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RESUMO

Piptadeniastipulacea,pertence a familia Fabaceae, é amplamente distribuida na
caatinga. Esta espécie € conhecida no Nordeste brasileiro como jurema-branca, carcard e
rasga-beico, sendo utilizada na medicina popular para tratar inflamacdo. Neste trabalho,
buscou-se investigar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da fase aquosa, fase
acetato de etila e de um flavonoide isolado das partes aéreas de Piptadeniastipulacea. As
partes aéreas de Piptadeniastipulacea foramusadas para o fracionamento e, posteriormente o
flavondide galetina 3,6-dimetil éter(FGAL)foi obtido da fase cloroférmica da planta.
Experimentos foram realizados em camundongos Swiss usando o modelo de contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético, ensaio da placa quente, teste de formalina e peritonite
induzida por zymosan A. Para caracterizar o mecanismo de acdo de FGAL responsével por
sua a¢do antinociceptiva, o ensaio de inibi¢do de cicloxigenase (COX) in vitro e a andlise da
atividade sequestrante radicalar através do método fotocolorimétrico deconsumo de 2,2-
difenil-1-picrihidrazila(DPPH) foram utilizados. As fases aquosa e acetato de etila(100
mg/kg, v.0.); e o flavonoide FGAL (100 pumol/kg, v.o. ou i.p.) reduziram a nocicep¢ao
produzida por 4cido acético, na proporcao de 49,9 + 11,2, 54,6 £ 5,3, 39,0 + 6,8 e 64,8% +
8,1, respectivamente.Por FGAL apresentar maior atividade antinociceptiva ao ser
administrado pela via intraperitonealquando comparado com a via oral, escolheu-se essa via
para dar sequéncia ao estudo com FGAL. Posteriormente, verificou-se também a inibicdo da
nocicepg¢ao no ensaio de placa quente através do tratamento com a fase acetato de etila (v.o.,
100 mg/kg), indicando que esta fase apresenta atividade central. A fase acetato de etila (v.o.,
100 mg/kg) reduziu a nocicep¢do gerada pela aplicacdo de formalina em ambas as fases do
teste, apresentando porcentagem de inibicao de 40,2 + 10,3e 59,9% = 6,5, respectivamente. O
tratamento com a fase aquosa (100 mg/kg, v.0.) e FGAL (100 pmol/kg, i.p.) apenas se
mostraram ativos na segunda fase do teste de formalina na propor¢ao de 72,6+ 5,5 e 66,0% =+
8,0, respectivamente. Além disso, as fases aquosa (100 mg/kg, v.0.), acetato deetila (100
mg/kg, v.0.) e FGAL (100 pumol/kg, i.p.) tambémapresentaram efeito anti-inflamatério
significante quando comparadas ao grupo controle, apresentando porcentagem de inibi¢do de
recrutamento celular na peritonite induzida por zymosan A de 35,8 £4,9, 37,7 £ 6,2 ¢ 31,3%
+ 13,3, respectivamente. FGAL, na concentracdo de 0,2 puM inibiu COX-1 (79,5% =+ 0,6) e
COX-2 (56,0% + 3,8), com um perfil de inibi¢dao similar ao observado para indometacina na
mesma concentragcdo (93,0 £ 2,6 e 79,0% =+ 1,5, respectivamente), apresentando inibicao de
COX-1 em maior propor¢ao do que COX-2. Além disso, indometacina inibiu de forma mais
eficaz, tanto COX-1 como COX-2 quando comparado a FGAL. No teste de2,2-difenil-1-
picriidrazila(DPPH), FGAL, na concentragao de 0,3 mM, mostrou alta atividade sequestrante
radicalar. Estes resultados inferem que a fase aquosa, a fase acetato e FGAL obtidos das
partes aéreas de Piptadeniastipulacea sdo capazes de modular a antinocicepg¢io e a resposta
inflamatéria aguda.O flavonoide FGAL inibe COX-1 e COX-2, provavelmente por sua
capacidade de sequestrar radicais livres, sendo este um dos seus macanismos de a¢do na
nocicep¢do e inflamagdo. Além disso, os resultados encontrados corroboram com o0 uso
popular de Piptadenia stipulacea por suas propriedade anti-inflamatdria.

Palavras-chave: Piptadenia stipulacea. Galetina 3,6-dimetil éter.Atividade antinociceptiva.
Atividade anti-inflamatéria. Inibi¢ao de COX.Sequestro radicalar
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ABSTRACT

Piptadeniastipulaceabelongs to the Fabaceae family,and is widely distributed in the caatinga.
This species is commonly known in the Brazilian Northeast as “jurema-branca”, “carcard”
and “rasga-bei¢co”, and is used in folk medicine in inflammation.In this study, we attempted to
identify the possible antinociceptive and anti-inflammatory activities of the aqueous phase,
the ethyl acetate phase and one flavonoid obtained from aerial parts of Piptadeniastipulacea.
Aerial parts of Piptadeniastipulaceawere used and after fractionation, the flavonoid Galetin
3,6-dimethyl ether(FGAL) was obtained of the chloroformic phase of this plant. Experiments
were conducted on Swiss mice using the acetic acid-induced writhing test, the hot plate test,
the formalintest and zymosan A-induced peritonitis test.To characterize the mechanism(s)
responsible for these antinociceptive and anti-inflammatory actions of FGAL, COX inhibitor
screening assay kit and test of DPPH was used. The aqueous and ethyl acetate phases (100
mg/kg, p.o.); and the flavonoid FGAL (100 pmol/kg, p.o. or i.p.), reduced the nociception
produced by acetic acid, by 49,9 + 11,2, 54,6 £ 5,3, 39,0 £ 6,8 and64,8% =+ 8,1, respectively.
As FGAL have greaterantinociceptive activitywhenadministeredintraperitoneallycomparedto
oral route, we chose thisrouteyou follow upthestudywithFGAL.The ethyl acetate phase (100
mg/kg, p.o.) reduced nociception in the hot plate, indicating that this fraction exhibited
central activity. The ethyl acetate phase (100 mg/kg, p.o.) reduced the formalin effects in both
phases by 40,2+ 10,3 and59,9% =+ 6,5, respectively. Treatment with the aqueous phase (100
mg/kg, p.o.) and FGAL (100_mol/kg, i.p.) only protected the second phase by 78,5+ 5,5 and
64,0% = 8,0, respectively.In addition, it was observed in the zymosan A-induced peritonitis
test that the aqueous phase, the ethyl acetate phase and FGAL exhibited anti-inflammatory
activity, reducing significantly the number of recruit cells by 35,8 + 4,9, 37,7 + 6,2 and 31,3%
+ 13,3, respectively. Moreover, FGAL at 0,2uM was able to inhibit COX-1 (79,5% + 0,6)
and COX-2 (56,0% + 3,8), with an inhibition profile similar to indomethacin inthe
sameconcentration(93.0 £2.6and79.0+1.5%, respectively), showinginhibitionofCOX-1 in
greaterproportionthanCOX-2. Furthermore, indomethacin wasmoreeffective,bothCOX-1
andCOX-2 whencomparedtoFGAL.In the test of DPPH, FGAL showed high radical
scavenging activity. These results infer that the aqueous phase, the ethyl acetate phase and
FGAL obtained from aerial parts of Piptadeniastipulacea are able to modulate the peripheral
nociception and acute inflammatory response. TheflavonoidFGALinhibitCOX-1 andCOX-2,
probablyforitsabilityto scavenge free radicals, this beingone of itsmechanismof
actioninnociceptionand inflammation. Moreover,
theresultscorroboratethepopularuseof Piptadeniastipulaceabytheiranti-inflammatory property.

Keywords: Piptadenia stipulacea.Galetin 3,6-dimethyl ether.Activity
Antinociceptive.Activity anti-inflammatory.Inhibition of COX.Radical scavenger
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € uma resposta imediata do corpo desencadeada pelo dano devido a
presenca de patégenos, substincias toxicas ou agressdo fisica (WEISS, 2008). Os processos
inflamatdrios sdo necessarios a vigilancia imunoldgica, reparacao 6tima, e regeneragao apos a
lesdo (VODOVOTZ et al., 2008). No entanto, a inflamagao excessiva ou inadequada € a causa
de inimeras doencas, incluindo artrite reumatoide, psoriase e doenca inflamatdria intestinal.
A inflama¢@o € o maior componente dos danos causados por doencas auto-imunes € um
colaborador essencial para doencas como cancer, diabetes e doenga cardiovascular (LUCAS
et al., 2000).

