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RESUMO

Este trabalho descreve os resultados do estudo da atividade antinociceptiva e
antiinflamatoria dos extratos etanolico (EEt) e cloroformico (ECI) obtidos da casca do caule
de Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul, bem como dos diterpenos acido labda-
8(17),12E,14-trien-18-6ico (XL) e 4cido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-6ico (XLC) isolados
destes, respectivamente. As substancias (XL e XLC, 300 umol/Kg, i.p.) e extratos (EEt e
ECl, 100 mg/Kg, i.p.) inibiram de forma significativa o numero de contor¢des abdominais
quando comparados ao controle. Para avaliagdo da poténcia e eficacia das substancias XL,
XLC e dipirona (300 umol/Kg 100 pmol/Kg , 30 umol/Kg, 10 umol/Kg e 1 pmol/Kg, i.p.)
foi calculada, a dose que inibe 50 por cento da resposta (DIsp). A Dlsyp da XL foi 42,8
umol/Kg, a da XLC foi de 17,41 umol/Kg, ja a dipirona apresentou uma DlIs, de 14,68
umol/Kg. Comparando-se a DIsy da XL, XLC e dipirona pode-se observar que a XLC
apresentou uma poténcia maior que a da XL, sendo o valor da sua DIsy mais proximo ao da
dipirona. A XLC também apresentou maior eficacia que a XL. No ensaio de nocicepcao
induzida por formalina, as substancias XL ¢ XLC (100 umol/Kg, i.p.) e os extratos (EEt e
EClL, 100 mg/Kg, i.p.) induziram significante inibi¢do no tempo de lambida tanto na fase
neurogénica (41,52%, 33,69%, 40,12%, 79,4%, de inibi¢do, respectivamente), quanto na
fase inflamatoria (44,1%, 63,9%, 62,7% e 83,7% de inibi¢do, respectivamente) quando
comparadas ao controle. As substancias (XL e XLC, 100 pmol/Kg, i.p) bem como os
extratos (EEt e ECI, 100 mg/Kg, i.p.) ndo foram ativos no ensaio da placa quente, que visa
a avaliagdo da atividade antinociceptiva central. Utilizando o ensaio de edema de orelha
induzido por capsaicina, foi possivel determinar que ndo houve diferenga estatisticamente
significante na porcentagem de inibicdo do edema, entre a indometacina (100 pumol/Kg,
i.p.), farmaco padrdo utilizado no ensaio, e os diterpenos XL e XLC em suas diferentes
concentragdes (300, 100, 30, 1 e 0,3 pmol/Kg), (exceto XLC na concentragdao de 0,3
umol/Kg). XL e XLC (100 pumol/Kg, i.p.), bem como os extratos (EEt e ECI, 100 mg/Kg,
1.p.) reduziram a migragdo celular induzida por Zymosan A de forma estatisticamente
significante. Estas substancias e extratos induziram uma reducdo da migracao celular de
36,40%, 49,51%, 42,51%, 51,97%, respectivamente. A substancia XLC nao foi eficiente ao
inibir o edema da artrite reumatdide. Em modelo de toxicidade aguda, XL e XLC nao
demonstraram toxicidade, enquanto o oposto ocorreu pela administragdo dos extratos.
Nossos resultados permite inferir que EEt e ECIl obtidos da casca do caule de X.
langsdorffiana, como seus isolados XL e XLC apresentam atividade antinociceptiva e
antiinflamatoria, sendo estas descritas pela primeira para essas substancias e extratos.

Palavras-chave: Antinociceptiva, antiinflamatoria, extrato etandlico, extrato
cloroférmico, acido labda-8(17),12E,14-trien-18-06ico, acido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-
6ico e Xylopia langsdorffiana.



ABSTRACT

This study describes the results of the study of the antinociceptive and
antiinflammatory activity of ethanolic extract (EEt) and chloroform (ECI) from Xylopia
langsdorffiana St-Hil & Tul and the diterpenes acid labda-8(17),12E,14-trien-18-oic (XL)
and acid ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic (XLC) of these isolates, respectively.
Substances (XL and XLC, 300 umol/Kg, i.p) and extracts (EEt and ECI, 100 mg/Kg, i.p.)
inhibited significantly the number of abdominal writhes when compared to control. To
evaluate the power and effectiveness of the substances XL, XLC and dipyrone (300
umol/Kg 100 umol/Kg , 30 umol/Kg, 10 umol/Kg e 1 umol/Kg, i.p.) was calculated, the
dose that inhibits 50 percent of the response (DIsp). The DIsy of XL was 42,8 umol/Kg, that
of XLC was 17,41 umol/Kg, dipyrone already submitted a DIsy of 14,68 pmol/Kg.
Comparing the DIsy of XL, XLC and dipyrone may be observed that the XLC had a power
greater than the XL, and the value of DIsy nearest the dipyrone. The xIc also showed that
the efficiency XL In the test of nociception induced by formalin, the substances XL and
XLC (100 pumol/Kg, i.p.) and extracts (EEt e ECI, 100 mg/Kg, i.p.) induced significant
inhibition of licking time in both the neurogenic phase (41,52%, 33,69%, 40,12%, 79,4%,
of inhibition, respectively), as in the inflammatory phase (44,1%, 63,9%, 62,7% e 83,7%,
of inhibition, respectively) compared to the control. Substances (XL e XLC, 100 umol/Kg,
1.p) and the extracts (EEt e ECIL, 100 mg/Kg, i.p.) were not active in hot plate test, which
aims to assess the central antinociceptive activity. Using the test of ear edema induced by
capsaicin, it was possible to determine that there was no statistically significant difference
in percentage of inhibition of edema between the indomethacin (100 pmol/Kg, i.p.), used in
standard drug test, and diterpenes XL and XLC in different concentrations (300, 100, 30, 1
e 0,3 pmol/Kg), (XLC trachylobano except at a concentration of 0,3 umol/Kg). XL and
XLC (100 pumol/Kg, i.p.), and the extract (EEt e ECl, 100 mg/Kg, i.p.), reduced the cell
migration induced by Zymosan A, a statistically significant way. These substances and
extracts induced a reduction in cell migration of 36,40%, 49,51%, 42,51%, 51,97%,
respectively. XLC was not efficient to inhibit the progression of rheumatoid arthritis. In the
model of acute toxicity, XL and XLC,were not toxic, while the opposite occurred for the
administration of the extracts. Our results we infer that EEt and ECI from Xylopia
langsdorffiana as its isolated XLC and XL have antinociceptive and antiinflammatory
activity, being described by the first for these substances and extracts.

Keywords: antinociceptive, antiinflammatory, ethanolic extract, chloroform extract,
acid labda-8(17),12E,14-trien-18-oic, acid ent-7a-acetoxytrachyloban-18-oic and Xylopia
langsdorffiana.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOR

A dor ¢ uma experiéncia complexa e de multiplas dimensdes, que geralmente se
origina no sitio da lesdo, sendo transmitida pelo sistema nervoso periférico, processada em
diversos niveis do sistema nervoso central e, finalmente percebida no cortex cerebral
(PRADO & DEL BEL, 1998). Pode ser definida, segundo o Comité de Taxonomia da
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (I.A.S.P.), como uma sensagdo ou
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tissular potencial,
real ou mesmo nenhuma lesdo, embora ainda assim descrita com termos sugestivos de que

o dano tecidual tivesse de fato ocorrido (MILLAN, 1999).

A dor ¢ uma das grandes preocupacdes da humanidade. Desde os primordios do ser
humano, conforme sugerem alguns registros graficos da pré-histéria, o homem sempre
procurou esclarecer as razdes que justificassem a ocorréncia de dor e os procedimentos
destinados para seu controle. Estudos demonstram que a dor afeta os mais variados
dominios da qualidade de vida humana, primariamente fisicos e emocionais. O efeito
depende da extensdo, duracdo, intensidade, significado que a dor, bem como a doenca

relacionada, sdo caracteristicas individuais (NIV & KREITLER, 2001).
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1.1.1. Classificacao da Dor

A dor pode ser basicamente classificada como: nociceptiva, neuropatica e
inflamatoria. A dor nociceptiva ocorre por estimulacdo quimica ou fisica de terminagdes
nervosas normais, podendo ser resultado de danos teciduais como inflamagdes, traumas,
manobras invasivas ou isquemias. Os estimulos dolorosos nessas condigdes ocorrem devido
a ativag@o de receptores sensoriais (terminagdes nervosas livres), que fazem a transdugao
dos sinais vindos do ambiente ¢ levam as informagdes ao sistema nervoso central, através
de neurdnios intactos (RANG et al., 2007).

Lesdes periféricas ou centrais, tendo por causa doengas infecciosas, inflamatorias ou
degenerativas, traumas fisicos ou quimicos entre outros estdo relacionados com a dor
neuropatica. Possivelmente os mecanismos da dor neuropatica e hiperalgesia secundaria
estdo ligados a mudangas que ocorrem ao longo da fibra aferente primaria, podendo ser, por
exemplo, um traumatismo, entdo alteracdes nas estruturas responsaveis pelo integro
funcionamento das vias de condugdo ou processamento, podem gerar dor por estimulos
nocivos ou até espontanea (MILLAN, 1999).

Ja a dor inflamatdria ¢ caracterizada normalmente pela presenca de mediadores
quimicos que podem atuar diminuindo o limiar dos nociceptores, ativando os receptores ou
ambos, dependendo do tipo de substancia liberada o que caracteriza hiperalgesia. Esses
receptores geralmente sdo polimodais sensiveis a estimulos quimicos, térmicos e

mecanicos. (FERREIRA, LORENZETTI & POOLE, 1993).
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1.1.2. Mecanismos Neurais da Dor

Os receptores responsaveis pela captagdo de estimulos dolorosos estdo em
terminagdes nervosas livres, que sdo ramificagdes axonicas detentoras de um aparato
responsavel pela transformagdo de um estimulo doloroso em potencial de agdo, que ¢
conduzido através de uma fibra nervosa até o sistema nervoso central. Todo processo de
captacdo, envio de informagdo, processamento e resposta de um estimulo doloroso ¢
denominado nocicepg¢ao (MILLAN, 1999, BROOKS & TRACEY, 2005).

Esses receptores, denominados nociceptores, sao continuidades de fibras aferentes
sensitivas principalmente dos tipos A-d e C, sendo essas aferéncias cutaneas diferenciadas
pelo didmetro e estrutura de seus axonios, o que interfere diretamente na velocidade de
condugdo dessas fibras. As fibras C mais delgadas sdo amielinicas e conduzem a baixas
velocidades, as fibras A-0 sdo consideradas fibras intermedidrias de conducao mais répida,
pois possuem uma fina camada de mielina e as fibras A-f sdo calibrosas possuindo uma
espessa camada de mielina, o que possibilita essas fibras conduzir impulsos em altas
velocidades (MILLAN, 1999; BROOKS & TRACEY, 2005).

Existem também fibras de alta condugdo relacionadas aos estimulos tateis, que sdo
fibras do tipo A-a e A-y. As fibras aferentes diferem na sensibilidade aos estimulos
nociceptivos ou ndo, sendo em condigdes normais, as fibras do tipo A-6 e C as responsaveis
pela transmissdo da informagdo nociceptiva (MILLAN, 1999, BROOKS & TRACEY,
2005). Com a ativagdo através de um estimulo nocivo, as fibras A-9, dao inicio a fase
primaria da dor (fase rapida), ou dor aguda, e com a continuacdo do estimulo as fibras C se
encarregam da segunda fase da dor, onde a mesma se manifesta de maneira lenta. Uma
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grande variedade de receptores esta acoplada a essas fibras, sendo eles sensiveis a estimulos
térmicos, mecanicos ou nocivos e existem também receptores denominados polimodais
(MILLAN, 1999).

