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RESUMO

POTENCIAL ANTINOCICEPTIVO E ANTI-INFLAMATORIO
DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE Protium sp.

Autora: Roberta de Freitas Lopes
Orientador: Renildo Moura da Cunha

A familia Burseraceae representa um dos grandes tdxons boténicos presentes na Floresta
Amazobnica, sendo o género Protium o maior representante, conhecido por seus exsudados e
oleoresinas ricas em substancias volateis que sado utilizadas para varias finalidades, inclusive
para fins curativos. Os produtos naturais séo fontes de grande variedade de substancias com
atividade biol6gica e estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente, especialmente oriundos de plantas,
porém, poucas espécies foram objeto de estudos adequados. A proposta da pesquisa foi
avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio, do extrato hidroalcodlico da casca de
Protium sp (EHCPsp) em camundongos Swiss albinos. A atividade antinociceptiva foi avaliada
pelos testes da placa quente, imerséo da cauda, contor¢gdes abdominais induzidas por acido
acético, teste da formalina e hipernocicep¢do mecanica, além disso, os animais foram
submetidos aos testes de toxicidade aguda e desempenho motor. Para avaliagdo da atividade
anti-inflamatéria, foi realizado o teste de edema de pata induzido por carragenina,
prostaglandina E2 e TNF-a. O EHCPsp foi administrado por via oral nas doses de 50, 100,
500 e 1000 mg/kg. O perfil fitoquimico do EHCPsp, foi investigado pela presenca ou auséncia
dos seguintes metabdlicos secundarios: acidos organicos, alcaloides, antraquinonas,
cumarinas, fendis, flavonoides, saponinas, triterpenos/esteroides e taninos. O EHCPsp néo
apresentou toxicidade até a dose de 5000mg/kg e néo alterou o desempenho motor dos
animais. O EHCPsp reduziu o numero de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético,
o tempo de lambidas das patas na segunda fase do teste da formalina e a hipernocicepgéo
induzida por carragenina, prostaglandina E2 e TNF-a. O EHCPsp inibiu significaticamente o
edema de pata induzida por carragenina, prostaglandina E2 e TNF-a. A triagem fitoquimica
do EHCPsp indicou presenca de cumarinas, flavonoides, saponinas, triterpenos e esteroides.
Os resultados do presente estudo sdo promissores, a acdo antinociceptiva, mediada por
mecanismos periféricos que envolve a participacdo de mediadores inflamatorios e a resposta
anti-inflamatdria significativa, que pelo menos em parte, envolve vias da PGE; e do TNF-q,
justificam a utilizacdo dessas plantas, tradicionalmente usadas como anti-inflamatorios.
Cumarinas, flavonoides, saponinas, triterpenos e esteroides, estdo presentes na composicao
do EHCPsp. O EHCPsp apresenta baixa toxicidade, nas doses utilizadas néo induz qualquer
tipo de incoordenacdo motora, excluindo efeitos depressores, porém ainda a necessidade de
estudo das substancias isoladas, para a utilizacéo eficaz e segura.

Palavras chaves: burseraceae; antinocicepcao; anti-inflamatoérios; produtos naturais;
amazonia; bioprospeccdo; modelos experimentais.



ABSTRACT

ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY POTENTIAL
OF THE HYDROALCOOLIC EXTRACT OF Protium sp

Author: Roberta de Freitas Lopes
Advisor: Renildo Moura da Cunha

The Burseraceae family represents one of the great botanical taxa present in the Amazon
Forest, the Protium genus being the largest representative, known for its exudates and
oleoresins rich in volatile substances that are used for various purposes, including curative
purposes. Natural products are sources of a wide variety of biologically active substances and
it is estimated that approximately 40% of the currently available drugs were developed directly
or indirectly, especially from plants, but few species have been the subject of adequate studies.
The aim of this research was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory potential of
the hydroalcoholic extract of the Protium sp. (EHCPsp) bark in Swiss albino mice. The
antinociceptive activity was evaluated by the hot plate tests, tail immersion, abdominal
contortions induced by acetic acid, formalin test and mechanical hypernociception. In addition,
the animals were submitted to acute toxicity and motor performance tests. For evaluation of
the anti-inflammatory activity, the paw edema test induced by carrageenan, prostaglandin E2
and TNF-a was performed. EHCPsp was administered orally at doses of 50, 100, 500 and
1000 mg / kg. The phytochemical profile of EHCPsp was investigated for the presence or
absence of the following secondary metabolites: organic acids, alkaloids, anthraquinones,
coumarins, phenols, flavonoids, saponins, triterpenes / steroids and tannins. EHCPsp showed
no toxicity up to the dose of 5000mg / kg and did not alter the motor performance of the
animals. EHCPsp reduced the number of abdominal writhes induced by acetic acid, the licking
time of the legs in the second phase of the formalin test, and the carrageenan, prostaglandin
E2 and TNF-a induced hypernociception. EHCPsp significantly inhibited carrageenan,
prostaglandin E2 and TNF-a induced paw edema. Phytochemical screening of EHCPsp
indicated the presence of coumarins, flavonoids, saponins, triterpenes and steroids. The
results of the present study are promising, antinociceptive action mediated by peripheral
mechanisms involving the involvement of inflammatory mediators and the significant anti-
inflammatory response, which at least in part involves PGE2 and TNF-a pathways, justify the
use of these plants, traditionally used as anti-inflammatories. Coumarins, flavonoids, saponins,
triterpenes and steroids are present in the composition of EHCPsp. The EHCPsp presents low
toxicity, at the doses used it does not induce any type of motor incoordination, excluding
depressant effects, but still the need to study the isolated substances, for the effective and
safe use.

Key words: burseraceae; antinociception; anti-inflammatories; natural products; amazonia,
bioprospecting; experimental models.



LISTA DE ABREVIATURAS

OECD - Organizacéo para Cooperacao Econémica e Desenvolvimento (sigla em
inglés)

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PAF —Fator de agregacéo plaquetaria (sigla em inglés)

PGE:2 — Prostaglandina E2

PGF2q — Prostaglandina F2 alfa

PGl2 — Prostaciclina

s — Segundo

SG - Substancia Gelatinosa

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema Nervoso Periférico

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral alfa (sigla em inglés)

UTAL - Laboratorio da Unidade de Tecnologia de Alimentos

v.0. — Via oral

VR-1 — Receptor vanildide do tipo 1

ML — Microlitro

AA — Acido araquiddnico

anti-PAF- Platelet activating fator ( sigla em inglés)

ASC — Area sob a curva

Cg — Carragenina

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢cdo Animal
COX - Ciclooxigenase

DBCA — Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais Para Fins
Cientificos e Didaticos

E.P.M. — Erro padréo da média

EHCPsp — Extrato hidroalcoolico da casca de Protium sp

EHFPsp — Extrato hidroalcoolico da folha de Protium sp

EHeFPsp- Extrato hexanico da folha de Protium sp

EHeCPsp- Extrato hexanico da folha de Protium sp

ECFPsp- Extrato cloroformico da folha de Protium sp



ECCPsp-Extrato cloroférmico da casca de Protium sp
eNOS — Oxido nitrico sintase endotelial (sigla em inglés)
g —grama

h — hora

HR1 — Receptor histaminérgico 1

HR2 — Receptor histaminérgico 2

IASP — International Association for the Study of Pain (sigla em inglés)
IL — Interleucina

INOS — Inducible Nitric oxide synthases (sigla em inglés)
mg/kg — Miligrama por quilograma

min. — Minuto

mm — Milimetro

NNOS ou BNOS — Neuronal Nitric oxide synthases (sigla em inglés)
NO — Oxido nitrico (sigla em inglés)

NOS — Nitric oxide synthases (sigla em inglés)

OECD - Organization for Economic Co-operation and Development (sigla em
inglés)

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

PAF — Platelet Activating Factor (sigla em inglés)

PKC -

PGE:2 — Prostaglandina E2

PGF2qa — Prostaglandina F2 alfa

PGl2 — Prostaciclina

s — Segundo

SG - Substancia Gelatinosa

SNC - Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema Nervoso Periférico

SP — Substancia P

TNF-a — Fator de necrose tumoral-alfa (sigla em inglés)
v.0. — Via oral

VR-1 — Receptor vaniloide do tipo 1
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1 INTRODUCAO

“... E o seu fruto servira de alimento e a sua folha de remédio”

Velho Testamento - Ezequiel, 47:12.

O uso de plantas medicinais pelo homem acompanha a sua historia. Registros
arqueologicos indicam sua importancia cultural desde 60.000 anos A.C. Povos antigos
como os Egipcios, Gregos, Hindus, Persas e mais recentemente os povos da América
Pré-colombiana, aplicavam extensamente tais recursos terapéuticos, contribuindo
para a construcdo dos sistemas de Medicina Tradicional dispersos ao redor do mundo
(ROCHA et al., 2015).

Antes da segunda guerra mundial, um expressivo namero de produtos
naturais, isolados de plantas superiores, tornam-se importantes agentes terapéuticos
e muitos ainda séo utilizados atualmente. Quinina isolada da casca da Chinchona em
uso na clinica como antimalarico, morfina e codeina isoladas do latex do Opio utilizada
como analgésico, digoxina obtida das folhas de Digitalis purpurea utilizada no
tratamento de problemas cardiacos, atropina e hioscina isoladas de espécies da
familia Salonaceae utilizados como antiespasmodico. Da mesma forma, alguns
antibioticos desenvolvidos a partir de substancias isoladas dos géneros Penicillium,
Chephalosporium e Streptomyces produzidos durante a segunda guerra também
continuam em uso (KONG et al., 2003).

O Brasil € o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de
15 a 20% do total mundial, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém
aproximadamente 24% da biodiversidade. Entre os elementos que compdem a
biodiversidade, as plantas sdo a matéria-prima para a fabricacéo de fitoterapicos e
outros medicamentos. Além desse acervo genético, o Brasil é detentor de rica
diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo consideravel de
conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de geracédo a geracao, entre 0s
quais se destaca o vasto acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas
medicinais (MS, 2006).

A investigacdo farmacoldgica de plantas medicinais para o tratamento de
doencas tem sido considerada prioridade pela Organizacao Mundial de Saude (OMS).

A adequada validacdo através de pesquisas trazem seguranca no uso de plantas


https://pt.wikipedia.org/wiki/Antiespasm%C3%B3dico

medicinais, evitando que ocorra reacdes indesejaveis que comprometam a saude de
guem as utiliza (PONTE, 2009). Os produtos naturais séo potenciais fontes de grande
variedade de substancias com atividade biologica e estima-se que aproximadamente
40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais, especialmente oriundas de plantas
(CALIXTO, 2001; WHO, 2011).

No Brasil existem aproximadamente 50.000 géneros vegetais, cerca de 50%
possui alguma propriedade farmacéutica, sendo que apenas 1% delas foi objeto de
estudos adequados (MARTINS et al.,, 1998). S6 a Amazb6nia dispbe de mais de
200.000 espécies de plantas (MING et al.,1997). Através dos produtos naturais foi
possivel a compreensao de diversos fenébmenos fisioldgicos complexos, bem como a
identificacdo, isolamento e reproducédo de substancias e estruturas. Através disto, a
indastria farmacéutica pode desenvolver farmacos mais seletivos e eficazes no
tratamento de doencas mais complexas (CALIXTO, 2003). Assim, as plantas séo
fontes importantes de compostos naturais bioativos, que frequentemente se
constituiram em modelos para sintese de grande nimero de farmacos (SIMOES et
al., 2010). A maior fonte de substancias bioativas sintetizadas por plantas decorre da
geracdo de metabdlitos secundarios que, por muito tempo foram considerados como
produtos de excrecao do vegetal. Entretanto, atualmente sabe-se que os metabdlitos
secundarios sao substancias diretamente envolvidas nas funcdes biolégicas do
vegetal. Os metabdlitos secundarios sdo desenvolvidos principalmente a partir
metabdlitos primarios, que sdo substancias que na célula possuem papel estrutural e
de fonte energética (SIMOES et al., 2010), tal como proteinas, carboidratos e lipidios.
Os metabdlitos secundarios podem atuar como mediadores quimicos, intermediando
entre a planta e o ambiente e desempenham um papel crucial na protecéo da planta
(TAIZ & ZEIGER, 2010).

Entre as plantas os metabolitos secundarios produzidos podem se diferir em
qualidade e quantidade, dependendo do local de ocorréncia, diferenga entre ciclo de
cultivo, pois muitos deles tém sua sintese desencadeada por eventuais vicissitudes a
que as plantas estdo expostas (FERREIRA et al.,, 2000). Alguns metabdlitos
secundarios derivam nao apenas de um desses intermediarios, mas séo resultantes
da combinacdo de uma unidade de acido chigquimico e uma ou mais unidades de
acetato ou derivados deste, como é o caso das antraquinonas, dos flavonoides e dos

taninos condensados (SANTOS, 2003). A origem de todos os metabdlitos secundarios



pode ser resumida a partir do metabolismo da glicose, via dois intermediarios, o acido
chiquimico e o acetil-CoA (Figura 01).
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Figura 01 Ciclo biossintético dos metabdlitos secundérios (Fonte: Adaptado de SANTOS, 2007).