Localmente, a inflamacao se desenvolve nas formas cldssicas de inchago, calor, rubor
e muitas vezes dor. Os indutores comuns de inflama¢do compreendem uma grande variedade
de condicdes adversas que iniciam o recrutamento dos leucdcitos, inducdo e ativacdao de
mediadores inflamatérios, como cininas, produtos da COX e citocinas. Muitas dessas
moléculas sdo produzidas localmente e t€ém comprovado envolvimento no processo
inflamatério dos tecidos, e sdo os principais alvos para a intervencdo terapéutica em uma
variedade de doencas (LUCAS et al., 2006; MEDZHITOV, 2008). A dor € um dos sinais
classicos do processo inflamatério em que a sensibilizacdo dos nociceptores € o denominador
comum. Esta sensibiliza¢do causa hiperalgesia ou alodinia em seres humanos, fenomenos que
envolvem a percepcao da dor, e é mais bem descrita como nocicep¢do em modelos animais
(VERRI-JUNIOR et al., 2006; CUNHA et al., 2008).

O tratamento clinico das doencas inflamatérias € dependente de farmacos que
pertencem a classe dos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e esteroidais
(YONATHAN et al., 2006). A constante busca por agentes anti-inflamatérios potencialmente
eficazes e seguros ndo pode ser subenfatizada. O uso de extratos de ervas e suplementos
nutricionais como medicina alternativa ou complementar a quimioterapia convencional para o
tratamento de processos inflamatdrios estd bem documentada na medicina Ayurveda (RAO et
al., 2005).

A espécie Piptadenia stipulacea (Familia: Fabaceae: subfamilia Mimosoideae: tribo
Mimoseae) tem dois sindnimos, Piptadenia communis var.stipulacea Benth e Pityrocarpa
stipulacea (Benth) Brenan, apresenta uma unica investigacdo fitoquimica, a qual descreve
apenas o isolamento do alcaloide ind6lico bufotenina de Piptadenia communis

(WILLAMAN; LI, 1970). Piptadenia stipulacea é popularmente conhecida no Nordeste do
Brasil como "jurema-branca" (FABRICANTE; ANDRADE, 2007), "jurema malicia-da-
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serra”’, "carcard" e "calumbi" (FLORENTINO et al., 2007) e é amplamente distribuida no
bioma caatinga do nordeste, desde do estado do Piaui até a Bahia (BARBOSA et al., 2007). E
comumente utilizada como alimento para ovinos, caprinos e bovinos, principalmente durante
a estagdo seca, quando nao ha pasto (BEZERRA, 2008).

O caule, casca e folhas de Piptadenia stipulacea sao usados na medicina popular nas
formas de tintura ou decoccdo por suas propriedades anti-inflamatérias (ALBUQUERQUE;
ANDRADE, 2002). Essas preparacdes também sdo indicadas como cicatrizante (BEZERRA,
2008). Em estudos farmacoldgicos de Piptadenia stipulacea, suas folhas foram ativas contra
Klebsiella pneumoniae multirresistentee contra cepas de Candida albicans (BEZERRA,
2008). Em outro estudo, extratos de Piptadenia stipulacea também mostraram eficazes contra
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecium e Neurospora crassa
(CHIAPPETA; DE MELLO, 1984).

Esse estudo teve por objetivo avaliar as propriedades antinociceptiva e anti-
inflamatdria da fase aquosa, da fase acetato de etila em modelos animais. Devido ao fato da
fase cloroférmio ter apresentado alto teor de fendis totais, esta foi selecionada para
fracionamento, utilizando cromatografia de coluna de adsorcdo, que levou ao isolamento e
identificacdo do flavonoide FGAL (galetina 3,6-dimetil eter). Os flavonoides sdo exemplos de
compostos isolados de plantas normalmente relatados por suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatérias (HAMALAINEN et al., 2007). Esses compostos fendlicos ocorrem em
alimentos de origem vegetal de forma ubiqua. Mais de 4000 flavonoides t€m sido descritos e
sdo constituintes normais da dieta humana conhecidos pela sua variedade de atividades
biolégicas (GUARDIA et al., 2001; HAMALAINEN et al., 2007).

Embora flavonoides ndo sejam tdo raros dentro da Fabaceae, FGAL foi isolado pela
primeira vez nesta familia e mostrou algumas propriedades farmacoldgicas, como um inibidor
da aldose reductase (HAI-BO et al., 2007), atividade antioxidante (LEACH et al., 2007),
inibidor da a-amilase (AL-DABBA et al., 2006), inibidor da producdo de 6xido nitrico (NO)
(MORIKAWA et al., 2006), atividade contra doencas vasculares neurais e periféricas
(ROSENBLOOM, 2004), para tratar doencas da pele (ROSENBLOOM, 2003), e como
antiviral (ELSOHLY et al., 1997). Testes farmacoldgicos foram utilizados para verificar se
este flavonoide apresenta atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria, bem como para

pesquisar seus provaveis mecanismos de agao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Pesquisar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria da fase aquosa, fase acetato

de etila e do flavonoide FGAL isolado das partes aéreas da espécie Piptadenia stipulacea.

2.2 Objetivos especificos

¢ Investigar a atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicep¢ao;

e Averiguar uma possivel acdo antinociceptiva central no modelo de placa quente;
e Pesquisar a atividade anti-inflamatéria em modelos animais de inflamacdo aguda;
e Verificar a atividade inibitoria de COX-1/COX-2 in vitro;

¢ Analisar a atividade sequestrante radicalar em ensaio in vitro.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dor e nocicepcao

A capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial para a sobrevivéncia e bem-
estar de um organismo (BASBAUM et al., 2009). O sistema nervoso sensorial € especializado
em detectar e reagir a estimulos externos e, dependendo da evolucdo da complexidade
genética caracteristica de cada espécie, as proteinas transdutoras possibilitam diferenciar o
estimulo agressivo do inécuo (RIBEIRO et al., 2002; KRAYCHETE et al., 2006).

A dor pode ser definida como uma experi€ncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano tecidual potencial ou real (LIMA-J UNIOR, 2005). Assim como a beleza
ndo € inerente a uma imagem visual, a dor ¢ uma experiéncia complexa que envolve ndo
apenas a transducdo dos estimulos de substancias nocivas do ambiente, processamento
cognitivo e emocional pelo cérebro (JULIUS; BASBAUM, 2001). J4 a nocicep¢do € o
processo pelo qual estimulos térmicos, mecanicos, ou quimicos intensos sdo detectados por
uma subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, denominadas nociceptores (BASBAUM et
al., 2009).

O sistema nervoso pode alterar os seus niveis de atividade em resposta a um estimulo
nociceptivo, ndo sendo apenas um condutor de estimulos, mas sim reagindo a eles quando
persistentes, modificando-se anatdmica e funcionalmente (neuroplasticidade) e também
armazenando estas informag¢des (memoria) (BARROS, 2004). Os estimulos dolorosos sao
detectados e codificados, principalmente, por nociceptores aferentes, que transmitem
informagdes nocivas a medula espinal e ao cérebro (IVERSEN; CHAPMAN, 2002).

O sistema nervoso detecta e interpreta uma ampla gama de estimulos térmicos e
mecanicos, bem como quimicos, ambientais e endégenos. Quando intensos, esses estimulos
geram dor aguda, e na continuacdo dos danos persistentes, tanto componentes periféricos
como do sistema nervoso central (SNC) da dor apresentam enorme plasticidade nas vias de
transmissdo, aumentando os sinais de dor e producdo de hipersensibilidade. Quando a
plasticidade facilita reflexos protetores, pode haver beneficios, mas quando as alteracdes
persistem, pode-se resultar em uma condi¢do de dor cronica (BASBAUM et al., 2009).

Além disso, quando estimulos dolorosos provocam dor de maior intensidade, hd a
indu¢do da chamada hiperalgesia. Ja quando estimulos normalmente in6cuos, como toque, luz

ou calor, sdo percebidos como dolorosos este fendmeno € referido como alodinia
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(BASBAUM et al., 2009). A alodinia pode resultar de duas situagdes diferentes: aumento da
resposta dos neurdnios da medula espinal a transmissdo da dor (sensibilizacdo central), ou
reducdo dos limiares de ativagdo dos nociceptores (sensibilizagdo periférica) (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Os receptores nervosos periféricos da dor foram se desenvolvendo ao longo do tempo,
de maneira a ampliar e facilitar a condu¢do nervosa apds estimulo de alto limiar, com o
objetivo de evitar situacdes desagraddveis, manter as funcdes fisiologicas e preservar a vida.
Entretanto, embora seja um processo natural, a dor € sempre referida como uma sensagao
desagradével e por vezes insuportavel (RIBEIRO et al., 2002; KRAYCHETE et al., 2006).