Os tecidos em quase que sua totalidade, sdo inervados por fibras aferentes que
diferem suas propriedades a depender do tipo de tecido inervado (BESSON, 1999;
MILLAN, 1999). O inicio do processo da dor se d4 com a transdugdo do sinal mecanico,
térmico, nocivo ou quimico em um sinal elétrico de magnitude suficiente para poder ser
conduzido através da fibra nervosa. Uma vez ultrapassando o limiar de disparo, o potencial
de acdo decursa pela fibra até chegar ao corno dorsal da medula espinhal, onde faz sinapse
com neurdnios de segunda ordem, em sua maioria na lamina II. Os neurdnios de segunda
ordem cruzam contralateralmente a medula ascendendo pelo trato espinotalamico. Dessa
forma, suas fibras atingem locais especificos do tdlamo, para que essa informacgdo seja
redistribuida para os locais mais nobres do processamento encefalico, chegando ao cortex
somatossensorio (giro pos-central), de onde emana a sensagdo da dor, e/ou para o giro
cingulado anterior que corresponde ao componente emocional da dor (Figura 1)

(BASBAUM & JESSELL, 2004).
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Figura 1- Representagdo esquematica dos neurénios das vias ascendentes viscerais ¢ sinapses medulares e

talamicas (via espinotaldmica) (modificado de BASBAUM & JESSELL, 2004).
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1.1.3. Mediadores da Dor

A sensibilizacdo de nociceptores apds lesdo ou inflamagdo resulta da liberagdo de
uma variedade de compostos quimicos por células e tecidos danificados na vizinhanga da
lesdo. Essas substancias incluem a bradicinina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos,
acetilcolina, serotonina e substancia P. Cada uma dessas substincias origina-se de
diferentes populagdes de células, mas todas atuam para reduzir o limiar de ativacdo dos
nociceptores. Algumas, entretanto, também ativam nociceptores (BASBAUM & JESSELL,

2004).

O ATP, a acetilcolina e a serotonina sdo liberadas de células endoteliais e plaquetas
danificadas e atuam sozinhas ou em conjunto para sensibilizar nociceptores através de
outros agentes quimicos, como prostaglandinas e bradicinina. O peptideo bradicinina é um
dos agentes mais ativos causadores de dor. Acredita-se que esse alto grau de atividade se
deve a duas agdes distintas: ativagdo direta das fibras A-0 e C e aumento da sintese e

liberacao de prostaglandinas pelas células vizinhas (BASBAUM & JESSELL, 2004).

O papel da bradicinina nas vias da dor ¢ possivel pela sua interagdo com quatro
tipos de receptores Bk1, Bk2, Bk3 e Bk4 onde Bkl e Bk2, merecem destaque devido a sua
capacidade de ativar diretamente fibras aferentes que levam informagao nociceptiva, sendo
revelado por estudos posteriores o envolvimento desses receptores com a sensibiliza¢do do

nociceptor (CORREIA & CALIXTO, 1993).

A histamina ¢ uma das principais substancias liberadas pelos mastdcitos, sendo este

processo realizado através de exocitose durante reacdes alérgicas ou inflamatoérias,
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encontrada também em basofilos e em plaquetas. Exerce papel importante no processo da
dor inflamatoria por ativar diretamente os nociceptores polimodais, contudo, a sua acao esta
muito mais associada a sensagdo de prurido (FERREIRA, LORENZETTI & CAMPOS
1990). Os neurdnios nociceptivos primarios regulam seu ambiente quimico através de
mediadores quimicos que sao sintetizados no corpo celular e sdo entdo transportados para o
terminal periférico sendo estocados e liberados sob despolarizacdo do terminal. A lesdo
induz a liberagdo de dois peptideos neuroativos, a substancia P e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), de terminacdes sensitivas nociceptivas. Esses dois peptideos
contribuem para o aumento de edema, atuando diretamente sobre as vénulas para produzir
vasodilatacdo (inflamag¢do neurogénica). Eles também contribuem para a hiperalgesia pela

liberacao de histamina dos mastdcitos (Figura 2) (BASBAUM & JESSELL, 2004).
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Figura 2- Mediadores envolvidos na nocicep¢do ( modificado de BEAR, CONNORS & PARADISO, 2002).
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1.2. 0 PROCESSO INFLAMATORIO

O estudo da inflamagao ¢ antigo tendo o escritor romano Celsus (30 a.C. — 38 d.C.)
descrito os quatro sinais cardeais da inflamag¢do: rubor, tumor, calor e dor. Um quinto sinal
clinico da inflamacao perda da funcdo, foi acrescentado por Virchow (1858). John Hunter
(1728 — 1793) compreendia a inflamac¢do como um processo benéfico e de protecdo, sem o
qual animais e seres humanos ndo poderiam sobreviver aos seus inimigos. Uma das
primeiras descri¢des microscopicas da inflamagao foi realizada por Julius Cohnheim (1839
— 1884), o primeiro pesquisador a descrever a seqiiéncia de eventos vasculares, que sao
dilatacdo, estase do sangue, marginalizagdo e migracao dos leucocitos (COLLINS, 2000).

A resposta inflamatoria consiste em uma série de eventos celulares e humorais
desencadeados por um tecido vivo vascularizado, na tentativa de combater a agressao de
um agente estranho, em geral exdgeno ao organismo. Essa reagdo pode resultar em cura e
eliminacdo do patdégeno, com ou sem seqiielas, como cicatrizacdo e fibrose, ou evoluir para
um processo cronico, se a substancia nociva persistir. Em certas ocasides, o agente agressor
desencadeador da inflamagao pode ser endégeno, como no caso dos disturbios auto-imunes,
situagdo na qual a resposta inflamatéria pode ser prejudicial (RANG et al., 2007).

A inflamagdo pode ser didaticamente dividida em duas fases: aguda e cronica. A
inflamacao aguda ¢ de duragdo relativamente curta, podendo durar minutos, horas ou
mesmo alguns dias. Sua principal caracteristica ¢ a presenca de exsudato rico em proteinas
plasmaticas e a migracdo de leucdcitos, principalmente os neutrofilos. A inflamagao

cronica tem duragdo mais longa e estd relacionada com algumas alteragdes histologicas,
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como a presenca de linfocitos e macréfagos, proliferagdo de vasos sanguineos, fibrose e

necrose tecidual (COLLINS, 2000; RANG et al., 2007).

1.2.1. Resposta Inflamatoria Aguda

A inflamacdo aguda ¢ a resposta imediata e precoce a um agente nocivo € possui
trés componentes principais: alteragdes do calibre vascular; alteragdes estruturais da
microvasculatura, que permitem que as proteinas plasmaticas e leucocitos deixem a
circulacdo; migracao dos leucocitos da microcirculagao e seu acumulo no foco da lesdao. Os
fenomenos vasculares caracterizam-se por um aumento do fluxo sanguineo para a area
lesada, resultante principalmente de dilatagdo arteriolar e abertura dos leitos capilares. O
aumento da permeabilidade vascular leva ao acumulo de liquido extravascular rico em
proteina, o qual forma o exsudato. As proteinas plasmaticas deixam os vasos por lesao
direta das células endoteliais ou mais comumente por através das jun¢des alargadas entre as
células endoteliais das vénulas (COLLINS, 2000).

A seqiiéncia de eventos que envolvem o extravasamento de leucdcitos pode ser
dividida nas seguintes etapas: marginacdo, rolagem e aderéncia (luz do vaso);
transmigragao através do endotélio; migragdo nos tecidos intersticiais em direcdo a um
estimulo quimiotatico. No sangue que flui normalmente nas vénulas, os eritrocitos sao
confinados a uma coluna axial central, deslocando os leucocitos em direcdo a parede do
vaso. Como o fluxo sanguineo se torna mais lento no inicio da inflamagao, mais leucécitos
assumem uma posi¢do periférica ao longo da superficie endotelial, processo denominado

marginacdo. Subseqiientemente, os leucdcitos rolam lentamente ao longo do endotélio e
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aderem transitoriamente, por fim repousam em algum ponto ao qual eles aderem
firmemente. ApoOs aderéncia firme, inserem pseuddpodes nas juncdes entre as células
endoteliais e atravessas a membrana basal escapando para o espaco extravascular
(COLLINS, 2000).

Apds o extravasamento, leucocitos sdo atraidos para o sitio inflamatorio por um
processo de quimiotaxia, definido como uma locomocao orientada ao longo de um
gradiente quimico. Dentre as moléculas quimiotdxicas primarias para neutrofilos,
eosindfilos e monocitos destacam-se: produtos bacterianos; componentes do sistema do
complemento (C5a e C3a), calicreina e ativador de plasminogénio; fibrinopeptideos;
produtos de degradagdo da fibrina; produtos da via da lipoxigenase, principalmente o
leucotrieno B4; fatores quimiotdxicos para neutréfilos e eosindfilos liberados de
mastocitos; fator quimiotaxico liberado de neutréfilo e citocinas, principalmente aquelas da
familia das quimiocinas (COLLINS, 2000, RANG et al., 2007).

Segue-se a fagocitose do agente lesivo. Durante a quimiotaxia e fagocitose, os
leucocitos ativados podem liberar metabolitos toxicos e proteases no meio extracelular,
potencialmente causando lesdo tecidual. Essas reacdes do processo inflamatério sao
mediadas por diversas substincias como, histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas, citocinas, 6xido nitrico e neuropeptideos, que e amplificam a resposta

inflamatoria (COLLINS, 2000, RANG et al., 2007).

29



1.2.1.1. Mediadores Quimicos da Inflamacgao

Os mediadores podem se originar de células ou do plasma. Os mediadores oriundos
de células normalmente estdo seqiiestrados nos granulos intracelulares (histamina nos
granulos dos mastocitos) ou sdo sintetizados originalmente em resposta a um estimulo
(prostaglandinas, citocinas). As principais fontes celulares sdo plaquetas, neutréfilos,
monocitos/macrofagos e mastocitos. As células mesenquimais (endotélio, musculo liso,
fibroblastos) e a maioria dos epitélios também podem sintetizar alguns mediadores. Os
mediadores oriundos do plasma (complemento) sdo encontrados em formas precursoras que
devem ser ativadas, em geral por uma série de clivagens proteoliticas, a fim de adquirir
suas propriedades biologicas. (COLLINS, 2000).

A histamina encontra-se amplamente distribuida nos tecidos, sendo a fonte mais rica
0s mastdcitos, que estdo normalmente presentes no tecido conjuntivo adjacente aos vasos
sanguineos. Também ¢ encontrada em basoéfilos e plaquetas. A histamina pré-formada esta
presente nos granulos de mastocitos e ¢ liberada por desgranulagdo dessas células em
resposta a variados estimulos: lesdo fisica ou traumatismo; reagdes imunes envolvendo a
ligacdo dos anticorpos nos mastocitos, fragmentos do complemento denominados
anafilatoxina (C3a e C5a), proteinas de liberacdo da histamina derivadas dos leucocitos,
neuropeptideos e citocinas. No ser humano a histamina causa dilatacdo das arteriolas e
aumenta permeabilidade vascular das vénulas. E considerada o principal mediador da fase
imediata de aumento da permeabilidade vascular, produzindo lacunas venulares. A
histamina atua sobre a microcirculacdo principalmente através dos receptores H;

(COLLINS, 2000; RANG et al., 2007).
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A serotonina (5-hidroxitriptamina) um mediador vasoativo pré-formado com agdes
semelhantes as da histamina. Estd presente nas plaquetas e células enterocromafins (seres
humanos e roedores) e nos mastocitos (roedores). A liberagao da serotonina das plaquetas €
estimulada quando as plaquetas se agregam apds contato com o colageno, trombina e
complexo antigeno-anticorpo. A agrega¢do e liberacdo plaquetdria também ¢ estimulada
pelo fator de ativagdo plaquetaria (PAF), proveniente dos mastdcitos durante reacdes
mediadas pd IgE. A reagdo de liberagao plaquetaria resulta em aumento da permeabilidade
durante reagdes imunolodgicas (COLLINS, 2000; RANG et al., 2007).

