassi e Blumberg, 1999). Os receptores TRPV1 sdo altamente expressos nas
fibras aferentes primarias de pequeno didmetro. Dessa forma, a capsaicina, agonista TRPV1,
age inicialmente devido ao aumento da condutincia dos canais de cations Ca®" com
consequente liberagdo de mediadores pro-inflamatorios (Southall et al., 2003; Huynh et al.,

2014).
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2 OBJETIVOS

Estudos anteriores realizados no laboratério mostraram resultados promissores quanto
a atividade antinociceptiva da Pterodon polygalaeflorus em modelos de contor¢do abdominal,
formalina e testes de imersdo, a partir do extrato hexanico e suas fragdes ativas (Pinto, 2010).
Assim o objetivo geral deste trabalho foi prosseguir os estudos realizando um novo
fracionamento e subfracionamento a partir do extrato hexanico desta mesma espécie, a fim de

comparar suas substancias ativas e atividades farmacologicas.

2.1 Objetivo geral

a) Identificar o(s) principio(s) ativo(s) responsavel (is) pela atividade antinociceptiva e

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

2.2 Objetivos especificos

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

cromatograficos e técnicas hifenadas;
b) Monitorar a atividade antinociceptiva das subfragdes em modelos in vivo;

¢) Estudar o mecanismo de agdo em modelos in vivo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss Webster (SW), machos, pesando de
25 a 35 g, criados no Biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro ou doados pelo Instituto Vital Brasil. Todos os procedimentos experimentais
foram aprovados pela Comissdo de Etica para uso de Animais (CEA) do IBRAG, segundo

protocolo 05/2009 e 07/2013.

3.1.2 Material vegetal

Foram utilizados frutos de Pterodon polygalaeflorus (sucupira branca), da familia das
leguminosas (Leguminosae/Fabaceae), subfamilia Papilionidcea (Papilionoideae/ Faboideae).
A identificagdo botanica da espécie foi confirmada por Haroldo Cavalcanti Lima, do
Departamento de Botanica Sistematica do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, onde uma

amostra encontra-se depositada (RB350278).

3.1.3 Equipamentos

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

b) Balancas Analiticas modelos AB204-5 ¢ B200, Micronal, Brasil;

¢) Balanga analitica, modelo PB 3002, Mettler Toledo, Suiga;

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

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

f) Capela de exaustdao, modelo 134263, Ecoldgica, Brasil;

g) Cromatografo a gés, modelo Shimadzu 17A acoplado ao espectrometro de massas,
modelo Shimadzu QP 2010plus com uma energia de ionizagdo de 70 eV, Shimadzu,
Japao;

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

1) Gabinete para visualizagdo de fluorescéncia (U.V. 365 nm e 254 nm) modelo BOIT-

GABO1, Boitton, Pro Analise, Brasil;
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j) Potenciometro Analyser, série 1106/93, Brasil,
k) Ultrapurificador de 4gua, modelo Milli-Q plus, Millipore Corporation, EUA;

1) Ultrassom, modelo T7, Thornton Inpec Eletronica Ltda., Brasil.

3.1.4 Reagentes e material utilizado

a) Seringas de insulina BD Ultra Fine U-100 de 0,5 mL, seringas de plastico de 1 mL e
agulhas estéreis 0,3 x 30 mm, B-D Plastipak, Becton Dickinson ¢ Company, EUA;

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

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

d) Tween 20 (monolaurato de polioxietileno sorbitano), NP (&cido difenilbérico
aminoetiléster — “Natural Product”), PEG (polietileno glicol 400), vanilina, Sigma
Chemical Company.

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

f) Dipirona, 100 comprimidos, Laboratério quimico farmacéutico da aerondutica;

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

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

1) Sonda orogéstrica de ago inoxidavel, para camundongos IC800, Insight, Brasil;

j) Silica gel 60 para cromatografia em coluna (0,2 a 0,5 mm e 0,063 a 0,200 mm),
Hexano, qualidade Omnisolv, Placa para TLC (20x20 cm) de silica Art. 7733
Kiesegel 60 Korngré Be 0,2-0,5 mm (35-70 mesh ASTM), Merck S.A., Brasil;

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

1) Outros reagentes foram utilizados, sendo a qualidade também de grau analitico.
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3.2 Metodologia

3.2.1 Analise fitoquimica

3.2.1.1 Obtengdo do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus

Os frutos de Pterodon polygalaeflorus foram lavados em agua destilada corrente e
secos a temperatura ambiente. Em seguida, 900 g dos frutos foram pulverizados em nitrogénio
liquido em um graal de metal, sendo o produto transferido, com auxilio de uma espatula, para
um cartucho de papel de filtro previamente pesado, determinando assim a massa do material
pulverizado. O material vegetal foi submetido a maceragdo em hexano 100% (10 vol/g
semente) por 15 dias, a temperatura ambiente, em vidro de cor &mbar protegido da luz.

Apds este periodo, o cartucho foi retirado do vidro, deixando-se a solugao resultante
da macerag¢do escoar completamente através de papel filtro. O cartucho foi descartado, a
solucao extraida foi transferida para um baldo de fundo redondo, previamente pesado (P1), e
o solvente foi evaporado em evaporador rotativo. Apos a completa evaporagao do solvente,
o baldo foi novamente pesado (P2). O peso do material extraido dos frutos pelo hexano
correspondeu a diferenca entre P2 e P1. Este extrato bruto foi denominado de extrato
hexanico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpg). Obteve-se um rendimento de 35,15% ou
316,35 g.

3.2.1.2 Fracionamento preparativo do ExHPpg

O ExHPpg foi fracionado por cromatografia de adsor¢ao em silica gel 60 (0,2-0,5 mm)
equilibrada em hexano 95% em uma coluna de vidro com 2,5 cm de diametro, até uma altura
de 42 cm. A coluna permaneceu em n-hexano por pelo menos 24 h antes do inicio do
fracionamento. Foram aplicados 60 g de ExHPpg no topo da coluna de silica. O processo de
eluicdo foi isocratico, utilizando sequencialmente: 2 L hexano (95%); 1 L hexano/acetato de
etila (8:2 v/v); 1,5 L hexano/acetato de etila (7:3 v/v); 1 L etanol 100%, obtendo-se assim
quatro fragdes. Cada fracdo foi transferida para um baldo de fundo redondo, previamente
pesado, e o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. Apds a completa
evaporacdo do solvente, o baldo foi pesado novamente para o célculo do rendimento. As
fracdes assim obtidas foram denominadas Fr1Ppg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e Fr4Ppg. O procedimento

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

A fracdo mais ativa (Fr2Ppg) foi subfracionada por cromatografia de adsorgao,
utilizando-se uma coluna de vidro de 51 cm de altura por 3,5 cm de didmetro. Foram aplicados
10 g da fragdo na proporcao de 1:20 (v/v) de silica gel 60 (0,2 — 0,5 mm). As proporgdes (v/v)
de solventes e volumes utilizados no sistema sequencial de eluicdo foram: 1,5 L hexano
100%:; 1 L acetato de etila /hexano 1:99; 1 L acetato de etila /hexano 2:98; 1 L acetato de etila
/hexano 5:95; 1 L acetato de etila /hexano 10:90; 1 L acetato de etila /hexano 20:80; 1 L
acetato de etila /hexano 30:70; 1 L etanol 100%. O material eluido foi coletado separadamente
a cada 500 mL. Cada eluato foi transferido para um baldo de fundo redondo, previamente
pesado, ¢ o solvente foi evaporado utilizando o evaporador rotativo. As amostras eluidas
foram reunidas em fun¢do da semelhanga do perfil das bandas visualizadas na cromatografia
em camada delgada, fornecendo um total de cinco subfracdes. Apds a completa evaporacao do
solvente, o baldo foi pesado novamente para o calculo do rendimento. As fracdes assim
obtidas foram denominadas SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.3 e SF2.5. O procedimento foi repetido
duas vezes a fim de se obter massa suficiente para as etapas posteriores. O processo de

fracionamento e subfracionamento esta esquematizado na (Figura 6).

3.2.1.4 Cromatografia em camada delgada (TLC)

A TLC foi utilizada para andlise dos perfis das amostras coletadas durante o
fracionamento e subfracionamento, para posterior reunido e formagao das respectivas fragdes
e subfragdes. As amostras (10 mg/mL, em etanol 100%) foram aplicadas a 1 cm da origem,
com auxilio de um aplicador, em placa de silica gel 60. Apos a aplicagdo, as amostras foram
colocadas em uma cuba vertical, contendo 10 mL da fase modvel: diclorometano (DCM) e
acetato de etila (AcOEt) na propor¢ao de 9:1 (v/v), para o desenvolvimento da corrida
cromatografica. Posteriormente, a placa foi retirada da cuba e deixada a temperatura ambiente

para secar.



Figura 6 - Esquema do fracionamento e subfracionamento do ExHPpg
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Legenda: Foi realizada uma cromatografia em coluna de SiO, gerando quatro fragdes. Para o subfracionamento
foi feita outra coluna de SiO, gerando cinco subfragdes. A SF2.5 foi posteriormente desmembrada
gerando cinco subfragdes.

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

O éacido sulfurico (1% em etanol) foi borrifado na placa por inteiro, e apos secagem a
p p p g

temperatura ambiente, a placa foi aspergida com vanilina (1% em etanol). Apos secar, a placa
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foi levada a estufa a 100°C, onde permaneceu por no maximo 3 min para revelagdo do teste.

Os resultados foram mostrados através de fotografias das respectivas placas.

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

As amostras foram solubilizadas em metanol. Foi injetado 1 pL contendo 1 ug de
amostra em um cromatografo a gas acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS)
utilizando uma coluna RTX-SMS (30 m x 0,25 mm) e nitrogénio como gas carreador. As
temperaturas do injetor e do detector foram 200 e 290°C, respectivamente. A programagao do

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

3.2.1.6 Identificacao das substancias

A identificagdo da Fr2Ppg foi realizada pela comparacio dos seus indices de retengao
e espectros de massas (MS) com dados da literatura publicados e com a biblioteca WILEY
275 e NIST 3.0, fornecidas pelo sistema CG/MS (Shimadzu 17A - Shimadzu QP 2010Plus).
Os resultados também foram confirmados comparando a ordem de elui¢do dos compostos
com seus indices de retengao relativo relatados na literatura (Adams, 2001; Ain et al., 2011;
Chen et al., 2011; Hoscheid et al., 2012; Nucci et al., 2012). Os indices de retengdo foram
calculados para todos os componentes volateis utilizando os dados de reten¢do de n-alcanos

lineares com Cy-C3p, conforme descrito por Holler e colaboradores (2009).

3.2.2 Estudos in vivo

3.2.2.1 Modelo de contor¢ao abdominal induzida por 4cido acético

O modelo foi desenvolvido segundo o método descrito por Koster e colaboradores
(1959). O objetivo do uso deste modelo foi verificar a atividade antinociceptiva das fracdes e
subfracdes obtidas a partir do extrato EHxPpg. Uma hora antes do teste, foram retirados agua
e alimento dos animais. Eles foram separados em diferentes grupos de cinco. No grupo
controle administrou-se por via oral 100 pL do veiculo (1,5 mL de etanol 15% aquoso
contendo 1,25% tween 20). Como grupo controle de agdo antinociceptiva foi utilizado

morfina (10 mg/kg), injetada por via intraperitoneal (i.p.) ou dipirona (50 mg/kg),
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administrada por via oral (gavagem). Os demais grupos foram tratados v.o. com diferentes
doses das fragoes/subfragdes de P. polygalaeflorus (0,01; 0,1 e 1 mg/kg).

Apo6s 30 min do tratamento com morfina ou 1 h do tratamento dos demais grupos, foi
injetado 4acido acético (HAC) a 0,6% v/v na dose 10 puL/g de peso corporal (p.c.) na cavidade
peritoneal dos camundongos. As contor¢des foram observadas apos 5 min da inje¢do do HAC
por um periodo de 10 min (Loro et al., 1999). Os experimentos controles ndo mostraram
resposta alterada devido a administracdo do veiculo na concentracdo utilizada. Apds este

procedimento, foi feita a eutanasia dos animais em camara de CO,.

3.2.2.2 Modelo de formalina

O modelo foi desenvolvido segundo o método descrito por Shibata e colaboradores
(1989). Os animais foram separados em diferentes grupos de cinco animais, sendo a dgua
e o alimento retirados 1 h antes do teste. Como controle de droga antinociceptiva, foi
administrado aos animais dipirona (50 mg/kg, v.o., 1 h antes) e morfina (10 mg/kg, 1.p., 30
min antes). As fragdes foram administradas (v.o.), em diferentes doses (0,01; 0,1 e 1
mg/kg), 1 h antes da injecdo de formalina. Como controle de nocicepcdo utilizou-se um
grupo de animais que receberam por v.o. somente o veiculo da dilui¢do das fragdes (1,5
mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween 20).

Ap0s este periodo, todos os grupos receberam inje¢do de formalina (20 puL) a 2,5%
em PBS (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, Na,HPO4 8 mM, KH,PO4 1,5 mM) pH 7,4 na pata
traseira direita de camundongos (linhagem SW). Logo apds a injecdo de formalina, o
tempo (em segundos) de lambidas e mordidas na pata traseira direita injetada foi contado
no periodo de 0-5 min, o que corresponde a fase 1 (neurogénica) do modelo, e no periodo
de 15-25 min apds a injecdo do irritante, o que corresponde a fase 2 (inflamatoria) da
resposta de nocicepcdo. Os experimentos controles ndo mostraram resposta alterada a
administracdo do veiculo na concentracao utilizada. Apds este procedimento, foi feita a

eutanasia dos animais em camara de CO,.

3.2.2.3 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de capsaicina

O modelo foi desenvolvido segundo método descrito por Shibata e colaboradores

(1989) com adaptagdes de Santos e Calixto (1997).
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Os animais foram separados em diferentes grupos de cinco animais, sendo retirados
1 h antes do teste agua e alimento dos animais. Como controle de droga antinociceptiva,
foi administrado aos animais dipirona (50 mg/kg, v.o., 1 h antes) e morfina (10 mg/kg,
1.p., 30 min antes). Como controle de nocicep¢ao utilizou-se um grupo de animais que
receberam por v.o. somente o veiculo da dilui¢do das fragdes (1,5 mL de etanol 15%
aquoso contendo 1,25% tween 20). As fragdes foram administradas (v.0.), em diferentes
doses (0,01; 0,1 e 1 mg/kg), 1 h antes da injecdo de capsaicina. Apos este periodo todos os
animais receberam inje¢do de capsaicina (50 pL, 1,6 pg/pata) a 2,5% em PBS pH 7,4 na
pata traseira direita dos camundongos. Logo apds a injecdo de capsaicina, o tempo (em
segundos) de lambidas ¢ mordidas na pata traseira direita injetada foi contado num
periodo de 0-5 min, a fase neurogénica do modelo. Os experimentos controles ndo
mostraram resposta alterada devido a administragdo do veiculo na concentragao utilizada.