Os flavonoides compreendem uma série de compostos secundarios que
ocorrem exclusivamente em plantas superiores, sdo amplamente distribuidos e
representam um dos grupos mais importantes entre os produtos de origem vegetal (DI
STASI, 1996; MACHADO et al.,, 2008). Diversas fungbes sdo atribuidas aos
flavonoides nas plantas, tal como prote¢éo contra a incidéncia de raios ultravioleta,
protecdo contra microrganismos patogénicos, acdo antioxidante, acao alelopatica e
inibicdo enzimética (MACHADO et al., 2008). Entre suas atividades farmacologicas
destaca-se sua acao anti-PAF, indutora da formacdo de hemoglobina,

antiespasmaddica e anti-hepatotoxica. Os flavonoides também sao utilizados na



producdo de odores e sabores de alimentos e bebidas de origem vegetal (DI STASI,
1996).

Os terpenos constituem uma grande variedade de substancias vegetais,
sendo esse termo empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno (SIMOES & SPITZER, 2003). Os
compostos terpendides apresentam a segunda classe com maior ndamero de
constituintes ativos e estdo subdivididos em varias subclasses: monoterpenos (10
carbonos), sesquiterpenos (15 carbonos), diterpenos (20 carbonos), sesquiterpenos
(25 carbonos), triterpenos (30 carbonos) e tetraterpenos (40 carbonos). Dentre suas
atividades farmacoldgicas destaca-se sua acdo antifungica, anti-inflamatoria,
antimicotica, antidlcera, citotoxica, tratamento de dores musculares, reumatismo,
dentre outras (DI STASI, 1996).

Outro grupo de metabdlitos secundarios encontrado nas plantas sdo o0s
esteroides. Estas substancias constituem um grupo quimico perfeitamente
individualizado e de grande homogeneidade estrutural e farmacoldgica. Alguns
esteroides de origem natural sdo caracterizados pela sua alta especificidade e
poderosa acdo que exercem no musculo cardiaco. Esses esteroides ocorrem como
24 glicosideos esteroidais e devido a sua ac¢do sobre o musculo cardiaco, séo
denominados de glicosideos cardioativos ou cardiacos (SIMOES et al., 2003).

Saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos. Essas
substancias possuem em sua estrutura quimica uma parte com caracteristica lipofilica
(terpeno ou esteroide) e outra com caracteristica hidrofilica (agclUcares) os quais
conferem propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua e suas acles
detergente e emulsificante (SCHENKEL et al., 2003). Ao longo do tempo, esse grupo
de substancias tem sido de interesse farmacéutico, seja como adjuvante em
formulacdes, componentes ativos em drogas vegetais, ou ainda, como matéria-prima
para a sintese de esteroides (ASCHENKEL et al., 2003).

Os metabdlitos secundarios atuam de forma direta ou indireta no organismo,
podendo inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares, por exemplo:
interferindo na produgédo de mediadores inflamatorios (metabdlitos do acido
araquidodnico, peptideos, citocinas, aminoacidos excitatérios, entre outros); agindo
sobre a producdo ou acdo de segundos mensageiros, tal como a guanosina
monofosfato ciclica (GMPc), adenosina monofosfato ciclica (AMPc), proteinas

quinases (PKSs) etc., na expressao de fatores de transcricdo como proteina ativadora-



1 (AP-1), fator nuclear kB (NF-kB) e proto oncogenes (cjun, c-fos e c-myc); inibindo
ou ativando mediadores pro-inflamatorias como sintase do Oxido nitrico (NOS),
ciclooxigénases (COX), citocinas (interleucina (IL-18), fator de necrose tumoral (TNF-
a) etc., neuropeptideos e proteases (CALIXTO, 2005).

A familia Burseraceae compreende 18 géneros e 700 espécies divididos em
trés tribos: Protieae (trés géneros), Canarieae (oito géneros) e Bursereae (sete
géneros) (WEEKS et al., 2005). Ela representa um dos grandes taxons botanicos
presente na Floresta Amazénica e espalhados por todo o Brasil, sendo o género
Protium o maior representante, com mais de 80% das espécies de Burseraceae
(SIANI et al., 2004; SIQUEIRA, 1991). Essa familia € bastante conhecida por seus
exsudados e oleoresinas ricas em substancias volateis que séo utilizadas para varias
finalidades, como por exemplo na perfumaria (PONTES et al., 2007). Algumas plantas
possuem grande importancia histérica como a mirra (Commiphora) e o olibano
(Boswellia), que eram utilizadas em rituais religiosos (LANGENHEIM, 2003). Protieae
por sua vez, esta distribuida em quatro géneros: Garuga, Crepidospermum,
Tetragastris e Protium (DALY, 1989). Protium Burm. f., conhecido vulgarmente como
breu na Amazoénia brasileira, destaca-se pela diversidade de espécies na Amazonia,
com aproximadamente 146 espécies ocorrentes, sendo 42 endémicas da regido
(MELO et al., 2007). Na regido do Alto Juru&, municipio de Cruzeiro do Sul, Estado do
Acre, foram registradas mais de 40 espécies do género Protium, conforme
levantamento realizado pelo projeto da Flora do Acre (MARQUES, 2009). O género
Protium é representado por arvores ou arbustos com canais produtores de resina
aromatica e sdo comumente denominadas como anine, Carafio, animecillo, copal,
copalillo, almecega, almiscar, galbano, breu, breu manda, breu branco, breu mescla,
breu maxixe, breu vermelho, jauaricica, goma-limdo ou brasileiro-elemi
(LANGENHEIM, 2003).

O género Protium é utilizado na medicina popular como um importante agente
terapéutico, na industria artesanal de verniz, na calafetagem de pequenas
embarcacdes e queimada como incenso em rituais religiosos (RIBEIRO et al., 1999;
SIQUEIRA, 1991) e o 6leo essencial utilizado para fins de perfumaria (RAMOS et al.,
2000). Na medicina popular, a casca e folhas das plantas do género Protium séo
vastamente empregadas como agentes anti-inflamatoérios, analgésicos, antitumorais,
adstringentes e expectorantes e repelente de insetos (SUSUNAGA, 1996; BANDEIRA

et al., 2001). Muitas dessas aplicacbes foram confirmadas experimentalmente



utilizando a resina de Protium, onde se verificou eficacia terapéutica anti-inflamatoria,
antinoceptiva, antineoplasica e gastro protetora (OLIVEIRA et al, 2004a, b, c.; SIANI
et al., 1999a). Corroborando esses resultados, Aragdo (2004) descreve efeito
antinoceptivo, antiedematogénico, anti-inflamatério, sedativo e ansiolitico de uma
mistura isomérica de alfa e beta-amirina isolada da Protium heptaphyllum Aubl. March.
Estudos farmacoldgicos realizados com o 6leo essencial obtido das resinas e isolados
da folha de varias espécies do género Protium, P. heptaphyllum, P. strumosum, P.
lewellyni e a P. hebetatum mostraram atividades anti-inflamatérias e antinociceptivas
(SIANI et al., 1999). Segundo Aragéo et al. (2015), a atividade anticonvulsivante da
mistura de alpha e beta amirina de Protium heptaphyllum esta relacionado com o
sistema GABAEérgico e pode ser ligada com a inibicdo da cascata de sinalizacao da
PKC, assim como a alteragcbes no metabolismo dos aminoacidos. Protium, é
popularmente usado como analgésico e agente anti-inflamatério. No entanto, seu
mecanismo farmacoldgico permanece desconhecido (LIMA et al., 2014).

Os constituintes majoritarios das resinas de Protium s&o triterpenos
pentaciclicos a e B-amirina (DIAS et al., 2011) e breina (BANDEIRA et al., 2002). As
misturas de cinamato de a e [(-amirina, apresentam significativa atividade anti-
inflamatdria e, ainda, acdo antiartritica e analgésica. Todavia, estas atividades foram
resultadas de ensaios bioldgicos feitos com estes triterpenos em mistura. Assim, o
potencial biolégico nao foi estabelecido para estes derivados da a e B-amirina
individualmente (DIAS et al., 2011). Trés flavonoides foram identificados como:
catequinal7, quercetinal8 e quercetina-3-O-ramnosill9, respectivamente
(BANDEIRA et al., 2002).

Estudos fitoquimicos da resina, demonstraram a presenca de lignanas na
Protium tenuifolium e Protium unifoliolatum, cumarinas na Protium opacum e
triterpenos como maniladiol e breina na Protium heptaphyllum (ZOGHBI et al., 1981;
SIQUEIRA et al., 1995; SIANI et al., 1998).

Os oleos essenciais das folhas, frutas e resina de Protium heptaphyllum foram
analisadas por GC/MS. Os principais constituintes identificados nas folhas foram:
mono- e sesquiterpenos, tais como mirceno (18,6 %), B-cariofileno (18,5 %), enquanto
gue os Oleos de resina e fruta continha principalmente monoterpenos tais como a-
pineno (10,5 %), limoneno (16,9 %), a-felandreno (16,7 %) e terpinoleno (28,5 %) no
Oleo de resina, e a-pineno (71,2 %) do 6leo dos frutos (BANDEIRA et al., 2001). Os

Oleos essenciais da resina obtiveram uma grande reatividade frente as reacdes de



metilacdo e acetilagdo, em decorréncia de grupamentos alcodlicos e acidos presentes
em seus constituintes principais. O fracionamento da resina, por métodos
cromatograficos e analise por RMN, permitiu o isolamento e identificacdo de sete
constituintes triterpénicos, distribuidos em trés misturas: a e B-amirina; breina e
maniladiol; lupenona, a e B-amirinona. Além disso, foi possivel verificar que este
material se apresenta como uma fonte alternativa para a obten¢do de a e B-amirina
em quantidade significativa (VIEIRA JUNIOR et al., 2004).

Silva (2012) estudou o xilema secundario da Protium altsonni e identificou a
presenga majoritaria dos sesquiterpenos: a-calacoreno e epi-a-muurolol. Machado et
al. (2003) realizou um estudo sazonal das folhas e galhos da Protium spruceanum
(Benth.) Engl., encontrando monoterpenos e sesquiterpenos nas amostras coletadas
durante 12 meses, com grande variacdo dos monoterpenos durante esse ano. Silva
et al. (2009), analisou o0 extrato hexanico de oleo-resinas das Protium apiculatum,
Protium grandifolium, Protium hebetatum, Protium heptaphyllum, Protium
paniculatum, Protium strumosum e Protium tenuifolium encontrando os seguintes
grupos de substancias: monoterpenos, triterpenos, sesqueterpenos, hidrocarbonetos
e fenil-propandides. Pela primeira vez MARQUES et al. (2010) relata a composicao
guimica do oleorresina de espécies de Protium coletadas no estado do Acre. No
entanto, o 6leo essencial a partir da resina de P. heptaphyllum subsp. heptaphyllum
(PHH) mostra diferencas relevantes entre as trés espécies estudadas de Protium, esta
espécie foi a Unico que apresentou quatro hidrocarbonetos lineares com rendimento
de 20,47%, sendo n-tretadecano (13,38%) o segundo componente mais concentrado.

Os Oleos essenciais de Protium hebetatum demostraram a-pineno como
constituinte principal, com concentracbes que variam de 21,9% para 51,9% e
presenca de uma elevada percentagem de sesquiterpendides. Outros monoterpenos
encontrados foram B-felandreno, a-felandreno, -pineno, trans-di-hidro-a-terpineol, a-
terpineol e a-terpineno (SILVIA et al., 2013). Estudos com o caule de Protium
hebetatum identificaram e isolaram uma mistura de dois terpenoides (a e B-amirina),
de trés esteroides (campestrol, estigmasterol e sitosterol) (SILVA et al., 2009; COSTA
et al 2012) e uma cumarina (escopoletina) (COSTA et al., 2012).

Os oleos de folhas e galhos de Protium mostraram predominancia de a-
copaeno (19,6 e 15,2%) e trans-cariofileno (16,4 e 10,1%), respectivamente, além
espatulenol (13,9%), detectado no 6leo das folhas. Os principais constituintes em
folnas de P. subs heptaphyllum ulei foram a-copaeno (11,8%), trans-cariofileno



(16,9%) e germacreno B (12,8%). Os 6leos de P. pilosissimum foram marcados pela
presencga de B-sesquiphellandrene (24,3%) nas folhas (CARVALHO et al., 2013).

A dor é definida segundo a Associacao Internacional para Estudo da Dor
(IASP) como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
tecidual potencial ou real, ou em termos que sugerem tal dano (BASBAUM,;
BUSHNELL, 2002). Desta forma, além da experiéncia emocional, a dor esta associada
a um componente sensorial, denominado sistema nociceptivo, o qual depende da
ativacdo de receptores especificos, 0s nociceptores, e vias neuroanatbmicas que
fazem comunicacdo entre o sistema nervoso periférico e o sistema nervoso central
(RUSSO; BROSE, 1998; JULIUS; BASBAUM, 2001; MENSE, 2009).

Fisiologicamente, a dor pode ser classificada em nociceptiva, neurogénica e
psicogénica, como pode envolver mais de um destes trés mecanismos. A dor
nociceptiva € o resultado de um estimulo (p. ex., térmico, quimico) nos receptores de
dor, podendo ser somética, se sua origem for a pele, 0ssos ou musculos, ou pode ser
visceral se for originada nos 6rgdos abdominais e toracicos, acompanhada de
inflamacédo, a exemplo da dor pds-operatéria e da queimadura. A dor neuropatica
resulta da lesé@o no sistema nervoso central ou periférico, e manifesta-se na auséncia
de agressodes teciduais. J& a dor psicogénica é aquela em que o estimulo psiquico
seria responsavel por seu eliciar (BOWSHER, 1999; MILLAN, 1999; GALLUZZI, 2007
KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; ALVES NETO, 2009).