A bradicinina (BK) ¢ um cininogénio vasoativo de alto peso molecular que provoca
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Sua agdo vasodilatadora resulta, em
parte, da producdo de PGI, e da liberagdo de oxido nitrico. Com base nas observagdes
experimentais, a bradicinina € capaz de produzir muitos fendmenos que ocorrem na reacao
inflamatoria: dor, vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular e espasmo da
musculatura lisa, entretanto, o papel que desempenha na inflamagao e na alergia ainda nao
foi claramente definido, porquanto seus efeitos com freqiiéncia fazem parte de uma
complexa cascata de eventos que incluem outros mediadores (RANG et al., 2007).

O oxido nitrico (NO) ¢ produzido pela agdo de uma enzima, a 6xido nitrico sintase
(NOS), que ocorre numa isoforma endotelial, neuronal e induzivel. As enzimas NO sintases
sao fundamentais para o controle da biossintese de NO. Existem trés isoformas conhecidas
da NOS: uma forma induzivel (iNOS ou NOS-II) expressa nos macrofagos e nas células de
Kupfter, neutrofilos, fibroblatos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a
estimulos patoldgicos, como microorganismos invasores, ¢ duas formas denominadas
constitutivas, que estdo presentes em condicdes fisiologicas no endotélio. O NO possui

acgoOes principalmente pré-inflamatdrias: trata-se de um potente vasodilatador, que aumenta
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a permeabilidade vascular e a produg¢do de prostaglandinas. O NO ou compostos dele
derivados exercem agdo citotoxica contra bactérias, fungos, virus e parasitas e acredita-se
que o NO possa potencializar os mecanismos de defesa locais. Todavia quando produzido
em excesso pode ser prejudicial para as células do hospedeiro, podendo levar a uma
vasodilatagdo periférica maciga ¢ a choque (COLLINS, 2000; RANG et al, 2007).

Os neuropeptideos liberados de neurdnios sensitivos contribuem para as reagdes
inflamatoérias, constituindo o fendmeno conhecido como inflamagdo neurogénica. Os
principais peptideos envolvidos sdo a substancia P, a neurocinina A e peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP). A substancia P e a neurocinina A atuam sobre mastocitos,
liberando histamina e outros mediadores, ¢ produzem contracdo da musculatura lisa e
secre¢ao de muco. O CGPR ¢ um potente vasodilatador. A inflama¢do neurogénica esta
implicada na patogenia de varias condi¢des inflamatdrias, incluindo a fase tardia da asma,
rinite alérgica, doenga intestinal inflamatdria e alguns tipos de artrite (RANG et al., 2007).

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptidicos liberados por células do
sistema imune. Foram identificadas mais de 100 citocinas, e a superfamilia das citocinas
inclui: as interleucinas, as quimiocinas, os interferons, os fatores de estimulacdo de
colonias, os fatores de crescimento e os fatores de necrose tumoral. Além de suas proprias
acoOes diretas sobre as células algumas citocinas induzem a formacao de outras citocinas
(constituindo uma cascata de amplificagdo), enquanto algumas induzem os receptores de
outras citocinas e outras ainda apresentam interagdes sinérgicas ou antagonicas com outras
citocinas (RANG et al., 2007).

As citocinas pro-inflamatorias participam das reagdes inflamatorias agudas e
cronicas, bem como, dos processos de reparo. As citocinas pro-inflamatérias primarias

incluem TNF-a e a IL-1. Um importante evento inicial na resposta imunoldgica inata
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consiste no reconhecimento, por macrofagos teciduais, de padrdes moleculares associados
ao patogeno (PAMP), como o lipopolissacarideo bacteriano. Os receptores que reconhecem
os PAMP, alguns denominados receptores Toll (TLR), sdo codificados no DNA do
hospedeiro e expressos na superficie das células dendriticas e macrofagos, isto €, células
apresentadoras de antigeno. A interagdo TLR-PAMP deflagra vias de sinalizacdo
intracelulares que resultam na producao das principais citocinas pro-inflamatorias o fator de
necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina (IL-1). Estas citocinas atuam sobre as células
endoteliais vasculares das vénulas pds-capilares causando: aumento da permeabilidade e
expressdo de moléculas de adesdo na superficie intima das células (RANG et al., 2007).
Tanto o TNF-a quanto a IL-1 induzem vias de sinais que levam a ativagao do fator
de transcri¢do NF-kB. Por conseguinte, esse fator de transcricdo desempenha um papel
chave na inducao de respostas inflamatorias e imunes. Na célula ndo estimulada, o NF-xB ¢
inativo, uma vez que estd complexado com um inibidor IkB. Quando uma célula ¢
estimulada, ocorre liberagdo de NF-kB, que penetra no nticleo e inicia a transcricdo de
genes para uma variedade de mediadores inflamatorios e imunologicos. A implicacao desse
fator de transcricdo como alvo terapéutico decorre da enorme quantidade de genes que
sofrem regulagdo pelo fator NF-kB, implicados em varios processos celulares, tais como
desenvolvimento, plasticidade, morte e defesa celular. Entre tais genes podem ser
mencionados os envolvidos na producdo de enzimas, como as 6xido nitrico sintase e
ciclooxigenase-2 induziveis e a enzima de defesa antioxidante superoxido dismutase;
interleucinas, fator de necrose tumoral, moléculas de superficie celular, como a molécula 1
de adesdo de célula vascular, molécula 1 de adesdo de célula intracelular, E-selectina,
complexos de histocompatibilidade de classe I e II; proteinas de fase-aguda, como amildide

série A (GLEZER, 2000, RANG et al., 2007).
33



Os eicosanoides sao produzidos a partir do acido araquidonico (AA), um acido
graxo insaturado que se encontra esterificado nos fosfolipidios. O AA ¢ liberado a partir
dos lipideos de membrana através da ativacao da fosfolipase A, Uma vez liberado, o AA ¢
substrato de duas importantes classes de enzimas: as cicloxigenases (COXs), responsaveis

pela sintese de prostaglandinas e tromboxanos; e as lipoxigenases formando os leucotrienos

e as lipoxinas (Figura 3) (FLOWER & PERRETTI, 2005).

Fosfolipidios da Membrana Celular
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Figura 3- Metabolismo do acido araquiddnico e seus papéis na inflamagdo (COLLINS, 2000).

Pelos mecanismos COX-dependentes, o AA ¢ inicialmente convertido em um
composto intermediario denominado PGG; pelo sitio ciclooxigenase e em PGH; pelo sitio

peroxidase. Este ndo € inibido pelos antiinflamatérios nao-esteroidais (AINEs). Os produtos
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gerados pela via COX dependem da célula envolvida. Por exemplo, nas plaquetas essa via
leva a sintese de tromboxano A,; no endotélio vascular ocorre sintese de prostaciclina
(PGI,); nos macrofagos resulta em sintese de PGE, enquanto que os mastocitos sintetizam
PGD; (VANE & CORIN, 2003).

Prostanoides sdo mediadores lipidicos ubiquos que coordenam uma ampla variedade
de processos fisioldgicos e patologicos via receptores de membrana em células alvo. Sob
condigdes fisiologicas, prostandides t€m um papel importante na citoprote¢ao da mucosa
gastrica, homeostase ¢ hemodinamica renal. A biossintese de prostanodides ¢ induzida em
diferentes condigdes patologicas, incluindo inflamacao cronica e cancer (PATRIGNANI et
al., 2004).

A COX-1 ¢ uma enzima constitutiva de ampla ocorréncia (expressa na maioria dos
tecidos do corpo humano: musculatura lisa vascular, nas células do estomago, rins e
plaquetas), em um nivel constante. Prostaglandinas gastricas sdo derivadas quase que
exclusivamente da acdo da COX-1 (EMERY et al., 1999). A COX-2, porém, ¢ uma enzima
predominantemente induzida por citocinas inflamatorias e fatores de crescimento em
resposta a reagdes inflamatdrias e dano tecidual (como trauma cirargico). Com excegao do
cérebro, o6rgdos reprodutivos, rins e 0ssos ¢ na placenta durante o final da gestacao
(McMURRAY & HARDY, 2002), a COX-2 ¢ expressa em baixas quantidades na maioria
dos tecidos normais. A atividade da COX-2 estd normalmente ausente nas células, mas
diante de estimulos como mediadores inflamatorios tipo citocinas (IL-1 ¢ TNF-a), fatores
de crescimento ou mitdgenos sua expressao ¢ aumentada em até 10 a 80 vezes (NOVAES
& MELO, 2000).

O sitio de ligacdo dos AINEs na COX-2 ¢ 25% maior que na COX-1, existindo um

local secundario, um sitio catalitico que permite o bloqueio seletivo desta enzima sem
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afetar a COX-1. Com base nessas informacdes foi entdo sugerido que COX-2 ¢ o alvo
relevante para os efeitos dos AINEs, enquanto que a inibicdo de COX-1 por esses farmacos
causaria reducdo das prostaglandinas necessarias para a citoprotecdo da mucosa gastrica,
fluxo plasmatico renal e agregacdo plaquetaria, sendo responsavel por ulceragdo e
hemorragia da mucosa gastrica, redu¢do do fluxo sanguineo renal e alteracdes na
coagulagdo sanguinea, efeitos colaterais comuns com o uso cronico dos AINEs. Atualmente
jé& se sabe da existéncia de uma terceira isoforma das COXs, derivada da COX-1 e que
compartilha com esta, propriedades semelhantes em termos de homeostasia. Tal isoenzima,
denominada COX-3, parece estar presente preferencialmente a nivel cerebral

(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

1.2.2. Resposta Inflamatdria Cronica: A Artrite Reumatdide

Diferente da inflamagao aguda que se manifesta por alteragdes vasculares, edema e
infiltracdo de neutrdfilos, a inflamagao cronica se caracteriza por: infiltragdo de células
mononucleares, que incluem macrofagos, linfocitos, e plasmocitos, reflexo de uma reagao
persistente a lesdo; destruicdo tecidual, induzida pelas células inflamatoérias; tentativas de
cicatrizagdo por substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo, realizada por

prolifera¢do de pequenos vasos sanguineos e, em particular fibrose (COLLINS, 2000).

A inflamagdo cronica ¢ considerada aquela de duragdo prolongada na qual a
inflamacdo ativa, destruicdo tecidual e tentativas de reparo estdo ocorrendo
simultaneamente. Embora possa suceder a inflamagdo aguda, a inflamagdo cronica com

freqliéncia comega de maneira insidiosa, como uma resposta de baixo grau, latente e muitas
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vezes assintomadtica. Este tipo de inflamacdo cronica inclui algumas doengas comuns e
incapacitantes, como a artrite reumatoide, aterosclerose, turbeculose e doengas pulmonares

cronicas (COLLINS, 2000).

A artrite reumatdide (AR) ¢ uma doenca sist€émica inflamatoria de etiologia auto-
imune. Caracteriza-se basicamente por sinovite cronica, simétrica e erosiva,
preferencialmente de articulagdes periféricas, e a maioria dos pacientes apresenta fator
reumatodide positivo. Tem prevaléncia de, aproximadamente, 1% na populagdo brasileira,
similar a literatura mundial, e predominante no sexo feminino, com tendéncia a surgir apos
a quarta década de vida, com pico de incidéncia na quinta década. A AR ¢ uma doenca
muito heterogénea em termos de gravidade e ritmo de progressdo da inflamagdo articular,
presenca de manifestagdes extra-articulares e de resposta ao tratamento farmacoldgico
(BRENOL et al, 2007).

A patologia da sinovite reumatdide caracteriza-se fundamentalmente por
proliferacdo da membrana sinovial e erosdo subseqiiente da cartilagem articular e do osso
subcondral. Embora se desconheca o evento desencadeador, parece envolver alguma
estimulagdo antigénica especifica de linfocitos T. Isto resulta em proliferagao das células T
e B, estimulacdo da proliferacao de vasos sangiiineos na membrana sinovial, acimulo de
células inflamatoérias, incluindo leucocitos polimorfonucleares, proliferagdo de células
sinoviais e desenvolvimento de um “pannus” (tecido sinovial proliferado) invasivo de
rapido crescimento, que atinge o osso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular, com
destruicdo progressiva. As perdas focais de osso marginal e subcondral contribuem
decisivamente para a morbidade da doenca. Estudos em tecidos humanos e provenientes de

modelos animais apontam o osteoclasto como a principal célula envolvida neste processo.
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A ativagdo e o recrutamento de tais células sdo influenciados por citocinas e mediadores
inflamatorios (BRENOL et al, 2007; FILIPPIN et al, 2008).