A dor aguda, com sua fungdo bioldgica, alerta para a presenca de uma lesdo tecidual
real ou potencial. Em determinadas situacdes, sua intensidade e duragdo nao mantém uma
relacdo de proporcionalidade com o estimulo agressor. Diversos sdao os neuromediadores
inflamatérios que, quando liberados de macréfagos, mastdcitos, células endoteliais ou nervos
traumatizados, ativam os nociceptores nas fibras nervosas tipos Ad e C, facilitando a
transmissdo dolorosa e as alteracdes inflamatdrias periféricas e, conseqiientemente, o quadro
de hiperalgesia (RIBEIRO et al., 2002; KRAYCHETE:get al., 2006).

A histéria de trauma, de infeccdes virais, de doencas vasculares, de distirbios
enddcrinos ou metabdlicos, de deficiéncia nutricional, de processos inflamatdrios ou auto-
imunes contribui de forma evidente para a les@o ou estimulacdo do sistema nervoso. Dessa
forma, as alteracdes da localizacdo e da expressdo de canais iOnicos, de receptores e de
sinapses nervosas e as mudangas da distribuicdo e da cinética de neurotransmissores e de
neuromediadores permitem que os neurdnios centrais ou periféricos atinjam o limiar para
despolarizacdo mais precocemente, gerando descargas ectopicas que se amplificam e ativam
células vizinhas. Pode-se inferir, entdo, que a dor cronica é um estado de constante facilitacao
da conducdo nervosa, quando estimulos que eram in6cuos podem ser interpretados como dor
(alodinia) ou quando a resposta ao estimulo doloroso ndo € proporcional a intensidade da
agressao (hiperalgesia) (KRAYCHETE et al., 2006).

A dor cronica, resultante da persisténcia de estimulos nociceptivos ou disfuncdes do
sistema nervoso, nao € uma versiao prolongada de dor aguda, sendo identificada a perda da
funcdo bioldgica e se caracteriza pela sua natureza multidimensional, em que, além dos
fendmenos neurofisioldgicos, 0s aspectos psicoldgicos, cognitivos, comportamentais, sociais,
familiares e vocacionais também modulam a experiéncia dolorosa (RIBEIRO et al., 2002).

Os quadros élgicos podem ser classificados ainda de acordo com a sua origem.

Quando a dor ocorre em consequéncia de lesdo tecidual, secundaria a um estimulo (calor,
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pressdo, corte) ou provocada por uma doenca, a dor € chamada de nociceptiva. Neste caso, o
fendmeno € associado a inflamagdo do tecido danificado e o sistema nociceptivo fica mais
sensivel. Com a resolucdo do dano tecidual, o estimulo termina. A crise dlgica estd dentro do
grupo de dores nociceptivas, que podem ser do tipo somatica (constante e bem localizada, por
ativacdo de nociceptores) ou visceral (constante, mal localizada, seu mecanismo envolve a
ativacdo de nociceptores e/ou componentes autondmicos) (LOBO et al., 2007).

A dor neuropética ocorre quando os axomas sensoriais ou as células nervosas estao
danificados, causando uma mudanca no sistema nervoso por hipersensibilidade, seja na drea
lesada ou no tecido circundante. A dor, nestes casos, tem caracteristica de queimacao, choque
ou disestesia. O mecanismo deste tipo de dor ndo € nociceptivo, mas por descargas

paroxisticas do SNC e periférico (LOBO et al., 2007).

3.1.1 Mecanismos neurais da dor

A percepcao da dor inicia com a resposta de fibras aferentes do tipo Ad ou fibras C a
varios estimulos (quimicos, térmicos ou mecanicos), intensos suficientes para desencadear um
potencial de acdo (OLIVEIRA, 2005a). As fibras aferentes do tipo Ad sdo pequenas fibras
mielinizadas de didmetro médio que mediam rapidamente a dor aguda, bem localizada. Esses
aferentes mielinizados diferem consideravelmente das fibras de maior didmetro AP, que
rapidamente respondem a estimulos mecanicos in6cuos (BASBAUM et al., 2009).

A segunda classe de nociceptor inclui fibras aferentes de pequeno diametro nao
mielinizadas, conhecidas como nociceptores polimodais C ou fibras C, as quais transmitem
lentamente a dor mal localizada. Como os aferentes mielinizados, a maioria das fibras C sdo
polimodais, isto €, inclui uma populacdo que é sensivel tanto ao calor como a estimulos
mecanicos nocivos. Outros sdo mecanicamente insensiveis, mas respondem ao calor nocivo.
As fibras C também respondem a estimulos quimicos nocivos, tal como o 4cido ou a
capsaicina, o ingrediente picante na pimenta malagueta. E interessante mencionar também que
nem todas as fibras C sdo nociceptores (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al.,
2009).

Existem duas classes principais de nociceptores, que se subdividlem em fibras
somaticas e viscerais, inervando todos os tecidos, exceto o SNC. Os neur6nios nociceptivos,
os quais respondem a estimulos nocivos, apresentam seus corpos celulares dentro do ganglio
da raiz dorsal da medula, na cadeia para-vertebral e no ganglio trigeminal para os

nociceptores do rosto (OLIVEIRA, 2005a; BASBAUM et al., 2009).
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Os corpos celulares dos nociceptores dao origem a um Unico axonio que se bifurca em
um ramo periférico (que inerva o tecido-alvo periférico) e um axonio central (que entra no
CNS para fazer a sinapse nociceptiva com neurdnios de segunda ordem). Logo, os
nociceptores tém quatro principais componentes funcionais: o terminal periférico, que
transduz estimulos externos e inicia os potenciais de a¢do; o axonio que conduz os potenciais
de acdo; o corpo celular que controla a identidade e a integridade do neurdnio; e o terminal
central, que € o elemento pré-sindptico da primeira sinapse na via sensorial no CNS
(WOOLF; MA, 2007).

Enquanto que apenas o terminal periférico dos nociceptores ird responder aos
estimulos do ambiente (calor doloroso, frio e estimulo mecanico), tanto os terminais
periféricos como os centrais podem ser alvo de uma série de moléculas endégenas (como pH,
lipidios e neurotransmissores) que regulam a sua sensibilidade (BASBAUM et al., 2009).

Na sensibilizacdo central, a dor pode ser produzida pela atividade em fibras sensoriais
nociceptivas ndo-primdrias. A sensibilizacdo periférica € produzida quando os terminais
nociceptores ficam expostos a produtos de dano tecidual e inflamacao (JULIUS; BASBAUM,
2001).

A sensibilizacdo periférica representa uma forma de estimulos evocados pela
plasticidade funcional do nociceptor. O estimulo nesta situacdo ¢ um conjunto de mediadores
inflamatorios liberados a partir de células lesadas e inflamatdrias, que reduzem o limiar dos
nociceptores. Essencialmente no sitio inflamatério, como resultado da mudanga no ambiente
quimico produzido pelo rompimento das células, degranulagdo de mastdcitos, secre¢do por
células inflamatodrias e indug@o de enzimas como COX-2, hd mudanca nos nociceptores que,
ao invés de serem exclusivamente detectores de estimulos nocivos, passam a detectarem
também estimulos indcuos. Como resultado, os estimulos de baixa intensidade acessam a via
nociceptiva e comecam a produzir dor. Uma ampla gama de mediadores é responsaveis por
esse processo, inclusive cininas, aminas, prostanoides, fatores de crescimento, citocinas. Esses
mediadores ativam um grande nimero de classes de receptores, que ativam uma infinidade de
cascatas de sinalizacdo (HUCHO; LEVINE, 2007; WOOLF; MA, 2007).

Todos os sistemas sensoriais devem converter estimulos ambientais em sinais
eletroquimicos. Comparado com neur6nios sensoriais de outros sistemas, 0s nociceptores
devem ser equipado com um repertério diversificado de dispositivos de transdugdo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Uma vez que os sinais nociceptivos foram transduzidos pelo terminal

aferente primadrio, hd a ativacdo de uma variedade de canais i6nicos dependentes de voltagem,
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fundamentais para a geracdo de potenciais de acdo, que transmitem sinais nociceptivos através
de sinapses no corno dorsal (BASBAUM et al., 2009).