Apds este procedimento, foi feita a eutanasia dos animais em camara de CO,.

3.2.2.4 Estudo da atividade antinociceptiva no modelo de imersao de cauda

O modelo foi desenvolvido segundo o método de Sewell e Spencer (1976) com
adaptacdes de Gabra e Sirois (2003). Este consistiu na imobilizacdo de camundongos
(linhagem SW) e imersdo de 1/3 de sua cauda em um banho com agua a 55 + 1°C. O
periodo de tempo entre a imersdo da cauda e a sua retirada da dgua foi analisado (laténcia)
com um cut-off maximo de 10 s, para evitar danos teciduais no animal. Cada animal
utilizado foi seu proprio controle, sendo as laténcias, antes do tratamento com as drogas,
determinado. Os animais com valores de laténcias entre 1,5 a 3,5 s foram selecionados. Os
animais foram separados em diferentes grupos de cinco. Uma hora antes do teste, os animais
foram privados dos alimentos e da agua. As fracdes foram administradas por v.o. em
diferentes doses (0,01; 0,1 e 1 mg/kg). Para o controle antinociceptivo um grupo recebeu
morfina por via i.p. (10 mg/kg). Como controle de nocicepgao utilizou-se um grupo de
animais que receberam por v.o. somente o veiculo da dilui¢do das fragdes (1,5 mL de etanol
15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), 1 h antes do teste. O tempo de laténcia foi
avaliado em 30 min, 60 min, 90 min e¢ 120 min ap6s o tratamento. Os experimentos
controles ndo mostraram resposta alterada a administracdo do veiculo na concentragao

utilizada. Apds este procedimento, foi feita a eutandsia dos animais em camara de CO,.
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3.2.2.5 Estudo do mecanismo opioidérgicos

O modelo foi utilizado foi de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético,
segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram
separados em diferentes grupos de seis animais, sendo 1 h antes do teste retirados agua e
alimento. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que recebeu (v.0.) o
veiculo da dilui¢do das subfragdes (1,5 mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween
20); - Um grupo de animais tratados (i.p.) com morfina 5 mg/kg, 30 min antes da inje¢ao
do irritante; - Um grupo tratado com naloxona (agonista ndo seletivo dos receptores
opioides) 5 mg/kg, por via subcutdnea (s.c.) na nuca 45 min antes da inje¢do do HAC; -
Um grupo tratado com naloxona e com morfina nas condi¢des descritas. Para as
subfragdes, nas doses testadas, foram utilizadas as seguintes condi¢des: - As subfragdes
foram administradas 1 h antes da injeg¢do (i.p.) do irritante; - Outro grupo de animais

recebeu o tratamento com a naloxona (5 mg/kg) 15 min antes da inje¢ao do HAC.

3.2.2.6 Estudo do mecanismo Adrenérgico

O modelo utilizado foi o de contor¢do abdominal induzida por acido acético,
segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram
separados em diferentes grupos de seis animais, sendo 1 h antes do teste retirados agua e
alimento. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que receberam (v.0.) o
veiculo da diluicao das subfracdes (1,5 mL de etanol 15% aquoso contendo 1,25% tween
20); - Um grupo de animais tratados s.c. no dorso com ioimbina (antagonista 02) 1 mg/kg
p.c., 60 min antes da injecdo do HAC; - Um grupo de animais tratados com clonidina
(agonista 02 adrenérgico) 30 pg/kg i.p., 30 min antes da inje¢do do irritante; - Um grupo
de animais tratados com ioimbina e clonidina nas condig¢des citadas acima 30 min antes do
HAC. As condigdes utilizadas para os grupos tratados com as subfragoes foram as
seguintes: - Foram administradas as subfragdes 1 h antes da injecdo i.p. do irritante.
Outros grupos de animais receberam tratamento com ioimbina (1 mg/kg p.c.) 15 min antes
do tratamento com as subfragdes nas condi¢des descritas anteriormente, que ocorreu 1 h

antes da inje¢ao do acido acético.
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3.2.2.7 Estudo do mecanismo envolvendo a via NO- GMPc.

O modelo utilizado foi o de contor¢do abdominal induzida por acido acético,
segundo o método descrito por Koster e colaboradores (1959). Os animais foram
separados em diferentes grupos de seis animais, sendo a dgua e alimento retirados uma
hora antes do teste. Como controles foram utilizados: - Um grupo de animais que
receberam (v.0.) o veiculo da dilui¢do das subfragdes (1,5 mL de etanol 15% aquoso
contendo 1,25% tween 20); Um grupo de animais tratados por injecdo intramuscular (i.m.)
com ODQ (inibidor da enzima guanilato ciclase) 2,5 mg/kg, 60 min antes da injecao do
acido acético; - Um grupo de animais tratados i.m. com 7-nitroindazol (7-NI, inibidor da
enzima NO sintase neuronal) 3 m/kg im., 60 min antes da inje¢do do irritante. As
condi¢des utilizadas para os grupos tratados com as subfragdes foram as seguintes: - As
subfragdes foram administradas 1 h antes da injecdo i.p. do irritante HAC; - Outros grupos
de animais receberam tratamento com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) ou com o 7-NI (3mg/kg
im.), 25 min antes do tratamento com as subfracdes nas condigdes descritas

anteriormente.

3.2.3 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média + desvio padrao (DP). A andlise de variancia
foi estabelecida por one-way ANOVA, seguido de Tukey ou Dunnet, com nivel de

significancia > 95%. Foi usado o programa Graphpad Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 Preparo do Extrato Hexanico de Pterodon polygalaeflorus (ExHPpg)

A extracdo com hexano 100% a partir de 900 g dos frutos de Pterodon
polygalaeflorus (ExHPpg) apresentou rendimento de 316,35 g de 6leo ou 35,15% (p/p).

4.2 Fracionamento do ExHPpg

O fracionamento de 60 g de ExHPpg em coluna aberta de silica gel com eluigdo
por gradiente descontinuo (hexano 95% - 2 L; hexano/acetato de etila (8:2 v/v) - 1 L;
hexano/ acetato de etila (7:3 v/v) - 1,5 L; etanol 100% (1 L)) forneceu uma recuperagao
total de 48,88 g ou 83,5%. Foram obtidas quatro fracdes, cujos rendimentos estdo
apresentados na Tabela 1. As fra¢cdes Fr2Ppg e Fr4Ppg foram as que apresentaram maior

rendimento.

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

Dados Fr1Ppg Fr2Ppg Fr3Ppg Fr4Ppg
Massa 3,12 ¢ 14,15 g 9,18 ¢ 2243 g
Rendimento 5,2% 25,6% 15,3% 37,4%

4.2.1 Perfil cromatografico do ExHPpg e suas fracdes Fr1Ppg a Fr4Ppg por TLC

O perfil cromatografico do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus e suas
fragdes, obtido pela revelacdo da placa de cromatografia em camada delgada (TLC) para
terpenoides, estd representado na Figura 7. O ExHPpg apresentou distribui¢do das bandas
em toda a extensao da corrida cromatografica, assim como a fragao Fr3Ppg, que foi a de
maior complexidade. As fracdes FriPpg e Fr2Ppg exibiram pouca quantidade de
compostos revelados para terpenoides e com caracteristicas mais apolares. Em
contrapartida, pode-se observar uma maior quantidade de bandas reveladas na fracdo
Fr4Ppg em relagdo as fragdes FrlPpg e Fr2Ppg, com predominancia de bandas

majoritarias na regido mais polar (mais proximas ao ponto de aplicacao da amostra).
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Figura 7 - Perfil cromatografico do ExHPpg e suas fragdes por TLC

-

ExHPpg Fr1 Fr2 Fr3 Fr4

Legenda: A cromatografia foi desenvolvida em DCM:AcOEt (9:1 v/v) e revelada para terpenoides com
acido sulfarico 1% e vanilina 1%.
Nota: Foi utilizada placa de TLC de Silica gel 60 de 10 x 20 cm.

4.2.2 Perfil cromatografico das fracdes Fr1Ppg a Fr4Ppg do ExHPpg por CG-MS

Os cromatogramas das fracdes do ExHPpg, obtidos na cromatografia por fase
gasosa acoplada a espectrometro de massas, estdo representados na Figura 8. A FrlPpg
apresentou predominancia de picos em uma regido inicial do cromatograma, com tempos
de retengdo (TR) entre 6,5 e 11 min, indicando maior apolaridade das substancias ali
presentes. Esta fracdo apresentou dois picos majoritarios (maior intensidade) com tempos
de retengdo de 7,113 e 10,365 min. A Fr2Ppg apresentou picos de menor intensidade em
relagdo a Fr1Ppg na regido com TR entre 7,5 a 11,0 min, com um pico majoritario com
tempo de retencao de 10,355 min, apresentando os demais picos, distribuidos ao longo do
cromatogramas, de média intensidade. Em contrapartida as fragdes Fr3Ppg e Frd4Ppg
exibiram predominancia de picos numa regiao menos volatil do cromatograma, com TR
entre 20 e 28 min. A Fr3Ppg apresentou trés picos majoritarios com TR = 20,613, TR =
27,35 e TR = 27,707 min, enquanto a Fr4Ppg, cinco picos principais de TR = 21,305, TR =
26,505, TR=26,819, TR=27,331 e TR=27,677 min.
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Figura 8 - Perfis cromatograficos obtidos por CG-MS das fragdes originadas do ExHPpg
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Legenda: As temperaturas do injetor e detector foram 220°C e 290°C, respectivamente. A programagao de
temperatura utilizada foi de 100°C até 300°C com gradiente de 7°C /minuto.

Nota: Foi aplicado 1 uL de cada amostra solubilizada em metanol.
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4.2.3 Composicao quimica da Fr2Ppg

As substancias identificadas na Fr2 encontram-se na Tabela 2. O 6xido de
cariofileno, o espatulenol e E,E, farnesol foram os compostos majoritarios. A fragdo
apresenta varios derivados do vouacapano que em conjunto constituem 9,79% dos

compostos presentes na fracao.

Tabela 2 - Identificagdo dos constituintes da fracdo Fr2 obtida a partir do extrato

hexanico de Pterodon polygalaeflorus

Composto TR % Fr2 IR IRt
Espatulenol 35,93 10,08 1581 1578
Oxido de Cariofileno 36,12 23,09 1586 15,53
1,2-Epoxido de humuleno 37,12 2,22 1611 1608
Selin-11-en-4a-ol 38,90 2,87 1658 1660
E,E-Farnesol 41,48 8,16 1726 1722
E,Z-Farnesol 42,30 1,84 1746 1748
Acetato de farnesila 45,76 2,65 1846 1843
Hexadecanol 47,04 1,42 1882 1876
Acido palmitico 49,87 0,43 1967 1975
Z,7-9,12-Octadecadien-1-ol 52,71 0,64 2055 2052
Z-Octadecen-1-ol 52,90 0,56 2061 2066
y-Pamitolactona 54,33 1,92 2106 2111
Geranilgeraniol 57,02 2,06 2195 2192
14,15-epoxygeranilgeraniol 61,06 2,59 2332 -
14,15-dihydroxygeranilgeraniol 63,34 2,20 2406 -
Vouacapano-14-g-ol 63,66 0,83 2416 -
6a-Acetoxy-vouacapano 68,52 0,95 2564 -
6a-Acetoxy-7p-hydroxivouacapano 69,91 0,76 2605 -
6a, 78-Diacetoxy-vouacapano 70,94 1,54 2634 -
6a-Acetoxy-vouacapan-14p-al 71,49 1,31 2650 -
6a,7p-Diacetoxy-vouacapan-14p-al 72,05 2,19 2665 -
6a,7p-Diacetoxy-vouacapan-14p-oate 77,71 2,21 - -

TR = Tempo de retencao; RI = Indice de retengdo calculado; IRy; = Indice de retengdo de dados da
literatura. Total identificado = 72,52%
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4.3 Efeito antinociceptivo das fraces FriPpg, Fr2Ppg, Fr3Ppg e Fr4Ppg do ExHPpg

e suas subfracdes

4.3.1 Efeito das fracdoes do EHxPpg na atividade antinociceptiva no modelo de contorcoes

abdominais induzidas por acido acético

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30
g, separados em grupos (n = 5 /grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo
apenas 100 puL do veiculo utilizado para solubilizar as fragcdes (1,5 mL/kg de etanol 15%
aquoso contendo 1,25% Tween 20) por v.o.. Foram testadas em todos os experimentos de
modelos de dor as doses 0,01; 0,1 e 1 mg/kg. Para efeito de andlises estatisticas os
resultados das médias das contorgdes foram comparados com o controle que recebeu o
veiculo.

A Fr1Ppg ndo mostrou efeito antinociceptivo significativo nas doses testadas
(Figura 9). A média de contor¢des abdominais dos controles utilizados foi de 44,38 +
11,83 e a morfina (10 mg/kg) apresentou diferenca significativa em relagdo ao controle
e atodas as doses testadas com inibi¢ao de 88,7%.

A Fr2Ppg (Figura 10) apresentou atividade antinociceptiva significativa nas
doses de 0,1 e 1 mg/kg com uma inibicao de 92,7% e 55,8% respectivamente, ndo
sendo observada diferenca significativa entre o tratamento com estas doses € com a
morfina (10 mg/kg), que inibiu 74,3% das contor¢des abdominais. A meédia de
contor¢des abdominais dos controles utilizados foi de 46,75 + 11,59.

A Fr3Ppg (Figura 11) demonstrou efeito antinociceptivo na dose de 1 mg/kg
apresentando uma inibi¢do de 43,5%. A média de contor¢des abdominais dos controles
utilizados foi de 48,18 + 3,64.