Apesar da identificagdo de mais de 100 diferentes tipos de citocinas, quimiocinas e
outros fatores envolvidos na patogénese da AR, o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
continua ocupando lugar de destaque na doenga erosiva da articulagdo por meio da ativagao
dos osteoclastos. A producdo de citocinas, predominantemente as pré-inflamatorias, tem
papel fundamental na iniciagdo e perpetuagao da inflamagao cronica na membrana sinovial.
A resposta T auxiliar do tipo I gera a producao de interferon-gama (IFN-y), que estimula a
liberagdo de TNF-a, interleucina-1 beta (IL-1p) e metaloproteinases pelos macréfagos e
fibroblastos sinoviais (BRENOL et al, 2007).

Radicais reativos de oxigénio e nitrogénio também tém papel na patogénese da AR.
Radicais reativos de oxigénio, como o superdxido, peroxido de hidrogénio, radicais
hidroxila e 4cido hipocloroso, bem como radicais reativos de nitrogénio, como 6xido nitrico
e peroxinitrito, contribuem significativamente para o dano tecidual. Experimentalmente,
verifica-se que a excessiva produgdo dessas espécies reativas pode levar a uma aceleragao
no dano a cartilagem articular e ativagdo de osteoclastos (BRENOL et al, 2007; FILIPPIN
et al, 2008).

Em 1898, Felix Hofmann em busca da cura para a artrite que afligia seu pai, o qual
era sensivel aos efeitos colaterais do salicilato de sodio, sintetizou o acido acetil-salicilico a
partir de salicilatos obtidos da casca da Salix alba planta da familia Salicaceae, menos
acido que o acido salicilico, o acido acetil-salicilico manteve a propriedade analgésica
desejada. Apds mais de 100 anos de sua descoberta, o AAS continua sendo alvo de
inimeras pesquisas sobre sua aplicacdo teraputica como analgésico e antiinflamatorio,

atuando no controle da febre, na artrite reumatodide e na inibi¢do da agregagao plaquetaria
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(VIEGAS-JUNIOR, BOLZANI & BARREIRO, 2006). Os produtos naturais sio uma fonte
rica em substancias utilizadas para o desenvolvimento de fairmacos com as mais diversas
propriedades farmacoldgicas, entre elas, propriedades antiinflamatdrias e analgésicas como
demonstrado na sintese do acido acetil-salicilico (AAS). Desta forma, faz-se necessario o
estudo de plantas medicinais para descobrir moléculas bioativas ou prototipos para a sintese
de novos farmacos mais potentes e com menor toxicidade que os disponiveis no mercado,

bem como, substancias que atuem em alvos terapéuticos diferentes.
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1.3. Produtos Naturais Como Fonte de Recursos Terapéuticos

Uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais talvez tenha sido a
ingestdo de ervas e folhas para buscar alivio e cura de doengas. Ricos exemplos da
utiliza¢do de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em mecanismos de
defesa sdo encontrados no desenvolvimento das civilizagdes Oriental e Ocidental,
merecendo destaque a civilizagao Egipcia, Greco-romana e Chinesa. A medicina tradicional
chinesa desenvolveu-se com tal grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e
preparados vegetais medicinais sdo estudados na busca pelo entendimento de seu
mecanismo de agdo e no isolamento dos principios ativos (VIEGAS-JUNIOR, BOLZANI
& BARREIRO, 2006).

A historia da terapéutica comeca provavelmente por Mitriates, Século II a.C., sendo
ele o primeiro farmacologista experimental. Nessa €poca, ja eram conhecidos os opiaceos, a
cila e inimeras plantas toxicas. No papiro de Ebers, de 1550 a.C. descoberto em meados do
século XIX em Luxor, no Egito, foram mencionadas cerca de 700 drogas diferentes,
incluindo extratos de plantas, metais (chumbo e cobre) e veneno de animais. As plantas
medicinais s3o um importante elemento da medicina indigena. Na Amazdnia, por exemplo,
os indigenas usam pelo menos 1.300 espécies de plantas. No Sudeste da Asia, os curadores
tradicionais utilizam 6.500 plantas diferentes para tratar malaria, ulceras de estomago,
sifilis e outras doengas (KONG et al., 2003).

A descoberta de substancias, que em estado natural ou apods sofrerem processos de

transformagao quimica, possuem atividade farmacoldgica, muitas vezes ja confirmada pelo
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uso popular e comprovada cientificamente, gera interesses institucionais e governamentais
(MIGUEL & MIGUEL, 2000).

Segundo Siani e Michiles (2005), acima de 25% dos farmacos hoje prescritos sao
derivados ou foram inspirados em substancias obtidas de plantas superiores, ¢ cerca de 11%
dos 252 farmacos considerados essenciais pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
originaram exclusivamente destas plantas. Os maiores impactos no setor de fitofarmacos
sdo confirmados nos fdrmacos antitumorais, onde recente prospecc¢ao revelou que 61% das
877 moléculas introduzidas como farmacos foram derivadas ou inspiradas em produtos
naturais. Em certas areas terap€uticas, estes valores sobem para 78% (antibacterianos).
Com o aumento de microorganismos resistentes aos farmacos antimicrobianos ja
conhecidos, varios extratos de plantas medicinais foram testados, com finalidade de se
procurar novas substancias com atividade antimicrobiana reconhecida (BASTOS, 2007).

Estudos apontam que no desenvolvimento de novos medicamentos de 22.900
substancias sintetizadas apenas uma alcangara a aprovacdo dos oOrgdos reguladores
internacionais de medicamento; apesar dos investimentos necessarios em tempo (cerca de
12 anos), recursos humanos e tecnologias avancadas, que vao de US$ 250 milhdes a 880
milhdes e ja chegaram a ultrapassar US$ 2,3 bilhdes. Essas condi¢des tém desestimulado os
investimentos em pesquisa para o langcamento de novos farmacos sintéticos. J4 um
medicamento de origem vegetal com base em informagdes tradicionais, em relagdo a um
medicamento sintético, apresenta maior aprovagao (4:1) com o tempo de investimento entre
5 e 7 anos, e um custo estimado em US$ 3 a 8 milhdes. Estes dados justificam a atengdo
dos diversos setores que se ocupam do estudo de plantas medicinais (SIANI & MICHILIS,

2005).
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As plantas medicinais devem ser consideradas nao apenas como matéria-prima,
ponto de partida para a descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso
natural potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado (REIS, MARIOT &
STEENBOCK, 2004). A fitoterapia constitui uma forma de terapia medicamentosa que
vem crescendo notadamente nestes ultimos anos, a ponto do mercado mundial girar em
torno de 22 bilhdes de dolares ao ano, atingindo US$ 8,5 bilhdes na Europa, US$ 6,6
bilhdes nos Estados Unidos ¢ R$ 400 milhdes no Brasil. Estima-se que a taxa de
crescimento € da ordem de 15% contra 4% dos medicamentos sintéticos, tendendo a
aumentar, nos proximos cinco anos (BORELLI, CAPASSO & CAPASSO, 2006).

No Brasil, a dificuldade na aquisicdo de medicamentos sentida por milhdes de
pessoas que ndo podem comprar e dependem exclusivamente do Sistema Unico de Saude,
fere um dos pilares da constituicdo, na qual: “satde ¢ um direito universal de todos os
cidaddos brasileiros”. A falta de acesso ao medicamento leva a um agravamento de
enfermidades, sofrimento individual e familiar, além da perda da qualidade de vida e
prejuizos relacionados ao trabalho e geracdo de renda. A populagdo encontra no uso dos

produtos naturais uma alternativa para solucionar seus problemas de saude (LA CRUZ,

2005).

Nas grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais sdo comercializadas em feiras
livres, mercados populares e ainda encontradas em quintais residenciais, € continuam sendo
utilizadas com finalidade terapéutica. Dessa forma, usuarios de plantas medicinais de todo
mundo, mantém a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando validas informagdes
terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL, PINTO & VEIGA

2002).
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Os produtos naturais e derivados foram e continuam sendo notoriamente de
importancia crucial em determinados setores da sociedade moderna, mesmo considerando-
se o grande nimero de produtos produzidos por sintese. Segundo a OMS 65-80% da
populag@o dos paises em desenvolvimento, e entre estes o Brasil, dependem das plantas
medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (CALIXTO, 2005).
Vé-se um interesse crescente na utilizagdo e pesquisa de plantas medicinais, objetivando-se
fins terapéuticos, aliadas a boa aceitabilidade destes produtos no mercado farmacéutico e as
altas cifras que circundam a utilizagdo de fitomedicamentos, observada na ultima década
(NOLDIN, ISAIAS & CECHINEL FILHO, 2006).

Além disso, o Brasil ¢ o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo,
contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total estimado entre 350.000 e
550.000 (GUERRA & NODARI, 2004). Muitas destas espécies ainda nem foram descritas,
catalogadas e estudadas. A lista oficial da flora brasileira ameagada de extingao, editada em
1992 (Portaria IBAMA 037-N), relacionava um total de 107 espécies. Entretanto, o grau de
precisao desta lista ¢ bastante questiondvel, principalmente pela falta de atualizacdo, o que
ilustra mais uma vez a caréncia de conhecimento sobre nossa diversidade (MEDEIROS,
2003).

Diante do exposto, faz-se importante o estudo das plantas brasileiras e de suas
atividades farmacoldgica, sendo este um dos objetivos do grupo de pesquisa do Laboratorio
de Farmacologia e Imunidade. O alvo deste trabalho foi estudar extratos e diterpenos de
Xylopia langsdorffiana uma planta da familia Annonaceae. Estudos tém mostrado que

espécies dessa familia sdo ricas em metabdlitos secundarios bioativos.
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1.4. Consideracoes Sobre a Familia Annonaceae

A familia Annonaceae foi catalogada em 1789 por Jussieu (HUTCHINSON, 1973).
Annonaceae constitui uma familia primitiva e pertencente a ordem Magnoliales
(CRONQUIST, 1981). Apresenta 2.300 espécies, distribuidas em aproximadamente 130
géneros (MAAS et al., 2001). Sua distribui¢do geografica ocorre quase que exclusivamente
em regides tropicais (HEYWOOD, 1985), sendo que no neotrdpico esta representada por
aproximadamente 40 géneros e 900 espécies. As plantas dessa familia sdo arboreas sendo
as trepadeiras também muito freqiientes. Além de seus frutos, na maioria dos casos, serem
comestiveis também sdo muito usados na terapéutica popular (CHATROU, RAINER &
MAAS, 2004).

Na Figura 4 encontra-se representada a distribuicdo da familia Annonaceae no
mundo; 50 géneros sdo encontrados na Asia e Austrélia, na Africa 34 géneros, enquanto no
continente Americano sdo conhecidos 39 géneros (BRUMMITT, 1992). Dos géneros que
compdem esta familia, 34 podem ser encontrados na América do Sul, com predominancia
dos géneros Annona L., Duguetia St. Hil., Guatteria Ruiz et Pavan, Rollinia St. Hil. e
Xylopia L. No Brasil, ha relatos de aproximadamente 27 géneros da familia Annonaceae,
compreendendo cerca de 260 espécies (MOREIRA et al, 2007). A familia apresenta
consideravel riqueza de espécies principalmente na regido amazonica e na floresta atlantica
(LOBAO, ARAUJO & KURTZ, 2005). Segundo Walker, a familia Annonaceae é
originaria da Asia e Austrélia, e mais recentemente, Lé Thomas, descreveu que esta familia

teve origem na Africa ou na América do Sul (LEBOEUF et al., 1982).
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Figura 4- Mapa de distribuicio da familia Annonaceae no mundo representada em vermelho

(www.arbolesornamentales.com/Annonaceae.jpg)

A familia Annonaceae ¢ conhecida principalmente por seus frutos comestiveis, tais
como a pinha, fruta do conde ou ata (Annona squamosa L.) e a graviola (Annona muricata
L.). Muitas arvores desta familia sdo cultivadas, por suas sementes serem fontes de 6leos
fixos utilizados como 6leos comestiveis ou para o preparo de sabdo. Outras espécies t€ém
sido empregadas na producao de alcool, na perfumaria e na medicina popular para varios
propositos (LEBOEUF et al., 1982).