Os terminais centrais de nociceptores estdo localizados na superficie do corno dorsal
da medula espinal para neurdnios sométicos e no nucleo espinal do trigémeo para aqueles que
inervam da face. Estes terminais comandam as informacgdes sindpticas de entrada para os
neuronios de segunda ordem, transferindo informagdes sobre a intensidade e a duracdo através
dos estimulos periféricos nociceptivos (WOOLF; MA, 2007). Todos os neurdnios sensoriais
primarios fazem conexdes sindpticas com neur6nios na substancia cinzenta no corno dorsal da
medula espinal (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Diversos neurotransmissores, aminodcidos e neuropeptidios sdo liberados pelos
terminais dos aferentes primarios no corno dorsal da medula, onde exercem importante papel
na modulacdo da transmiss@o nociceptiva. Entre tais substancias, destacam-se os aminodcidos
excitatorios glutamato e aspartato e diversos outros neurotrasmissores € neuropeptidios,
incluindo as taquicininas [substancia P (SP), neurocinina A (NKA) e neurocinina B (NKB)],
peptidio relacionado ao gen da calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina,
NO, prostaglandinas (PGs), galanina, encefalinas e endorfinas] (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

A liberagdo do neurotransmissor é regulada por multiplos fatores de controle que
modulam o influxo de célcio em resposta a invasido do terminal por potenciais de a¢do para
ativar a liberacdo das vesiculas (WOOLF; MA, 2007). Apés sofrer as influéncias de
modulacdo do corno dorsal, alguns impulsos nociceptivos passam diretamente ou através de
interneurdnios para as células do corno anterior e anterolateral onde estimulam neur6nios
somatomotores € pré-ganglionares simpdticos, provocando resposta nociceptiva segmentar
autonOomica reflexa. Outros impulsos nociceptivos sdo transmitidos para neurdnios que fazem
sinapse com neurdnios dos sistemas ascendentes que convergem para o tronco encefélico e
estruturas supraespinhais, onde promovem respostas reflexas supra segmentares e corticais
(CARVALHO; LEMONICA, 1998).

As conexdes das fibras ascendentes no seu caminho para o cértex sdo responsaveis
pela ativacdo de dreas responsdveis pela dimensdo sensitivo-discriminativa, que permite
identificar a dor no tempo e no espaco, dimensdo afetivo-motivacional, que atribui a
conotacdo aversiva desagraddvel, e a dimensdo cognitivo-avaliativa, que possibilita
quantificé-la e atribuir-lhe significado simbdlico individual (BARROS, 2004).

As principais vias ascendentes da dor sdo as vias espinotalamica e espinoparabraquial,

que transportam mensagens de dor para o tdlamo e tronco cerebral, respectivamente. Além
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disso, a primeira via € particularmente relevante para os aspectos sensorio-discriminativo da
experiéncia dor (localizacdo e intensidade do estimulo), enquanto a segunda pode ser mais
relevante para dores mal localizadas (IVERSEN; CHAPMAN, 2002; BASBAUM et al.,
2009).

A partir do tronco encefélico e do tdlamo, a informac¢do chegam a estruturas corticais.
Nao hd nenhuma 4rea do cérebro essencialmente tnica para a dor. Pelo contrédrio, os
resultados da dor a partir da ativagdo de um grupo distribuido de estruturas, algumas das quais
sd0 mais associados com as propriedades sensoriais-discriminativas (tais como o cortex

somatosensorial) e outros com os aspectos emocionais (como o cingulo anterior e cortex

insular) (BASBAUM et al., 2009).

3.2 Dor e inflamacao

A inflamag¢do é o mecanismo bdsico disponivel para o reparo tecidual ap6s uma lesao
ou infeccdo, com o objetivo de remover e reparar o tecido danificado. A resposta inflamatéria
€ uma reacdo da microcirculacdo, que € caracterizada pela translocacdo de proteinas séricas e
migragao de leucdcitos do sangue para a area de injuria. Esses fendmenos sdo regulados pela
liberagdo sequencial de substancias vasoativas € mediadores quimiotéticos, que contribuem
para os sinais cardinais da inflamacdo, os quais sdo calor, rubor, edema, dor e perda de fungdo
do tecido (LAWRENCE et al., 2002; SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

A dor aguda inflamatdria € caracterizada por hipernocicepcao devido a sensibilizacao
dos neurdnios sensoriais primdrios nociceptivos, também conhecido como hiperalgesia ou
alodinia. Apdés a lesdo tecidual, sdo liberados mediadores primérios, que atuam sobre
receptores metabotropicos na membrana neuronal para desencadear a ativagdo de vias de
segundos mensageiros. Na ultima década, tem sido demonstrado que estimulos inflamatorios
nao estimulam diretamente a liberacdo de mediadores primdrios hipernociceptivos, mas que a
sua libertacdo € precedida por uma cascata de citocinas (CUNHA et al., 2005).

Os eicosanoides e as aminas simpdticas sdo os mediadores primarios mais importantes.
Estes mediadores ativam vias de segundos mensageiros, tais como AMPc, proteina cinase A e
a proteina cinase C (PKC), responsaveis pela reducao do limiar de nociceptores, aumentando
assim a excitabilidade da membrana neuronal. Neste estado, a ativacdo e transmissdo do
impulso pelos neur6nios nociceptivos primadrios sdo facilitadas (CUNHA et al., 2005).

A vasodilatacdo local aumenta o fluxo sanguineo regional para a 4rea inflamada e,

juntamente com um aumento da permeabilidade microvascular, resulta na perda de liquidos e
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proteinas plasmdticas do sangue para o tecido extravascular. Concomitantemente, hd um
aumento da expressdao de moléculas de adesdo nas células endoteliais e da liberacdo de fatores
quimiotéticos do local injuriado, que facilita a aderéncia de células circulantes ao endotélio
vascular e sua migracdo para a area afetada. Estes eventos resultam em um predominio de
neutréfilos na drea inflamada no inicio da lesdo, que posteriormente sdo progressivamente
substituidos por células mononucleares, principalmente, os mondcitos, que depois se
diferenciam em macrofagos. Essas células fagociticas além de ingerirem estimulos nocivos
como microrganismos e restos celulares, também liberam enzimas hidroliticas e proteoliticas,
que geram espécies reativas de oxigénio (ROS) (LAWRENCE et al., 2002).

Essa respota exige imunidade inata e, em alguns casos, uma resposta imune
adaptativa, que sdo os dois principais componentes integrantes do sistema de defesa do
hospedeiro. A imunidade inata ndo sé atua como primeira linha de defesa contra injtria, mas
apo6s o reconhecimento de um estimulo adequado, fornece os sinais necessarios para instruir o
sistema imune adaptativo para desenvolver uma resposta que tende a limitar os efeitos da
agressao. Por sua vez, a resposta adaptativa depende do sistema imune inato para fornecer os
efetores necessdrios, sob a forma de fagociticos e granuldcitos, para extinguir o fator de risco
(LAWRENCE et al., 2002).

Idealmente, a resposta inflamatéria aguda termina quando a homeostase ¢é
restabelecida, apds eliminacdo do estimulo nocivo. No entanto, quando o fator de risco
continua a existir, a inflamacdo aguda deixa de ser um evento benéfico e evolui para
inflamagdo cronica (LAWRENCE et al., 2002; SCHMID-SCHONBEIN, 2006; WU; WU,
2007; KIELLAND; CARLSEN, 2010).

A inflamagdo cronica envolve a liberacdo de diversos mediadores que ndo sio
proeminentes na resposta imune. Nas inflamacdes cronicas, além dos fenomenos exsudativos,
estdo presentes também os fendmenos produtivos, que consistem na proliferacdo de vasos e
fibroblastos, como também na migracdo e proliferacdo de mondcitos e linfécitos (SILVA et
al., 2002).

Os mecanismos moleculares de doencas inflamatdrias cronicas, como asma, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), artrite reumatoide e doenca inflamatdria intestinal,
envolvem a infiltragdo e a ativacdo de processos inflamatérios e muitas células do sistema
imunoldgico, que liberam varios mediadores inflamatdrios que interagem e ativam as células
estruturais no sitio inflamatério. O padrdo de inflamacdo difere claramente entre estas
doencas, com a participag¢do de vdrias células e mediadores, mas todas sdo caracterizadas por

aumento da expressdo de vdrias proteinas inflamatérias, algumas das quais s@o comuns a
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todas as doencas inflamatdrias, enquanto outras sdo mais especificas para uma determinada
doenca. Essa expressio aumentada de multiplos genes inflamatérios caracteristica da
inflamacdo crdnica é regulada por fatores de transcri¢do pré-inflamatérios, tais como fator
nuclear kappa B (NF-xB) (BARNES, 2006).