A Fr4Ppg (Figura 12) apresentou atividade somente nas doses de 0,01 e 0,1
mg/kg com uma inibi¢do de 51,9% e 27,9% em relacdo ao controle. A média de
contor¢des abdominais dos controles utilizados foi de 49,25 + 5,00 ¢ a morfina (10
mg/kg) apresentou diferenga significativa comparando com todas as doses testadas,

exceto com a dose 0,01 (p>0,05), com inibi¢do de 71,3% das contor¢des abdominais.
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Figura 9 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da Fr1Ppg
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Legenda: A nocicepcdo foi induzida por injecdo de acido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.o.)
com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da
fracdo 1 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média + DP de dois
experimentos. ***p<0,001 e *p<0,05 em relagdo ao grupo controle tratado com o veiculo (teste
ANOVA seguido de Tukey).

Figura 10 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da Fr2Ppg
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por inje¢do de acido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.0.)
com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da
fragdo 2 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média + DP de dois
experimentos. ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle tratado com o veiculo (teste ANOVA
seguido de Tukey).
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Figura 11 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da Fr3Ppg
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por inje¢do de acido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.0.)
com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da
fracdo 3 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média + DP de dois
experimentos. ***p<0,001 e **p<0,01 em relacdo ao grupo controle com acido acético tratado
com o veiculo (teste ANOVA seguido de Tukey).

Figura 12 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da Fr4Ppg
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Legenda: A nocicepc¢do foi induzida por injecdo de acido acético 0,6%. Os animais foram tratados (v.0.)
com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25% Tween 20), com as doses da
fragdo 4 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os resultados expressam a média + DP de dois
experimentos. ***p<0,001 e **p<0,01 em relagdo ao grupo controle com 4cido acético tratado
com o veiculo (teste ANOVA seguido de Tukey).
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4.4 Subfracionamento da fracdo Fr2Ppg isolado do ExHPpg

Foram aplicados 10 g da fracdo Fr2Ppg em coluna de silica gel 60 coletando-se apo6s

o fracionamento 54 eluatos, recuperando-se uma massa total de 8 g (80%).

4.4.1 Perfil cromatografico das subfracdes obtidas da Fr2Ppg (TLC)

Visando reunir os eluatos obtidos durante o fracionamento da fracao Fr2Ppg em
coluna de silica em subfragoes foi realizado um screening inicial do perfil cromatografico
em placas de TLC (Figura 13). O grupo de eluatos de 1 a 17 mostrou menor
complexidade de bandas, com evidéncia de banda unica em 3, 4 ¢ 5, ao final da corrida,
indicando substincias mais apolares (placa A). Os eluatos 18 a 23 apresentaram
semelhancas nas caracteristicas das bandas, com bandas majoritarias na parte superior da
corrida, portanto, mais apolares (placa B). Entre os do eluato 24 a 26 observou-se maior
complexidade de bandas, com diferentes coloragdes, distribuidas por toda a placa
(diferentes polaridades), havendo mudanca de perfil a partir do eluato 27, com
predominancia de substancias mais polares.

Desta forma, foi modificada a composi¢do da fase movel para melhorar a
resolugdo (placas C e D). Em fun¢do da semelhanga dos perfis cromatograficos e
baseando-se em caracteristicas como polaridade, coloragcdo, complexidade e localizagao
das bandas, os eluatos foram reunidos nas subfragoes SF2.1, SF2.2, SF2.3, SF2.4 ¢ SF2.5,
como detalhado na Figura 1342.

4.4.2 Perfil cromatografico das subfracdes obtidas da Fr2Ppg por CG-MS

As subfragdes obtidas da Fr2Ppg foram analisadas em cromatografia por fase
gasosa acoplada a espectrometro de massas e seus cromatogramas estao representados na
Figura 14. A SF2.1 apresentou predominancia de picos entre 10 e 17 min de corrida, com
intensidade de até 8x10° UA, em uma regido que indica maior volatilidade/apolaridade
dos compostos presentes. Nessa regido podem-se observar quatro picos majoritarios com
TR de 10,162; 10,315; 13,357 e 16,311 min. A SF2.2 apresentou picos de maior
intensidade (até 3 x10” UA), com maior incidéncia de picos em uma regiio mediana do
cromatograma, entre 10 e 21 min de corrida com um pico majoritario com TR de 10,755

min.
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A SF2.3 apresentou maior complexidade com picos distribuidos entre 10 € 27 min,
caracterizando maior variagdo da polaridade dos compostos presentes. A SF2.4 e a SF2.5
exibiram predomindncia de picos na mesma regido com TR entre 14 e 28 min picos

majoritarios com TR de 14.217 ¢ 28.601 min em uma faixa de intensidade de até 1,25x10’
UA

Figura 13 - Cromatografia em camada delgada dos eluatos do fracionamento da Fr2Ppg
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Legenda: .As placas de Silica gel 60 de 10 x 20 cm A e B, foram desenvolvidas com a fase movel
AcOEt:Hex (15:85 v/v) e as placas C e D, com a fase movel AcOEt:Hex (30:70 v/v) e
reveladas para terpenoides com 4cido sulfurico 1% e vanilina 1%. I) Eluatos 1-6, SF2.1; II)

Eluatos 7-26, SF2.2; III) Eluatos 27-36, SF2.3; IV) Eluatos 37-44, SF2.4; V) Eluatos 45-54,
SF2.5.
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Figura 14 - Perfis cromatograficos obtidos por cromatografia por fase gasosa em CG-MS

das subfragdes originadas da fracdo Fr2Ppg
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Legenda: As temperaturas do injetor e detector foram 220°C e 290C°, respectivamente. A programacgao de
temperatura utilizada foi de 100°C até 300°C com gradiente de 7°C /minuto.
Nota: Foi aplicado 1 uL de cada amostra solubilizada em metanol.
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4.5 Efeito antinociceptivo das subfrac6es da Fr2Ppg do ExHPpg

Em todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30
g, separados em grupos (n = 5 /grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo
apenas 100 pL do veiculo por via oral (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25%
Tween 20, utilizado para solubilizar as fragdes). Foram testadas em todos os experimentos

de modelos de dor as doses 0,01; 0,1 e 1 mg/kg.

4.5.1 Efeito das subfracoes da Fr2Ppg do EHxPpg na atividade antinociceptiva no modelo

de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

A média + DP das contor¢des abdominais de todos os controles utilizados (que
receberam o veiculo) foi de 50,77 + 0,42; para a morfina (10 mg/kg) foi de 14,67 +
1,58; e para a dipirona (50 mg/kg) (v.o.) foi de 30,12 £ 2,16, observando-se uma
inibi¢do média de 71,1% para a morfina e de 40,7% para a dipirona (Figuras 12 a 16).

A SF2.1 (Figura 15) ndo apresentou atividade antinociceptiva havendo um
aumento significativo das contor¢des abdominais (p<0,05) no tratamento com a dose 1
mg/kg. A SF2.2 (Figura 16) exibiu atividade antinociceptiva somente na dose de 1
mg/kg, com inibicdo de 33,9% e a SF2.3 (Figura 17) ndo foi capaz de inibir as
contor¢des abdominais em nenhuma das doses testadas.

A SF2.4 (Figura 18) mostrou efeito antinociceptivo nas doses de 0,01 (30,5%)
e 0,1 mg/kg (27,3%) tendo indice de inibi¢do comparativamente proximo a dipirona
(P>0,05) nestas doses. A SF2.5 (Figura 19) foi a subfracdo que apresentou a maior
atividade antinociceptiva, exibindo efeito nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mgkg, com
inibicdo das contor¢des abdominais de 74,2%, 54,4% e 48,3% respectivamente,
apresentando nestas doses efeito semelhante a morfina (p>0,05), sendo assim escolhida

para continuar o estudo.



63

Figura 15 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da sub SF2.1
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injegdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.1 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) ¢ o
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média = DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 ¢ ***p<0,001 em
relag@o ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

Figura 16 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da sub SF2.2
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Legenda: A nocicepgao foi induzida por inje¢do i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.2 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e o
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média =+ DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relagdo ao grupo
controle (teste ANOVA seguido de Tukey).



64

Figura 17 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da SF2.3
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injegdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.3 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e 0
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média £ DP de dois experimentos. ***p<0,001 em rela¢do ao grupo
controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

Figura 18 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da SF2.4
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Legenda: A nocicepcao foi induzida por inje¢do i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.4 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e o
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média + DP de trés experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).
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Figura 19 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da SF2.5
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injegdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) ¢ o
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média = DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relagdo ao grupo
controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

4.5.2 Efeito das subfracoes da SF2.5 na atividade antinociceptiva no modelo de

contorcoes abdominais induzidas por acido acético

A média + DP das contor¢des abdominais de todos os controles utilizados (que
receberam o veiculo) foi de 52,32 £+ 2,62; para a morfina (10 mg/kg) foi de 9,96 + 1,69; e
para a dipirona (50 mg/kg) foi de 31,38 + 1,38, observando-se uma inibicdo média de
81,0% para a morfina e de 40,0% para a dipirona. A SF2.5.1 (Figura 20) exibiu um
efeito dose dependente porém com efeito antinociceptivo nao significativo nas doses
empregadas. Na SF2.5.2 (Figura 21) pode-se observar atividade antinociceptiva na dose
de 1 mg/kg com inibicdo das contor¢des abdominais de 43,6%. A SF2.5.3 ndo mostrou
atividade antinociceptiva (Figura 22). A SF2.5.4 (Figura 23) foi a mais ativa
apresentando um efeito dose resposta inversa (quanto menor a dose maior o efeito), com
inibi¢do das contor¢des abdominais de 69,6% (0,01 mg/kg), 47,3% (0,1 mg/kg) e 38,9%
(1 mg/kg). A SF2.5.5 (Figura 24) mostrou efeito nas doses 0,1 mg/kg (30,7%) e 1 mg/kg
(56,0%). Como foram demonstradas as maiores atividades antinociceptivas nas
subfracdoes SF2.5.4 e SF2.5.5 optamos por dar continuidade ao estudo de mecanismos

com essas subfragoes.
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Figura 20 - Avaliagao da atividade antinociceptiva da SF2.5.1
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injecdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5.1 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e 0
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média = DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relagdo ao grupo
controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

Figura 21 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da SF2.5.2
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Legenda: A nocicepcao foi induzida por inje¢ao i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5.2 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e
o grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20).
Os resultados expressam a média = DP de dois experimentos. *p<0,05 e ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).
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Figura 22 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da SF2.5.3
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injegdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5.3 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e 0
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média = DP de dois experimentos. ***p<0,001 em relacdo ao grupo
controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

Figura 23 - Avaliacao da atividade antinociceptiva da SF2.5.4
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Legenda: A nocicepcao foi induzida por inje¢ao i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5.4 (v.o.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e 0
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média + DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em
relagdo ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).
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Figura 24 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da SF2.5.5
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Legenda: A nocicepcdo foi induzida por injegdo i.p. de acido acético 0,6%. Os animais (n = 5/grupo) foram
tratados com as doses da SF2.5.5 (v.0.), morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) e 0
grupo controle foi tratado com o veiculo (v.o., 1,5 mL/kg de etanol 15%, 1,25% Tween 20). Os
resultados expressam a média + DP de dois experimentos. *p<0,05,**p<0,01 e ***p<0,001 em
relag@o ao grupo controle (teste ANOVA seguido de Tukey).

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

antinociceptiva no modelo de formalina

A atividade antinociceptiva das subfragdes obtidas a partir do fracionamento do
EHxPpg, também foi analisada utilizando o modelo de formalina que possui duas fases.
A primeira fase, que ocorre no periodo de 0-5 min corresponde a dor aguda, quando
ocorre um processo doloroso pela injecao do irritante. A segunda fase que compreende o
periodo de 15-25 min apds a inje¢do de formalina, corresponde a dor inflamatoéria, com
liberacdo de mediadores nociceptivos (Murray et al., 1988; Tjolsen et al., 1992). Em
todos os experimentos foram utilizados camundongos SW machos entre 25-30 g,
separados em grupos (n = 5/grupo). Um grupo foi utilizado como controle recebendo
apenas 100 puL do veiculo por via oral (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25%
Tween 20, utilizado para solubilizar as fra¢cdes). Como droga padrdo, foi utilizada a
dipirona 50 mg/kg (v.o0.) e morfina 10 mg/kg (i.p.). Para efeito de andlises estatisticas os
resultados das médias das lambidas/mordidas foram comparados com o controle que

recebeu o veiculo.
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A média = DP das lambidas e mordidas dos controles utilizados (Figuras 25 e 26)
foi de 83,57 £ 2,13 (1* Fase) e 100,2 £ 2,30 (2* Fase). A morfina inibiu em média 79,0%
e 79,9% o numero de lambidas e mordidas na 1* e 2* fases, respectivamente. A dipirona
apresentou efeito predominante na 2* fase deste modelo, inibindo em média 63,3% do
nimero de lambidas e mordidas, enquanto apenas 14,8% na 1* fase.

A SF2.5.4 (Figura 25) foi ativa em ambas as fases deste modelo, apresentando
atividade antinociceptiva nas duas fases, com inibicdo na 1* fase de 69,7%, 70,7% e
58,8% (Figura 25A) e na 2* Fase de 53,0%, 60,3% e 81,7% (Figura 25B), nas doses
0,01 mg/kg, 0,1 mg/kg e 1 mg/kg, respectivamente.

A SF2.5.5 exibiu efeito antinociceptivo predominante na 1* fase (Figura 26A) em
todas as doses testadas com inibi¢ao de 30,1% (0,01 mg/kg), 60,40% (0,1 mg/kg), 45,3%
(1 mg/kg). Na 2* fase (Figura 26B) apenas as menores doses mostram atividade
significativa tendo apresentando inibi¢ao de 60,6% na dose de 0,01 mg/kg e de 18,1% na
dose de 0,1 mg/kg.

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

antinociceptiva no modelo de imersdo de cauda

As subfragdes foram administradas (v.0.) em doses diferentes. Como controle
antinociceptivo um grupo recebeu morfina 1.p. (10 mg/kg). Todos os grupos foram
avaliados com intervalo de 30 min até 180 min. As médias das laténcias dos controles,
expressa em segundos, foram de 2,87 + 1,28 (30 min), 3,28 £+ 0,92 (60 min), 2,37 £ 0,64
(90 min) e 2,49 £ 1,03 (180 min).