Em termos taxondmicos, a familia Annonaceae constitui um grupo muito uniforme,
seja do ponto de vista anatomico, estrutural, de habito e habitat, distinguindo-se por
apresentarem uma combina¢do de caracteristicas bem marcantes. Sdo vegetais lenhosos,
arbustivos ou arborescentes. Possuem folhas simples, inteiras, alternadas e sem estipulas.
As flores, hermafroditas, sdo quase sempre vistosas e geralmente solitarias. H4 muitos

estames, mais ou menos sésseis, inseridos em espiral. O ovario ¢ constituido por varios
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carpelos (raras vezes um sd). O fruto ¢ geralmente uma baga carnosa, muitas vezes
comestivel, freqlientemente ¢ uma regido de varias bagas no mesmo receptaculo
(SCHULTZ, 1984).

Do ponto de vista da constitui¢do quimica, a familia Annonaceae ¢ caracterizada
pela presenca de alcaloides derivados de benzilisoquinolinas, principalmente aporfinicos.
Sdo registradas ainda, ocorréncias em quantidade significativa, de flavonodides e
terpenodides, especialmente diterpenos. Na ultima década, as acetogeninas vém sendo muito
pesquisadas em espécies desta familia, consideradas muito importantes devido aos seus

efeitos citotoxico, antimicrobiano e inseticida (RUPRECHT, HUI & LAUGHLIN, 1990).
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1.5. Consideracées sobre o Género Xylopia L.

O género Xylopia ¢ constituido de cerca de 150 espécies (BRUMMITT, 1992).
Algumas sdo usadas como condimentos enquanto outras fornecem fibras para a cordoaria.
O lenho ¢ leve, duradouro e algumas espécies apresentam propriedades medicinais
(ROCHA, SILVA & PANNIZA, 1979). O fruto de algumas espécies do género Xylopia é
usado popularmente como condimento por apresentar odor semelhante ao da pimenta-do-
reino (Piper nigrum) e é empregado, por este motivo, como seu substituto (CHADWICH,
1990). Muitos sdo usados também como carminativos. Vdarias espécies sdo utilizadas para
diversos fins e, em especial, na medicina popular como vermifugos (THOMAS, 1989) e
agentes antimicrobianos (CORREA, 1984).

Estudos etnofarmacologicos ja foram realizados com espécies desse gé€nero, por
exemplo, X. aethiopica ¢ utilizada para o tratamento de bronquite e desinteria, X. aromatica
como agente diurético e para edema de pele, X. sericeae como antiinflamatério e X.
cayennensis para problemas cardiovasculares (MOREIRA, 1999; MACEDO &
FERREIRA, 2004; NASCIMENTO et al., 2006).

Um grande nimero de componentes quimicos tem sido isolado do género Xylopia,
incluindo acetogeninas biologicamente ativas, dentre elas, a xylopiena ¢ a xylomatenina
com atividade citotoxica superior a adramicina para trés linhagens de células tumorais
(COLMAN-SAIZARITORIA, ZAMBRANO & FERRIGNI, 1994), diterpenos do tipo
caurano e labdano (FELICIO & ROQUE 1989), sesquiterpenos (MOREIRA et al., 2007),
alcaléides (HARRIGAN et al., 1994), ligndéides (WAHI, ROBLOT & CAVE, 1995) e

flavonodides (SANTOS & SALATINO, 2000). Dentre os alcaldides os mais comuns sdo os
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derivados do nticleo isoquinolinico e terpendides do tipo caurano, trachilobano, atisano,
labdanos, inclusive dimeros (HARRIGAN et al., 1994, FELICIO & ROQUE 1989).

Além dos constituintes acima mencionados t€m sido publicado dezenas de artigos
sobre Oleos essenciais de espécies do género Xylopia demonstrando que o género € rico em
monoterpenos e sesquiterpenos (LAGO et al., 2003, MAIA et al., 2005). Varios o6leos
apresentaram atividade antimicrobiana e citotoxica (ASEKUN & ADENIYI, 2004), e
também sdo utilizados em cosmetologia e perfumaria e t€m mostrado o espatulenol como
um possivel marcador quimiotaxonomico, estando presente em quase todas as espécies de

Xylopia que foram estudadas (MAIA et al., 2005).
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1.6. Consideracoes sobre Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul

Xylopia langsdorffiana ¢ uma arvore de 5 — 7 m de altura. Possui folhas alternas,
lanceoladas, inteiras, sericeas, flores roxas e pendunculadas (Figura 5). Fornece: madeira
para obras internas, carpintaria e caixotaria. A casca dé liber para cordoaria. E conhecida
popularmente como pimenteira-da-terra (CORREA, 1984). Esta planta vem sendo estudada
pelo LTF (Laboratério de Tecnologia Farmacéutica —UFPB) desde 2002 por ser

considerada uma fonte promissora de substancias bioativas.

Figura 5- Fotos de Xylopia langsdorffiana em seu habitat. a) arvore completa, b) detalhe dos frutos e c)

detalhe das folhas. Foto: Professor Dr. Josean Fechine Tavares.
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Dois diterpenos do tipo trachilobano foram isolados da casca do caule de Xylopia
langsdorffiana, a partir do seu extrato cloroférmico, acido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-
6ico (XLC) e acido ent-7a-de hidroxitrachiloban-18-6ico (Figura 6) (TAVARES et al.
2006). A partir do fracionamento do extrato etanolico, obtido das cascas do caule de
Xylopia langsdorffiana, foi isolado um diterpeno tipo labdano, identificado como sendo o

acido labda-8(17),12E,14-trien-18-6ico (XL) (Figura 6) (OLIVEIRA et al., 2006).

Figura 6- Estruturas moleculares dos diterpenos isolados de X. langsdorffiana. A: 4cido ent-7a-

acetoxitrachiloban-18-6ico (XLC); B: acido labda-8(17),12E,14-trien-18-6ico (XL).
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1.7. Metabdlitos Secundarios do Tipo Terpenodides

Uma das caracteristicas dos seres vivos ¢ a presenca de atividade metabolica. O
metabolismo ¢ a representacdo do conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no interior
das células. No caso das células vegetais, o metabolismo costuma ser dividido em primario
(atividades metabolicas essenciais que envolvem aminoacidos, carboidratos, lipideos e
acidos nucléicos) e secundario (envolvendo compostos que ndao possuem distribui¢do
universal e, portanto, ndo sdo necessarios a todas as plantas como, por exemplo, alcaldides
e flavonoides) (KAUFMAN et al., 1999).

Uma importante classe de metabolitos secundarios ¢ representada pelos terpenos,
um grupo de compostos naturais com ampla distribuicdo, compreendendo mais de 1500
compostos, além de uma variedade estrutural envolvendo mais de 40 tipos de esqueletos
basicos (NES & ZHOU, 2001).

Os compostos terpénicos possuem em comum o fato de serem constituidos por
multiplos ou inteiros da molécula fundamental do isopreno (2-metilbutadieno), (Figura 7);
que se origina a partir do acido mevalonico. A denominagao de terpenos se reserva para os
hidrocarbonetos saturados (terminagdo eno), estes podendo ser considerados como
polimeros por adi¢do ou condensagdo de moléculas do isopreno. Isto implica, além de uma
formula bruta inteira do isopreno (CsHg), como também uma estrutura ramificada que
permita reconhecer as unidades integrantes da molécula (ROBBERS, TYLER & SPEEDIE,

1997).
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Figura 7- Molécula fundamental do isopreno

Além destes verdadeiros terpenos, temos os chamados terpendides. A quimica dos
terpendides inclui compostos como alguns hidrocarbonetos que possuem menor ou maior
teor de hidrogénios do que os terpenos verdadeiros, conservando no entanto a estrutura das
unidades isoprénicas. Os esqueletos carbonados dos terpendides sdo formados pela
condensacao de um numero variavel de unidades de isopreno predominando a condensacao
cabecga-cauda (SIMOES & SPITZER, 2004).

A classificagdo dos terpenoides ¢ realizada de acordo com a quantidade de unidades
isopreno: hemiterpenodides, C5; monoterpendides, C10 e sesquiterpenodides, C15
(componentes dos Oleos essenciais, que contribuem para o aroma das plantas);
diterpendides, C20; triterpendides C30; tetraterpenos (ou carotendides), C40 (SIMOES &
SPITZER, 2004).

Esses compostos (terpenoides) apresentam variadas fungdes: os monoterpenos sao
constituintes dos 6leos volateis, atuando na atragdo de polinizadores. Os sesquiterpenos, em
geral, apresentam funcgdes protetoras contra fungos e bactérias, enquanto muitos
diterpenoides dao origem aos hormoénios de crescimento vegetal. Os triterpendides e seus

derivados, os esterdides, apresentam uma gama de fungdes. Muitos t€ém fungdes de
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prote¢do contra herbivoros, alguns sdo antimitoticos, e outros atuam na germinagdo das
sementes e na inibi¢ao do crescimento da raiz (HARBONE & BAXTER, 1995).

Os terpenodides podem ser encontrados nas formas ciclica e linear. As formas
ciclicas poderdo compor um numero imenso de formas de estereoisomeros, por outro lado,
os terpendides lineares apresentam isomerismo geométrico nas duplas liga¢des isoprénicas.
Os compostos mais freqiientes nos 6leos essenciais sao os monoterpenos (cerca de 90% dos
Oleos essenciais) e os sesquiterpenos. O numero de compostos terpénicos conhecido
ultrapassa a 8.000, como componentes descritos em 6leos essenciais € estimado um niimero
superior a 150 monoterpenos e 1.000 sesquiterpenos (SIMOES & SPITZER, 2004).

Os compostos terpénicos apresentam importantes atividades farmacolodgicas tais
como, anti-tumoral (CARNESECCHI et al., 2004), sedativas (DO VALE et al., 2002)
analgésicas, antiinflamatorias IWAMOTO et al., 2001; AHMAD et al., 2005; KUPELI et
al., 2003; RAJIC et al., 2000), cardioprotetores (LEIGOTT et al., 2000); bloqueadores de
canais de calcio (WANG et al., 2000), antioxidantes (ZHANG et al., 1996), hipolipidémica
(SILVA et al., 2001), antihipertensivas, relaxantes da musculatura vascular (TORRES et
al., 2000), antimicrobiana (MADUREIRA et al., 2003), antiulcerogénica (HIRUMA-LIMA
et al., 2002), gastroprotetora (GUEDES, 2002), antinociceptiva (GUEDES et al., 2002;
LIMA-JUNIOR et al., 2006), hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005).

Os diterpenos, compostos organicos de baixo peso molecular, apresentam um
esqueleto contendo 20 atomos de carbono e derivam biogeneticamente do pirofosfato de
geraniol geranila que resulta do encadeamento cabeca-cauda de quatro unidades de
isopreno (DZEROSKI et al., 1998). Muitos estudos realizados com extratos de plantas
contendo diterpenos mostraram uma variedade de atividades farmacologicas, como a

atividade anti-ulcerogénica do Trans-Crotonina, diterpeno isolado do Croton cajucara Beth
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(HIRUMA-LIMA et al., 2002); atividade analgésica do mirsinol, diterpeno isolado de
Euphobia decipiens (AHMAD et al., 2005); atividade analgésica e antiinflamatéria do
taxoide e lignanas, diterpenos isolados de Taxus baccata L. (KUPELI et al., 2003);
atividade citotoxica do diterpeno acido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-o6ico e atividades no
bloqueio de canais de calcio e relaxamento de traquéia do diterpeno acido labda-
8(17),12E,14-trien-18-6ico isolados de Xylopia langsdorffiana St-Hil & Tul (TAVARES et

al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Em continuidade a linha de pesquisa do Laboratério de Farmacologia e Imunidade
(LaFI) que visa a identificagdo de novos prototipos de farmacos analgésicos,
antiinflamatorios e imunomoduladores, este trabalho tem como objetivo o estudo
farmacologico de extratos e compostos isolados da espécie Xylopia langsdorffiana, planta

da familia Annonaceae em modelos funcionais de nocicepg¢ao e inflamacao.