O numero crescente de relatos na literatura tem enfatizado o fato de que a inflamacao,
especialmente, a inflamagdo cronica, desempenha um papel importante na patogé€nese e
progressdo de doengas inflamatdrias, incluindo as doencgas degenerativas, cancer, doengas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal e DPOC (WU; WU, 2007).

A complexidade da resposta inflamatéria exige que muitos de seus elementos
funcionais sejam controlados coordenadamente em algumas situacdes e de forma
independente, em outras. Esta regulacdo ocorre através da especificidade das células
recrutadas e sua diferenciacdo, da sinalizacdo e da expressao génica (KIELLAND;

CARLSEN, 2010).

3.3 Mediadores inflamatorios

Os indutores da inflamacdo desencadeam a produc¢do de indmeros mediadores
inflamatérios, que por sua vez, alteram a funcionalidade de muitos tecidos e 6rgaos. Muitos
desses mediadores inflamatérios tém efeitos em comum, na vasculatura e sobre o
recrutamento de leucdcitos. Esses mediadores podem ser derivados de proteinas do plasma ou
secretados por células. Os mediadores inflamatérios podem ser classificados de acordo com as
suas caracteristicas bioquimicas em: aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos de
componentes do complemento, mediadores lipidicos, NO, citocinas, quimiocinas € enzimas

proteoliticas (MEDZHITOV, 2008).

3.3.1 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas (histamina e serotonina) tém sido classicamente envolvidas no
processo de nocicepcdo em vdrias condi¢cdes inflamatérias. O envolvimento desses
mediadores em alteracdes vasculares, formacdo de edema e coceira apds o desafio antigénico
também estd bem descrito na literatura cientifica (LAVICH et al., 2003).

As aminas vasoativas sdo produzidas, principalmente, quando mastdcitos e plaquetas

se degranulam. Essas substincias apresentam complexos efeitos sobre a vasculatura,
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provocando aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacio ou vasoconstri¢ao
dependendo do contexto. As consequéncias imediatas de sua libertacdo pelos mastdcitos
podem ser altamente prejudiciais em organismos sensiveis, resultando em colapso vascular e

respiratorio durante o choque anafilatico (MEDZHITOV, 2008).

3.3.2 Peptideos vasoativos

Os peptidios vasoativos podem ser armazenados de forma ativa em vesiculas de
secrecdo (por exemplo, a SP) ou gerados por processamento proteolitico de precursores

inativos no fluido extracelular (por exemplo, cininas) (MEDZHITOV, 2008).

3.3.2.1 Peptideo relacionado ao gen da calcitonina e taquicininas

De importancia primordial para geracdo da inflamagao neurogénica sdo os neurdnios
sensoriais que possuem receptores vaniloides, os quais sdo ativados pela capsaicina
(RICHARDSON; VASKO, 2002). Esses neurdnios fazem partes de fibras nervosas do tipo C
e, em menor quantidade, das fibras Ad (KALIL-GASPAR, 2003).

A capsaicina, substancia irritante isolada da pimenta vermelha (Capsidium annum),
ativa protons do receptor vaniloide-1 (VR-1), que estdo localizados em neurdnios sensoriais
de pequenos didmetros (CATERINA et al., 1997). Esta interacdo entre capsaicina € VR-1
resulta na ativacdo de canais de célcio ndo seletivos, que ocorre através da despolarizagao
induzida pelo s6dio, aumentando célcio intracelular (SZALLASI; BLUMBERG, 1999). Além
da capsaicina, outros estimulos como altas temperaturas e pH acido e alcalino também sdao
capazes de ativar VR-1 (DHAKA et al., 2009).

Os neurdnios sensoriais sensiveis a capsaicina transmitem informag¢ao nociceptiva ao
SNC (fungdo aferente), enquanto que suas terminagdes periféricas estdo relacionadas com a
liberacdo de uma variedade de neurotransmissores, aminodcidos e neuropeptidios pro-
inflamatoérios (funcdo eferente), onde exercem importante papel na modulacao da transmissao
nociceptiva (SZALLASI; BLUMBERG, 1996; CARVALHO; LEMONICA, 1998). Entre tais
substancias destacam-se os aminodcidos excitatérios glutamato e aspartato e diversos outros
neurotrasmissores e neuropeptidios, incluindo as taquicininas, CGRP, CCK, somatostatina,
NO, PGs, galanina, encefalinas e endorfinas. O CGRP e a SP s@o os maiores iniciadores da

inflamacdo neurogénica, e produzem sintomas por interagirem com células endoteliais,
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mastécitos, células do sistema imune e arteriolas (CARVALHO; LEMONICA, 1998;
RICHARDSON; VASKO, 2002).

3.3.2.2 Proteases plasmaéticas

As cininas estdo implicadas em muitos processos fisiolégicos e patoldgicos, incluindo
o regulamento de pressdo sanguinea e homeostasia do sédio, a inflamacdo e efeitos
cardioprotetores de pré-condicionamento (CAMPBELL, 2001). Esses peptideos de curta
duracdo, incluindo a bradicinina, calidina e T-cinina, sdo gerados durante a lesdo tecidual e
estimulo nocivo (COUTURE et al., 2001).

O fator Hageman tem um papel fundamental na coordenacdo da vasodilatacio,
aumento da permeabilidade vascular, funciona tanto como um sensor de dano vascular e
como um indutor da inflamagdo. O fator Hageman ativa a cascata da calicreina-cinina, € o
produto principal desta cascata € a bradicinina, que afeta os vasos, bem como tem uma
potente acdo pré-nociceptiva (MEDZHITOV, 2008)

Bradicinina e calidina sdo formadas apds clivagem proteolitica do cininogénio
plasmdtico ou tecidual através da acdo da serina protease calicreina. Calicreina plasmatica
forma bradicinina a partir de cininogénio de alto peso molecular, enquando que no tecido
calicreina forma calidina a partir de cininogénio de alto peso molecular ou cininogénio de
baixo peso molecular. Bradicinina também pode ser gerada por clivagem de calidina mediada
por aminopeptidase (CAMPBELL, 2001; COUTURE et al., 2001; DUCHENE,;
AHLUWALIA, 2009).

As cininas causam a liberacdo de outros poderosos mediadores inflamatorios, por
exemplo, as PGs, LTs, ILs, PAF e de fator de necrose tumoral (TNF) a partir de leucécitos
polimorfonucleares (PMNs), macréfagos, células endoteliais e no tecido onde esta ocorrendo
o processo de inflamacao. Estes mediadores inflamatérios sdo capazes de causar proliferacdo
de vasos, migracdo de células inflamatdrias e, provavelmente, a angiogénese (COUTURE et

al., 2001; DUCHENE; AHLUWALIA, 2009).

3.3.3 Metabdlitos do 4cido araquiddnico
Os eicosanoides, cuja principal fonte € o dcido araquiddnico livre, sdo agentes
homeostaticos, envolvidos na manutengdo da integridade dos sistemas inflamatdrio,

cardiovascular e renal. O 4cido araquidonico € um constituinte dos fosfolipidios de membrana
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e, por isso, a sintese dos eicosanoides se inicia com a liberacdo desse dcido graxo, através de
hidrdlise, catalisada por fosfolipases especificas. Todas as células sdo capazes de liberar dcido
araquidonico, mas os produtos enzimaticos, predominantes e assim formados, sdo altamente
especificos a nivel celular (SILVA et al., 2002).

A etapa inicial de sintese dos eicosanoides envolve a cisdo do acido araquidénico
presente nos fosfolipidios das membranas celulares. A fosfolifase A, e a fosfolifase C e,
possivelmente, a diacilglicerol lipase estdo envolvidas na liberacdo de 4cido araquidonico. A
forma de fosfolifase A, envolvida na produc¢do de acido araquidénico € principalmente a
forma intracelular, e sua acdo pode produzir ndo apenas &dcido araquidonico livre, mas
também lisogliceril-fosforilcolina (liso-PAF), que é o precursor de outro mediador da
inflamacdo, o fator de agregacdo de plaquetas (PAF) (SILVA et al., 2002; SALZBERG-
BRENHOUSE et al., 2003).

O metabolismo do 4cido araquidonco pode ocorrer através de trés vias enzimaticas
distintas: o dcido araquidonco pode ser convertido no precursor de prostanoides pela acdo da
COX; pode ser substrato para a lipoxigenase (LOX), levando a producgao de LTs; e ainda pode
ser usado como substrato da enzima esfingomielinase, que converte a esfingomielina em
seramida, um mediador da apoptose (CARNEIRO et al., 2004).