Essas categorias de dor — fisiol6gica, inflamatdria, neuropética e psiquica —
sdo produzidas por varios mecanismos diferentes. A conduta ideal € a de que o
tratamento seja direcionado mais para 0s mecanismos especificos do que para a
supressdo do sintoma da dor. Na atualidade, dispde-se de diversos agentes
farmacoldgicos para alivio da dor. Esses farmacos possuem mecanismos de acao que
interferem na resposta dos neurdnios aferentes primarios a estimulos sensoriais
somaticos ou viscerais, com transmissdo da informacdo ao cérebro e resposta
perceptual a um estimulo nociceptivo. A discussdo que se segue sobre a dor e a
farmacologia dos analgésicos comec¢a com a descricdo dos mecanismos pelos quais
os estimulos nocivos levam a percepcéao da dor (LOESER; TREEDE, 2008).

As dores de origem inflamatorias e as neuropaticas séo transtornos clinicos,
gue afetam pacientes e podem promover dores cronicas que permanecem ainda nos
dias atuais sem uma terapia realmente eficiente na grande maioria dos casos. Ambos

processos sao caracterizados por estados de hipersensibilidade no foco ou gatilho da



lesdo e na area adjacente (WOOLF; SALTER, 2000). Quando o sujeito experimental
ndo pode definir verbalmente a resposta de dor, como no caso dos animais, torna-se
preferivel a utilizacdo do termo “Resposta Nociceptiva” por englobar as respostas
comportamentais e neurofisiolégicas da dor, dissociando-as do carater cognitivo-afetivo
da resposta. Dessa forma, apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de
comunicar verbalmente a ocorréncia da dor, quando sdo submetidos a um estimulo
nociceptivo, eles exibem respostas comportamentais, motoras e fisiolégicas semelhantes
as observadas em humanos (LAPA et al., 2003).

Nocicepcéo, no entanto, é o processo pelo qual estimulos nocivos sao detectados
por uma subpopulacédo de fibras nervosas periféricas especializadas, denominadas de
nociceptores (BASBAUM et al., 2009). Os nociceptores sdo terminagdes neuronais
livres dos neurénios de primeira ordem, que estdo amplamente distribuidos na pele,
vasos, musculos, articulacdes e visceras. Estruturas especificas responsaveis pela
deteccdo do estimulo nociceptivo em nivel periférico, cuja funcdo é preservar a
homeostasia tecidual, assinalando uma injuria potencial ou real (WILLIS;
COGGESHALL, 2004; KLAUMANN et al., 2008). Estao descritos em quatro classes:
0S mecanicos, térmicos, polimodais e silenciosos. Os nociceptores mecanicos
respondem a pressao intensa; 0s nociceptores térmicos respondem a temperaturas
extremas, quentes (> 45 °C) ou frias (< 5 °C) e possuem fibras A mielinizadas, em
conjunto esses nociceptores de fibra A &-f sdo denominados mecanotérmicos. Os
nociceptores polimodais respondem aos estimulos nocivos mecanicos, térmicos ou
quimicos. Os nociceptores silenciosos sdo ativados por estimulos quimicos,
mediadores inflamatorios, e respondem a estimulos mecéanicos e térmicos somente
depois de serem ativados (FEIN, 2011).

Os nociceptores sao responsaveis por transmitir o sinal nociceptivo da
periferia para os neurbnios secundarios que estdo localizados no corno dorsal da
medula, estes que transmitem as informacdes para 0s centros integrativos do Sistema
Nervoso Central (SNC) através de vias ascendentes da medula espinhal (RAJA;
MEYER; CAMPBELL, 1988). As fibras sao divididas em trés categorias e possuem
propriedades diferentes, o que Ihes permitem transmitir tipos diferentes de informacéao
sensorial, a primeira sdo as fibras sensoriais primarias Aa e AB de grandes calibres e
altamente mielinizadas, permitindo-lhes, assim, conduzir rapidamente potenciais de
acao, responsaveis pela informacao proprioceptiva (toque leve e pressdo na pele); na

segunda estdo os neurbnios de corpos celulares de pequeno e médio diametro,
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formados pelas fibras C amielinizadas de conducéo lenta, responsaveis por detectar
estimulos dolorosos (dor lenta ou segunda dor), as terminagdes desse tipo de fibra
sao polimodais, termossensiveis ao calor e frio, sensiveis aos estimulos mecanicos e
por substancias quimicas como acetilcolina, serotonina, histamina, bem como a
capsaicina, e sdo consideradas fibras importantes no estudo da dor clinica e por fim,
as fibras Ad pouco mielinizadas e menores em diametro que as torna mais lenta que
AB, respondendo tanto a estimulos térmicos quanto a mecanicos (dor rapida ou
primeira dor). Conjuntamente, as fibras Ad e C sdo denominadas de nociceptores,
respondendo a estimulos nocivos, sejam eles mecéanicos, térmicos ou quimicos
(BASBAUM et al., 2009; HUCHO; LEVINE, 2007; CARLINI; MENDES, 2011).

Estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica ou quimica podem ativar
canais ibnicos especificos presentes nos terminais periféricos de fibras aferentes
nociceptivas, gerando correntes despolarizantes que, dependendo da intensidade,
iniciam os disparos dos potenciais de a¢do por ativacdo de canais de sédio sensiveis
a voltagem. Quando os nociceptores sdo ativados por algum tipo especifico de
estimulo esta sensacéo é transmitida por vias aferentes até o ganglio da raiz dorsal
(RITTNER; BRACK; ESTEIN, 2008). Esses neur6nios entdo fazem sinapses com 0s
neurénios de segunda ordem na superficie do corno dorsal da medula espinhal. Neste
processo o corno dorsal age como um filtro de informacdes dos sinais periféricos antes
de envia-los a sitios supraespinhais, como o talamo, cortex somatossensorial, cortex
insular e coértex cingulado, onde as informag@es transmitidas serdo processadas no
contexto nociceptivo (SCHMIDTKO; TEGEDER; GEISSLINGER, 2009)

Sabe-se que uma vez ativadas, as fibras aferentes primarias liberam varios
neurotransmissores (p. ex. glutamato, substancia P), que por sua vez irdo ativar
neurdnios de segunda ordem do tipo especificos, localizados em laminas de Rexedna
medula espinhal, especialmente as laminas I, Il e V. A organizacao citoarquitetonica
da medula espinhal permite distinguir anatomicamente onde cada tipo de fibra
aferente priméria termina, sendo que as laminas de | a VI faz em parte do corno dorsal,
as laminas VII, VIII e IX constituem o corno ventral e a lamina X representa as células
organizadas ao redor do canal medular (WILLIS; COGGESHALL, 1991; MILLAN,
1999; TODD; KOURBER, 2005; RIBEIRO-DA-SILVA; KONICK, 2008; MENSE, 2009).

A maioria dos neurbnios presentes nas laminas |, Il e Ill possuem neurdnios
gue permanecem na medula espinhal, realizando localmente conexdes com o0s

neurdénios de projecdo, estes sdo chamados de interneurdnios, os quais podem ser
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divididos em duas classes principais: excitatérios (glutamatérgicos) e inibitérios
(GABAérgicos). Entretanto, existem sinapses diretas entre as vias aferentes primarias
e as ceélulas de projecdo, as quais utilizam, por exemplo, a substancia P como
transmissor (TODD et al., 2002; NAIM et al., 1997). O glutamato quando liberado pelas
fibras aferentes primarias atua instantaneamente em receptores glutamatérgicos,
estimulam a atividade de enzimas intracelulares e a producdo de segundos
mensageiros hiperalgésicos, tal como o NO (BEIRITH et al., 2002). Esta acdo persiste
somente por alguns milissegundos, gerando uma sensacdo de dor rapida. Ja a
substancia P é liberada mais lentamente, tendo sua concentracdo aumentada em um
periodo de segundos ou mesmo minutos, sugerindo uma sensacdo de dor mais
duradoura (GUYTON & HALL, 2011). O CGRP juntamente com a substancia P pode
agir em outras células-alvo como mastécitos e musculo liso vascular, produzindo
inflamag&@o neurogénica com sintomas como rubor, edema e hipersensibilidade
(RICHARDSON & VASKO, 2002).

A inflamacéao foi caracterizada clinicamente em 30 a.C. pelo médico romano
Cornélio Celsus por guatro sinais cardinais: calor, rubor, edema e dor. Posteriormente,
0 patologista alem&o Rudolf Virchow (1871) acrescentou a perda da funcédo do
membro afetado. A inflamacéo tem como objetivo levar a resolu¢do do dano tecidual,
contribuindo assim para o processo de homeostasia (GILROY et al., 2004).

O processo inflamatdrio é dividido em agudo e cronico por um critério temporal
e por algumas diferencas nos mediadores inflamatérias presentes em cada condicao.
A inflamacdo aguda é subdividida em trés fases: vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e migracao leucocitaria, sendo cada uma dessas fases
imprescindiveis para o surgimento da préxima (SCOTT; LAM; FERRELL, 1994).
Dentre estas alteracdes, podemos destacar a migracdo de leucdcitos para o foco
inflamatorio como uma estratégia fundamental na defesa do organismo contra
infeccdes (MALECH & GALLIN, 1987).

As alteracdes no fluxo sanguineo e no calibre vascular se iniciam logo apos a
lesdo, na seguinte ordem: vasodilatacdo, induzida principalmente pela histamina,
bradicinina e NO, responsavel pelo calor e rubor; e extravasamento vascular de fluido
rico em proteinas, responséavel pelo edema (KUMAR et al., 2005). A vasodilatacéo e
o extravasamento de fluidos sdo acompanhados pela marginacéo, rolamento, adeséo
e transmigragdo endotelial de leucdcitos para a area lesada, sendo uma das

caracteristicas da resposta inflamatoria associada a dor (SHERWOOD & TOLIVER-
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KINSKY, 2004; GOSSLAU et al, 2011). Os leucécitos liberam substancias
algiogénicas, dentre elas a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, substancia
P, PGE2, leucotrienos, TNF-q, IL-1B, e adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Essas
substancias sensibilizam os nociceptores que transmitem o impulso nervoso para o
sistema nervoso central e também liberam a substancia P no sitio da inflamac&o, um
neuropeptidio de primeira ordem que estimula a vasodilatagdo juntamente com a
continuidade do proprio processo inflamatério, observe os mediadores envolvidos na
acao no Quadro 01 (TAIWO & LEVINE,1991; GUIEU et al., 1996; MILLAN, 1999;
CALIXTO et al., 2000; CALIXTO et al., 2001; TEIXEIRA, 2001).
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Quadro 01 Mediadores inflamatoérios, tabela modificada de Pereira, 2006.

Mediador
Inflamatério

Acéo sobre
0s
nociceptores

Caracteristicas e
Efeitos

Referéncias
Bibliogréaficas

Substancia P

Ativacéo e/ou
sensibilizacdo

Hiperalgesia direta e
indireta por atuacéo
em receptores NK-1,
sinergismo com o
glutamato

(Furst, 1999)

(Lofgren et al., 1999)
(Turnbach e Randich, 2002)
(Carlton et al., 1998)

(Teoh et al., 1996)

Prostaglandinas

Sensibilizacao
e/ou Ativacao

Hiperalgesia em
modelos de dor
inflamatéria e
neuropética sensivel
aos inibidores da
ciclooxigenase

(Vane, 1971)

(Malmberg e Yaksh, 1995)
(Yang et al., 1996)

(Hay et al., 1997)
(Syriatowicz et al., 1999)
(Tonai et al., 1999)
(Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004)

Inducéo de analgesia
ou hiperalgesia,

(Okuda et al., 2001)
(Doursout et al., 2003)

e Sensibilizagao dependente da (Sousa e Prado, 2001)
concentracao.
Hiperalgesia mediada | (Dray, 1997)
por receptores B2 (Steranka et al., 1988)
constitutivos e B1 (Lopes et al., 1995)
induzidos, além do (Lopes et al., 1993)
aumento da sintese (Andreeva e Rang, 1993)
de (Marceau et al., 1998)

L Ativacédo e/ou outros mediadores (Ni et al., 1998)

e el sensibilizacdo em (Dray e Bevan, 1993)
modelos de dor (Mathis et al., 1996)
aguda (Austin et al., 1997)
e crbnica (Ferreira et al., 1993)
(neuropética).
Sensibilizacdo de
receptores TRPV1

NGF (fator de
crescimento
neural)

Sensibilizacao

Modulacéo da
expressdo génica de
nociceptores,
sensibilizacdo de
receptores TRPV1

(Winkelstein, 2004)
(Marchand et al., 2005)

Citocinas pro-
inflamatérias:
interleucina IL-1B, IL-
6, IL-8 e

fator de necrose
tumoral (TNF-a)

Sensibilizacao

Hiperalgesia em
modelos de dor
aguda

inflamatéria e crénica
(neuropética).