2.2. Objetivos especificos

v" Determinar a dose letal aproximada para os dos extratos etanolico e cloroférmico
obtidos do caule de X. lagsdorffiana, bem como dos diterpenos acido labda-
8(17),12E,14-trien-18-6ico (XL) e 4acido ent-7a-acetoxitrachiloban-18-6ico (XLC)
isolados destes extratos;

v' Avaliar a atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepg¢do (contorgdes
abdominais induzidas por acido acético e nocicep¢do induzida por formalina) dos
extratos etanolico e cloroférmico e dos diterpenos XL e XLC;

v" Investigar uma possivel agdo central no modelo de Placa quente;

v’ Pesquisar a atividade antiinflamatéria em modelos animais de inflamagdo (edema de
orelha induzido por capsaicina, migragdo celular induzida por zymosan e artrite
experimental em ratos) dos extratos etandlico e cloroformico e dos diterpenos XL e

XLC;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material botanico

O caule de X. langsdorffiana foi coletado no municipio de Cruz do Espirito Santo,
estado da Paraiba, em julho de 2002. O material botanico foi identificado pela Professora
Dr". Maria de Fatima Agra, do Setor de Botanica do Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) - UFPB, e uma exsicata da planta esta depositada no Herbario Prof.

Lauro Pires Xavier (JPB), da UFPB, sob identificacio AGRA 5541.

3.2. Extratos e substancias utilizadas

Foram utilizados os extratos etanolico (EEt) e cloroférmico (ECI) e os diterpenos
do tipo labdano, acido labda-8(17),12E,14-trien-18-6ico (XL) e do tipo trachilobano, 4acido
ent-7a-acetoxitrachiloban-18-6ico (XLC) obtidos da casca do caule de X. langsdorffiana.
Os extratos ¢ substancias foram cedidos pelos professores, Dr. Marcelo Sobral da Silva e
Dr. Josean Fechine Tavares do LTF — UFPB, sendo a extracdo e isolamento descritos por
Tavares et al. (2006) e Oliveira et al. (2006). Como farmacos padrdes foram utilizados:
dipirona (Sigma Aldrich), indometacina (Merck), morfina (Dimorf-Cristalia-BR) e
talidomida (Sigma Aldrich). Para realizagao dos diferentes ensaios foram utilizados: acido
acético (Vetec), formaldeido (Vetec), capsaicina (Sigma Aldrich), capsazepina (Sigma
Aldrich), zymosan A (Sigma Aldrich) e adjuvante completo de Freund (Sigma Aldrich).
Em todos os experimentos, as substancias, extratos e farmacos foram administrados em
uma suspensdo de Tween 20 (Sigma Aldrich) e agua destilada (0,05%) por via

intraperitoneal (i.p.).
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3.3. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem suico, pesando entre 25-30 g, machos
ou fémeas, adultos com 6 a 8 semanas de idade. apenas no ensaio de artrite induzida por
adjuvante completo de freud foram utilizados ratos wistar, pesando entre 150 — 200 g,
machos ou fémeas, adultos com 5 a 8 semanas, provenientes do biotério central da
universidade federal de alagoas. em todos os experimentos foram utilizados grupos de seis
animais cada. apos utilizacdo nos experimentos os animais foram eutanasiados com co;. 0
trabalho teve aprovagdo prévia do comité de ética da ufal (nimero do processo:
006113/2005-82). todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo
com normas estabelecidas pela comissao de ética internacional para manuseio de animais

em modelos de inflamacao (ZIMMEMAN, 1983).

3.4. Ensaio de contor¢oes abdominais induzidas por acido acético

O perfil antinociceptivo foi avaliado através do ensaio de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. Quarenta minutos apos a administragao dos
extratos, substancias e fairmaco padrao (dipirona), foi realizada a administragdo de acido
acético 0,1 N (0,1 mL/10 g de peso) na cavidade peritoneal dos animais. Cinco minutos
apos a injegao, as contorgdes foram contadas durante 20 minutos. Foram feitos controles do

veiculo (Tween 20/agua destilada) (COOLIER, DINNEN & SCHNEIDER, 1968).
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3.5. Ensaio de nocicep¢io induzida por formalina

O ensaio consistiu na inje¢do de 20 uL de uma solucdo de formalina 2.5% (v/v)
(formaldeido diluido em salina) na face dorsal da pata traseira do camundongo quarenta
minutos apo6s a administragdo dos extratos, substancias e farmaco padrao (indometacina). O
tempo (segundos) em que o animal permaneceu lambendo a pata foi registrado. Com base
no padrao de respostas foi possivel estabelecer dois periodos: primeira fase - primeiros
cinco minutos e segunda fase - 15-30 minutos apods a inje¢do, que sdo respectivamente

relacionadas a dor neurogénica e dor inflamatéria (HUNSKAAR & HOLE, 1987).

3.6. Ensaio da placa quente

A atividade analgésica central foi avaliada através do teste da placa quente (55 +
0,1 °C). Os camundongos foram colocados sobre a placa aquecida e suas respostas ao
estimulo térmico (retirada e lambida das patas traseiras ou dianteiras) foram cronometrados.
Foram feitas duas medidas controle em intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo
de “cut-off” (méximo de permanéncia do animal na placa) de 10 segundos. Feito isso, os
extratos, substancias e farmaco padrao (morfina) foram administrados. Tem-se um intervalo
de 30 minutos e ai as medidas do tempo de resposta foram registradas em intervalos de 30

minutos durante 2 horas (EDDY & LEIMBACK 1953).
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3.7. Edema de orelha de camundongo induzido por capsaicina

Este ensaio consistiu na administracdo local (orelha direita) de 20uL de uma
solugdo de capsaicina diluida em acetona (12,5 mg/mL), 40 minutos apds a administragao
dos extratos, substancias e farmaco padrao (indometacina). O ensaio ¢ caracterizado por
uma reposta inflamatoria aguda da orelha, com desenvolvimento de edema. Os animais
foram sacrificados ap6s 30 minutos da administragdo de capsaicina e suas orelhas pesadas
para obtencdo do indice de inflamagao, e em seguida os pesos das orelhas inflamadas foram
comparados com os pesos da orelha contra-lateral que nao foi tratada com o agente
flogistico. Foi utilizada uma solu¢do de capsazepina em acetona (10,0 mg/mL). Neste
ensaio, ap6s a administracdo i.p. das substancias, 20ul da solu¢do de capsazepina (0,2
mg/20uL) em acetona foi administrada localmente na orelha direita do camundongo e ap6s
10 minutos, 20uL de uma solu¢do de capsaicina diluida em acetona (12,5 mg/mL) foi
administrada. Apds 30 minutos os animais foram sacrificados e o indice de inflamagao

calculado (SANCHEZ & MORENO, 1999).

3.8. Ensaio de peritonite induzida por Zymosan A

Os camundongos foram tratados ou ndo com as substancias em analise, 30 minutos
ap6s o tratamento foram submetidos ao ensaio de peritonite, por administracao i.p. de 0,5
mL de uma solugdo estéril de Zymosan A (Sigma) (2 mg/mL). Apo6s 6 h da inje¢do com
Zymosan A (Sigma), os animais foram eutanasiados e a cavidade peritoneal foi lavada com
2 mL de uma solugdo HANKS (HBSS, livre de Ca’" ¢ Mg™"). Em seguida o lavado
peritoneal foi analisado e foi realizada a contagem total do nimero de células em camara de

Neubauer utilizando microscopio 6tico na objetiva de 40x (DOHERTY et al., 1985).
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3.9. Ensaio de artrite induzida por Adjuvante completo de Freund

Este ensaio consistiu da administragdo de 100 pL de Adjuvante completo de Freund
(1 mg/mL) por via intradérmica na face dorsal da pata do rato. O tempo total de
experimento foi de 21 dias. No dia 0 os animais foram pesados, as patas medidas e
realizada a indugdo de artrite. A partir do 14° dia os animais foram tratados ou ndao com as
substancias e o tratamento mantido até o 21° dia. No 22° os animais foram eutanasiados

(NEWBOULD, 1963).

3.10. Toxicidade aguda

Os camundongos foram tratados com os extratos (EEt e ECI) e substancias (XL e
XLC) com uma dose 5 vezes maior que a maior dose utilizada nos demais ensaios, ou seja,
500 mg/Kg para os extratos e 500 pmol/Kg para as substdncias. Os animais foram
observados por um periodo de 72 h, sendo a morbidade ¢ mortalidade, caso acontegam,

detectadas até o fim do periodo (AKKOL, YESILADA & GUVENC, 2008).

3.11. Analise Estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais € o controle foram
realizados utilizando o teste t de Student ou ANOVA seguido de teste de Dunnet. A Dl
foi calculada através da curva de regressao nao-linear (sigmoidal dose-resposta). Os valores
foram considerados significativos quando *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. Os
resultados foram expressos como média £+ erro padrdo da média, conforme indicado nas
legendas das tabelas e figuras. As analises foram realizadas no GraphPad Prism® versao

3.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo da atividade antinociceptiva

4.1.1. Efeito dos EEt e ECl, XL e XLC no ensaio de contorc¢oes

abdominais induzidas por acido acético.

Inicialmente foi realizado o ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético. A via i.p. foi escolhida, uma vez que esta elimina o efeito de primeira passagem
e/ou anula a possibilidade destas moléculas estarem sofrendo degradacdo em pH acido
estomacal. Quando o EEt, na concentracdo de 100 mg/Kg, quando administrado por via i.p
apresentou uma inibicdo da contor¢do abdominal da ordem de 64,7% (Figura 8). Ja o
farmaco padrdo utilizado, a dipirona, via i.p. na dose de 10 mg/Kg, apresentou uma inibi¢ao
de 63,4%. Portanto, assim como a dipirona, o extrato possui uma atividade antinociceptiva,
quando administrado por via i.p.. Em seguida, foi avaliada a atividade antinoceptiva do
ECL. Os resultados mostraram que este foi capaz de inibir 62,5% da resposta
hipernociceptiva deste modelo, resultado semelhante a dipirona que induziu 63,4% de
inibi¢do. Ainda foi realizado o ensaio de contor¢do abdominal com compostos isolados dos
extratos de X. langsdorffiana, XL ¢ XLC. Ambos foram administrados por via i.p. numa
dose de 300 umol/Kg. A XL induziu uma inibi¢ao de 61,25% e a XLC atingiu uma inibigao

de 53,71% (Figura 8).
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Figura 8- Efeito da dipirona (10 mg/Kg, i.p.), EEt e ECI (100 mg/Kg, i.p.) e dos seus purificados, XL ¢ XLC
(300 umol/Kg, i.p.), em ensaio de nocicep¢do induzida por acido acético. (**P<0,01 foi considerado

significativo ao nivel de 99% de confianga no teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet).

O ensaio de contor¢do abdominal induzida por 4cido acético em camundongos ¢
amplamente utilizado como ferramenta para o screening de novos agentes analgésicos e
antiinflamatorios, sendo descrito como um modelo tipico para o estudo de dor inflamatoria
(TJOLSEN & HOLE, 1997). O acido acético atua diretamente induzindo a liberagdo de
varios mediadores, que sdo alvos dos farmacos antiinflamatdrios nao esteroidais (AINES)
e/ou alvos para farmacos opidides (COOLIER, DINNEN & SCHNEIDER, 1968).

As mais importantes vias de transmissdo da dor inflamatoria compreendem os
nociceptores polimodais periféricos sensiveis a prétons, tal como os canais i0nicos
sensiveis a acido e substancias algogénicas, como bradicinina, prostaglandinas e citocinas

(DERAEDT et al., 1980). O sinal destes receptores para o sistema nervoso central ocorre
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via fibras C aferentes sensoriais entrando no corno dorsal (COOLIER, DINNEN &
SCHNEIDER, 1968).