A SF2.5.4 (Figura 27A) mostrou efeito antinociceptivo em 60 e 90 min em todas as
doses empregadas (**p<0,01 e *p<0,05) e em 180 min na dose 0,01 mg/kg. A SF2.5.5
(Figura 27B) apresentou atividade antinociceptiva na dose 0,01 mg/kg em 60, 90 e 180
min ¢ na dose 0,1 mg/kg em 90 e 180 min (p<0,05). A morfina apresentou efeito

antinociceptivo em todos os tempos ensaiados.
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Figura 25 - Avaliagao da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 na fase 1 (A) e fase 2 (B)

do modelo de formalina
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Legenda: A nocicepg¢do foi induzida por inje¢do de formalina 2,5% na pata traseira direita do animal. Os
animais foram tratados (v.0.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25%
Tween 20), com as doses da SF2.5.4, morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) (n=
5/grupo). Os resultados expressam a média + DP de trés experimentos. ***p<0,001 em relagdo
ao grupo controle tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido de Tukey).
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Figura 26 - Avaliacao da atividade antinociceptiva da SF2.5.5 na fase 1(A) e fase 2(B) do

modelo da formalina
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Legenda: A nocicepgao foi induzida por inje¢do de Formalina 2,5% na pata traseira direita do animal. Os
animais foram tratados (v.0.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo 1,25%
Tween 20), com as doses da SF2.5.5 e morfina (10 mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.) (n=
5/grupo). Os resultados expressam média + DP de trés experimentos. ***p<0,001 e *p<0,05 em
relacdo ao grupo controle tratado com o veiculo (teste ANOVA seguido de Tukey).



72

Figura 27 - Avaliagdo da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e SF2.5.5 (B) no

modelo de imersao de cauda
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Legenda: A nocicepgao foi induzida por imersdo da cauda do animal em um banho com agua a 55 + 1°C.
Os animais foram tratados (v.0.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol 15% aquoso contendo
1,25% Tween 20), com as doses da SF2.5.4, SF2.5.5 e morfina (10 mg/kg, i.p.) (n = 5/grupo). Os
resultados expressam o tempo de retirada da cauda em segundos (laténcia) em média + DP de

trés experimentos. *p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 em relacdo ao grupo controle tratado com o
veiculo (teste ANOVA seguido de Dunnett).
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4.5.5 Efeito das subfracdes SF2.5.4 e SF2.5.5 da SF2.5 do EHxPpg na atividade

antinociceptiva no modelo de capsaicina

O objetivo desses experimentos foi verificar a atividade antinociceptiva das
subfragcdes obtidas a partir do fracionamento do EHxPpg, utilizando o modelo de
capsaicina. Logo apos a injecdo desta, o tempo (em segundos) de lambidas e mordidas na
pata traseira direita injetada foi contado num periodo de 0-5 min, indicando a fase
neurogénica do modelo. Para efeito de andlises estatisticas os resultados das médias das
lambidas/ mordidas foram comparados com o controle que recebeu o veiculo.

A média de lambidas e mordidas dos controles utilizados (Figura 28) foi de
63,10 + 4,93. A SF2.5.4 (Figura 28A) foi a mais ativa deste modelo, apresentando
atividade antinociceptiva nas doses de 0,01 mg/kg (72,37%), 0,1 mg/kg (78,67 %) e 1
mg/kg (71,63%). A SF2.5.5 (Figura 28B) mostrou efeito antinociceptivo significativo,
de menor intensidade que a SF2.5.4, apenas nas doses 0,01 mg/kg (30,25%) e 1
mg/kg (38,57%).
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Figura 28 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva da SF2.5.4 (A) e SF2.5.5 (B) no

modelo de capsaicina
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Legenda: A nocicepgdo foi induzida por injecdo de capsaicina (1,6 pug/pata) na pata traseira direita do
animal. Os animais (n = 5/grupo) foram tratados (v.0.) com o controle (1,5 mL/kg de etanol
15% aquoso contendo 1,25% tween 20), com as doses da SF2.5.4, SF2.5.5, e morfina (10
mg/kg, i.p.) ou dipirona (50 mg/kg, v.0.). Os resultados expressam média + DP de trés
experimentos. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 em relagdo ao grupo controle tratado com o
veiculo (teste ANOVA seguido de Tukey).
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4.5.6. Estudo do mecanismo opioidérgico no modelo de contorcdes abdominais induzidas

por acido acético

Os resultados indicam que a subfracdao 2.5.4 nas doses 0,01, 0,1 e 1 mg/kg, e a
2.5.5 na dose de 0,1 e 1 mg/kg possuem atividade antinociceptiva em relagdo ao controle
(veiculo). O pré-tratamento com a naloxona reverteu 100% da inibi¢do das contor¢des
abdominais observadas com a SF2.5.4 nas doses 0,01 ¢ 0,1 mg/kg (Tabela 3), e 96,8%
com a SF2.5.5 na dose de 1 mg/kg (Tabela 4). Estes resultados sugerem uma possivel

acao sobre os receptores opioidérgicos, principalmente da SF2.5.4.

Tabela 3 - Avaliagdo do mecanismo opioidérgico da subfracdo 2.5.4 no modelo de

contorgdes abdominais induzidas pelo HAC

SF2.5.4 médiat desvio % inibicao
Controle 39,00+3,40 -
Naloxona 37,42+4,54 -
Morfina 2,08£2,72 %% 94,67

Naloxona + Morfina 38,17+£5,15 2,13
0,01 mg/kg 15,175,011+ 61,10
Naloxona+0,01 mg/kg 40,1745,38 0
0,1 mg/kg 21,75+3,86 4423
Naloxona+0,1 mg/kg 39,17+£5,30 0
1 mg/kg 29,0045,83#x 25,64
Naloxona+1 mg/kg 30,67+7,19+ 21,35

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com a naloxona (5 mg/kg s.c.),
com a morfina (5 mg/kg i.p) ou com a naloxona (s.c.) associada a morfina (i.p.) e subfracdes
(v.0.) 60 min antes da inje¢do i.p. de HAC 0,6%. Os resultados representam a média de
contor¢des £ DP de dois experimentos avaliados entre 5-15 min ap6s a injecdo i.p. de HAC 0,6
%. % de inibigdo foi comparado em relagdo ao controle. ***p<0,001 e *p<0,05 em relacdo ao
controle.
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Tabela 4 - Avaliacdo do mecanismo opioidérgico da subfracdo 2.5.5 no modelo de

contor¢des abdominais induzidas pelo HAC

SF2.5.5 média+ desvio % inibicao
Controle 42,50+4,53 -
Naloxona 40,84+4,89 -
Morfina 0,75+1,43 = 98,23
Naloxona + Morfina 39,50+3,71 7,05
0,01 mg/kg 44,75+4,88 0
Naloxona + 0,01 mg/kg 41,84+4,07 0
0,1 mg/kg 23,004,911 *xx 45,88
Naloxona + 0,1 mg/kg 20,75+6,10%** 51,17
1 mg/kg 24,09+5,24#+* 43,31
Naloxona + 1 mg/kg 41,92+5,95 1,36

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com a naloxona (5 mg/kg s.c.),
com a morfina (5 mg/kg i.p) ou com a naloxona (s.c.) associada a morfina (i.p.) e subfragdes
(v.0.) 60 min antes da injecdo i.p. de HAC 0,6%. Os resultados representam a média de
contorg¢des tdesvio padrdo de dois experimentos avaliados entre 5-15 min apés a injegdo i.p. de
HAC 0,6 %. % de inibi¢do foi comparado em relagdo ao controle. ***p<0,001em relagdo ao
controle.

4.5.7 Estudo do mecanismo adrenérgico no modelo de contorcdes abdominais induzidas

por acido acético

Os resultados indicam que a subfracdo 2.5.4 (Tabela 5) nas doses 0,01, 0,1 e 1
mg/kg, e a 2.5.5 (Tabela 6) na dose de 0,1 e 1 mg/kg possuem atividade antinociceptiva
em relacdo ao controle (veiculo). Os controles utilizados para avaliar esse mecanismo
foram a ioimbina e a clonidina. A clonidina mostrou efeito antinociceptivo no modelo
testado (97,8% e 95,7%). Quando o grupo de animais foi tratado com ioimbina e logo
ap6s com clonidina, foi verificado que o efeito analgésico da clonidina foi revertido pela
ioimbina, ja que ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Nao
houve reversdo do efeito antinociceptivo da subfra¢do 2.5.4 pela ioimbina (Tabela 5).
Houve reversdo das contor¢des abdominais da subfracdo 2.5.5 nas doses 0,1 e 1 mg/kg
quando associadas com ioimbina em 67,9% e 88,1%, respectivamente (Tabela 6). Com os
resultados obtidos pode-se sugerir que a via adrenérgica pode estar envolvida no

mecanismo de acao da SF 2.5.5.
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Tabela 5 - Avaliacdo do mecanismo adrenérgico da subfracdo 2.5.4 no modelo de

contor¢des abdominais induzidas pelo HAC

SF2.5.4 média+ desvio % inibicao
Controle 53,02+10,07 -
Ioimbina 41,63+5,00 -
Clonidina 1,104£2,08#x* 97,92

Ioimbina + clonidina 37,33+4,7 8% 29,59
0,01 mg/kg 22,17+7,28#xx 58.18
loimbina + 0,01 mg/kg 24,08+6,43*xx 54,58
0,1 mg/kg 27,4244 91 ** 48,28
Ioimbina + 0,1 mg/kg 31,505,177 40,58
1 mg/kg 26,38+7,84 50,24
Ioimbina + 1 mg/kg 28,13+4,24*#x 46,94

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfrag¢des (v.o0.), com a loimbina (1 mg/kg s.c.),
clonidina ((30pg/kg i.p) ou com a clonidina (i.p) associada a loimbina (s.c.) e subfra¢cdes 60 min
antes da injegdo i.p. de HAC 0,6%. Os resultados expressam a média de contorgdes +desvio
padrdao de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min apds a injegdo i.p. de HAC 0,6 %. % de
inibi¢do foi comparado em relag@o ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em rela¢do ao controle.

Tabela 6 - Avaliagdo do mecanismo adrenérgico da subfracdo 2.5.5 no modelo de

contor¢des abdominais induzidas pelo HAC

SF2.5.5 média+ desvio % inibicao
Controle 43,55+8 -
Ioimbina 42.25+5,58 -
Clonidina 1,90+2,97 +#x 95,63

Ioimbina + clonidina 39,53+5,42 9,23
0,01 mg/kg 34,63+6,28 20,48
Ioimbina + 0,01 mg/kg 31,50+5,39 27,66
0,1 mg/kg 22,75+4,42 %% 47,76
Ioimbina + 0,1 mg/kg 36,88+10,38 15,31
1 mg/kg 20,00£6,77*** 54,07
Ioimbina + 1 mg/kg 40,75+3,77 6,43

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6grupo) com as subfra¢des (v.0.), loimbina (1 mg/kg s.c.),
clonidina ((30png/kg i.p) ou com a clonidina (s.c.) associada a loimbina (s.c.) e subfragdes 60 min
antes da injecdo i.p. de HAC 0,6%. Os resultados expressam a média de contor¢des *desvio
padrao de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min apés a injecdo i.p. de HAC 0,6 %. % de
inibi¢do foi comparado em relagdo ao controle. **p<0,01 e ***p<0,001em relagdo ao controle.
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4.5.8 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibicdo da guanilato ciclase no modelo

de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético

Como controles foram utilizados veiculo e ODQ. Foi possivel observar efeito
antinociceptivo em relagao ao controle (veiculo) nas subfragdes 2.5.4 (Tabela 7) nas doses
0,01, 0,1 e 1 mg/kg, e 2.5.5 (Tabela 8) nas doses 0,01 ¢ 0,1 mg/kg. A atividade
antinociceptiva foi revertida em 84,5% (0,01 mg/kg), 93,5% (0,1 mg/kg) e 69,3% (1
mg/kg) na SF 2.5.4 e em 79,7% (0,01 mg/kg) e 59,9% (0,1 mg/kg) na subfracdo 2.5.5
quando associadas com ODQ (Tabelas 7 e 8). Estes resultados sugerem que os compostos

existentes nestas fra¢cdes tenham um envolvimento com a via da guanilato ciclase.

Tabela 7 - Efeito da subfragdo 2.5.4 no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo

HAC avaliando o mecanismo de inibi¢ao da guanilato ciclase

SF2.5.4 média+ desvio % inibicdo

Controle 40,00+2,86 -
ODQ 40,38+3,24 -

0,01 mg/kg 21,50+4,68*** 46,25

ODQ + 0,01 mg/kg 37,13+4,28 7,17

0,1 mg/kg 24,63+8,04++* 38,42

ODQ + 0,1 mg/kg 39,00+5,79 2,50

1 mg/kg 26,13£6,11+** 34,67

ODQ + 1 mg/kg 35,75+3,78 10,62

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) 60
min antes da inje¢do i.p. de HAC (0,6%). Os resultados expressam a média de contorgdes
+desvio padrdo de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min apos a injecdo i.p. de HAC 0,6 %. %
de inibigdo foi comparado em relacdo ao controle. **p<0,01 e ***p<0,00lem relagdo ao
controle.
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Tabela 8 - Efeito da subfracao 2.5.5 no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo

HAC avaliando o mecanismo de inibi¢ao da guanilato ciclase

SF2.5.5 média+ desvio % inibi¢do

Controle 42,50+3,05 -
ODQ 41,63+8,24 -

0,01 mg/kg 22,754,775 46,47

ODQ + 0,01 mg/kg 38,50+5,30 9,41

0,1 mg/kg 26,00+£6,39*** 38,82

ODQ + 0,1 mg/kg 35,88+8,62 15,57

1 mg/kg 36,30+3,22 14,58

ODQ + 1 mg/kg 35,60+4,64 16,23

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com o ODQ (2,5 mg/kg i.m.) 60
min antes da inje¢do i.p. de HAC (0,6%). Os resultados expressam a média de contorgdes
+desvio padrdo de 3 experimentos avaliados entre 5-15 min ap0s a injecdo i.p. de HAC 0,6 %. %
de inibigdo foi comparado em relacdo ao controle. **p<0,01 e ***p<0,00lem relagdo ao
controle.