(Stein et al., 1988)
(Cunha et al., 1991)
(Fukuoka et al., 1994)
(George et al., 2005)
(Schafers et al., 2001)
(Murphy et al., 1999)
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O acido araquiddnico (AA) liberado a partir de fosfolipidios de membrana
através da enzima fosfolipase Az (ativada por diversos estimulos: quimico,
inflamatorio, traumatico ou mitogénico), possui um papel regulador na fisiologia celular
e é fundamental na inflamacédo, uma vez que serve como substrato para diferentes
enzimas produtoras de eicosanoides (BALSINDE et al., 1998; KUMMER & COELHO,
2002). Este acido graxo é metabolizado por trés sistemas enzimaticos principais: a
ciclooxigenase (COX), responsavel pela producéo de prostaglandinas; a lipoxigenase
(LOX), que produz leucotrienos; e as epoxigenases do citocromo P-450, que originam
os acidos epoxieicosatrienoicos (EET) (SPECTOR et al., 2004; ROCHA et al., 2007).

As prostaglandinas, metabdlitos derivados da acdo das COXs sobre o AA,
desenvolvem acdes importantes nos processos fisiolégicos normais e também nos
processos patoldgicos, através de receptores EP1, EP2, EP3 e EP4 (KOBAYASHI &
NARUMIYA, 2002). Os efeitos biolégicos das prostaglandinas incluem a regulacdo da
funcao vascular, modulacéo das fun¢Bes neuronais e renais, o processo de ovulagao,
a protecdo da mucosa gastrica, a dor e inflamacao (SAMUELSSON et al., 2007; LEVY
et al., 2001; ROCHA et al., 2007; WALLACE, 2008). Nos vasos, as prostaglandinas
sdo responsaveis pela vasodilatacdo e pelo edema no processo inflamatério, e
também age como um mediador lipidico importante no processamento dos sinais
dolorosos periféricos ou centrais, uma vez que o0s receptores de PG sdo expressos
nas fibras sensoriais (ZEILHOFER & BRUNE, 2006; VANEGAS & SCHAIBLE, 2001).

Os neutrdfilos sdo os principais leucdcitos que participam na defesa do
organismo durante o processo inflamatério agudo (MALLECH & GALLIN, 1987). A
migracao destes leucdcitos durante o processo inflamatdrio é decorrente da liberagéo
de mediadores quimiotaxicos, como os mediadores lipidicos (PGEZ2), citocinas e
quimiocinas, que promovem o0 aumento da adesdo dos neutrofilos com as células
endoteliais (MALLECH & GALLIN, 1987; DAL SECCO et al., 2006). Este processo
ocorre inicialmente, através do rolamento dos neutréfilos sobre o endotélio venular,
sendo este evento mediado por uma familia de moléculas de adesdo denominadas
selectinas (L, P, E). A seguir, ocorre uma forte adeséo entre os neutrofilos e as células
endoteliais, mediada por integrinas (B2-integrinas) e imunoglubulinas, tais como as
moléculas de adeséo intercelular tipo 1 (ICAM-1). Esta aderéncia permite, portanto,
que os neutréfilos transmigrem para o foco inflamatério através das juncdes

intercelulares (diapedese) presentes nas células endoteliais (BURKE-GAFFNEY &
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HELLEWELL, 1996; SMITH, 1993; ZHANG et al., 2001; PANES et al., 1999;
DINARELLO, 2000).

No entanto, apesar do recrutamento de neutroéfilos ser uma resposta protetora
do organismo, a ocorréncia de uma resposta exacerbada gera efeitos indesejaveis o
que pode levar a um progressivo dano tecidual no local inflamado, podendo este
fenbmeno ocorrer em diferentes doencas inflamatérias. Portanto, o bloqueio do
trafego de neutrdéfilos durante o processo inflamatério vem sendo um alvo promissor
na descoberta de novos farmacos anti-inflamatérios (MALECH & GALLIN, 1987).

Associado ao processo inflamatorio, na maioria das situagBes ocorre o
aparecimento de dor. Descrita como dor inflamatéria, este evento é decorrente da
liberacdo de mediadores inflamatorios, que provocam ativacéo e/ou sensibilizacdo dos
nociceptores. No caso da sensibilizacdo, ocorre uma diminuicdo do limiar de ativacéao
do nociceptor, fazendo com o que o mesmo seja ativado por estimulos que em
condi¢cdes normais seriam inécuos (MILLAN, 1999; VERRI JR et al., 2006). Na
inflamacéo, as prostaglandinas sédo reconhecidas como um dos principais mediadores
responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores. Tal fato € compreensivel, devido
a acao analgésica dos anti-inflamatdérios nao esteroides (AINES), que inibem a sintese
de prostaglandinas, consequentemente diminuindo a dor inflamatéria. No entanto,
devido aos muitos efeitos adversos, como por exemplo, problemas renais e gastricos
atribuidos ao uso prolongado dos AINEs, o controle da dor inflamatoéria ainda € um
desafio (VERRI JR et al., 2006).

Outro grupo de anti-iflamatérios séo os glicocorticéides, hormonios esteroéides,
que possue em sua estrutura, um nucleo esteroide, formado por quatro anéis com 17
atomos de carbono, que remetem ao seu precursor, a molécula de colesterol
(KRAEMER, 2007), eles estdo entre os farmacos mais utilizados no mundo e séo
eficazes no tratamento de doencas inflamatorias e imunologicas, incluindo asma,
dermatites, artrite reumatoéide e alguns casos de cancer (DE BOSSCHER et al., 2010).
Os orgaos classicamente responsaveis pela sintese dos glicocorticbides sédo as
adrenais, ou supra-renais, que sao glandulas enddcrinas localizadas sobre os rins. Ha
evidéncias de que outros 0rgaos, incluindo pele, intestino, timo e coragcéo, podem ser
capazes de sintetizar glicocorticoides, uma vez que ja foi detectada a presenca de
enzimas esteroidogénicas, bem como niveis significativos de glicocorticéides, mesmo

apos adrenalectomia, nestes 6rgdos (TAVES et al., 2011).
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Dentre os recentes progressos dos estudos de dor inflamatéria, destaca-se o
papel das citocinas. Estudos tém mostrado que a liberacdo dos mediadores
hipernociceptivos (como as prostaglandinas) durante o processo inflamatorio, é
decorrente de uma cascata de eventos iniciais, desencadeada por diferentes citocinas
pro e anti-inflamatorias. Devido a este achado, estas moléculas se tornaram alvos na
descoberta de novos farmacos analgésicos (VERRI JR et al., 2006; CUNHA et al.,
2005). O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) € uma das principais citocinas que
controlam o processo proé-inflamatéria (ARSLAN; ERDUR; AYDIN, 2010), sintetizada
como uma proteina transmembrana com massa molecular de 26 kDa (GALIC; OAKHILL,;
STEINBERG, 2010). O TNF-a sofre uma clivagem antes de ser liberada para a circulagao
como uma molécula soltvel, sendo a primeira a ser liberada apés um estimulo
inflamatorio, levando a aumento da expressao da COX e producdo de PGE2 (WEI et
al., 2007). Seus efeitos sdo mediados por dois receptores: TNFR1 e TNFR2, sendo
gue o primeiro esta relacionado com apoptose, com a dor neuropatica e com a dor
inflamatéria, e o segundo com o processo inflamatério (CUNHA et al., 2005;
SOMMER; SCHMIDT; GEORGE, 1998).

A importancia de avaliar a acdo farmacolégica de drogas vegetais,
principalmente com informacdes restritas a dados etnofarmacoldgicos e ainda,
considerando a importancia do potencial farmacoldgico reportado ao género da
espécie em estudo, o presente trabalho visou investigar preliminarmente o perfil
fitoquimico, a seguranca toxicoldgica, e as acdes analgésicas e/ou anti-inflamatorias

dos extratos de Protium sp.



17

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

eEstudar o perfil fitoquimico e avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatéria do

extrato da planta Protium sp. em camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

eldentificar qualitativamente as classes de metabdlicos secundarios presentes nos
extratos hidroalcodlicos da casca (EHCPsp) e folha (EHFPsp) de Protium sp;
eAvaliar a toxicidade aguda dos EHCPsp e EHFPsp;

eInvestigar o efeito do EHCPsp na performance motora dos animais através do teste
de RotaRod;

eAvaliar o efeito do EHCPsp sobre a resposta nociceptiva nos testes de contorcdes
abdominais induzidas por &cido acético, teste da formalina, teste de imerséo da cauda,
teste da placa quente e hipernocicepcédo mecanica (Von Frey);

eAvaliar o efeito do EHCPsp sobre resposta inflamatéria no modelo de edema de pata

induzido por carragenina, prostaglandina e TNF-a.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA BOTANICA

As folhas e cascas da planta Protium sp. foram coletadas no municipio de
Mancio Lima - Acre, localizacdo 18 UTM 723548 7439155643 471 (Figura 02), entre
0s meses de maio e novembro de 2014, autorizado pelo Sisbio/ICMBIio nimero 45912-
1.

B | C

Figura 02 Coleta, detalhes de Protium sp. Tronco e copa (A); Tronco, apos
coleta da casca (B) e folhas destacadas, para preparo de exsicata (C).
Foto — Roberta de F. Lopes.

A coleta de espécimes foi feita usando-se os procedimentos padrao de coleta e
herborizacdo (MARTINS-DA-SILVA, 2002; MARTIN, 1995; CUNNINGHAM, 2001). As
arvores foram georreferenciadas, fotografadas e preenchido um questionario

contendo informacfGes de localizagdo, principais caracteristicas macroscoépicas,
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aspecto da arvore, local ao redor da arvore (seco, alagado, beira de rio), presenca de
flor ou fruto, caracteristicas da casca, copa e tronco.

O material coletado foi acondicionado em uma prensa de madeira e levado
para a estufa (SIMOES et al., 2003) para secagem e, posteriormente, confeccdo de
exsicatas que foram encaminhadas para o Herbario da UFAC com o nimero de tombo
20410.

3.2 OBTENCAO DE EXTRATOS

Antes de cada procedimento todo o material foi pesado para calculo do
rendimento final do extrato seco (figura 03). As folhas e cascas foram secas em estufa
(modelo Solab SL — 102) com temperatura controlada (35 °C para folhas e 40 °C para
casca) e com circulacao de ar durante quatro dias. Em seguida, o material foi triturado
em moinho de facas (modelo Marcone MA — 340), pesado, identificado e armazenado

para extracao.

B Z cE
Figura 03 Preparo do Material Vegetal de Protium sp.
Folhas em estufa - Secagem (A); Moinho-moagem do

material (B) e o p6 da planta submetido a pesagem (C).
Foto — Roberta de F. Lopes.
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Para obtencdo dos extratos o material vegetal foi submetido & percolacao
exaustiva por 72 horas em temperatura ambiente. Os solventes utilizados foram:
alcool 70%, hexano PA e cloroférmio PA, de acordo com as metodologias previamente
descritas (FARMACOPEIA BRASILEIRA 2 ed. 1959; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
4 ed. 1988; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002; FOSTER, 1949; COSTA, 1972 b;
COSTA, 1972 c). Os extratos obtidos foram concentrados em evaporador rotativo-rota
vapor (modelo Fisatom), com temperatura controlada para eliminacdo quase que total
dos solventes (Figura 04).

Por fim, os extratos hidroalcodlicos foram congelados por 24 horas e
liofilizados em liofilizador modelo L-101 (Figura 04). Para os extratos hexanicos e
cloroférmicos foi utilizado estufa a 40 °C para eliminagdo total dos solventes. As
amostras foram pesadas, identificadas e armazenadas em geladeira, resultando em:
(a) extrato seco hidroalcoodlico da folha de Protium sp (EHFPsp), (b) extrato seco
hexanico de folha da Protium sp (EHeFPsp), (c) extrato seco cloroférmico da folha de
Protium sp (ECFPsp), (d) extrato seco hidroalcodlico da casca de Protium sp
(EHCPsp), (e) extrato seco hexanico da casca de Protium sp (EHeFPsp) e (f) extrato
seco cloroférmico da casca de Protium sp (EHFPsp).

Figura 04 Processo de obtencéo dos extratos de Protium sp. Percoladores (A), evaporador

rotativo (B) e liofilizador (C). Foto - Roberta de F. Lopes.

Extratos secos sao preparacoes solidas obtidas pela evaporacao do solvente
utiizado na sua preparagdo. Apresentam, no minimo, 95% de residuo seco,
calculados como percentagem de massa. Os extratos secos da folha apresentaram

coloragéo verde e da casca coloracdo marrom. O rendimento médio do extrato foi
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calculado em base seca, utilizando se e seguinte formula: Rendimento (%) = extrato
seco (g) / material vegetal (g) x 100 (FARMACOPEIA BRASILEIRA 2010). O processo

de obtencao dos extratos e rendimento estédo representados nas figuras 05 e 06.

Folha Fresca
25509

F Folha Seca: 1 200 g
(47%)

EOO g F.S. + alcool 70% F300 g F.S. + Hexano

— Rota vapor — Rota vapor
‘ 360 ml de extrato 60 ml de extrato
EHFPsp EHeFPsp

44 g de extrato seco 12 g de extrato seco
EHFPsp EHeFPsp
(8%) (4%)

300 g F.S. + Cloroférmio

—— Rota vapor

‘ 60 ml de extrato
ECFPsp

13 g de extrato seco
ECFPsp
(4,3%)

Figura 05 Esquema do processo utilizado para obtengéo dos extratos secos da folha de Protium sp.
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Casca Fresca
‘ 2700 g

Casca Seca:1000 g

(37%)
- I . I o I
400 g C.S.+ Alcool 70% 300 g C. S. + Hexano 300g C.S.+ Cloroférmio
EHCPsp EHeCPsp ECCPsp
— Rota vapor —> Rota vapor —» Rota vapor
150 ml de extrato 60 ml de extrato 60 ml de extrato
EHCPsp EHeCPsp ECCPsp
20 g de extrato seco 10 g de extrato seco 11 g de extrato seco
EHCPsp ‘ EHeCPsp ECCPsp
(5%) (3%) (3,6%)

Figura 06 Esquema do processo utilizado para obtencédo dos extratos secos da casca de Protium sp.