O desequilibrio na homeostase de LTs pode resultar em respostas inflamatérias com
distirbios respiratrios, como asma e rinite alérgica, artrite e desordens inflamatérias no
intestino. Similarmente, um desequilibrio na sintese de PGs pode levar a doengas
cardiovasculares e renais, resultando em aterosclerose e derrames (SILVA et al., 2002).

As COXs, também conhecidas como prostaglandina H sintase (PGHS), catalisam a
bis-oxigenacdo do acido araquidonico através da acdo de dois sitios ativos diferentes da
enzima. Inicialmente, o dcido araquidonico cataliza a ciclizag¢do e oxidag¢do para formar PGG;
no sitio cicloxigenase da COX (SALZBERG-BRENHOUSE et al.,, 2003; BURIAN;
GEISSLINGER, 2005). O modelo mecanicista, que explica a necessidade do sitio peroxidase
para oxidacdo do heme e para catdlise cicloxigenase do 4cido araquidonico estd exposto na

Figura 1.
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Figura 1. Sintese de prostanoides através da acdo da COX. Adaptado de SMITH et al., 2000;
ROUZER; MARNETT, 2009.

A oxidagdo do grupo heme no sitio peroxidase, por um hidroperdxido, gera Fe (IV) em
um radical oxiferril, uma protoporfirina e um alcool derivado do peréxido oxidante. O radical
oxiferril, por sua vez, oxida Tyr385 e cria um radical tirosil no sitio cicloxigenase da COX,
que ¢é responsavel pela formagdo do radical araquidonila que reage com o oxigénio molecular
(O5). As duas moléculas de atacam os carbonos 9 e 11 do radical araquidonila para a produgao
de PGG,. PGGq; € posteriormente reduzido a PGH; no sitio peroxidase, com a produ¢do de um
radical livre intermedidrio, que rapidamente se converte em um radical hidroxila reativo
(*OH) (PASINETTI, 1998; SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003; BURIAN;
GEISSLINGER, 2005; BINGHAM et al., 2006; ROUZER; MARNETT, 2009).

A PGH; serve como substrato comum de sintases especificas para a produ¢do de PGs
(PGD,, PGE,, PGF,,), prostaciclinas (PGIl;) e tramboxanos (TXA, e TXB)) (HETU;
RIENDEAU, 2005). Estas PGs podem sofrer transporte facilitado para fora da célula por
transportadores de prostaglandinas (TPG) e outros transportadores e exercer acdes autdcrinas

ou parédcrinas sobre uma familia dos receptores de PG na membrana celular, que foram
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nomeados DP, EP, FP, IP e TP, respectivamente. H4 quatro subtipos do receptor EP (EP,
EP,, EP; e EP,), dois subtipos do receptor DP (DP; e DP;) e cada um dos receptores FP, IP e
TP de representam os produtos de genes distintos (FUJINO; REGAN, 2003; BURIAN;
GEISSLINGER, 2005).

Os receptores de PGs, com excep¢do do DP, que € um receptor quimioatraente,
pertencem ao grupo de receptores acoplados a proteina-G. Os receptores 1P, DP;, EP, e EP,4
sao acoplados a proteina G e exerce seus efeito através da formag¢ao de AMPc como segundo
mensageiro. Os receptores EP;, FP e TP sdo acoplados aproteina G, cujas a¢oes sdo mediadas
via elevacao do cdlcio intracelular. O receptor EP3; é acoplado a proteina G; e diminui a
formacdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (BURIAN; GEISSLINGER, 2005).

Existem duas isoformas da COX, a isoforma constitutiva (COX-1) e uma isoforma
induzivel da COX-2. A COX-1 € constitutivamente expressa na maioria dos tecidos e sintetiza
as PGs em niveis baixos e, portanto, presume-se que sua fungdo esteja relacionada
principalmente com manutencao das fungdes fisiologicas (SALZBERG-BRENHOUSE et al.,
2003; RAJAKARIAR et al., 2006).

Por outro lado, a COX-2 ¢ altamente induzida em resposta a estimulos pro-
inflamatoérios, citocinas e mitdgenos, e sua funcdo tem sido associada a liberacdo de PGs
inflamatérias (RAJAKARIAR et al., 2006). No SNC, além dos estimulos inflamatérios, essa
enzima também pode ser induzida por glutamato em células gliais e neurdnios (SALZBERG-
BRENHOUSE et al., 2003). Embora seja normalmente induzida por estimulos pro-
inflamatoérios, tem sido reportada a expressio de COX-2 constitutiva em alguns tecidos,
incluindo cérebro, rins, pulmdo, endotélio vascular e Orgdo do sistema reprodutor
(RAJAKARIAR et al., 2006).

O aumento resultante na atividade da COX-2 pode contribuir para a neurodegeneracao
ou para o estresse oxidativo, ou para as acdes neurotoxicas de PGs. A expressao aumentada de
COX-2 estd associada com uma série de doencgas neurodegenerativas agudas e cronicas,
incluindo convulsdes, doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson (SALZBERG-
BRENHOUSE et al., 2003). Embora a indu¢ao da COX-2 por estimulos inflamatdrios seja o
principal responsavel pelos altos niveis prostanoides no local da inflamacdo, o papel da COX-
1 em modular a resposta inflamatéria ndo deve ser menosprezada (BURIAN; GEISSLINGER,
2005).

Os prostanoides sao uma familia de autacoides que desempenham multiplas fungdes
bioldgicas. A quantidade e variedade de prostanoides produzidos durante a inflamacdo, que

pode contribuir para a sensibilizacdo periférica, sdo determinadas pela natureza e pelo estado
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de ativacdo das células presentes na les@o inflamatoria. Nas dreas de inflamacdo aguda, PGE,
e a PGI, sdo produzidas pelos tecidos e vasos sanguineos locais, enquanto 0s mastdcitos
liberam PGD,. Na presen¢a de inflamacao cronica, as células da série mondcito/macréfago
também liberam PGE, e TXA, (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; HETU; RIENDEAU,
2005).

As PGs, principalmente PGE,; e PGI,, sdo importantes mediadores da dor, febre e
inflamacao (KIDD; URBAN, 2001). A PGE,, a PGI, e a PGD; sdo poderosos vasodilatadores
intrinsecos e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores inflamatérios, como
histamina e bradicinina. Essa ac¢do dilatadora combinada sobre as arteriolas pré-capilares
contribui para o eritrema e aumento do fluxo sangiiineo observado nas dreas de inflamacdo
aguda. Esses prostanoides nao aumentam diretamente a permeabilidade das vénulas pos-
capilares, no entanto potencializam o efeito da histamina e da bradicinina. O TXA,,
predominante das plaquetas, causa vasoconstri¢do, broncoconstricao e agregacao plaquetéria,
sendo esta ultima seu principal efeito (BALLOU et al., 2000).

PGE,; e outras PGs sdo potentes agentes de sensibilizacdo capazes de modular a via de
transducdo (efeito estimulante periférico), transmissdo (efeito estimulante central) e da
informagdo nociceptiva. O principal mecanismo envolvido na ac¢do de hiperalgesia periférica
das PGs é devido ao efeito de sensibilizacdo sobre os nervos aferentes primarios. Os efeitos
diretos s@ao mediados pela acdo das PGs sobre os receptores EP / IP e modulacdo de canais
ionicos em aferentes primadrios. Os efeitos indiretos sdo dirigidos no sentido de aumentar a
sensibilidade dos neurdnios sensoriais aos agentes nocivos, tais como calor e bradicinina,
além de contribuir significativamente para a sensibilizacdo periférica mediada por PG
(BURIAN; GEISSLINGER, 2005).

As propriedades de hiperalgesia central de prostanoides foram estabelecidos
principalmente em estudos experimentais com administragdo intratecal de PGE,, PGE,,
PGF,,, PGI, e TxB,, que evocam a hiperalgesia térmica e mecanica e imitam a sensibilizacdo
central associada com a inflamacdo periférica (BURIAN; GEISSLINGER, 2005).

Hé também outra isoforma de COX, uma variante da COX-1, sendo frequentemente
denominada como COX-3, estando expressa principalmente no cérebro e estd envolvida nos
fenomenos de febre e dor na resposta inflamatéria (CHANDRASEKHARAN et al., 2002;
CARNEIRO et al., 2004; HETU; RIENDEAU, 2005; SANTOS et al., 2007). A Figura 2
demonstra as isoformas da COX, bem como esquematiza a relacdo da acdo dessas enzimas

com processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos.
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Figura 2. Genes que codificam COX-1 e COX-2 originam enzimas COXs constitutivas e
induzidas envolvidas na homeostasia normal e em processos fisiopatolégicos. Adaptado de
WARNER; MITCHELL, 2002.