4.5.9 Estudo do mecanismo envolvendo a via de inibicdo da 6xido nitrico sintase neuronal

no modelo de contorcdes abdominais induzidas por acido acético

As subfracdes 2.5.4 e 2.5.5 apresentaram atividade antinociceptiva comparando
com o controle (veiculo) em todas as doses avaliadas, sendo mais proeminente na
SF2.5.4. A atividade da SF 2.5.4 foi revertida em 77,6% (0,01 mg/kg), 91,5% (0,1 mg/kg)
e 66,4% 1 mg/kg) enquanto as contor¢des abdominais da SF2.5.5 foram revertidas em
71,2% (0,01 mg/kg), 57,9% (0,1 mg/kg) e 66,4% (1 mg/kg) quando associadas com 7-NI
(Tabelas 9 e 10). Os resultados sugerem que um dos mecanismos envolvidos na agdo

antinociceptiva seja a via da NO sintase.
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Tabela 9- Efeito da subfragdo 2.5.4 no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo

HAC avaliando o mecanismo de inibigdo da NO sintase Neuronal

SF2.5.4 médiatdesvio % inibicao

Controle 41,3545,24 -
7-NI 40,83+7,78 -

0,01 mg/kg 20,42+3,90*** 50,61

7-NI+ 0,01 mg/kg 36,67+6,96 11,31

0,1 mg/kg 22,42+3,88*** 45,78

7-NI+ 0,1 mg/kg 39,7543,28 3,87

1 mg/kg 26,67+4,38x* 35,50

7-NI + 1 mg/kg 36,42+9,22 11,92

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com o 7-NI (3 mg/kg i.m.), com
o 7-NI associado a subfragdes 60 min antes da inje¢do i.p. de HAC (0,6%). Os resultados
expressam a média de contor¢des +desvio padrio de dois experimentos avaliados entre 5-15
min apos a injecdo i.p. de HAC 0,6 %. % de inibigdo foi comparado em relagdo ao controle.
**p<0,01 e ***p<0,001em rela¢do ao controle.

Tabela 10 - Efeito da subfracdo 2.5.5 no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo

HAC avaliando o mecanismo de inibi¢cao da NO sintase neuronal

SF2.5.5 médiat desvio % inibigao

Controle 40,50+6,25 -
7-NI 40,48+4,22 -

0,01 mg/kg 32,4244 63+ 19,95

7-NI+0,01 mg/kg 38,17+3,13 5,75

0,1 mg/kg 35,75+4,38+ 11,73

7-NI +0,1 mg/kg 37,75+6,12 6,79

1 mg/kg 27,92+45,96%** 31,06

7-NI +1 mg/kg 37,17+9,34 8,22

Legenda: Grupo de animais tratados (n=6/grupo) com as subfragdes (v.0.), com o 7-NI (3 mg/kg i.m.), com
o 7-NI associado a subfragdes 60 min antes da inje¢do i.p. de HAC (0,6%). Os resultados
expressam a média de contorgdes +desvio padrao de dois experimentos avaliados entre 5-15 min
apos a injecdo i.p. de HAC 0,6 %. % de inibicdo foi comparado em relagdo ao controle.
**p<0,05 e ***p<0,001em relagdo ao controle.
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5 DISCUSSAO

O Brasil ¢ o pais de maior diversidade do mundo (Calixto, 2000), possui uma
infinidade de plantas com fins terapéuticos e dentre elas estd o género Pterodon, que apresenta
importantes atividades farmacologicas referidas popularmente, algumas ja comprovadas
cientificamente através de ensaios pré-clinicos e estudos fitoquimicos (Fascio et al., 1970;
Mahajan ¢ Monteiro, 1973; Fascio et al., 1976, Campos et al., 1994, Demuner et al., 1996,
Arriaga et al., 2000, Sabino et al., 1999a, Coclho et al., 2005, Pereira et al., 2011).

O grande desafio no estudo de plantas medicinais € a partir de um conjunto de
substancias, geralmente complexo, determinar aquela(s) que é (sdo) responsavel (eis) pela
acdo terapéutica de uma planta.

Dados da literatura mostraram que o estudo fitoquimico das espécies deste género
revelou a presenca de varios diterpenoides com padrdoes de oxidagdo dos esqueletos
vinhaticano ¢ vouacapano (Fascio et al., 1976; Campos et al., 1994; Demuner et al., 1996).
Um furano diterpeno, derivado do 6a.,7p-dihidroxi-vouacapano, isolado do 6leo do fruto de P.
polygalaeflorus apresentou atividade anti-inflamatéria no modelo de edema de patas induzido
por carragenina (Nunan et al., 1982). Também foi relatada a presenga de triterpenoides lupeol
e betulina (Marques et al., 1998) na espécie. Orapun e colaboradores (2012) mostraram um
efeito anti-inflamatdrio dessas substancias a partir de folhas de Aglaia odorata. Também foi
relatada a presenga do flavonoide taxifolina e de varios isoflavonoides em P. polygalaeflorus
(Arriaga et al., 2000; Marques et al., 1998). Feng e colaboradores (2012) descreveram a
participagao de flavonoides na atividade anti-inflamatéria de Cryptocarya chingii.

Velozo et al., 2013 identificaram no 6leo essencial de P. polygalaeflorus: a-copaeno,
B-cariofileno, a-humuleno, B -elemeno , farnesol, germacreno A, espatulenol, 6xido de
cariofileno, acetato de farnesol, alloaromadendreno, biciclogermacreno e demonstraram
atividade anti-inflamatoéria e inibigdo na proliferacdo de linfécitos (Fase G1) do oleo
essencial. O B-cariofileno também foi identificado por Hajhashemi e colaboradores (2012) no
6leo essencial de Satureja hortensis, apresentando atividade antinociceptiva e anti-
inflamatéria. Afoulos e colaboradores (2013), também comprovaram que uma mistura
complexa de sesquiterpenos contendo - elemeno e a-copaeno, do o6leo essencial de
Cedrelopsis grevei, apresentou atividades anti-inflamatdria, anticancer e antioxidante. Além
disso, a atividade antioxidante foi demonstrada (Nomaani et al., 2013) no 6leo essencial de

Lactuca sativa, composto por espatulenol, L-alloaromadendreno, linalol, cariofileno entre
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outros compostos. Zhao e colaboradores (2003) comprovaram a atividade de
alloaromadendreno (sesquiterpeno) associado a compostos fendlicos na proliferagdo de
linfocito B e inibigdo de linfocitos T in vitro. Meccia e colaboradores (2013) evidenciaram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis no o6leo
essencial de Carapa guianensis, contendo biciclogermacreno, a-humuleno, germacreno B, e
trans-beta-cariofileno.

Como estudos anteriores, realizados em nosso laboratério, demonstraram efeito
antinociceptivo com as espécies Pterodon pubescens (Coelho et al., 2005a) e Pterodon
polygalaeflorus (Pinto et al., 2013), o objetivo do presente trabalho foi investigar o efeito de
fragdes/subfra¢des isoladas do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus utilizando
modelos de dor, a fim de estudar o seu mecanismo de agao.

Dentre os estudos para avaliar a atividade analgésica em ratos e camundongos, usando
extratos obtidos a partir de plantas, 42,1% empregam o modelo de contor¢do abdominal
induzido por acido acético, 18,7% o teste de imersdo de cauda ou o teste de formalina e
17,9%, o modelo de placa quente (Carlini, 2003).

O teste de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético é descrito como um
modelo para avaliar a dor visceral de origem inflamatdria, com pouca especificidade, mas boa
sensibilidade, sendo considerada uma boa ferramenta para avaliagdo da atividade analgésica e
anti-inflamatoria de novos produtos (Le Bars et al., 2001).

Neste trabalho foi realizado um estudo fitoquimico do extrato hexanico de frutos de
Pterodon polygalaeflorus no qual foram identificados alguns compostos deste extrato como
copaeno, B-elemeno, cariofileno, o-humuleno, farnesol, germacreno D e B, espatulenol,
farnesol, varios derivados de vouacapano, e foi demonstrado efeito antinociceptivo e anti-
inflamatorio (Pinto et al., 2013). Das quatro fragdes obtidas, a Fr2Ppg foi a que apresentou a
maior atividade antinociceptiva no teste de nocicep¢ao induzida pela injecdo intraperitoneal
de 4cido acético (contor¢des abdominais). Por isso, optamos por fazer um biomonitoramento
para a identificagcdo/ isolamento dos compostos presentes nesta fracdo. O fracionamento da
Fr2Ppg gerou cinco subfracdes (SF2.1 a SF2.5), todas testadas neste modelo sendo a que
apresentou maior atividade antinociceptiva foi a SF2.5. O subfracionamento da SF2.5
produziu cinco subfragdes (SF2.5.1 a 2.5.5), dentre as quais a SF2.5.4 e a SF2.5.5 foram as
que demonstraram maior efeito antinociceptivo no modelo de contorgdes abdominais

induzidas pelo acido acético.
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Chen e colaboradores (2013) confirmaram a atividade analgésica de dleo essencial de
Cyperus rotundus, contendo B-6xido de cariofileno ¢ a copaeno. Galceran e colaboradores
(2011) isolaram vouacapanos da espécie de Pterodon emarginatus e comprovaram a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoria, utilizando os modelos de edema de pata e formalina.
Outro estudo demonstrou no 6leo essencial de Eremanthus erythropappus, cujos compostos
majoritarios eram B-cariofileno, germacreno-D, a-copaeno, B-pineno e a-bisabolol , atividade
antioxidante ¢ antimicrobiana (Silvério et al., 2013).

Ikeda e colaboradores. (2001) e Ribeiro e colaboradores (2000) confirmaram que a
presenca do acido acético na cavidade peritoneal provoca uma irritagdo local e desencadeia a
liberacdo de varios mediadores como bradicinina (BK), substancia P (SP), prostaglandinas
(PGs), e também ocorre a liberagdo de algumas citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-8, por
macrofagos peritoneais residentes.

Utilizando este teste foi possivel demonstrar neste estudo, que a fragdo
Fr2Ppg/subfragdes de Pterodon polygalaeflorus administrados por via oral produziram
inibi¢do no numero de contor¢des abdominais. Esses resultados indicam, portanto, que o
efeito antinociceptivo observado pode estar relacionado a inibi¢do de producdo destes
mediadores pro-inflamatorios induzidos pelo acido acético.

As subfragdes SF2.5.4 e SF 2.5.5 do extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus que
tiveram melhores atividades no modelo de contor¢do abdominal, considerado um teste de
baixa especificidade, foram testadas em outros modelos de nocicepcao aguda e cronica para a

confirmacdo da atividade antinociceptiva.

O outro modelo escolhido foi o de formalina, que consiste na aplicacdo de um estimulo
quimico para causar nocicep¢do em camundongos, sendo induzida por uma injegdo
intraplantar de formalina, produzindo uma nocicep¢do bifasica, a fase neurogénica e
inflamatéria. A nocicepcdo neurogénica ¢ causada pela ativagdo dos terminais nervosos e a
nocicep¢do inflamatéria é mediada pela sensibilizagdo periférica e da medula espinhal
(Tjelsen et al., 1992). Ja é bem aceito que a injeg@o intraplantar de formalina em roedores
produz um aumento na concentragdo de diferentes mediadores em nivel espinhal, PGE,, 6xido
nitrico (NO), taquicininas ¢ cininas, ¢ outros peptideos (Santos et al., 1998; Tjelsen et al.,
1992; Malmberg e Yaksh, 1995). A dor aguda, como as dos modelos utilizados até o
momento, tem fungdo bioldgica de preservagdo, de integridade e defesa, pois denota uma
lesdo ou iminéncia de lesdo tecidual. Por outro lado, a dor cronica ¢ uma das principais causas

de incapacidade e perda de funcionalidade.
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Os resultados obtidos neste modelo mostram que a SF2.5.4 inibiu as duas fases da
nocicepcao induzida pela inje¢do intraplantar de formalina, o que sugere que a SF2.5.4 pode
estar modulando a transmissdo nociceptiva através da alteracdo destes mediadores como,
bradicinina, serotonina, prostaglandinas, substincia P, cininas entres outros citados
anteriormente acima. A SF2.5.5 apresentou agdo predominante na fase neurogénica deste
modelo.

Um dos controles positivos utilizados para avaliar a atividade antinociceptiva nesse
estudo foi a dipirona, uma droga anti-inflamatoria ndo esteroidal muito utilizada pela
populacdo. Os FAINES provocam analgesia pela inibi¢ao da sintese de prostaglandinas nos
tecidos periféricos (Miranda et al., 2009), o que é confirmado nos resultados pela inibigdo
preponderante da dipirona na segunda fase do modelo.

Também foi utilizado o modelo de imersdo da cauda em banho aquecido a 55°C.
Este ensaio indica mecanismos com reflexos nociceptivos supraespinhais (Asongalen et al.,
2004), ¢ um teste que produz uma resposta rapida, mediada pela ativacdo dos nociceptores
(C e Ad), conduzindo o impulso ao corno dorsal da medula espinhal e posteriormente a
centros corticais (Brigitte e Christopher, 2009). Um dos controles positivos utilizados foi a
morfina, que acarretou um aumento significativo do tempo de laténcia em todos os tempos
analisados. A fracdo SF2.5.4 aumentou o tempo de laténcia nos tempos de 60 ¢ 90 min em
todas as doses empregadas enquanto a SF2.5.5 agiu nestes tempos na menor dose. Estes
resultados corroboram os encontrados no modelo de formalina sugerindo que essas
subfragdes (SF2.5.4 e SF2.5.5) possam ter atividade antinociceptiva sobre os mecanismos
centrais da dor.

O efeito antinociceptivo de subfragcdes de Pterodon polygalaeflorus foi semelhante
aos efeitos observados com varios sesquiterpenos avaliados em modelos quimicos e
térmicos de nocicepgdo. Pinho e colaboradores (2012) usando os modelos de contorcao
abdominal e formalina nas doses testadas pelo grupo comprovaram atividade
antinociceptiva no o6leo essencial de Ocimum micranthum contendo - cariofileno, o-
humuleno. Um estudo que utilizou o a-bisabolol isolado de Vanillosmopsis erythropappa
em roedores demonstrou o efeito antinociceptivo utilizando os modelos de formalina, placa
quente e contor¢do abdominal nas doses de 25 ¢ 50 mg/kg (Rocha et al., 2011).

Ja héd algum tempo tem sido demonstrado que a percepc¢ao e conducdo do sinal
nociceptivo até o corno da medula espinhal, ¢ fung¢do das fibras aferentes primarias,

principalmente do tipo C e A (Hunt e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001). As fibras



86

sensorias do tipo Ad e C sdo sensiveis a capsaicina e tém importancia na atividade
antinociceptiva. O proximo passo deste trabalho foi avaliar o efeito das subfragdes SF2.5.4 e
SF2.5.5 sobre receptores que estao expressos nessas fibras e sdo importantes na condugao dos
estimulos nociceptivos relacionados principalmente com o calor, os receptores TRP
(receptores de potencial transitério). Estes receptores estdo envolvidos em varios processos
fisiologicos e patologicos (Bautista et al., 20006).