3.3 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

Para a caracterizacdo fitoquimica, foi realizada uma prospeccéo fitoquimica
de aliquotas dos extratos secos (EHFPsp e EHCPsp) para deteccéao qualitativa dos
seguintes grupos de metabdlitos secundarios: Acidos Organicos, alcaloides,
antraquinonas, cumarinas, fendis, flavonoides, saponinas, triterpenos/esteroides e
taninos (SIMOES et al., 2003; MATOS, 1997; AZEVEDO et al., 2014).
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3.2.1Acidos Organicos

Foi realizada utilizando uma aliquota de 2 ml da fracdo aquosa do extrato,
adicionando 18 (dezoito) gotas do reativo de Pascova A e em seguida 2 (duas) gotas
do reativo de Pascova B. A descoloracdo do reativo representa reagao positiva para
acidos organicos.

3.2.2 Alcaloides

Foram adicionados 2 mg do extrato etandlico em tubo de ensaio e, em
seguida, adicionadas quinze gotas de hidroxido de sodio a 1% para alcalinizacéo
acrescidos de 2 ml de 4gua e de 2 ml cloroférmio. A fragdo aquosa foi desprezada e
a fracdo cloroférmica acrescida de quinze gotas de acido cloridrico a 1% e extraida
com 2 ml de agua. A fracao cloroférmica foi desprezada e os testes realizados com a
fracdo aquosa acida, acrescentando-se trés gotas do reagente de Drangendorff,

Mayer e Bouchardat para a verificacdo da presenca de alcaloides.

3.3.3 Antraquinonas

A massa equivalente a 1 g de extrato seco foi agitada com 10 ml de éter etilico
e a solucéo resultante filtrada no fim do processo. A solucéo etérea foi adicionado 1
ml de amoénia diluida e agitada em seguida. A camada aquosa torna-se réseo caso

positivo.
3.3.4Cumarinas
A amostra foi gotejada em papel de filtro. Em seguida, 1 gota da solucéao de

KOH 10% foi adicionada a amostra. A cor azul sob luz UV 365 nm indicaria a presenca

de cumarinas.
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3.3.5 Fendis

Foi realizada em tubo de ensaio contendo 5 ml de fracdo aguosa do extrato
adicionando-se trés gotas de solucdo alcodlica de FeCls e agitando fortemente a
solugéo resultante. A coloracao entre o azul e o vermelho € indicativo de presenca de

fendis.

3.3.6 Flavonoides

Este resultado é observado pela reacao de Shinoda ou Cloreto de Cianidina.
Foram dissolvidos 2 mg das fracdes em 5 ml de Metanol e 1 ml de Acido Cloridrico

concentrado com a presenca de 1 cm de fita de Magnésio.

3.3.7 Saponinas

Em um tubo de ensaio foi adicionado uma aliquota de 5 ml da solucdo mée
aquosa (4 g de extrato seco e 8 ml de agua destilada), em seguida foi adicionado 15
ml da dgua destilada. O tubo foi agitado vigorosamente por dois minutos e colocado
em repouso por 30 min. O aparecimento de uma espuma persistente neste intervalo

indicaria a presenca de saponinas.

3.3.8Taninos

Foi realizada em tubo de ensaio contendo 5 ml de solu¢cdo mae, adicionando-
se trés gotas de solugéo alcoolica de FeCls e agitando fortemente a solugéo resultante.
Precipitado de tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos e tonalidade

verde indica a presenca de taninos flobabénicos.

3.3.9 Terpenos e Esteroides

A presenca de terpeno e esteroides foi detectada utilizando a reagao de
Lieberman-Bourchard. Em um tubo de ensaio uma pequena quantidade do material
vegetal foi solubilizada em 3 ml de Cloroformio, filtrada, foi adicionado 1 ml de anidrido

acético e algumas gotas de Acido Sulftrico concentrado. Apds leve agitacdo, caso a
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solucdo apresente coloracdo azul seguida de verde permanente, seria indicado a
presenca de esteroides, e caso a solugdo apresente uma coloracao entre pardo e

vermelho seria indicado a presenca de terpenos.

3.4 EXPERIMENTOS “in vivo”

3.4.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) linhagem Swiss, machos,
adultos, de 4 a 5 semanas, com peso variando de 25 a 35 gramas, mantidos sob
temperatura controlada (22° £ 1 °C) em ciclo claro-escuro de 12 horas, tratados com
agua e racao ad libitum. Os animais foram fornecidos pelo biotério da UNIFOR
(Universidade de Fortaleza) e pelo biotério de criagdo da Fiocruz - Ronddnia.

Os animais foram divididos em grupos de 6 a 8 individuos, submetidos a jejum

sélido e ambientados de 12 horas antes dos experimentos. Na realizac&do dos testes,
foi assegurado a auséncia de fatores que possam interferir na resposta
comportamental tais como flutuacdes da temperatura ambiente, flutuacdes de ruidos
e diferentes horarios de experimentacéo (TJJLSEN et al., 1992).
Todos os procedimentos usados no presente estudo foram conduzidos de acordo
com as orientacdes éticas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal — CONCEA, seguindo a Diretriz Brasileira Para o Cuidado e a Utilizacdo de
Animais Para Fins Cientificos e Didéaticos - DBCA dos Principios éticos de
experimentacdo animal. Os animais foram manipulados de acordo com os padrdes
estabelecidos pelo Comité de Etica no Uso de animais (CEUA) da Universidade
Federal do Acre (UFAC - n° de processo 23107.014897/2014-70).

3.4.2 Preparo e administracdo de farmacos e extratos

e Extrato hidroalcodlico da casca de Protium sp (EHCPsp): foram diluidos em
solucdo salina (solucéo fisiolégica) 0,9% nas doses de 50, 100, 500, 1000 mg/kg,
administrados por gavagem (v.0.), através de sonda orogéstrica nas proporc¢des 0,1
ml/10g de peso do animal. Como controle administrou-se solugéo salina 0,9% (v.0.).

e A-carragenina, solucdo de formaldeido 37%, PGE2, indometacina, fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) (todos da Sigma-Aldrich®), morfina (cristalia), acido
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aceético glacial (Vetec). As solucdes de acido acético 0,8%, formalina 1%, carragenana
1%, PGE2 e TNF-a foram preparadas em solugdo salina 0,9%. A indometacina foi
dissolvida em solucéo de bicarbonato de sédio 5%.

e As doses para cada agente foi: Acido acético 0,8% (10 ml/kg via
intraperitoneal), Carragenina 1% (300 ug/pata), TNF-a (5 ng/pata) e PGE2 (30
nmol/pata) (0,05 ml via subcutanea intraplantar na pata posterior direita),
indometacina (10 mg/Kg via intraperitoneal), morfina (dose de 0,01 ml a cada 20 g de
massa corporal por via intraperitoneal), formalina 1% (0,025 ml via subcutanea
intraplantar no dorso da pata posterior direita).

3.4.3 Avaliacao da toxicidade aguda oral

A avaliacdo da toxicidade aguda oral foi realizada pelo método descrito por
VALADARES, 2006; OECD, 2001. Foi administrado por via oral, doses dos extratos
da casca e efolha de Protium sp de 2000 mg/kg e na auséncia de letalidade ou
toxicidade, foi administrada a dose de 5000 mg/kg. O grupo controle recebeu solugao
salina 0,9% (v.0.). Os animais foram observados durante os primeiros 180 minutos.
Apoés as trés horas de observacdo, os animais voltaram a receber racdo e agua e
foram observados a cada 12 h durante 3 dias. Os parametros comportamentais
observados foram: atencdo, alerta, analgesia, atividade motora espontanea,
locomocédo, sedacdo, miccéo, diarreia, convulsdo, coma e morte, descritos por
ALMEIDA et al., 1999). No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados

com dose toxica de anestésico.

3.4.4 Atividade locomotora (teste do RotaRod)

O teste do RotaRod foi empregado para avaliar a coordenagdo motora e
equilibrio dos animais (CARTER et al., 2012) identificando possiveis efeitos sobre a
funcdo motora ou efeitos sedativos dos extratos de Protium sp. Foi utilizado para o
teste, Rotarod para camundongos (modelo EFF 412 Insight) com barra giratéria
diametro de 3,175 cm, com sistema de cronometragem de permanéncia do animal na
barra, deteccdo de queda do animal através de impacto e contagem de quedas do

animal.
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Os animais foram previamente treinados na barra giratdria, com rotacao fixa
de 9-10 rpm em 1 minuto de permanéncia, por um periodo de 5 dias. No dia do
experimento, os animais foram tratados com extrato de Protium sp nas doses: 100
mg/kg, 500 mg/kg e 1000 mg/kg v.o. e grupo controle 0,1 ml/10 g (salina) v.0. Os
animais foram submetidos ao teste nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pos-
gavagem, avaliando-se tempo, em segundos, de permanéncia na barra giratoria
(Figura 7). No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose toxica

de anestésico.

3.4.5 Atividade antinociceptiva

3.4.5.1 Teste de contor¢cdo abdominal induzida por acido acético

O Teste de contor¢cdo abdominal induzida pelo &cido acético € um modelo de
dor visceral induzido por substancia quimica irritante que se baseia na contagem dos
comportamentos de contor¢cfes da parede abdominal seguidas de tor¢ao do tronco e
extensdo dos membros posteriores, como resposta reflexa a irritacdo peritoneal e a
peritonite produzidas pela injecdo de acido acético 0,8% (KOSTER et al., 1959).

Apbs 60 minutos da administracdo dos extratos de Protium sp (tratamento) ou
de solucéo fisioldgica, cada animal recebeu acido acético 0,8% por via intraperitoneal.
Apods 10 minutos inicia-se a contagem do numero de contor¢des, durante 20 minutos.
No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose toxica de

anestésico.

3.4.5.2 Teste da placa quente

O teste da placa quente foi empregado para avaliar se os extratos de Protium
sp possuem atividade analgésica central a nivel de encéfalo. Neste teste avalia-se o
tempo necessario para que o animal exiba resposta comportamental em resposta a
exposicdo ao estimulo térmico nociceptivo (YU et al.,, 2012). A resposta
comportamental € caracterizada pelo comportamento de saltar, levantar ou lamber as
patas, considerado indicativo de resposta nociceptiva (WOOLFE e MACDONALD,
1944). Foi utilizado um aparelho do modelo EFF 361 Insight, constituido de placa
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aquecedora, crondmetro, controle remoto e caixa de acrilico com aproximadamente
280 mm acoplada a placa.

Os animais foram pré selecionados 24 h antes do teste, sendo considerados
aptos aqueles que exibiram resposta nociceptiva no intervalo entre 8 a 16 segundos
sobre a placa aquecida (53 °C =1 °C). Para se evitar lesdes teciduais, 0os animais
foram mantidos na placa quente por tempo maximo de 25 s. No dia do teste, os
animais selecionados o foram pré-tratados com diferentes doses de extrato ou veiculo
e submetidos ao teste nos tempos 0, 60, 120 e 180 minutos pés-tratamento. No final

dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose téxica de anestésico.

3.4.5.3 Teste de imersao da cauda

O teste de imerséo da cauda € um teste de nocicepcao térmica que consiste
em avaliar a laténcia necessario para que o camundongo exiba resposta reflexa de
retirada da cauda em resposta a imersédo do terco distal da cauda em banho com
aguecido a 54 °C £ 1 °C (D’AMOUR; SMITH, 1941). Esse modelo de nocicepcédo
térmica permite identificar substancias com propriedades analgésicas de acdo central
a nivel medular (arco reflexo). Para o estudo, empregou-se um banho-maria (modelo
digital Sieger Stern 6) com cuba em aco inox de 6 litros capacidade com aquecimento
eletronicamente controlado.

Para a realizacao do teste, obteve-se inicialmente a laténcia basal média de
3 medidas basais consecutivas com 5 segundos de intervalo entre elas. Institui-se 10
segundos como tempo maximo de exposicdo do animal para evitar possiveis danos
teciduais na cauda. Apds a obtencdo das medidas basais, os animais foram pré-
tratados com extrato de Protium sp por gavagem e, em seguida, a laténcia de retirada
da cauda foram verificadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos pos-tratamento.
No final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose tdéxica de

anestésico.
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3.4.5.4 Teste da Formalina

O teste da formalina € um modelo de dor persistente do tipo inflamatério em
gue se avalia 0 comportamento nociceptivo de sacudir, lamber e/ou elevar a pata em
reposta a injecdo intraplantar de formalina na pata direita traseira de camundongo
(HUNSKAAR e HOLE, 1987). Este teste é caracterizado pelo desenvolvimento de
duas fases de respostas comportamentais: a 12 fase, que se desenvolve
imediatamente em reposta a estimulacéo direta dos nociceptores pela formalina; e a
22 fase, na resposta ao desenvolvimento de processo inflamatério local.