LTs sdo mediadores lipidicos bioativos produzidos e liberados por leucécitos ativados,
mediando seus efeitos via receptores especificos acoplados a proteina G (WERZ;
STEINHILBER, 2006). Na Figura 3 estd esquematizado o metabolismo do dacido

araquidonico para formagao de LTs.
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Figura 3. Biossintese dos produtos do 4acido araquiddnico e posterior formacdo de
leucotrienos. Adaptado de BINGHAM et. al., 2006; WERZ; STEINHILBER, 2006.

A sintese dos LTs comeca com a acdo de varias LOXs, que catalisam a incorporagdo
de O, ao 4cido araquiddnico. Essas enzimas sao encontradas nos leucécitos, coragdo, cérebro,
pulmdo e baco (SILVA et al., 2002). 5-LOX catalisa a conversdo de dcido araquidonico em
LTA, e dcido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5S-HPETE). LTA4 pode entdo ser convertido em
LTB4 por LTA4 hidrolase ou em LTC,4 por LTC,-sintase (WERZ; STEINHILBER, 2006).

LTB4 € um potente quimiotético para neutrofilos, eosindfilos e mondcitos levando a
aderéncia dos fagdcitos as paredes dos vasos, degranulacdo de neutréfilos e liberagdo de

superdxido (O,*). LTC4 e do seu metabolito, LTD,4, s@o broncoconstritores potente que o
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aumentam a permeabilidade vascular e estimulam a secre¢do de muco das vias aéreas. Essas
propriedades bioldgicas sugerem um papel dos produtos da LOX tanto na inflamacdo quanto
na broncoconstricdo induzida por antigeno (SILVA et al., 2002; WERZ; STEINHILBER,
2006).

3.3.4 Oxido nitrico

Nos ultimos 25 anos, a fun¢do do NO na biologia evoluiu do seu reconhecimento
como poluente ambiental para substancia endogena envolvida em comunicac¢do intracelular e
intercelular e na transducgdo de sinais. O NO € reconhecido no organismo humano por suas
variadas funcdes fisioldgicas, que abrangem os sistemas cardiovascular, imune, reprodutivo e
nervoso, bem como pelo seu papel na hemostasia, configurando a esse mediador gasoso um
primordial valor para o funcionamento normal do organismo (VANNI et al., 2007).

O NO ¢€ produzido a partir da L-arginina, por uma reacdo mediada pela enzima sintase
do 6xido nitrico constitutiva (cNOS) e induzivel (iNOS). As sintases do 6xido nitrico (NOS)
estdo presentes no citosol, e sdo inibidas por andlogos de L-arginina e requerem nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH), tetraidrobiopterina (BH,), flavina adenina
dinucleotideo (FAD), flavina mononucleotideo (FMN) e heme como co-fatores
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; DUSSE et al., 2003). A Figura 4 expde a reacdo que é
catalisada pela NOS.

HZNYNHQ HZNYNOH HZNYO

NH NH NH

NADPH NADPH
— - —_— + NO
O, 0,
"NH{" ‘coO *NHy" COO" "NHy" COO~
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Figura 4. Reacgao catalisada pela NOS. Adaptado de DUSSE et al., 2003.

A cNOS e a iNOS diferem quanto ao peso molecular, a forma de ativacdo e a
capacidade de sintese de NO e ja foram caracterizadas, purificadas e tiveram os gens

clonados. A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (nNOS, tipo I), presente
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normalmente nos neur6nios, € a NOS endotelial (eNOS, tipo III), presente normalmente nas
células endoteliais vasculares e nas plaquetas (DUSSE et al., 2003).

A cNOS produz pequenas quantidades de NO, da ordem de nano ou picomoles, e sua
ativacdo depende da interacdo com a calmodulina, que, por sua vez, é controlada pelos niveis
de cdlcio (Ca*). A isoforma iNOS é uma NOS induzida por citocinas pro-inflamatérias e
lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura lisa vascular. Esta isoforma ndo € regulada
por célcio e produz grande quantidade de NO, que tem efeito citostatico por inibi¢do de
enzimas contendo ferro, também causando fragmentacdio de DNA (CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002; DUSSE et al., 2003).

A expressao da iNOS € o resultado de uma resposta inflamatdria localizada ou difusa
devido a uma infec¢do ou dano tecidual. A expressdao da iNOS resulta em inibicdo do
crescimento de patdgenos microbianos também e protege tecidos de danos em resposta
inflamatdria aguda sist€mica. A expressdo de iNOS em endotoxemia € citoprotetora, inibindo
microtrombose pela prevencdo de adesdo plaquetdria e danos mediados por radicais livres
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

A iNOS ¢ capaz de produzir NO por longo tempo e em quantidades significativas por
macrofagos e outras células do sistema imune durante a resposta inflamatdria, caracterizando
seu envolvimento em vdrios processos patologicos (BARRETO et al., 2005). O NO interfere
na atuacgdo dos leucdcitos na inflamagdo e promove a modulacdo da expressao de P-selectina
(proteina de adesao) produzida no endotélio, reduzindo, dessa maneira, a adesao de leucdécitos
a parede vascular, bem como promove a diminuicdo da agregacdo de neutréfilos e de sua
secrecdo. A reatividade de mastdcitos € regulada por seu proprio NO e/ou de outra célula. O
NO produzido pelos mastécitos modula a liberacio de mediadores inflamatérios pelos
mesmos, incluindo a histamina, PAF e o TNF, e também promove a diminuicao da propensao
de degranulacdo dos mastécitos. Nos macrofagos, o NO inibe a produgdo de uma variedade
de citocinas imunomoduladoras, bem como modula a acdo dessas mesmas sobre as células-
alvo (VANNI et al., 2007).

Altos niveis de NO produzidos por macréfagos, por neutréfilos ou outras células
ativadas, sdo toxicos para micrébios, parasitas ou células tumorais, e podem também lesar
células sauddveis vizinhas, estando este mecanismo presente na maioria de processos
inflamatérios e auto-imunes (FLORA-FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002).
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3.3.5 Citocinas e quimiocinas

Desde a primeira descoberta de citocinas, os interferon (IFNs), um considerdvel
nimero de citocinas e suas funcdes tém sido descritas. E bem aceito que as citocinas
constituem um elo entre as lesdes celulares, ou o reconhecimento imunolégico, e os sinais
locais ou sistémicos de inflamagdo. Além disso, a maioria das citocinas apresenta vdrias
outras funcdes bioldgicas, incluindo a diferenciacdo celular, a sobrevivéncia, crescimento e
metabolismo (VERRI-JUNIOR, 2006).

Citocinas sdo um grupo heterogéneo de moléculas pequenas que atua de forma
autécrina e pardcrina. Abrangem diversas subfamilias, que incluem as ILs, IFNs, TNFs,
fatores estimulantes de crescimento de col6nias e quimiocinas. Em geral, elas sao liberadas
em um sequéncia controlada a partir de varios tipos de células e sdo responsdveis pela
producdo final dos mediadores envolvidos na indugdo de sinais e sintomas inflamatorios.
Esses polipeptidios sdo transitoriamente produzidos e, geralmente, apresentam uma meia-vida
curta. Estruturalmente, as citocinas tém baixo peso molecular (entre 5 kD e 140 kD). Alguns
delas sdo glicoproteinas, geralmente sintetizado como moléculas de grande tamanho, que sao
precursores clivados para produzir a forma ativa (FELDMANN et al., 1996; BARSANTE et
al., 2005; VERRI-JUNIOR, 2006).

Algumas dessas substancias, tais como IFN-y, 1L-1, IL-2, IL-6, IL-8 ¢ o TNF-a
exercem atividade pré-inflamatdria, sendo essencial para iniciagdo, regulacdo e perpetuacdo
da resposta inflamatdria. Essas citocinas pré-inflamatérias sao definidas como polipeptidios
produzidos e liberados pelas células em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios
tais como virus, parasitas, bactérias e seus produtos, ou em resposta a outras citocinas. Tais
mediadores pré-inflamatoério induzem a expressao de moléculas de adesdao e quimioatraentes,
facilitando o influxo e ativacdo de leucdcitos (VERRI—J(JNIOR, 2006; BARSANTE et al.,
2005).

As citocinas mediam o recrutamento de leucdcitos para o sitio inflamatério por sua
atividade quimiotatica (quimiocinas) e pela ativa¢do de moléculas de aderéncia em leucdcitos
circulantes e células endoteliais em vasos adjacentes. Vdrias citocinas, incluindo IL-18, IL-8,
TNF-a e IFN-y sdao conhecido por serem importantes para o acimulo de leucdcitos nos locais
de inflamacdo. As citocinas podem também aumentar a atividade bactericida dos fagdcitos
(RIOLLET et al., 2000).