Além disso, ¢ bem estabelecido que a resposta nociceptiva causada pelo acido
acético também ¢ dependente da liberagdo de algumas citocinas, como o fator de necrose
tumoral (TNF-a), inteleucina 1p (IL-1p) e interleucina 8 (IL-8) modulada por macréfagos e
mastocitos localizados na cavidade peritoneal (RIBEIRO et al., 2000).

Embora a inibi¢do das contor¢des abdominais induzidas pelo dacido acético
represente uma antinocicep¢ao periférica (WIE, KIANG & BUCHAN, 1986), o modelo
nao possui especificidade, desde que uma diversidade de compostos farmacolégicos, como
antidepressivos triciclicos (TAKAHANSHI & PAZ, 1987), anti-histaminicos (YEH, 1980)
e anti-hipertensivos (PETTIBONE & MUELLER, 1981) inibem as contor¢des abdominais
induzidas pelo 4cido acético e mostram uma antinocicep¢do que pode ser questionada.
Porém, mesmo sendo um modelo inespecifico, este ¢ bastante utilizado para avaliar a
atividade analgésica de varias substancias de agdo central e periférica. Um aspecto
relevante ¢ que a patologia da dor ¢ uma resposta complexa, e os efeitos das substancias
nao podem ser investigados em um Unico modelo experimental (COOLIER, DINNEN &
SCHNEIDER, 1968), sendo necessarios outros modelos de dor para confirmar a acdo
analgésica desta planta.

Como observado, ndo apenas os extratos induziram inibi¢do significativa das
contor¢des abdominais quando comparados ao controle, mas também os purificados
isolados desses extratos XL e XLC, indicando uma atividade antinociceptiva. Dados da
literatura demonstraram a atividade antinociceptiva de duas espécies da familia
Annonaceae, Annona coriacea Mart. (SOUSA, DEL-VECHIO-VIEIRA & KAPLAN,

2007) e Duguetia lanceolata St.-Hil (SOUSA, et. al. 2008) no mesmo modelo. Segundo os
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autores o extrato metanolico de Annona coriacea e o extrato etanodlico de Duguetia
lanceolata foram capazes de reduzir as contor¢des abdominais pela inibi¢do da sintese de
prostaglandinas pela via da ciclooxigenase, sendo esta uma possivel via de acdo dos
extratos e diterpenos de X. langsdorffiana (SOUSA, DEL-VECHIO-VIEIRA & KAPLAN,
2007; SOUSA, et. al. 2008).

Ainda foram realizados testes para avaliar poténcia e eficacia dos dois constituintes
isolados de Xylopia langsdoffiana e do farmaco padrao, a dipirona, de modo que foram
testadas cinco doses das substincias e do fairmaco padrao para plotagem da curva-dose
reposta (300 umol/Kg, 100 umol/Kg , 30 umol/Kg, 10umol/Kg e 1 umol/Kg) e posterior
célculo da dose que inibe 50 por cento da resposta (DIsp). Como observado a DIsy do
labdano (XL) foi 42,8 umol/Kg, do trachilobano (XLC) foi de 17,41 umol/Kg, ja o farmaco
padrao (dipirona) apresentou uma DIsy de 14,68 pumol/Kg. Assim comparando-se a Dls, da
XL e XLC pode-se perceber que a XLC inibiu 50% das contor¢des com uma concentragao
menor que a da XL sugerindo que esta substdncia possui uma poténcia maior que a XL,
sendo o valor da DIsy mais préximo ao da dipirona. A XLC também apresentou maior

eficacia que a XL (Figura 9).
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Figura 9- Curva dose — resposta da dipirona, XL ¢ XLC em ensaio de nocicep¢do induzida por acido acético

(*P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95% de confianga no teste de ANOVA).

4.1.2. Efeito dos EEt e ECl, XL e XL.C no ensaio de nocicep¢io induzida

por formalina.

O teste de formalina ¢ um método bastante utilizado para examinar a nocicepgao e
sua modulagdo por farmacos, produtos naturais e substancias sintéticas (DU et al., 2007).
Os resultados descritos na Figura 10 mostram que EEt, ECl, XL, XLC, bem como a
indometacina, farmaco padrao utilizado, inibiram significativamente o tempo de lambida na
primeira fase do ensaio (fase neurogénica) quando comparados com o controle. O ECI
induziu uma porcentagem de inibi¢do de 79,4%, apresentando maior atividade que o EEt
(40,12%), XL (41,52%), XLC (33,69%) e indometacina (29,82%).
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O ECI também apresentou-se mais ativo na segunda fase do modelo, correspondente
a fase inflamatdria, com uma porcentagem de inibi¢do de 83,7%. O EEt (62,7%), XL
(44,1%), XLC (63,9%) e indometacina (59,3%) inibiram significativamente o tempo de

lambida na segunda fase quando comparados ao controle.
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Figura 10- Efeito da indometacina (100 umol/Kg, i.p.), dos EEt ¢ EC1 (100 mg/Kg, i.p.), ¢ dos diterpenos XL
e XLC (100 pmol/Kg, i.p.) em ensaio de nocicep¢do induzida por formalina. (**P<0,01 foi considerado

significativo ao nivel de 99% de confianga no teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet).

A resposta nociceptiva induzida pela formalina apresenta duas fases que podem
envolver diferentes mecanismos. A primeira fase (dor neurogénica) resulta da estimulacao
quimica direta das fibras aferentes nociceptivas mienilizadas e ndo mielinizadas (fibras-C),
enquanto que a segunda fase (dor inflamatoria) resulta da agdo de mediadores inflamatorios

liberados no tecido periférico e de mudangas funcionais nos neuroénios do corno dorsal
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espinhal que permitem, a facilitagdo da transmissdo a nivel espinhal (TJOLSEN et al.,
1992; DAI et al., 2002). A segunda fase ndo pode ser interpretada como conseqiiéncia da
primeira fase. Por esta razdo o teste de formalina € usado para avaliar a poténcia analgésica
de substancias, e também elucidar os mecanismos de analgesia na primeira (neurogénica) e
na segunda fase (inflamatoria) (HUNSKAAR & HOLE, 1987; TJIOLSEN et al., 1992).

Resultados experimentais tém indicado que a substincia P e a bradicinina
participam da primeira fase, que pode ser suprimida, principalmente, por analgesia de agao
central, analgésicos opidides como a morfina; enquanto que na segunda fase, varios
mediadores como: histamina, serotonina, bradicinina, aminodcidos excitatorios e
prostaglandinas, podem estar envolvidos na dor inflamatéria, que ¢ muito sensivel a acao
dos farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais (TJOLSEN et al., 1992; DAI et al., 2002;
SHIBATA et al., 1989; HUNSKAAR & HOLE, 1987).

Neste modelo os resultados mostraram que tanto EEt ¢ ECI de X. langsdorffiana,
como as substancias XL e XLC, inibiram o tempo de lambida nas duas fases de forma
significativa. Este resultado indica que os extratos e substincias sdo efetivos ndo apenas na
reducdo da dor neurogénica como também da dor inflamatoria, podendo estar envolvido na
inibi¢do de vias centrais e periféricas de geragdo da dor. Os resultados demonstrados na
primeira fase do modelo corroboram com os obtidos no ensaio de contor¢do abdominal
induzidas por 4acido acético, confirmando a atividade antinociceptiva dos extratos e

substancias.
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4.1.3. Efeito dos EEt e EC], XL e XLC no ensaio da placa quente

A atividade antinociceptiva central foi avaliada no ensaio de placa quente. Este
modelo esta relacionado a uma atividade primaria na medula espinhal como também as
areas superiores de processamento central (YAKSH & RUDY, 1977). O tratamento dos
animais com morfina, utilizada como padrdo, causou um incremento na laténcia dos
animais na placa nos tempos 60 ¢ 90 min. Os grupos que receberam as substancias XL e
XLC e os EEt e ECI nao tiveram aumento no seu limiar antinociceptivo quando analisados
no teste da placa quente, mostrando que nao foram efetivos em reduzir a nocicepgao

mediada por estimulos térmicos (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito das substdncias XL ¢ XLC (100 umol/Kg, i.p.), EEt ¢ ECI (100 mg/Kg, i.p.) e morfina (15

pmol/Kg, i.p.) no ensaio da placa quente.

Tratamento Tempo (min)
0 30 60 90 120

Controle 1.8+ 0,28 2.0+0.82 2,1+£0,50  39+0,76 3,4+0,69
Morfina 1,9+ 0,29 9,0 + 1,40%* 7,5 £0,58%* 45+0,5 2,8+0,27
EC1 2,8 £0,39 2,5+0,28 2,9+ 0,50 3,1+0,70 2,8+0,74
EFEt 1,3+0,26 4,0 £0,55 4,1+ 0,80 3,4+032 2,7+0,45
XL 2,5+0,57 3,9+0,83 3,3+0,57 2,6 +0,48 2,2+0,40
XLC 23+030 2,0+0,32 30+£0,60  2,8+026 3,4+0,70

Os dados representam a média e o erro padrio da média das leituras em segundos (** P<0,01 no teste de

ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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O calor ¢ freqiientemente utilizado como um estimulo nociceptivo em modelo de
dor aguda. O modelo da placa quente ¢ muito conhecido por ser sensivel a substancias que
atuam em nivel central. O calor induz efeitos termoceptivos cutaneos e a integragdo do
estimulo ocorre devido a estimulacdo de fibras C ndo-mielinizadas de condugdo lenta
(HENDRY, HSIAO & BUSHNELL, 1999). Embora, o ensaio da placa quente seja
comumente utilizado para testar analgésicos narcéticos, outras substancias com atividade
central, incluindo os sedativos e relaxantes musculares tém demonstrado atividade nesse
teste (EDDY & LEIMBACH, 1953). Entretanto, em contraste ao efeito da morfina, a
indometacina e outros antiinflamatorios ndo esteroidais, ndo apresentam nenhum efeito
neste ensaio (SANTOS, VEDANA & FREITAS, 1998).

Estudos recentes sugerem a participagdo de mecanismos periféricos na transmissao
da resposta térmica. Assim além do TRPV1 (receptor vanildide tipo 1), outros receptores
como o VLR-1 (receptor relacionado ao VR-1) e o ASIC (canal i6nico ativado pelo
estiramento) foram clonados e identificados como proteinas termoceptoras. A ativagao
destas proteinas causa influxo de ions em neurdnios sensoriais, iniciando o processo de
conducdo da informacdo nociceptiva térmica (REICHILING & LEVINE, 2000). A
observagdo de que EEt e EC1 X. langsdorffiana, bem como os diterpenos XL ¢ XLC ndo
induziram um aumento do tempo de laténcia dos animais na placa quente, sugere que estes

nao apresentam atividade antinociceptiva central.
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4.2. Estudo da atividade antiinflamatoria

4.2.1. Efeito da XL e XLC no ensaio de edema de orelha induzido por

capsaicina.

O edema de orelha como um modelo de medida de inflamacdo induzido por
capsaicina esta bem caracterizado em varios artigos (INOUE, NAGATA & KOSHIHARA,
1993). Utilizando este ensaio foi possivel determinar que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na porcentagem de inibicdo do edema, da indometacina,
farmaco padrdo utilizado no ensaio, e dos diterpenos XL e XLC em suas diferentes

concentracdes testadas (exceto a XLC na concentragdo de 0,3 pmol/Kg) (Figura 11).
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Figura 11- Efeito das substancias XL, XLC e indometacina (100 pmol/Kg, i.p.) em ensaio de edema de
orelha induzido por capsaicina. (**P<0,01, *P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95% de
confianga no teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet, quando comparados com o controle positivo —

animal tratado com capsaicina).