Para a realizag&do do experimento, os animais foram pré-tratados com extratos
de Protium sp ou salina administrados por gavagem e, apés 60 minutos, cada animal
recebeu injecdo subcutanea de 0,025 ml de formalina a 1%. Imediatamente apds a
administracdo os animais foram colocados individualmente no aparato de observacéo
dos comportamentos nociceptivos. O aparato triangular é constituido de 3 paredes 25
cm de altura unidas em angulo de 45°, sendo duas das paredes laterais de espelho e
uma parede frontal de vidro transparente, possibilitando ao observador um maior
campo de visdo. Foram registrados os comportamentos nociceptivos (elevacao,
sacudida e/ou lambida de pata injuriada) a cada 5 minutos durante 60 minutos. No
final dos experimentos, os animais foram eutanasiados com dose toxica de

anestésico.

3.4.5.5 Teste de hipernocicepcédo mecéanica (Von Frey)

Este modelo é empregado para quantificar a hipernocicepcao produzida por
mediadores inflamatorios (CUNHA et al., 2004), avaliada como a resposta de retirada
da pata frente ao estimulo mecanico. Para tal, foi utilizado analgesimetro digital
(modelo EFF 301 Insight). Para o experimento, os camundongos foram colocados
individualmente em caixas de acrilico com assoalho de rede de malha ndo maleéavel
através do qual é aplicada no centro da planta da pata posterior uma presséo (forca
em gramas) com um ponteira plastica flexivel até o animal exibir resposta de retirada
da pata estimulada. No presente estudo avaliou-se o efeito do pré-tratamento com
extrato de Protium sp administrados por gavagem na resposta mecanica hiperalgésica
em resposta a injecdo intraplantar de carragenina (300 pg/pata), TNF-a (5 ng/pata) e

PGE:2 (30 nmol/pata). Para tal, cada animal foi pré-tratado com diferentes doses de
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EHCPsp v.o0. e, ap06s 1 hora, recebeu injecdo intraplantar de carragenina (300
Mg/pata), TNF-a (5 ng/pata) ou PGE2 (30 nmol/pata). Em seguida, o animal foi
colocado no aparato de teste e a resposta de retirada da pata foi avaliada no tempo

zero, 60 e 180 minutos apos a injecao dos estimulos.

3.4.6 Atividade anti-inflamatoria
3.4.6.1 Edema de pata

A atividade antiedematogénica do extrato hidroalcodlico obtido da casca de
Protium sp (EHCPsp) foi estudada no modelo de edema de pata induzido por agentes
flogisticos. Neste teste avaliou-se a variacdo do volume da pata por meio do aparelho
pletismémetro (modelo LE 7500) (WINTER et al., 1962).

3.4.6.1.1 Edema de pata induzido por carragenana

Apébs 60 minutos do pré-tratamento com doses do EHCPsp (50, 100, 500 e
100mg/kg) e grupo controle v.o, cada animal recebeu injecdo subcutanea na pata de
0,05 ml de carragenina a 1% (300ug) como agente edematogénico e solucado salina
como controle. O volume das patas foi registrado 1, 2, 3, 4, 5 horas apds a aplicacdo
da carragenana e foi expresso pela diferenca de volume deslocado entre as patas nos

diversos tempos avaliados e o tempo zero.

3.4.6.1.2 Edema de pata induzido por prostaglandina E2

Neste teste foi escolhido a dose de maior eficacia inibitéria do ECHPsp (500
mg/kg) no teste da carragenina, cada animal recebeu na pata 0,05 ml de
prostaglandina E2 (30nmol/pata) agente edematogénico e solugdo salina como
controle. O volume das patas foi registrado 1, 2, 3, 4 horas apés a aplicacdo da
prostaglandina e foi expresso pela diferenca de volume deslocado entre as patas nos

diversos tempos avaliados e o tempo zero.

3.4.6.1.3 Edema de pata induzido por TNF-a

Neste teste foi escolhido a dose de maior eficacia inibitéria do ECHPsp (500
mg/kg) no teste da carragenina, cada animal recebeu na pata 0,05 ml de TNF-a (5 ng/
pata) agente edematogénico e solucéo salina como controle. O volume das patas foi
registrado 1, 2, 3, 4 horas apo0s a aplicacdo do TNF a e foi expresso pela diferenca de

volume deslocado entre as patas nos diversos tempos avaliados e o tempo zero.



31

3.4.7 Andlise Estatisticas

Os dados foram representados como média + EPM (erro padrdo da média). A
influéncia dos diversos tratamentos sobre as variaveis estudas, em funcao do tempo,
foram estatisticamente analisadas através de analise multivariada de variancia de dois
fatores com medidas repetidas, quando for o caso, para comparar os grupos durante
todo o tempo do experimento. Os fatores a serem analisados foram tratamento, tempo
e a interacao tratamento x tempo. Nos casos em que houve diferenca estatisticamente
significante entre os tratamentos foram realizado teste post hoc de Tukey. Todas as
andlises estatisticas serdo realizadas no programa estatistico graphpad prism 6, e 0

nivel de significancia foi fixado em 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

A triagem fitoquimica da espécie Protium sp, foi realizada na fracdo etandlica
dos EHFPsp e EHCPsp, através de reacfes quimicas cromogénicas ou de
precipitacdo. Indicaram presenca de flavonoides, saponinas, triterpenos e esteroides
no EHFPsp (Tabela 1).

TABELA 1 Resultados da triagem fitoquimica qualitativa do extrato hidroalcodlico da folha de
Protium sp (EHFPsp).

Classes de constituintes quimicos Resultados a
Acidos Orgéanicos -

Alcaloides -

Antraquinonas -

Cumarinas -
Esteroides +
Fendis -
Flavonoides +
Saponinas +
Taninos -
Triterpenos +

apresenca (+) ou auséncia (-)

A triagem fitoquimica do EHCPsp indicou presenca de cumarinas,

flavonoides, saponinas, triterpenos e esteroides conforme tabela 2.


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000500730#TFN01
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TABELA 2 Resultados da triagem fitoquimica qualitativa do extrato hidroalcodlico da casca
de Protium sp (EHCPsp).

Classes de constituintes quimicos Resultados a
Acidos Organicos -

Alcaloides -

Antraguinonas -

Cumarinas +
Esteroides +
Fenois -
Flavonoides +
Saponinas +
Taninos -
Triterpenos +

apresenca (+) ou auséncia (-)

4.2 TOXICIDADE AGUDA

Os extratos hidroalcodlicos da folha e da casca de Protium sp EHFPsp e
EHCPsp administrado por via oral na dose de 2000 mg/kg ndo apresentaram nenhum
sinal de toxicidade evidente e ndo provocaram morte dos animais avaliados durante o
teste. Em virtude de néo ter apresentado sinal de toxicidade e nem ocorrido morte em
decorréncia da administracdo na dose de 2000 mg/kg, foi avaliada a dose de 5000
mg/kg. Para esta dose (5000 mg/kg) administrado por via oral, os EHFPsp e EHCPsp
nao apresentaram sinal de toxicidade evidente e ndo provocaram morte dos animais

durante o teste.

4.3 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.3.1 O EHCPsp apresenta atividade antinociceptiva no teste das contor¢cdes
abdominais


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722015000500730#TFN01
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A administracdo do EHCPsp nas doses de 100 e 500 mg/kg do EHCPsp nos
animais tratados v.o., reduziram as contor¢cbes induzidas por acido acético,
comparado ao grupo controle, os dados mostram diferenca significativa quanto ao
tratamento (F 4, 25 = 20,5; P< 0,0001) (Figura 07).
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Figura 07 Efeito do pré-tratamento com extrato hidroalcodlico de casca de Protium sp
(EHCPsp) sobre as contor¢des induzidas por &cido acético. O extrato foi administrado (v.0.)
nas doses 100, 500 e 1000 mg/kg e salina (v.0.) como controle. Foi utilizado one-way Anova
seguido por teste Tukey. **** p< 0,0001 em relagdo ao grupo controle. Os dados foram
representados como média + EPM (n= 6).

4.3.2 Influéncia do EHCPsp em camudongos no teste da placa quente

Os resultados obtidos mostram que o extrato hidroalcodlico de Protium sp,
administrado por via oral, apresenta efeito antinociceptivo quando avaliado no teste
da placa quente. O efeito foi observado nas doses de 500 e 1000 mg/ Kg, mas nao
com a dose de 50 e 100 mg/ Kg. Na dose de 500 mg/ Kg, o EHCPsp foi efetivo em
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reduzir a nocicep¢ao nos tempos 60 e 120 minutos apos sua administracdo. J4 na
dose de 1000 mg/ Kg, apenas no tempo 120 minutos, F (4, 25 = 20,57; P < 0,0001)
(Figura 08).
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Figura 08 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta nociceptiva no teste da
placa quente. O extrato foi administrado (v. 0.) nas doses de 50, 100, 500 e 1000 mg/kg e
salina (v.0.) como controle. ** p<0,01 para as doses 500 e 1000mg/kg em relacdo a salina no
tempo T1(60) ** p<0,01 para a dose de 500 mg/kg em relagéo a salina no tempo T (120). Foi
utilizado two-way Anova seguido por teste de Tukey. Os dados foram representados como
média + EPM (n= 6).

4.3.3 Influéncia do EHCPsp em camundongos no teste de imersao da cauda

A administragédo do EHCPsp nas doses 50, 100, 500 e 1000mg/, n&o inibiram
a nocicepc¢ao térmica no teste de imersdo da calda. F (s, 20 = 0,8084; P = 0,5572)
(Figura 09).
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Figura 09 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta nociceptiva no teste da
retirada da cauda. O extrato foi administrado (v.0.) nas doses 50, 100, 500 e 1000mg/kg e
salina (v.0.) como controle. Foi utilizado two-way Anova seguido por teste de Tukey. Os dados
foram representados como média + EPM (n= 6).

4.3.4 O EHCPsp apresenta atividade antinociceptiva na segunda fase do teste da
formalina

O EHCPsp demostrou na primeira fase do teste da formalina, chamada de
fase neurogénica da dor, que ndo houve diferenca significativa para nehuma das
doses administradas. Observou-se uma reducao significativa no nimero de respostas
para a segunda fase do teste, que corresponde a fase inflamatoria, em todas as doses
administradas, nos intervalos de tempo de 20 a 35 minutos. Os dados da primeira fase
nao sao significativamente diferentes quanto ao tratamento (Fs, 20 = 39,25; p=0,230).
Os dados da segunda fase para a dose de 100mg/kg séo significativamente diferentes
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quanto ao tempo (Fi2,60 = 72,38; P < 0,0001), tratamento (Fz, 10 = 202,4; P < 0,0001)
e quanto ao tempo versus tratamento (Fzs, 120 = 27,40; P < 0,0001); para a dose de
500mg/kg séo significativamente diferentes quanto ao tempo (Fiz, 60 = 98,99; P <
0,0001), tratamento (Fz,10=158,8; P < 0,0001) e quanto ao tempo versus tratamento
(F24, 120 = 35,20; P < 0,0001) (Figura 10).
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Figura 10 Efeito do pré-tratamentodo com EHCPsp sobre a resposta nociceptiva no teste da
formalina. O extrato foi administrado (v.0.) nas doses 100 (A), 500 (B), 1000mg/kg (C),
salina+salina como controle (v.o. + p. d.) e salina+formalina (v.0. + p. d.) com controle. **
p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 e * p<0,05 para a dose 100mg/kg (A), em relagcédo a
salina+formalina nos tempos 20, 25, 30 e 35 respectivamente. **** p<0,0001, **** p<0,0001 e
** p<0,01 para a dose 500mg/kg (B) em relacdo a salina+formalina nos tempos 25, 30 e 35
respectivamente. Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram
representados como média + EPM (n= 6).

4.3.5 Efeito do EHCPsp sobre a hipernocicepcéo induzida por carragenina, PGE2 e
TNF- a.

O EHCPsp nas doses de 50, 100 e 500 mg/kg, reduziram o efeito
hipernociceptivo induzido pela Carragenina 60 e 180 min em relacdo a salina, sendo
a dose de 500 mg/kg mais efetiva. Os resultados foram significativamente diferentes

quanto ao tempo (F2, 14= 61,29; P<0,0001), quanto ao tratamento (Fs, 28=18,66;
P<0,0001) e tempo versus tratamento (Fs56=7,65; P<0,0001) (Figura 11).
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Figura 11 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta hipernociceptiva no teste
Von Frey. O extrato foi administrado (v.0.) nas doses de 50, 500, 1000mg/kg, salina+salina
(v.o. + p. d.) como controle e salina+carragenina (v.o0. + p. d.) como controle. **** p<0,0001
em relacdo a salina+salina no tempo 1, **** p<0,0001 para as doses 50 e 500mg/kg e* p<0,05
para a dose 100mg/kg quando comparadas ao grupo salina+carragenina no tempo 3, # p<0,05
na dose de 500mg/kg em relacéo ao grupo salina+salina no tempo 3. Foi utilizado Anova two-
way seguido por teste Tukey. Os dados foram representados como média + EPM (n= 8).