O receptor vaniloide (TRPV1) ¢ expresso em neurdnios sensoriais periféricos (Ad e C)
e ¢ ativado por diferentes estimulos dolorosos, incluindo calor e compostos vaniloide, como a
capsaicina do género Capsicum, principio ativo da pimenta malagueta (pigmentagao
vermelha) (Zygmund et al., 1999; Hwang et al., 2000). O TRPV1 esta envolvido na
nocicepgao envolvendo a detec¢do de estimulos quimicos e térmicos (Caterina et al., 2000).

Os ensaios para avaliar a participacao dos receptores TRP nos efeitos das subfragdes a
SF2.5.4 ¢ SF2.5.5 foram realizados no modelo de nocicep¢do induzida pela administragdo
intraplantar de capsaicina em camundongos. Foi feito o tratamento por v.o., observando-se
que as subfragdes foram capazes de diminuir a nocicep¢do causada pela capsaicina, com
inibi¢do de 72,37% para a SF2.5.4 e de 38,57% para a SF2.5.5, corroborando com a hipotese
de que essas subfragdes possam estar atuando em receptores (ou em vias de transducdo)
presentes em fibras sensoriais sensiveis a capsaicina.

Tamitato e colaboradores (2007) também observaram que fracdes obtidas a partir do
extrato diclorometano de Pterodon pubescens possuem efeito antinociceptivo no modelo de
capsaicina. Posteriormente, foi sugerida a participacdo do sistema taquicininérgico ou dos
receptores vaniloides TRPV1 no efeito de nocicepcdo induzida pela capsaicina pelo
geranilgeraniol e 6a,7p-dihidroxivouacapano-17 B-oate metil éster isolados de Pterodon
pubescens (Spindola et al., 2010).

Anteriormente (Coelho et al., 2005a), utilizando modelos de nocicep¢do quimica ¢
térmica, demonstramos atividade antinociceptiva de fragdes do extrato etanolico de Pterodon
pubescens ricas em derivados de vouacapano (13 ¢ 6,5 pug/kg). Posteriormente, Spindola e
colaboradores (2010), isolaram geranilgeraniol e 60, 7B-dihidroxivouacapano-17 B-oate metil
éster da espécie Pterodon pubescens e verificaram atividade antinociceptiva dessas
substancias (30, 100 e 300 mg/kg). Em 2011, o mesmo grupo mostrou que esses dois
compostos tinham atividade antinociceptiva na fase aguda do modelo induzido por adjuvante
de Freund’s completo (CFA) na dose 30 mg/kg (Spindola et al., 2011). Fazendo a

compara¢do destes trabalhos podemos observar que a atividade antinociceptiva dos
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compostos isolados foi verificada em doses bem maiores do que as empregadas para as
fragdes semipurificadas, o que parece sugerir a existéncia de um sinergismo entre esses
derivados de vouacapano. A presenga destes diterpenoides foi indicada pela andlise por
GC/MS na fragao Fr2Ppg, o que pode indicar que estes compostos poderiam ser um dos
responsaveis por esta atividade.

Com o objetivo de investigar alguns dos mecanismos envolvidos na resposta
antinociceptiva de Pterodon polygalaeflorus, foram utilizados alguns agonistas e antagonistas
no modelo de contor¢do abdominal induzido por acido acético, uma vez que estas subfragdes
promovem antinocicepg¢ao significativa e com boa reprodutibilidade.

Com a finalidade de avaliar um envolvimento do sistema opioide durante o efeito
analgésico das subfracdes 2.5.4 e 2.5.5, foi utilizado um antagonista opioide especifico, a
naloxona. Os resultados obtidos mostraram que apos o pré-tratamento dos animais com a
naloxona, o efeito antinociceptivo foi revertido por essa substancia, sugerindo que o sistema
opioide pode estar envolvido na mediagao da atividade antinociceptiva da SF 2.5.4 e SF2.5.5.
Os receptores opioides p, k, ¢ estdo localizados em varios niveis da transmissdo da
nocicepcao, sendo responsaveis por agdes antinociceptivas diretas, ocorrendo a ligagcdo de
agonistas opioides diretamente ao receptor, e indiretas pela liberagdo de opioides endégenos
(Millan, 1999; Francis et al., 2013). E importante destacar que foram identificados vérios
tipos de vouacapan no extrato hexanico de Pterodon polygalaeflorus e esta substancia ja vem
sendo descrita na literatura por possuir atividade analgésica (Nunan et al., 1982; Galceran et
al., 2011).

Barocellia e colaboradores (2004) comprovaram efeito antinociceptivo do oOleo
essencial Lavandula hybrida usando os modelos de contor¢do abdominal e placa quente na
dose de 100 mg/kg (v.0.). A nocicepgao foi reduzida e esse efeito foi revertido pela naloxona,
sugerindo o envolvimento de receptores opioidérgicos. Um dos principais compostos
isolados neste 6leo foi o linalol, um monoterpeno aciclico. A atividade antinociceptiva
também foi relatada para Zingiber zerumbet, em que foram isolados os compostos 6xido de
cariofileno, humuleno, linalol, 6xido de humuleno, entre outros; usando os modelos de
formalina e placa quente, a naloxona também reverteu o efeito antinociceptivo na dose de 300
mg/kg. As doses utilizadas neste trabalho variaram de 0,01 a 1 mg/kg, portanto muito mais
baixas do que as relatadas nestes trabalhos descritos acima.

Estudos demonstram que o 6xido nitrico (NO) modula a transmissdo sindptica tanto no

sistema nervoso central, bem como no sistema periférico (Salter et al.,1996; Jain et al., 1999).
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Nas terminagdes nervosas o NO ¢ produzido pela NO sintase neuronal, podendo difundir-se
para o meio extracelular ativando a guanilato ciclase, induzindo a formacdo de GMPc.
Autores relatam que dependendo das condigdes experimentais o0 NO pode produzir efeito pro-
nociceptivo ¢ antinociceptivo (Sakurada et al., 1996).

Nossos resultados mostraram que o efeito antinociceptivo das subfragdes 2.5.4 ¢ 2.5.5
foi parcialmente revertido com o uso do 7-NI, um inibidor da enzima NO-sintase neuronal,
sugerindo que as substancias presentes nessas subfragdes possam estar agindo via inibi¢do da
NO-sintase. O possivel envolvimento da via NO-GMPc na atividade antinociceptiva das
subfragdes foi demonstrado pela reversao do efeito antinociceptivo causado pelo uso de 7-NI e
ODQ, sendo capaz de inibir a atividade da guanilato ciclase (Silva-Santos et al., 2002).

O efeito antinociceptivo de drogas anti-inflamatdrias ndo esteroides como a dipirona
também esta relacionado com a sintese de NO e consequente ativagdo da guanilato ciclase
(Duarte et al.,1992).

A ativacdo dos receptores 02 por vias descendentes exerce um efeito regular inibitério
importante na modulacdo da dor aguda e inflamatoria, atuando nos receptores acoplados a
proteina G, aumentando o fluxo de K" e suprimindo os canais de célcio (Millan, 2002). Para
avaliagdo da participagdo dos receptores a2-adrenérgicos na acao das subfracdes, utilizou-se a
clonidina, um agonista parcial dos subtipos de receptores a2. Os resultados indicam que a
clonidina exerceu uma antinocicepcdo no modelo estudado, sendo o efeito revertido
parcialmente pela ioimbina, um antagonista destes receptores. Contudo somente na SF2.5.5
teve a antinocicepgao revertida, sugerindo nessa subfracdo a participacdo dos receptores a2
em seu mecanismo de acao.

Com os resultados obtidos neste trabalho podemos sugerir que o potente efeito
antinociceptivo dessas subfragdes esteja no sinergismo/interagdo dessas moléculas. A
determina¢do da constituicdo quimica do vegetal ¢ necessdria para garantir a agdo

farmacologica e a qualidade no desenvolvimento de um novo fitoterapico.



89

CONCLUSAO

a) A andlise da Fr2 por GC/MS mostrou a presenga principalmente de diterpenos e
sesquiterpenos, como: espatulenol, oxido de cariofileno, E,E-farnesol, hexadecanol,
epoxigeranilgeraniol, varios derivados de vouacapanos que em conjunto constituem 9,79%
dos compostos presentes nesta fracdo, sugerindo-se que a atividade antinociceptiva da Fr2

seja pelo sinergismo destas substancias;

b) As fragdes Fr2, Fr3 e Fr4 apresentaram atividade antinociceptiva no modelo de
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, mas a que apresentou um melhor efeito

foi a Fr2 chegando a ter uma inibigao de 92% na dose de 0,1 mg/kg;

c) Foi realizado um subfracionamento da Fr2 gerando cinco grupos de subfracdes. As
subfragdes que mostraram efeito antinociceptivo no modelo de contor¢do abdominal foram

as SF2.2, SF2.4 e SF 2.5, sendo esta ultima a de maior atividade;

d)  As subfracdes SF2.5.4 e 2.5.5 origindrias da SF2.5 foram ativas no modelo de
formalina. A SF2.5.4 foi efetiva em todas as doses nas duas fases e a SF2.5.5 exibiu efeito

predominantemente na 1? fase, e na 2° fase apenas nas menores doses;

e) No modelo de imersdo de cauda a SF2.5.4 mostrou efeito antinociceptivo nos tempos
de 60, 90 e 180 min em todas as doses testadas, enquanto a SF 2.5.5 foi ativa apenas nas

doses de 0,01 e 0,1 mg/kg nos tempos de 90 e 180 min;

f) A SF2.5.4 foi a mais ativa no modelo de capsaicina em todas as doses testadas e a

SF2.5.5 exibiu efeito, mas com menor intensidade;

g) De acordo com os mecanismos estudados, foi possivel sugerir que a SF2.5.4 ¢ a
SF2.5.5 possuem atividade antinociceptiva através de mecanismos opioidérgicos, ja que
tiveram seus efeitos revertidos com o uso da naloxona. O efeito antinociceptivo de ambas foi
parcialmente reduzido com o uso do ODQ e do 7-NI, sugerindo que possam agir sobre a
enzima NO sintase neuronal e guanilato ciclase envolvidas na via NO-GMPc. Somente a
SF2.5.5 apresentou efeito revertido com o uso da ioimbina, sugerindo um efeito analgésico

através de receptores adrenérgicos.
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Abstract

Fruits from Pterodon species are commerdcially available at medicinal flora markets, being largely used in
folk medicine by its anti-arthritic, analgesicand anti-inflammatory actions. This study compared the antinoci-
ceptive and anti-inflammatory potentials of the ethanel (EEPpg), hexane (HEPpg) and dichloremethane
(DEPpg) extracts from Pterodon polygakieflorus Benth. fruits. Inhibition of nitrite production by RAW 264.7
cells, determined with Griess reagent, presented |C_, values of 11.93 pgfm| (EEPpg), 6.02 pgfml (HEPpg) and
11.86 pgfml (DEPpg). In the air pouch model, all extracts reduced the total number of leukocytes in the
exudate at all tested doses, in relation to control group, the highest inhibition being observed with HEPpg
(62.3%). Macroscopic analysis of the pouch tissues showed reduction of inflammatery signs (redness, vasoedi-
lation) en treated mice, mainly with HEPpg, which also reduced micrescopically the tissue thickening and
leukocyte infiltration. The highest antinociceptive potential (100%) in the writhing test was observed with
HEPpg. Phytochemical analysis identified go% of extract’s content, composed by sesquiterpene hydrocar-
bons, oxygenated sesquiterpenes and furan diterpenes. HEPpg was the extract with the highest anti-
inflammatory and antinociceptive actions and comparison with literature data suggests a synergy of com-
pounds due to higher antinociceptive activity with a lower dose than that observed with isolated vouacapan
derivatives.

KEY WORDS: PTERODON POLY GALAEFLORUS, ANTIN CCICEPTIVE ACTIVITY, AIR POUCH i CDEL, NITRIC OXIDE PRODUCTION,
PHYTOCHEMISTRY
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Introduction

Inflammation is a body physiological response to
physical damage, microorganism invasion or im-
mune response to antigens or irritating chemicals
[1]. When the inflamm ation regulatory mechanisms
are lost, the response becomes pathological, giving
rise to several diseases such as osteoarthritis,
multiple sclerosis, psoriasis and chronic asthma [2,
3]. Many of these diseases are debilitating and
increasingly common in the current aging society.
Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and glucocor-
ticoids are among the various therapeutic approa-
ches currently used for the treatment of inflamma-
tory diseases, and several side effects have been
associated with their prolonged use [4]. This way,
the World Health Organization (WHQ) has been
encouraging the study of traditional plants since
1977, which represents an important source of
bicactive substances. There are over 500,000
species worldwide, with approximately 120 thou-
sand of them found in Brazil [5], many without
scientific study of their properties.

The genus Pterodon (Leguminosae, Fabaceae)
comprises five species native to Brazil: P. abruptus
Benth., P. apparicioi Pedersoli, P. polygalaeflorus
Benth., P. emarginatus Vog. and P. pubescens
Benth., popularly known as sucupira branca. The
fruits from Pterodon species are commercially
available at the medicinal flora market, being largely
used in folk medicine to treat rheumatism, arthritis
and by its analgesics and anti-inflammatory proper-
ties [6, 7]

Data from the literature show that the essential
oil of Pterodon polygakreflorus Benth fruit modula-
tes acute inflammation and lymphocyte activation
[8] and that the hydroalcoholic extract presents
antinociceptive effects [q]. Otherwise, higher anti-
inflammatory [10] and antinociceptive [11] effects
have been demonstrated for P. pubescens samples
obtained with solvents of different polarities. The
hexane subfraction showed higher acute and topic
anti-edematogenic potential than the original
ethanol extract (OEP) [10, 12], and the evaluated
antinociceptive property of Pterodon pubescenswas

also increased after subfractionation with dichloro-
methane [11], instead of hexane fraction. In addi-
tion, the hydroalcoholic extract of P. pubescens
seeds (HEPp) presented anti-arthritic [13, 14] and
immunosuppressive activity [15].