Utilizando a capsazepina, um antagonista de receptor vaniloide, investigamos o
efeito das substancias e extratos nesse sistema. Os resultados mostraram que quando a XL e
a capsazepina foram administradas concomitantemente, essas foram capazes de inibir de
forma significativa o edema de orelha causado pela capsaicina. Quando apenas a XL foi
administrada, esta também foi capaz de inibir significativamente o edema de orelha. No
entanto a comparacao das inibigdes do edema causadas pela XL e capsazepina e apenas
XL, demonstrou que o grupo tratado com XL e capsazepina induziu uma maior inibi¢do do
edema de orelha, na ordem de 78,71%, sendo a inibi¢do apenas na presenca da XL de

50,08%. Este resultado indica um efeito sinérgico entre a XL e a capsazepina, sugerindo
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mecanismos de agdo diferentes para estas duas substancias. Portanto, com este dado
podemos sugerir que a XL pode exerce efeito antinociceptivo por uma via distinta da
capsezipina. J& a XLC administrada simultaneamente com a capsazepina foi capaz de
induzir uma inibigao significativa do edema de orelha, o que também foi observado quando
apenas a XLC foi administrada. A comparagdo entre os grupos tratados com XLC e
capsazepina (72,74% de inibicdo) e apenas XLC (61,54% de inibi¢do) mostrou que nao
houve diferenga significativa entre eles embora exista uma menor inibi¢do quando a XLC ¢
administrada sozinha, o que também sugere mecanismos de acao distintos e, portanto estao
atuando de forma sinérgica para inibir o edema de orelha induzido por um ativador de

receptor vaniloide, a capsaicina (Figura 12).

- |—| 1 XL + Capsz. + Caps.
= i o [ IXL + Caps.
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Figura 12- Efeito das substancias XL e XLC (100 umol/Kg, i.p.) e capsazepina (0,2 mg/orelha) em ensaio de
edema de orelha induzido por capsaicina. (**P<0,01, *P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95%
de confian¢a no teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet, quando comparados com o controle positivo —

animal tratado com capsaicina ou teste t de Student).
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O modelo de edema de orelha induzido por agentes irritantes, tal como a capsaicina
¢ valido para o estudo de compostos com potencial antialérgico e atividade antinflamatéria
local. Muitas classes de farmacos, tais como: antagonistas da bradicinina,
antihistaminérgicos, antiserotoninérgicos, agentes antiinflamatorios nao-esteroidais e
antagonistas dos receptores vanildides, semelhantes a capsazepina e vermelho de ruténio
podem modelar a resposta ao edema de orelha dependendo da natureza da substancia
edematogénica (STERNER & SZALLASI, 1999).

A capsaicina, substancia algica de ocorréncia natural derivada de plantas da familia
Piperaceae, possui um importante papel no estudo do funcionamento das fibras sensoriais C
e Ad aferentes, tendo em vista a sua a¢do nos nociceptores polimodais e termoceptores
(PIETROVSKI et al., 2006). Foi proposto que a nocicep¢ao induzida pela capsaicina ¢
conseguida através da ativacdo de um receptor responsivo a capsaicina, também conhecido
como receptor vaniloide (TRPV), denominado TRPVI. Este receptor ¢ um canal
ionotropico nao-seletivo para cations, presentes nos neurdnios sensoriais primarios
(CATERINA et al., 1997, RANG et al., 2007). Estudos tém mostrado que a capsaicina
provoca a liberagdo de neuropeptideos, aminoacidos excitatorios, Oxido nitrico e
mediadores pré-inflamatdrios nos nervos periféricos e que esta informagao nociceptiva ¢€
transmitida para a medula espinhal (SZALLASI & BLUMBERG, 1999).

As substancias XL e XLC foram capazes de inibir o edema de orelha causado pela
capsaicina em todas as doses testadas (exceto XLC na dose de 0,3 umol/Kg). Além disso,
possivelmente ha um efeito sinérgico entre a XL e a capsazepina e entre a XLC e a
capsazepina o que indica que essas substancias podem estar atuando por vias distintas para

inibir o edema causado pela capsaicina. Nao ¢ totalmente descartada a idéia de que a XL e

76



XLC possam também agir como inibidor do receptor vaniloide. Entretanto, apenas estudos

utilizando “binding” especifico podem responder esta questao

4.2.2. Efeito dos EEt e ECIl, XL e XLC no ensaio de peritonite induzida

por Zymosan A

Peritonite induzida por zymosan A em camundongos ¢ um modelo de inflamacgao
amplamente utilizado e muito bem caracterizado (DOHERTY et al., 1985). A migragdo
celular foi reduzida de forma significativa apos seis horas da administragdo de Zymosan A
pela indometacina, XL, XLC, EEt e ECIl, quando comparados com o controle (Figura 13).
A indometacina, antiinflamatdrio nao esteroidal utilizado como padrdo, induziu uma maior
inibicdo da migracdo celular (59,61%), seguida do ECl (51,97%), XLC (49,51%), EEt

(42,51%) e XL (36,40%).
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Figura 13- Efeito da XL ¢ XLC (100 umol/Kg, i.p.), EEt e ECl (100 mg/Kg, i.p.) ¢ indometacina (100
umol/Kg, i.p.) em ensaio de peritonite induzida por Zymosan A. (**P<0,01 foi considerado significativo no

nivel de 99% de confianga no teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet).

O Zymosan A ¢ um polissacarideo constituinte da parede celular do fungo
Sacharomyces cerevisae capaz de induzir a degranulagdo de mastdcitos, liberando aminas
vasoativas como serotonina e histamina, e ¢ capaz de gerar produtos do metabolismo do
acido araquidonico e ativar a via alternativa do sistema do complemento. Quando
administrado na cavidade peritoneal do camundongo induz um aumento no extravasamento
vascular, um dos sinais preliminares da inflamag¢do (RAO et al., 1994, BOUGHTON-
SMITH & GHELANI, 1995). Esta ¢ uma etapa chave na formacdo do exsudado
inflamatoério e € seguida por um recrutamento tempo dependente de células, especialmente
neutrofilos (DOHERTY et al., 1985). O resultado obtido permite afirmar que esses extratos

e substancias possuem atividade antiinflamatoria, confirmando os resultados observados na
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segunda fase do ensaio de nocicep¢do induzida por formalina e edema de orelha induzido

por capsaicina.

4.2.3. Efeito da XLC no ensaio de artrite induzida por adjuvante

completo de Freund

A atrite foi estabelecida em todos os ratos pela administragdo do adjuvante
completo de Freund apds14 dias da administracdo. Os animais controles ndo apresentam
nenhuma alteracdo no didmetro da pata, uma vez que estes foram administrados apenas
com salina (Figura 14 A). Nos animais que receberam o adjuvante observou-se inflamagao
na pata administrada, (Figura 14 B). Para determinar o efeito do tratamento com XLC
sobre o desenvolvimento da artrite, a substancia foi administrada durante 7 dias a partir do
dia 14 apos a indugdo da artrite. O tratamento i.p. com a XLC ndo causou uma inibigdo
estatisticamente significativa do aumento de volume da pata quando comparada ao controle
positivo, tendo sido observado uma inibi¢do de forma significativa apenas no dia 16. O
farmaco padrdo utilizado, talidomida, foi capaz de inibir o aumento de volume da pata

significativamente nos dias 16, 17, 18 e 21 (Figura 15).
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Figura 14- Pata do animal Controle—animal normal (A) e animal artritico-administrado com adjuvante (B)
apos 14 dias de inducdo da sindrome, — eritema e edema na pata direita do animal artritico causados pela

administracdo do adjuvante completo de Freud’s.
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Figura 15- Efeito da XLC (100 pmol/Kg, i.p.) e talidomida (100 umol/Kg, i.p.), em ensaio de artrite induzida
por adjuvante completo de Freund (*P<0,05 foi considerado significativo no nivel de 95% de confianga no

teste de ANOVA, seguido do teste de Dunnet).
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O modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos ¢ amplamente utilizado para
avaliagdo da atividade antiinflamatoria cronica de diversos compostos. E um experimento
imuno-patoldégico que apresenta caracteristicas semelhantes a artrite reumatdide em
humanos. Neste modelo, a artrite se desenvolve dentro de duas semanas e é caracterizada
pela reducdo do peso corporal, edema de pata, bem como o desenvolvimento de lesdes
inflamatdrias. A artrite reumatdide € uma desordem sist€émica auto-imune caracterizada por
hiperplasia sinovial e inflamagao cronica. Embora as causas exatas da artrite reumatoide
permanecam desconhecidas, desregulacdo imunologica por citocinas inflamatorias podem
estar envolvidos no seu desenvolvimento (WANG et. al., 2005).

Na artrite reumatdide sdo produzidos altos niveis de IL-1 e TNF-a, que
desempenham papéis essenciais na progressdo da destrui¢ao conjuntiva e proliferacao da
membrana sinovial. Estudos demonstraram que a IL-1 e TNF-a reforcam a proliferacao de
fibroblastos, estimulam a produ¢do de PGE2, aumento da expressdo de citocinas e colageno
por células sinoviais. O TNF-a exerce a sua atividade através da indug@o de IL-1. Assim, a
IL-1 e TNF-a sdo dominantes na indu¢ao de inflamagdo e erosdo Ossea. Prostaglandinas
estdo envolvidas em uma série de atividades bioldgicas relevantes para a patogénese da AR.
Estudos sugerem que alguns dos aspectos pro-inflamatérias da doenga sdo mediados por
PGE2. A neutralizagdo da PGE2 com anticorpos monoclonais reduziram tanto os sinais
inflamatérios quanto os niveis de marcadores de doenga (XU et. al., 2007). Quimiocinas,
como CCL2 e CCLS, também desempenham um papel importante na patogénese da
reumatoide artrite (XU et. al., 2007; KAPLAN et al., 2002). Os resultados mostraram que a

XLC nao foi eficiente ao inibir o edema caracteristico da artrite induzida por adjuvante.
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4.3. Efeito dos EEt e ECl, XL e XLC no ensaio de toxicidade aguda

Para a avaliacdo da toxicidade aguda dos EEt e ECI (500 mg/Kg, i.p.) e dos
diterpenos XL e XLC (500 umol/Kg), morbidade e mortalidade foram monitoradas durante
72 h apds a administragdo dos mesmos. Os animais tratados com as substancias XL e XLC
permaneceram ativos durante todo o periodo, sem apresentar sinais de toxicidade ou morte
durante um periodo de 72 h. Ja o EEt induziu a morte de 50% dos animais apds 24 h de
experimento, € 0os que ndo morreram ficaram letargicos. Os animais tratados com ECI
tiveram 100% de morte antes de 24 h de experimento. Através destes resultados pode-se
afirmar que os extratos de X. langsdorffiana apresentam uma toxicidade na dose de 500
mg/kg, ja as substancias isoladas nao apresentam toxicidade na concentragdao de 500

umol/kg.
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5. CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que ndo apenas os extratos etanolico e
cloroférmico de Xylopia langsdorffiana possuem atividade antinociceptiva, mas também
seus isolados XL (proveniente do extrato etanolico) e XLC (proveniente do extrato
cloroformico), dados demonstrados através dos ensaios de contor¢do abdominal induzida
por acido acético e nocicepgao induzida por formalina. A XLC apresentou maior poténcia,
como evidenciada pelo calculo da DIsy no modelo de contor¢do abdominal induzida por
acido acético e também maior eficacia que a XL.

Nenhuma das substincias (XL e XLC) ou extratos (EEt e ECl) apresentaram
atividade antinociceptiva central, verificada através do ensaio da placa quente. Uma
provavel atividade antiinflamatoria também foi observada no modelo de nocicepgdo
induzida por formalina, modelo de migracao celular induzida por Zymosan A e edema de
orelha induzido por capsaicina. A substincia XLC ndo apresentou atividade
antiinflamatoria em modelo cronico de inflamacdo (artrite). Os extratos EEt e ECI
apresentaram toxicidade quando administrados na dose de 500 mg/kg, o que ndo foi
observado com a administragdo das substancias XL e XLC na dose de 500 pmolKg.

De posse destes resultados pode-se concluir que os extratos bem como os diterpenos
XL e XLC, sdo capazes de modular a resposta nociceptiva e inflamatoria aguda, no entanto

essas substancias apresentaram efeitos toxicos.
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