O estudo também avaliou o efeito do EHCPsp na dose de 500 mg/kg sobre a
hiperalgesia mecanica induzida por PGE2 e TNF- a. O EHCPsp nesta dose reduziu
significativamente o efeito hipernociceptivo induzido pela PGE2 e TNF-a aos 60min (1)
e 180min (2) quando comparados com o0s grupos salina+salina, salina+PgE: e
salina+TNF-a. Os resultados foram significativamente diferentes quanto ao tempo (F2,
14= 61,29; P<0,0001), quanto ao tratamento (F4,28=18,66; P<0,0001) e tempo versus
tratamento (Fs56=7,65; P<0,0001) (Figuras 12 e 13).
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Figura 12 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta hipernociceptiva no teste
Von Frey. O extrato foi administrado (v.0.) na dose de 500 mg/kg, salina+salina (v.o. + p. d.)
como controle e salina+PGE 2. (v.0. + p. d.) como controle. **** p<0,0001 em relacdo a
salina+salina nos tempos 1 e 3, # p<0,01 e ** p<0,0001 em relacéo a salina+ PGE: nos
tempos 1 e 3. Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram
representados como média + EPM (n= 8).
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Figura 13 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta hipernociceptiva no teste
Von Frey. O extrato foi administrado (v.0.) ha dose de 500 mg/kg, salina+salina (v.o. + p. d.)
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como controle e salina+TNF a 2 (v.0. + p. d.) como controle. **** p<0,0001 em relacdo a
salina+salina nos tempos 1 e 3, # p<0,01 e # p<0,05 em relacdo a salina+ TNF-a nos tempo
1 e 3 Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram representados
como média + EPM de 8 animais.

Neste teste verificamos o efeito anti-hipernociceptivo do EHCPsp, inibindo a
hipernocicecao induzida pela carragenina, e pelos mediadores TNF-a e PGE2, onde
a melhor dose foi de 500mg/kg, sugerindo atividade anti-inflamatéria.

4.4 O EHCPsp néo altera a performance motora dos animais no teste do Rota-Rod

Para as doses 100 mg/kg, 500 mg/kg e 1000 mg/kg, adotadas do EHCPsp,
nao foi observado alteracdes significativas sobre a coordenacdo motora dos animais
submetidos ao teste de Rotarod quando comparadas ao controle (Figura 07). N&ao
houve diferenca significativa quanto ao tempo (F 4,20 = 1,445; P = 0,2562), quanto ao
tratamento (F 3, 15= 2,615; P = 0,0894 e quanto a interagdo tempo versus tratamento
(F 12,60 = 0,4760; P = 0,9210) (Figura 14).
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Figura 14 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta motora no teste do Rota-
rod. O extrato foi administrado (v.0.) nas doses de 100, 500 e 1000mg/kg e salina como
controle. Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram representados
como média £ EPM (n= 6).
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4.5 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

45.1 O EHCPsp apresenta atividade anti-inflamatoria no teste edema de pata
induzido por carragenina

O EHCPsp em todas as doses inibiu significativamente o edema na pata dos
camundongos induzido pela carragenina na 3, 4 e 5 horas apds a administracéo
(Figura 15). Os dados séo diferentes quanto ao tempo (Fs, 35= 668,9; p< 0,0001),
quanto ao tratamento (Fs, 35= 369,3; p < 0,0001) e tempo x tratamento (Fzs, 175 = 31,50;
p < 0,0001).
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Figura 15 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta anti-inflamatoria no teste
de edema de pata. O extrato foi administrado (v.0.) nas doses de 50, 100, 500, 1000mg/kg,
salinatsalina (v.0. + p. d.) como controle e salina+carragenina (v.0. + p. d.) como controle.
**+% p<0,0001 para todas as doses administradas em relacdo a salina+carragenina nos
tempos 3, 4 e 5. Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram
representados como média £ EPM (n= 8).

4.5.2 O EHCPsp apresenta atividade anti-inflamatéria no teste edema de pata
induzido por PGE2 e TNF-a



43

O EHCPsp na dose de 500mg/kg inibiu significativamente o edema na pata
dos camundongos induzido por PGE2. Na 1, 2, 3 e 4 horas da administracdo da dose
de 500mg/kg do EHCPsp houve diferenca significativa na reducdo do edema induzido
por PgE2 quando comparado com controle (Figura 16). Os dados séo diferentes
qguanto ao tempo (Fas, 28= 241,0; p< 0,0001), quanto ao tratamento (Fz, 14= 52,57; p <
0,0001) e tempo x tratamento (Fs, s6 = 15,65; p < 0,0001).

0.26 - —®- salina+Salina -l Salina+PgE, —A 500mg/kg+Pg E,
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Figura 16 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta anti-inflamatéria no teste
de edema de pata. O extrato foi administrado (v.0.) na dose de 500mg/kg, salina+salina (v.o.
+ p. d.) como controle e salina+PGE2 (v.o. + p. d.) como controle. **** p<0,0001 em relacéo a
salina+ PgE> nos tempos 1 e 2, ** p<0,01, * p<0,05 nos tempos 3 e 4 respectivamente. Foi
utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. Os dados foram representados como média
+ EPM (n=8).

O EHCPsp na dose de 500mg/kg diminui significativamente o edema na pata
dos camundongos induzido por TNF-a. Na 1, 2, 3 e 4 horas da administracdo da dose

de 500mg/kg do EHCPsp houve diferenca significativa na reducado do edema quando
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comparado ao grupo controle (Figura 17). Os dados sédo diferentes quanto ao tempo
(Fa, 28= 110,4; p< 0,0001), quanto ao tratamento (F2, 14= 72,89; p < 0,0001) e tempo X
tratamento (Fs, 56 = 19,92; p < 0,0001).
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Figura 17 Efeito do pré-tratamento com EHCPsp sobre a resposta anti-inflamatéria no teste
de edema de pata. O extrato foi administrado (v.0.) na dose de 500mg/kg, salina+salina (v.o.
+ p. d.) como controle e salina+ TNF-a (v.o. + p. d.) como controle. **** p<0,0001 em relag&o
a salina+ TNF-a nos tempos 1, 2 e 3. Foi utilizado Anova two-way seguido por teste Tukey. A
significAncia estatistica foi fixada em p< 0,05. Os dados foram representados como média +
EPM (n= 8).
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5 DISCUSSAO

Estudos com plantas do género Protium, em sua maioria demonstram a
presenca de terpenos, triterpenos e sesquiterpenos (MACHADO et al., 2003; SILVA
et al., 2009; SILVA, 2012). Rudiger e colaboradores (2007) identificaram terpendides,
esteroides, cumarinas, flavonoides e lignanas, corroborando os resultados
encontrados no presente trabalho para os extratos desse género. O efeito sinérgico
dos compostos existentes nos extratos, muitas vezes quimica e farmacologicamente
distintas, supera a atividade bioldgica do principio ativo isolado. Por exemplo, o extrato
bruto de K. pinnata mostrou-se mais ativo que os flavonoides testados isoladamente
MUZITANO et al., 2009). Além disso, a combinacdo de plantas medicinais e ervas
com objetivos terapéuticos € uma pratica milenar da medicina chinesa, embora na
maioria dos casos ndo haja comprovacao cientifica desse beneficio. Quanto a baixa
toxicidade, substancias ativas se apresentam em concentragdes reduzidas nas
plantas, sendo os riscos de efeitos adversos menores. Algumas plantas podem causar
efeitos toxicos, especialmente com doses acima das recomendadas; com relacéo ao
investimento em pesquisa, o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico
poderia ser obtido com custo muito menor, quando comparado as altissimas quantias
envolvidas no desenvolvimento de farmacos sintéticos (CHE et al., 2013).

No caso do Brasil, o0 desenvolvimento de um anti-inflamatario fitoterapico fruto
de uma parceria entre a iniciativa privada e um grupo de pesquisa de uma
universidade puablica, custou cerca de 7,5 milhdes de doélares, levando sete anos. Isso
demonstra uma franca oportunidade de mercado, além de ser uma alternativa a crise
de inovacéao enfrentada pelo setor (ALEXANDRE et al., 2008).

As plantas medicinais podem produzir varias atividades biologicas em seres
humanos, porém, pouco se conhece sobre a toxicidade de algumas espécies de uso
na medicina tradicional. Nesse sentido, o principal critério para uso de plantas
medicinais deve ser a seguranca (MUKINDA,; SYCE, 2007).

Estudo da toxicidade aguda de extratos de Protium spruceannum, nao
apresentou alteragcdo em camundongos e ndo causou morte dos animais, até a dose
de 6000 mg/kg, sugerindo baixa toxicidade (RODRIGUES, 2010).

Uma caracteristica importante da resina do Protium heptaphyllum é a baixa

toxicidade, em testes com ratos, verificou que a dose oleoresina de 5 g/kg, nao
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apresentou toxicidade e ndo foi possivel estabelecer a DL50 oral. Os resultados
podem ajudar a fornecer uma base cientifica para o seu uso popular como um anti-
inflamatorio e agente anti-ulcerogénico (OLIVEIRA et al., 2004a).

Um indicador para nédo utilizacdo de substancias analgésicas € a alteracdo no
desempenho motor produzidas por algumas substancias, que pode ser erroneamente
avaliada como ac¢éo analgésica, uma vez que a maioria dos modelos experimentais
utilizados avalia uma alteracdo no comportamento motor (elevacao da pata, lambidas
nas patas, retirada da pata, contor¢des) produzindo resultados falso-positivos. Sendo
assim, a maior fonte de erros em estudos sobre substancias que interferem na
transmissdo nociceptiva tanto perifericamente como centralmente é a modificagdo no
desempenho motor do animal (VANEGAS; SCHAIBLE, 2004; RABOISSON; DALLEL,
2004).

O teste das contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético ndo € um
modelo especifico, mas as contor¢des involuntarias do abdémen podem ser de
interesse devido sua similaridade com algumas das dores viscerais conhecidas e,
através desse teste, pode-se identificar drogas, com efeito, antinociceptivo,
especialmente aquelas de acdo periférica (LE BARS et al., 2001; ADEBIYI et al.,
2006).

Estudos demonstraram que o acido acético promove a liberacdo de
substancias endogenas (cininas, prostanoides, 6xido nitrico, substancia P, TNF-a, IL-
18 e IL-8) pelos mastdcitos e macréfagos residentes na cavidade peritoneal, os quais
estimulam os neurbnios sensoriais primarios e induzem a resposta comportamental
tipica caracterizada pela contor¢do abdominal dos animais. A injecdo intraperitoneal
de acido acético induz também aumento da concentracdo de glutamato e aspartato
no liquido cerebroespinhal (IKEDA et al., 2001; FENG et al., 2003).

Oliveira et al., 2005 verificou que a resina de Protium (400 mg/kg) e o acido
acetilsalicilico (250 mg/kg), inibiram significativa o aumento de permeabilidade
vascular induzido pela acido acético intraperitoneal em camundongos em 52 e 80 %,
respectivamente. No entanto, a resina 200 mg/kg ndo apresentou influéncia
significativa sobre a permeabilidade vascular (OLIVEIRA et al., 2005). A mistura do
alfa e beta-amirina (10 e 50 mg/kg, i.p) de Protium heptaphyllum tem atividade
antinociceptiva, demonstrado em testes de contor¢gbes abdominais induzidos por
acido acético em camundongos, com reducdo de 73 e 94%, respectivamente

(ARAGADO et al., 2008). A diminuicdo das contor¢cbes abdominais observada para o
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EHCPsp nas doses de 100 e 500 mg/kg podem ser justificada pela inibicdo da sintese
de prostaglandinas, com acao, sobre os mecanismos nociceptivos de processamento
ou de liberacdo de metabolitos do acido araquidénico através da COX (GUIMARAES
et al., 2010).

Na tentativa de investigar a presenc¢a ou ndo de efeito analgésico de a¢do no
sistema nervoso central, o teste classico da placa quente € um ensaio largamente
empregado para testar drogas analgésicas que interferem na nocicepc¢ao atraves do
sistema nervoso central (VENANCIO et al., 2011). O modelo da placa quente
caracteriza-se por produzir resposta rapida ao estimulo nocivo, mediada pela ativacéao
de nociceptores (fiboras C e A Delta). As fibras nociceptivas sdo ativadas apés a
ativacado dos receptores vaniloides, que sdo responsaveis pela resposta ao aumento
da temperatura.

A mistura de alpha e beta amirina de Protium (50mg/kg, i.p) foi
significativamente diferente no teste da placa quente, aumentando o tempo de
permanéncia ao estimulo térmico, apés 30 e 60 minutos, em 62 e 71%
respectivamente quando comprados ao grupo controle (ARAGAO, 2004). Rodrigues
et al., 2013 apresentou resultado positivo para dose de 400mg/kg de extrato de
Protium spruceanum Benth ap6s 60 minutos de tratamento, aumentando
significativamente o tempo de permanéncia na placa. Apesar de resultado positivo
obtido para o EHCPsp nas doses de 500 e 1000 mg/kg, hd a necessidade de
investigacdo sobre o mecanismo de acao para verificacdo se o extrato age pela via
dos opidides.

O teste de imersdo da cauda é um método de nocicepcao térmica, o qual é
sensivel para identificar a atividade de substancias cujos mecanismos sejam
semelhantes aos promovidos pelos analgésicos opidides (OLIVEIRA et. al., 2008). O
efeitos do EHCPsp parece néo estar relacionado a liberagdo de opidodes de acordo
com estudos de Rodrigues et al. (2013).