Based on the diversified studies demonstrated
for Pterodon species and on the findings of diffe-
rent intensities of the observed effects, depending
upon the extraction procedure, in this study, we
compared the chemical composition and the
antinodceptive and the anti-inflamm atory activities
between the ethanol (EEPpg), hexane (HEPPg) and
dichloromethane (DEPpg) extracts from Pterodon
polygakreflorus fruits.

Material and Methods
Plant material and extraction

The taxonomicidentity of Pterodon polygalaeflo-
rus Benth. (LeguminosaefFabacea) was confirmed
by Haroldo Cavalcante de Lima, from the
Department of Systematic Botany, Jardim Botdnico
do Estado do Rio de Janeiro, Brazil, where a vou-
cher specimen has been deposited (RB 350278, July
1999 ). Pterodon polygalaeflorus fruits were powde-
red in liquid nitrogen and submitted to maceration
{10 mlfg fruit) with ethanol, hexane or dichlorome-
thane, at room temperature for 15 days. Following
solvent evaporation (rotary evaporator) the ethanol
(EEPpg), hexane (HEPpg) and dichloromethane
(DEPpg) extracts were obtained yielding (wfw)
33.9%, 32% and 39%, respectively.

To in vitro assays extract samples were dissolved
in ethanol and then diluted with a supplemented
medium consisting of Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) with 10%fetal bovine serum (FCS)
(Cultilab, Brazil), penicillin (70 mgjl) and streptomy-
cin (100 mgfl) to a final ethanol concentration of
0.16%. To chrematographic analysis, samples are
dissolved in methanol at 10 mgfml and for in vivo
assays extracts were prepared with 15% ethanol
1.25% Tween-20 (vehicle). Control experiments did
not show an altered response due to oral administra-
tion of the vehidein the concentration used [11].
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Animals

Male Swiss Webster (SW) mice with 25-35 g body
weight (b.w.) were kept at 25°Cin 12 h light-dark
cycle and maintained with water and food ad
libitum. For each experiment, mice were randomly
selected into groups comprising five per cage.
Studies were carried out in accordance with current
guidelines on the care of laboratory animals and
ethical guidelines on the investigation of experi-
mental pain in conscious animals [16] and under the
consent and surveillance of the Ethics Committee
for Animal Research of the Institute of Biology of
the State University of Rie de Janeiro (CEA-BRAG
committeefprotocel 05/2009 and oo7f2013).

Chemicals

Acetylsalicylic acid (ASA) was acquired from
Merck, Brazil. Carrageenan A, 3 4,5-dim ethylthiazol-
2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT),

ribonuclease A, indom ethacin, Dulbecco’s Modified

Eagle's Medium (DMEM), sodium dedecyl sulfate
(SDS), Tween 20, were purchased from Sigma
Chemical Co., St Louis, MQ, USA and fetal bovine
serum (FBS) from Vitrocell, Brazil. HPLC grade N-
hexane g5%, ethyl acetate, ethanol 100% and dichlo-
romethane were purchased from Tedia, Brazil and
purified paraffin from Proquimios, Brazil. All other
chemicals and reagents used were high-grade
purity.

Cdl line

Mouse macrophage cell line RAW264.7 obtained
from Rio de Janeire Cell Bank (Rio de Janeiro, Brazil,
Oct 2000) have been cryopreserved in liquid nitro-
gen and used for the in vitro analysis. This cell line
originated from a tumor induced in BALBc mice by
the Abelson murine leukemia virus, being negative
for immunoglobulin expression and Thy 1.2 on its
surface. For the experiments, the cells were cultu-
red in a supplemented medium (DMEM with 10%
FBS) at 37°C and 5% CO, humid atmosphere being
the passages held every 48 h.

MTT Cytotoxicity assay

RAW 264.7 cells (5 x 10% cellsfi00 pljwell) were
cultured (triplicates) in g6 flat-bottom-well plates
{(Becton Dickinsen Labware, USA) for 24 h at 37°C,
with 5% CO, to the cells’ adherence. The cells’ were
then incubated with different concentrations of
samples (EEPpg, HEPpg, DEPpg) for 24 h at 37°C and
5% CO, The cells survival was determined by the
MTT assay [17] adding 10 plfwell of stock solution of
MTT 5 mgfml in phosphate-buffered saline pH 7.4
(PBS). Fellowing incubatien for 2 h, 100 ilfwell of
SDS 10% solution in 0.01 N HCl was added. The
extent of formazan crystal production was measu-
red by absorbance at 570 nm (microplate reader
iQuant, Bio-Tek Instrum ents, Inc.). Extractffraction’s
samples were not added to the control cultures.

No cytotoxicity was observed with control
cultures that received only 0.016% ethanol in the
supplemented medium (diluent of samples). The
results are expressed as percentage of mitochon-
drial reducing activity (MRA) in relation to control
group (absorbance value considered as 100%).

Nitrite assay

Nitrite, a stable product of nitric oxide (NO) in
aqueous solutions was measured in the incubation
medium with Griess reagent [18]. RAW 264.7 cells (5
x 10 cellsf100 plfwell) were cultured (triplicates) in
g6 flat-bottom-well plates (Becton Dickinson
Labware, USA)for 24 h at 37°C, with 5% CO_ to the
cell's adherence. After this, the cells were incubated
for 24 h with LPS {1 pgfml) in the absence or pre-
sence of different concentrations of samples
(EEPpg, DEPpg and HEPpg) at 37°C with 5% CO2.
Then, 25 pl of the supernatant of each well was
transferred to another plate, 25 pl of sulphanilicacid
{10 mgfml) were added, and the plate was incuba-
ted for 10 min in the dark. Thereafter, 5o pljwell of
N-(1-naphthyl) ethylenediamine (1 mgfml) were
added, the plate was incubated for 10 min and
finally, the absorbance was read at 550 nm (micro-
plate reader pQuant, Bio-Tek Instruments, Inc.). The
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results were expressed as nitrite concentration
obtained from the standard curve built using a
solution of sodium nitrite or as the percentage of
inhibition of nitrite production relative to the
control.

Air pouch modd

The pouch was created by a sterile air injection of
5 mlin the mouse back and maintained by 3 ml
injection of sterile air three days after the first one
[1g, 20]. In the sixth day, one hour before the
administration of 1 ml carrageenan 1% into the
cavity, different doses of extracts (1001l) prepared
with the vehicle were orally administrated. One
group received the vehide (control), and another
was treated with the control drug Indomethacin
(Indo, 10 mgikg b.w.). Four hours after carrageenan
injection, the animals were killed in a CO, chamber;
air-pouch was injected with 1.0 ml of ice<cold physio-
logical saline with 2 mM EDTA; their cavities were
exposed; the exudates were collected; the volumes
were measured, and the total number of leuko cytes
determined using a hemocytometer. The air pouch
tissues were removed, photographed and proces-
sed for histologicl analysis.

Acatic add-indu ced abdominal constriction

Mice were pre-treated with extracts or 100 mgfkg
ASA (p.o.) 6o or 30 min, respectively, before intra-
periteneal (i.p.) injection of 0.6% AcAc (10 mlfkg)
[21]. The nociception control group received, p.o.,
equal volume of the vehicle. Control experiments
did not show an altered response due to oral
administration of the vehicle in this concentration.
The number of writhes, defined as a sequence
beginning with arching of the back, contraction of
the abdomen, twisting of the trunk andfor pelvis,
and usually ending in the extension of the limbs,
were observed for 10 min beginning 5 min after
acetic acid injection [22]. Antinociceptive activity
was detected as a reduction of the writhing number
exhibited by treated mice compared with the
control group (% pain inhibition).

Gas chromatography-mass spectrometry

Extracts were analyzed by gas chrematography-
mass spectrometry (GC-MS). Qualitative analysis
were conducted in a GC-MS QP2o10 Plus Shimadzu
(7o V) apparatus with a Rtx® 5MS fused silica
capillary celumn (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm). The
operating temperatures were as follows: injector
260°C, detector 200°C and column oven 50°C up to
2g0°C (3°C¢fmin). Helium at 1 ml/min was used as a
carrier gas. Mass spectral fragm entations obtained
were compared to the data bank of National
Institute of Standards and Technology (NIST o5)
library and with the literature [23-27].

Statistical analysis

Results are presented as mean values + S.D. Data
were subjected to analysis of variance (One-way
ANOVA) followed by Tukey’s or Dunnet test, as
appropriate, using GraphPad Prism 5. Differences
between groups were considered significant at a
level of p = 0.05. IC_ values (concentration that
reduces 50% of control group response) were
determined by non-linear regression.

Results

Effect of P. polygakieflorus extracts on cytotoxi-
city and on nitric oxide production by RAW 264.7
cells

The NO production by RAW 264.7 cells was
stimulated with LPS for 24 h, showing 29.7% 3.0 pM
(Figure 1 A-C). All extracts presented significant
inhibitory action on this inflammatory mediator
preduction. EEPpg (Figure 1A) significantly reduced
the NO production by 41.0%, 69.7%, 5.0 % and g1.3%
at 10, 20, 40 and 8o pgfml, respectively. DEPpg
(Figure 1B) also inhibited the NO production by
40.2%, 69.2%, 88.5% and 93.6%, at same concentra-
tions. HEPpg (Figure 1C) significantly inhibited the
production of nitrite by 35.7%, 50.2%, 64.3% g92.7%
and g7.1%, at concentrations of 1, 10, 20, 40 and 8o
pgfml, respectively.
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The concentration of EEPpg, HEPpg and DEPpg
which reduces 50% of NO production (1C,) were
11.93 pgfml, 6.02 pgfml and 11.86 pgfml, respecti-
vely. In order to assess whether the inhibition of
nitrite production was correlated with the extract's
cytotoxicity, the RAW 264.7 cells viability was
assessed with different concentrations of each
extract (Figure 1 D-F). EEPpg (Figure 1D) DEPpg
(Figure 1E) and HEPpg (Figure 1F) showed a signifi-
cant decrease of the MRA, mainly at 40 pgfml, with
viability inhibition indexes of 42.6%, 46.9%, and
41.5%, respectively.

Despite the presence of cytotoxic effects of both
extracts at 40 pgfml, this concentration and lowest
ones have induced higher inhibition levels on NO
production than on the cell viability, which strongly
suggest that are associated with the anti-
inflammatory potential of extracts.

see Figure 1

Evaluation of anti-inflammatory potential of
extracts

The total number of leukocytes that migrated to
the inflammatory cavity was determined.
Carrageenan injection induced inflammatory cell
migration to the air pouch cavity in the control
group, cempared with the saline group (Figure 2).
Treatment with the EEPpg (Figure 2A), DEPpg
(Figure 2B) or HEPpg (Figure 2C) reduced the total
number of leukocytes in the exudate at all tested
doses when compared with the control group. The
highest inhibition index was observed with HEPpg
treatm ent, which reduced between 51.8%and 62.3%
the cell migration to the air pouch. Indomethacin
reduced 6q.7 +3.4% of cell migration into the cavity.

Macroscopic analysis of morphological changes
within the pouch tissues of animals treated with
both extracts were then performed and compared
to the control group. Figure 3 shows the photogra-
phicimages of the tissue pouch from representative
animals from each group. The control group,
treated with vehicle (Figure 3B), showed inflamma-
tory signs as redness, vasodilation andfor formation

of new blood vessels, which was not exhibited by
the group of animals inoculated only with saline
(Figure 3A). Groups inoculated with carrageenan
and treated with indomethacin, as control drug
(Figure 3F), or with 1 mg/kg EEPpg (Figure 30),
DEPpg (Figure 3D) or HEPpg (Figure 3E) showed
visible reduction of inflammatory patterns (vasodi-
lation and redness), mainly the HEPpg, whose
histological changes were also evaluated (Figure 4).

Tissue from the control group with the vehicle
(Figure 4B) exhibited an accumulation of leukocytes
in the deepest layer of the pouch in relation to the
saline group (Figure 4A). Treatment of animals with
HEPpg inhibited the inflammatory cell infiltration
into the deepest layer of tissue and reduced the
tissue thickening (Figure 4D), compared with the
vehicle control group (Figure 4B). The anti-
inflammatory signs found in the HEPpg histological
studies were similar to that observed with the
traditional anti-inflammatory indomethacin drug
(Figure 4C).

see Figure 2,3 and 4

Evaluation of antinociceptive potential of ex-
trads

The screening of antinociceptive activity of
extracts was performed by the abdominal constric-
tions’ model (Table 1). The control drug AAS presen-
ted maximal writhing inhibition of 45% The lowest
inhibition was observed with EEPpg (between 22.2%
and 47.4%). The writing inhibition by the DEPpg
remained between 40.9% and 71.9%, and the HEPpg
inhibited 100% of abdominal constrictions at 0.5 and
1.0 mgfkg doses.

see Table 1

Phytocdhemical analysis

By GCG-MS, 17 components were identified in the
extracts (Table 2) representing about go% of the
total content of extracts; however, only nine
compounds were found in all three extracts (p-
elemene, B-caryophyllene, B-humulene, farmesol,
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6a-hydroxy-7B-acetoxy  vouacapan-14(17)-ene,
methyl-6a,7p-dihydroxy vouacapan-17B-cate, 6a-
acetoxy-7p-hydroxy veuacapan, methyl7p-acetoxy-
6a-hydroxyvouacapan-17p-oate and methyl-6a-
acetoxy-7B-hydroxyvouacapan-17p-cate) and at
different relative concentrations.

The extracts are composed mainly by sesquiter-
pene hydrocarbons, oxygenated sesquiterpenes
and furan diterpenes. Sesquiterpenes from HEPpg
are mainly B-elemene, B-caryophyllene, spathulenol,
caryophyllene oxide and farnesol (46.08%).
Sesquiterpenes from DEPpg and EEPpg are mainly
B-elemene, p-caryophyllene and germacrene D,
which constituted 34.88% and 39.97% of total
compounds, respectively. Furan diterpenes with
vouacapan group are present in HEPpg, DEPpg and
EEPpg extracts, constituting 39.36%, 49.10% and
41.73% of the compounds, respectively.

see Table2

Discussion

The inflammatory response is a defense mecha-
nism evoked by body tissuesin response to injury or
microbial invasion and is characterized by redness,
heat, pain and swelling [28]. During this process,
pro-inflamm atory mechanisms are offsetted by anti-
inflammatory regulatory pathways, making it self-
limiting. H owever, many diseases can be developed
from or accompanied by excessive inflammatory
processes, and can constitute, on its own a source
of discomfort thus requiring treatment. The medici-
nal plants owe their anti-inflammatory activities to
their phytochemical constituents, interfering at a
different level on the response, such as diminishing
pre-inflammatory mediater's release (e.g. cytokines,
NQ, bradykinin), inhibiting complement activation
or reducing leukocyte migration to inflammation
sites, etc. [2q, 30].