O formaldeido diluido (1-8%), administrado por via subcutanea, produz um
comportamento nociceptivo que consiste em uma resposta bifasica: uma resposta
nociceptiva inicial de curta duracdo, que ocorre nos 5 primeiros minutos apos a inje¢ao
da formalina designada por fase precoce, fase | ou ainda fase neurogénica e uma fase
mais longa, também conhecida como fase tardia, fase Il causada por um processo
inflamatorio, fase inflamatéria (LUCCARINI et al., 2006; SOLDI et al., 2008). O

componente bifasico da nocicepcdo induzida pela formalina reflete diferentes
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mecanismos subjacentes. A primeira fase parece estar relacionada a estimulagéo
quimica direta de terminagbes nervosas livres nociceptivas, provavelmente um
resultado direto da estimulacdo na pata, refletindo a dor centralmente mediada com a
liberacdo de substancia P (RABOISSON; DALLEL, 2004), enquanto a segunda fase
depende de uma combinacao de entradas continuas de aferentes nociceptivos, devido
a liberacdo de aminoéacidos excitatérios como, PGE2, oOxido nitrico (NO) e de
taquicininas, cininas, entre outros peptideos (OKUSE, 2007; CAPUANO et al., 2009).

Uma mistura de alpha e beta amirina inibiu a segunda fase da resposta
nociceptiva em camundongos no teste da formalina (37 e 51; e 60 e 73% de inibicao
da 12 e 22 fases, respectivamente). Naloxona, um antagonista opidide, ndo reverteu o
efeito antinociceptivo (ARAGAO et al., 2008). O mesmo foi observado por Holanda
Pinto e colaboradores (2008) que o pré-tratamento com a alpa e beta amirina produziu
pronunciado efeito antinociceptivo na segunda fase da formalina. Esse efeito
analgésico pode estar relacionado com a liberacdo de mediadores da nociceptivos
como neuropeptidios e prostaglandinas (HOLANDA PINTO et al., 2008).

A maioria das drogas capazes de reduzir a excitabilidade de neurbnios da
medula espinhal, incluindo os opidides, atuam em ambas das fases da formalina,
entretanto, aqueles de acao periférica, como drogas anti-inflamatorias, que atuam na
inibicdo da ciclooxigenase (COX), tem acdo somente na segunda fase do teste da
formalina (TJOLSEN et al., 1992; ROSELAND et al., 1990). Os resultados da primeira
fase no teste da formalina corroboram com as pesquisas de Rodrigues et al. (2010)
gue sugere que uma fracdo hexanica da espécie Protium spruceanum, rica em alfa e
beta amirina, ndo possue acdo analgésica central.

Os resultados obtidos na segunda fase da formalina e no teste contor¢ao por
acido acético, indicam que o EHCPsp apresenta atividade analgésica periférica.

A carragenina tem sido amplamente utilizada para verificar acdo de
substancias sobre a hiperalgesia em camundongos e ratos (LEVINE; REICHLING,
2000). A injecdo de carragenina provoca uma lesao tecidual na qual ha o envolvimento
de diversos mediadores quimicos como éxido nitrico, serotonina e histamina que
podem atuar em combinacao, produzindo alteracdes que resultam na alodinia ou
hiperalgesia (COUTAUX et al., 2005; MORRIS, 2003).

Testes mecéanicos, como o0 analgesimetro eletrbnico, nos permite avaliar o
aumento da sensibilidade tecidual a estimulos &lgicos induzida por agentes

inflamatorios, onde ha ndo somente a ativacdo dos mecanorreceptores, mas também
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sensibilidade dos nociceptores (fibras Ad e fibras C) (LE BARS; GOZARIU; CADDEN
et al.,, 2001) em decorréncia de um processo inflamatério ligado a hipernocicepcéo,
fazendo com que esse modelo seja util para avaliar atividade anti-hipernociceptiva de
diferentes substancias (HENRIQUES et al., 1987)

Existem dois fenbmenos em que pode ser dividida a hipernocicepc¢ao apos a
lesdo cutédnea: a hipernocicepcdo primaria, caracterizada por aumento da
sensibilizacdo por estimulos mecéanicos e térmicos e a hipernocicepcdo secundaria,
caracterizada por aumento da sensibilizacdo a estimulo mecéanico unico. A primeira
ocorre no local da leséo e a segunda ocorre fora do local da lesdo. A Hiperalgesia nos
processos inflamatdérios corresponde a hiperalgesia priméaria (TREEDE et al., 1992).

As carrageninas sdo polissacarideos sulfatados, provenientes de algas
marinhas dos géneros Chondrus, Eucheuma, Gigartina e Iridaean (DE RUITE E
RUDOLPH) que produzem efeitos pro-inflamatérios, geralmente caracterizados por
acumulo de exsudado, intensa migracao de células inflamatdrias, desenvolvimento de
edema e Hiperalgesia (LI et al., 2011). O edema de pata induzido por carragenina &
muito usado como modelo experimental in vivo para a avaliagdo do potencial anti-
inflamatoério de extratos de plantas, sendo um modelo padrédo para a avaliagdo de
inflamacédo aguda (PERIANAYAGAM et al., 2006). Além disso, esse modelo € muitoe
sensivel a agdo de drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (MORRIS, 2003).

A injecdo intraplantar de carragenina resulta em uma resposta inflamatéria
caracterizada pelo aparecimento de edema de pata tempo-dependente, infiltracdo de
neutroéfilos, aumento nos niveis de diversos mediadores no exsudato da pata e pelo
desenvolvimento de hiperalgesia a estimulos térmicos e mecéanicos (MORRIS, 2003).
Esse modelo é composto por duas fases, sendo a primeira avaliada entre 1 ou 1,5
horas apos a injecdo de carragenina, enquanto que a segunda fase 2-5 h apos a
injecdo, sendo caracterizada por um aumento da formacgéao do edema, que permanece
por até 5 horas (KHAN et al., 2009). A primeira fase é resultante da acdo sequencial
e integrada de varios mediadores inflamatdrios, como a histamina, serotonina,
bradicinina, PAF, substancia P nas primeiras 1 -1,5 horas, logo ap6s a segunda fase
€ mantida pela liberagcdo de prostaglandinas, atingindo o pico entre 4-6horas, a
continuidade entre as duas fases é mediada por cininas (LAPA et al., 2003; GOYAL
etal., 2011).

A dose que melhor reduziu o edema de pata induzido pela carragenina foi a

dose de 500 mh/kg, na 3° e 4° horas, sugerindo que o EHCPsp participa de
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mediadores inflamatérios de segunda fase. Desta forma foi realizada o edema de pata
induzido por prostaglandina e o TNF-a, a fim investigar a participacdo desses
mediadores.

Acetato de a-amirina, a 100 mg/kg mostraram aumentos significativos (p
<0,05) de inibicdo do edema da pata induzida por albumina do ovo com 40% de
inibicdo na 52 hora. A administracdo oral de até 100 mg/kg ndo produziu (p > 0,01) a
irritacdo da mucosa gastrica significativa, enquanto ulceracao significativa (p <0,01)
foi registada para a indometacina 40 mg/kg em comparacédo com o controlo negativo.
A 100 pg/mL, tanto B-amirina e a-amirina de etilo inibiu a hemdlise induzida pelo calor,
tanto para 47,2 e 61,5%, respectivamente, enquanto que o diclofenaco de sédio (100
ug/mL) inibiu apenas 40,5% de inibicdo. Beta-amirina e acetato de a-amirina mostram
intensa atividade anti-inflamatoéria (OKOYE et al., 2014).

A mistura de alfa e beta amirina de Protium heptaphyllum teve efeito
significativo sobre o edema da pata induzido por carragenina em camundongos. O
volume da pata diminuiu de forma significativa e dependente da dose, 39,42 e 53%,
trés horas apds a administracdo de 10, 25 e 50 mg/kg doses, i.p, respectivamente. A
mistura (10 e 25 mg/kg, i.p) foi igualmente eficaz no edema da pata induzido por
dextran (efeito preventivo), reduzindo o volume da pata de 50 e 60% na segunda hora,
e em 63 e 73% na terceira hora pdés-dose. A mistura também (50 mg/kg, i.p) reverteu
o edema ja formado apds a injecdo de dextrano (efeito curativo), indicando a acgéo
anti-inflamatéria potente (ARAGAO et al., 2008).

As Prostaglandinas (PGs) sdo eicosandides derivados do acido araquidénico
(AA), este é metabolizado basicamente por duas vias, a da lipoxigenase que conduz
a formacdao dos leucotrienos e lipoxinas, e a via da ciclooxigenase (COX) que promove
a formacdo dos tromboxanos e prostaglandinas. Existem trés isoformas de COX —
Uma é constitutiva (COX-1), desempenha papel de anti-agregante e regulador da
perfusdo renal e protetor da mucosa gastrica. A outra (COX-2) é induzivel por citocinas
e fatores de crescimento, em tecidos inflamatérios se encontra em grandes
quantidades. Ja a COX-3 € uma variante da COX-1 (LEGLER et al., 2010; ROBAK et
al., 2002).

O principal mecanismo de acdo dos AINEs é a inibicAdo da COX, e
consequentemente das prostaglandinas. Estas provocam vasodilatagcédo, eritema e
hiperalgesia quando liberadas em resposta ao trauma. O eritrema e 0 edema resultam

da propriedade vasodilatadora da PGE2 e da PGI2, principais produtos da COX-2 do
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macréfago e do endotélio vascular, os efeitos anti-inflamatérios decorrem da inibicéo
da COX-2 e da sintese de PGE2 e PGI2 pelos macrofagos e pelo endotélio vascular
(SAKATA, 2008).

Dentre os recentes progressos dos estudos de dor inflamatéria, destaca-se o
papel das citocinas. Estudos tém mostrado que a liberacdo dos mediadores
hipernociceptivos (como as prostaglandinas) durante o processo inflamatorio, é
decorrente de uma cascata de eventos iniciais, desencadeada por diferentes citocinas
pré e anti-inflamatorias. Devido a este achado, estas moléculas se tornaram alvos na
descoberta de novos farmacos analgésicos (VERRI JR et al., 2006; CUNHA et al.,
2005).

O TNF-a induz a migracdo de neutrdfilos para o local da injuria por
mecanismos indiretos, como a inducéo de liberacdo de fatores quimiotaticos para
neutrofilos por estimulagédo de macréfagos residentes (FACCIOLI et al., 1990). Além
disso, esta citocina induz a migracdo de neutréfilos por estimulacdo da via dos
leucotrienos. No entanto, é estabelecido que o TNF-a esta relacionado na sinalizacéo
do Oxido nitrico, inibindo indiretamente a expressdao de moléculas de adeséo
(CANETTI et al., 2001; TAVARES-MURTA; CUNHA; FERREIRA, 1998; MORELAND
et al., 1999).

Galic e colaboradores (2010), em uma revisao de literatura, ampliaram a gama
de mecanismos que envolvem o TNF-alfa, como a resisténcia a acdo da insulina,
aumento da expresséao de citocinas supressoras da sinalizacdo 3 (SOCS3) e reducédo
da oxidacdo de &cidos graxos em hepatoécitos e musculos esqueléticos por meio de
efeitos mediados pela inducdo da proteina fosfatase 2C e supressao da quinase
ativada por AMP (AMPK). As taxas reduzidas de oxidacdo dos acidos graxos sao
acompanhadas por acumulo de lipidios bioativos (GALIC et al., 2010).

Uma investigacdo recente confirmou que uma dieta hiperlipidica aumenta a
expressao de TNF-alfa, IkK e outros fatores que caracterizam o aumento do processo
inflamatorio no tecido adiposo de camundongos. Além disso, demonstra também que
0 aumento no processo inflamatdrio esta associado a aumentos concomitantes nos
niveis de insulina, leptina e glicose, reforcando a relagédo do processo inflamatério
cronico de baixa intensidade com a resisténcia insulinica (BRADLEY et al., 2007). Em
humanos também se demonstrou que o excesso de peso (IMC > 27 kg/m?) contribui
para o aumento dos niveis séricos de TNF-alfa, apresentando correlacao inversa entre

0 aumento desta citocina e o0 metabolismo da glicose (WINKLER et al., 2003).
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Santos et al., (2012) demonstraram que a mistura de a e B-amirina de Protium
heptaphyllum, triterpene pentaciclico, melhora hiperglicemia e dislipidemia, reduz fator
de risco aterogénico e melhora tolerancia a glicose em camundongos, possivelmente
por seu efeitos anti-inflamatdria e antioxidantes. No entanto, 0 mecanismo molecular
(s) subjacente a estes efeitos de a, B-amirina precisam ser estabelecidos.

Os resultados do presente estudo sdo promissores e mostra o potencial
biotecnolégico do EHCPsp, a acdo antinociceptiva, mediada por mecanismos
periféricos que envolve a participacdo de mediadores inflamatorios e a resposta anti-
inflamatéria significativa, que pelo menos em parte, envolve vias da PGEz e do TNF-
a, justificam a utilizagdo dessas plantas, tradicionalmente usadas como anti-
inflamatorios. Porém ainda a necessidade de estudo das substancias isoladas, para a

utilizacao eficaz e segura.
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6 CONCLUSAO

e Cumarinas, flavonoides, saponinas, triterpenos e esteroides, estédo
presentes na composi¢cao do EHCPsp;

e EHCPsp administrado v.o0., apresenta toxicidade significativamente
baixa;

e As doses utilizadas do EHCPsp, ndo foram capazes de induzir
alteragbes na coordenacdo motora dos animais submetidos aos testes,
excluindo efeitos depressores;

e O EHCPsp apresentou atividade antinociceptiva, mediada por
mecanismos periféricos e participacdo de mediadores inflamatérios;

e EHCPsp apresenta efeito anti-inflamatério significativo que, pelo

menos em parte, envolve vias da PGE:z e do TNF-a.
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