We, firstly, compared the extract effects on the
NO production by RAW264.7 cells and their respec-
tive cytotoxicities. NQ is a low-molecular-mass
soluble mediator involved in many physiological
processes and produced, during inflammation, by

activated inflammatory cells, especially macropha-
ges and neutrophils. The NO pro-inflammatory
activity involves pro-oxidant action and vasodila-
tion, important feature for leukocyte migration to
the inflammatory site. Excessive NQ production
promotes DNA damage, protein structure changes,
cellular function alteration, mitochondrial respira-
tion dysfunction and cell death, resulting in di-
sease's development and organ failing [31, 32].
Therefore, NO is one of the several targets for
development of complementary and alternative
medicines to treat chronic inflammatory diseases
and cancer [33].

In this work, the NO production by RAW 264.7
macrophages was stimulated by the E. coli
Lipopolysaccharide (LPS) [34, 35] and this result
showed a significant increase in NO production,
according to literature data [36]. All extracts sho-
wed significant anti-inflammatory potential, redu-
cing the in vitro production of this vasodilatation
mediator. However, comparatively, the EHPpg
showed a higher inhibitory effect than the other
extracts, presenting the smallest 1C_.. The extracts
showed very similar cytotoxic potential, but it is
important to note that significant inhibition indexes
on NO production, at lower HEPPg concentrations
induced low cytotoxic effects. The discovery of NO
inhibiters, thus, may represent a significant thera-
peutic advance for inflammatory diseases. Qur
results are in agreement with those from other
groups that also exhibited inhibition of NO produc-
tion by another plant extract as a mechanism of its
anti-inflam matory activity [36, 37].

The anti-inflammatory effects of the Pterodon
polygalaeflorus extracts were also compared using
an in vivo inflammatory response, the air pouch
model, described by Sedgwick et al. [38]. The air
cavity, induced by sterile air injection on the back of
rodents, works as an exudate reservoir containing
cells and mediators, which can be collected and
analyzed [39]. The introduction of carrageenan in
this cavity induced an inflammatory response in the
vehicle group, showing a high number of inflamma-
tory cell infiltrated (Figure 2), according to the
literature [1g], vasodilatation, redness and fibrin
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deposition (Figure 3), and leukocyte infiltration in
the deepest layer of air pouch tissue (Figure 4), as
compared with the saline group. These aspects of
inflammatory response are similar to those of
chronic inflammation in a rheumatoid joint [40]. As
blood neutrophils represent the first cells to mi-
grate to the inflammatory site [41], these cells
represent the major cell type in the air pouch avity
of the vehicle group. HEPpg was the most effective
extract in the in vivo model, showing the greater
inhibitery index (62.3%) of leukocyte migration to
the inflammatory cavity, at all concentrations
tested, similar to that observed by Indomethacin
(69.7%) group (Figure 2). Treatment with 1 mglkg
HEPpg also reduced the vasodilation and redness
(Figure 3) and the tissue inflammatery infiltrate
(Figure 4).

Therefore, it may be suggested that the decrease
of the NO production, with consequently, reduced
vasodilation and blood vessel permeability, may be
contributing to the inhibition of leuko cyte migration
to the inflammatory site. Besides, modification in
the activation level of adhesion molecules in leuko-
cytes or endothelial cells, reduction of pro-
inflammatory cytokines or increase of anti-
inflammatory cytokines may also be contributing to
the anti-inflammatory action of P. polygakieflorus
extracts.

In mammals, potentially aggressive stimuli
coming from the external environment are detec-
ted by spedialized structures in the peripheral
nervous system, called nociceptors. An injured or
inflamed tissue generates numerous molecules
activating nociceptors [42]. The antinociceptive
properties of different extracts were evaluated by
the writhing test becuse it has beenwidely used as
a screening tool for search of analgesic or anti-
inflammatory new agents [43-45]. The acetic acid in
peritoneal cavity causes local irritation and triggers
the release of several mediators such as bradykinin
(BK), substance P (SP), prestaglandins (PGs), and
also the release of some cytokines such as TNF-a, IL-
B 1 and IL-8, by peritoneal residents macrophages
[46, 47]. The number of abdominal contortions was
inhibited by all extracts of P. polygalaeflorus, with

HEPpg exhibiting the higher antinociceptive effect
{100% inhibition of abdeminal censtrictions). These
results suggest that the antinociceptive effect here
observe may be related to inhibition of pro-
inflammatory mediators or both types of mediators,
whose production is induced by aceticacid.

Different pharmacological studies with Pterodon
species were developed with hydrealcohelic[g, 13],
athanol [25, 26, 48-51], petroleum ether [52, 53],
acetone [54], hexane [48, 55-60], and dichlorome-
thane extracts [27], as well as with essential oil [61-
63]. Phytochemical analysis of Pterodon species has
shown the presence of diterpenes [24, 59] and
isoflavones [64] in fruit oil. Furan diterpenes with
several oxidation’s patterns on the vouacapan
skeletons were also identified and isolated from
Pterodon species [24, 48, 53, 59, 65], and their anti-
inflammatory, antinociceptive and antiproliferative
properties [10, 11, 58, 60, 65-649,] have been attribu-
ted to these substances.

In this work, the phytochemical analysis of the
extracts showed the vouacapan derivatives 6a-
hydroxy-7p-acetoxyvouacapan-14(17)-ene; methyl-
6a,7B-dihydroxy vouacapan-17B-oate; 6a-acetoxy-
7B-hydroxy vouacapan; 6a,7p-diacetoxy vouacapan;
methyl-7p-acetoxy-6a-hydroxy veuacapan-17B-oate
and methyl-6a-acetoxy-7p-hydroxy vouacapan-17f-
oate, which performed a total of 39.36%, 49.10% and
41.73% of compounds present in HEPpg, DEPpg and
EEPpg, respectively. Sesquiterpenes were also
present in these extracts performing 50.97%, 42.73%
and 44.93% of compounds presentin HEPpg, DEPpg
and EEPpg, respectively. Sesquiterpenes from
HEPpg are mainly B-caryophyllene (10.1%), pB-
elemene (14.01%) and caryophyllene oxide (12.21%),
while from DEPpg are mainly p-caryophyllene
{10.7%), p-elemene (15.93%) and germacrene D
(8.78%) and from EEPpg are mainly p-caryephyllene
(13.42%), p-elemene (15.65%) and germacrene D
{10.05%).

Although antinociceptive and anti-inflammatory
activities of Pterodon species have been commonly
assigned to the vouacapan derivatives, many
pharmacological activities have been demonstrated

httpyfpharmacologyonline.silae.it
ISSN:1827-8620

109




PhOL 8.Pinto et al.

63 (5-70)

for sesquiterpenes, which were also described in
these extracts. Beta-elemene, present in HEPPg,
DEPpg and EEPpg, protected endothelial cells from
injury induced by hydrogen peroxide [70], suppres-
sed VEGF-mediated angiogenesis [71] and presents
antitumor activity in a broad range of human cancer
cell lines, which is associated with both cell cycle
arrest and apoptosis induction [72, 73]. Beta-
caryophyllene, identified in all three extracts exhi-
bits anti-inflammatory [74], anticarcinogenic [7s],
antibiotic [76], antioxidant [77], local anesthetic
[78] activities, as well as antispasm odic effect in an
isolated ratileum [7g].

Some compounds preferentially found in HEPpg,
also show anti-inflammatory andfor antinociceptive
action. Caryophyllene oxide presented central and
peripheral analgesic activity and anti-inflammatory
action [80]. Alfa-humulene exhibited marked anti-
inflammatory properties [81], while immunom odula-
tory activities have been attributed to spathulenol,
also described in Salvia mirzayanii [82]. Finally, the
isoprenoids farnesyl acetate inhibits DNA replica-
tion in Hela cells [83] and farnesol have been
shown antioxidant, anti-inflammatory [84] and
antinociceptive effects [85].

The highest in vitro and in vivo pharmacological
activities were observed with the HEPpg, which also
presented the lowest content of vouacapan deriva-
tives and the highest concentration of sesquiterpe-
nes.

Literature data with the writing test shows that
6a-7b-dihydroxy vouacapan-17b-oate at 185 mgfkg
produced g% inhibition by i.p. route [67], 61%
inhibition by s.c. route and 46% inhibition by oral
administration [88]. Also, 6a,7p-
dihydroxyvouacapan-17B-oate methyl ester at 30 mg
and 300 mgikg (i.p.) inhibited 8§8% and g8% of
writhes, respectively [6g, 87]. The 6a,7 B-dihydroxy-
vouacapan-7b-eic acid (i.p.) inhibited 48% of contor-
tions at 400 mgfkg [60]. The mixture of 6a-hydroxy-
7B-acetoxy-vouacapan-17p-cate methyl ester and
6a-acetoxy-7-hydroxy-vouacapan-17p-oate methyl
aster (i.p.) produced 76% of inhibition at 300 mgjkg
[88].

So, we can propose that the observed effects of
HEPpg must be due to the synergy of all these
compounds. To reinforce this assumption, isolated
vouacapan derivatives exhibited antinociceptive
activity at concentrations greater than those of
HEPpg used throughout this werk (0.5 and 1 mg/kg)
which produced 100%inhibition of writhes.

Condusion

HEPpg was the extract with the highest anti-
inflammatory and antinociceptive actions and
comparison with literature data suggests a synergy
of compounds due to higher antinociceptive activity
with a lower dose than that observed with isolated
vouacapan derivatives.
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Figure+: Effects of EEPpg (A, D), DEPpg (B,E) and HEPpg (C, F) on the nitric oxid e production (A-C)and cytotoxicity (D-F) of macropha ge RAW 264.7

cell line, RAW 264.7 cells (5 x10° cellgm ) were stimulated with LPSinthe abssnce (control)and pressnce of different concentrations of extractsfor

24 h. The cytotoxicity of the s mpleswas assesed by MTTasay, and theresults expressed as percentage of mitochondrial reducin ga ctivity (MPA)
in rebtion tothe control culture,
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E Figure 3. Macroscopical evaluation of pouchestismuesaftertreatment

g 5 with different P, polygalaeflorus extra cts. (A) Animalsinoculated with
= =lingj (B) Control groupwith @rra geenan; (C)EEPpg1 melkg; (D)
8 DEPpg 1 mg/kg; (E) HEPpg 1 mgfkg; (F) Indomethacin 10 m gikg,

Photogra phies are representative of three experiments.
0!
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Figure 2; Bfects of EEPpg(A), DEPpE (B)and HEPpE on thetotal
number of leucocytesinthe exudate of the @rageenan-inducedair-
pouch model. Inflammationwasinduced by injection of 1 m|
arrageenan 1%in the air pouch, S¥ male mice (n = 5fgroup) were
treated (p.o.)with the vehicle (control), Indomethacin(Indo, 10
mglkg) or with different doses of extracts priorto injection of
@rrageenan, A control group received only mline on the @vity
(=mline), The results express mean + SD of three experiments, ¥p<o.os,
W¥peo,on,and ¥ p < 0,001 in reltion to control group by Tukey's ted,
after on eway AN OV A,
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Figure4: Photomicrographs of air pouch tissuesfrom micetreated with HEPpg compared with control group. (A) Animal in oculated with =line; (E)
Control group with carra geenan; (C) Ind ometha cin 10 mgfkg; (D) HEPpg1 mg/kg. Images show histological changes of representativeanimals of

each group, H&Estained 5 im sections( x100 ma gnification).

o
rotgifiose W'ithi";EPP: inhibition W"thi"gDEPP: inhibition w'ithi"gHEPP: inhibition
£SD +3D : £SD &
Control 410 + 6.5 z .7+ 65 = 417+ 65 -
ANS 5 . N B =
“00 mg/ke 231149 24.6 240135 424 220145 43.0
.07 mpky - - - 5.0+ 4.72 4041
0.0y maikg g G 44.8 3n2Llag” 25.3
0.1 mgfkg 22.0+3.72 174 2.0 +3.72 17.1 30.7 +u7? 256.3
0.5 ryrfkys 3.5+ 170 2.2 4.1+ 9.42 42.3 a+o? 100.0
+mgfkg 28.718.8" 40.9 24.7 183" 20.9 olo® 100.0
5 mglkg 28.6+7.7°2 315 M7+ 6.9° 71.9 - -

Table+: Antinociceptive potentia| of different P. polygaloeflorus extra cts on the acetic acid-in duced writhin g test.
Yaluesare mean +SD (n=6).°p<o.oct &Ppeo.otin relation to control group ( one-way AN O/ Afollowed by Tukey's test).
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Substance EEPpg DEPpE HEPpg
R.T. % R.T. % R.T. %

copaene’ 2709 ot
B-elemene* 2095 1342 2405 a7 27494 10.10
caryophyllene* 24.09 1m0y 2909 .93 29.00 14.01
a-humulene! 30.36 29 30.36 38 30.56 .67
germacrene D' 3175 0.05 375 878 -
germacrene B' 32.82 2.3/ 32.82 .8
Spathulencl® - 35.75 44 35.74 4.72
caryophyllene oxide* - 35.94 142 33.98 12.21
isospathulenol’ 39.28 1.04
Farnesol* 4136 2.15 4136 2.10 11.36 3.01
farnesyl acetate® - - 45.62 ARt
6o-hydraxy-7p-acetoxy vouacapan- 7250 202 j24Y .20 y2.51 110
14(17)-ene?
methyksa,7f-dihydroxy 73.07 3.54 73.07 4.75 73.04 7.18
vouacapan-17p-cate?
Bo-acetoxy-73-hydroxy vouacapan? /3.85 10.12 /386 4.9/ /3.86 b0y
6¢,7f-diacetoxyvouacapan? 71.80 0.80 - - -
methyl7B-acetoxy-Ga- 75.09 735 75.09 /.07 75.10 7.79
hydroxyvouacapan-17p-cate?
methyléa-acetoxy-7p- 7392 17.60 7393 25.67 75.94 17.20

hydroxyvouacapan-17[-cate?

Table 2 Chemial composition of different P, polyga laeflorus extracts Sesquiterpene hydroarbons', axygenated
sesquiterpenes’, and furan diterpenes,
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