As quimiocinas sdo um grupo grande de moléculas de citocinas que desempenham um

papel importante no recrutamento de leucécitos na inflamagdo e na regulacdo da reposta
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imune do tipo Thl e Th2. As quimiocinas sdo induzidas por citocinas (TNF-a e IL-1p),
espécies reativas de oxigénio, pela ativacio de NF-kB, e pela via de sinalizacdo dos
receptores Toll (AKCAY et al., 2009).

Embora as quimiocinas sejam consideradas citocinas (citocinas quimiotaticas), pertencem
a um grupo especifico de citocinas com propriedades quimicas e funcionais especificas. Elas
sdo geralmente menores que outras citocinas (8-10 kDa) e agem em receptores acoplados.a

proteina-G (VERRI-JUNIOR, 2006).

3.4 Farmacos analgésicos e anti-inflamatorios

3.4.1 Analgésicos opioides

Os opioides sdo os farmacos mais poderosos utilizados para dor aguda e cronica,
embora os seus varios efeitos colaterais graves, como depressao respiratoria, confusdo mental,
constipacdo, tolerancia e dependéncia de capacidade produtiva, bem como a grande
variabilidade nas respostas, limitem o seu uso seguro todos os dias (FURST, 2008).

Opidceos sdo substancias derivadas do dpio e incluem a morfina, a codeina e vérios
outros semi-sintéticos derivados destas ultimas e da tebaina. O termo opioide é mais
abrangente e se aplica a todos 0os agonistas e antagonistas com atividade semelhante a da
morfina, incluindo peptideos opioides naturais e sintéticos (SARAIVA et al., 2004).

Os analgésicos opioides inibem as vias nociceptivas através da ligacdo com receptores
opioides no sistema nervoso, onde modulam a atividade sensitiva, motora e psiquica
(BARROS, 2004; JAN, 2010). Os receptores opioides pertencem a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G;. Eles sdo ativados tanto por peptideos opioides produzidos
endogenamente como farmacos opioides administrados exogenamente, a exemplo da morfina.
Ha pelo menos quatro subtipos de receptores opioides (u, 0, kK € v) e cada um deles
apresentam seus ligantes (WALDHOER et al., 2004).

Os analgésicos exdgenos apresentam em comum certas caracteristicas, as quais sao:
um grupo amino tercidrio separado de um anel aromatico por dois dtomos, um atomo de
carbono quaterndrio; e um anel fenilico ou iséstero ligado ao dtomo de carbono. O grupo
farmacoférico N-metil-N-fenilpiperidina € a estrutura responsdvel pela acdo farmacoldgica

desta familia de substancias (FERREIRA; FACCIONE, 2005).
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Os opioides sdo classificados como puros, como por exemplo a morfina e a metadona,
ou agonistas parciais, como € caso da buprenorfina e nalbufina. A morfina, um agonista L, € a
referéncia entre os opioides, sendo um agente padrdo para o tratamento das dores agudas e
cronicas (RIBEIRO et al., 2002; CARVALHO-JUNIOR, 2006). Os opioides mais utilizados
na prética clinica sd@o os agonistas opioides, como codeina, morfina, metadona, fentanil e
oxicodona (LOBO et al., 2007). Conforme sua poténcia analgésica, sdo utilizados para o
tratamento da dor discreta ou moderada (opioides fracos) ou da dor moderada ou intensa

(opioides fortes) (BARROS, 2004).

3.4.2 Anti-inflamatorios ndo-esteroidais

Os AINEs destacam-se entre os grupos farmacéuticos mais utilizados na pratica
médica devido a sua eficdcia em suprimir dor e inflamagdo. Apresentam um amplo espectro
de indicacdes terap€uticas, como: analgesia, anti-inflamacdo, antipirese, profilaxia contra
doencas cardiovasculares. Além disso, muitas publica¢des cientificas sugerem que poderiam
ser eficazes na prevencdo de doengas neuroldgicas, como Alzheimer, além de constituir-se
uma opgio terapéutica para casos de cancer (KUMMER; COELHO, 2002; BRUM-JUNIOR,
2006; ONG et al.,2007).

Os AINEs incluem uma diversidade de agentes que pertencem a diferentes classes
quimicas, no entanto muitos desses farmacos possuem trés principais efeitos: anti-
inflamatoério, analgésico e antipirético. O mecanismo de acao dos AINEs baseia-se na inibi¢ao
do sistema enzimatico denominado COX, responsdvel pela sintese dos diferentes tipos de
eicosanoides (PGD,, PGE,, PGl,, TXA;), que sdo mediadores do processo inflamatério
(BRUM-JUNIOR, 2006).

O 4cido acetilsaicilico, ou aspirina, foi sintetisado por Hoffmann em 1898.
Inicialmente, este simples composto quimico foi usado como um agente antipirético e anti-
inflamatério. Na década de 60 a aspirina emergiu como um potente agente que prolongava o
tempo de sangramento e inibia a agregacdo plaquetdria. A aspirina reduz a ativagdo
plaquetdria por meio da acetilacdo irreversivel da COX-1, e, portanto, reduz a producdo de
TXA, pelas plaquetas. A inibicdo da COX-1 € rdpida, saturdvel em baixas doses, irreversivel
e permanente por toda a vida da plaqueta (TURNBULL et al., 2006; UNDAS et al., 2007).

Desde a descoberta do acido acetilsalicilico, foram desenvolvidos varios AINEs, com
estruturas quimicas diversas, mas que apresentam propriedades terapéuticas semelhantes. Os

AINEs sdo classificados como tradicionais, os quais inibem ndo seletivamente ambas as
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isoenzimas COX-1 e COX-2, e inibidores seletivos de COX-2 (BRUM—JIjNIOR, 2006; ONG
et al., 2007).

Embora os AINEs tradicionais sejam bastante efetivos no tratamento da dor e
inflamacdo, o wuso crénico de tais medicamentos estd associado a lesdes do trato
gastrintestinal, anormalidade da coagulacdo e lesdo renal (CARVALHO—JUNIOR, 2006;
ONG et al., 2007). Com isso, os inibidores seletivos para COX-2 foram desenvolvidos para
amenizar as complicacdes gastrintestinais dos AINEs tradicionais. A descoberta de inibidores
da isoforma COX-2 levou a obtencdo da segunda geracdo de AINEs, como celecoxibe,
rofecoxibe, lumiracoxibe, entre outros. Entretanto, o rofecoxibe foi retirado do mercado em
2004 devido a constatacdo de efeitos cardiovasculares decorrentes, em parte, da inibi¢do da
isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a um desequilibrio do processo
homeostatico entre a producdo de prostaciclina no endotélio vascular e TXA; nas plaquetas
(GROSSER et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

Hé ainda os analgésicos da classe da acetanilidas, cujo representante principal € o
paracetamol, que apesar de serem classificados como AINEs, ndo reduzem inflamacao,
apresentando apenas efeitos analgésicos e antipiréticos. O mecanismo de a¢ao do paracetamol

estd correlacionado com a inibi¢do da COX-3 (AYOUB et al., 2004).

3.4.3 Anti-inflamatorios esteroidais

Os glicocorticoides sdao hormonios esteroides, sintetizados no cortex da glandula
adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a resposta inflamatéria. A sua
sintese e liberacdo ocorrem naturalmente pelo organismo, de acordo com sua necessidade, sob
influéncia do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH). A estrutura quimica desses compostos
possui o nucleo bdsico ciclopentanoperidrofenantreno. Os glicocorticoides sintéticos,
desenvolvidos pela industria farmac€utica, s@o muito semelhantes aos naturais, caso
considerada a sua estrutura quimica (DAMIANI et al., 2001; BAVARESCO et. al., 2005).

Os corticosteroides constituem a terapia anti-inflamatéria mais eficaz para muitas
doencas inflamatérias cronicas, como asma. Os corticoides tém sido considerados como
agentes inibidores da produ¢do de PGs, pela agdo inibitéria que exercem sobre a fosfolipase
A,, por meio da liberacdo de lipocortina-1, que ¢ um mediador proteico anti-inflamatério. O
resultado final da acdo destes anti-inflamatdrios € a parcial ou total reducao da liberacdao dos
mediadores pré-inflamatoérios. A lipocortina-1 atua sequestrando o substrato fosfolipidico,

além de inibir diretamente a fosfolipase A;. Os glicocorticoides exdgenos inibem também a



42

expressdao da COX-2, reduzindo a geracdo de prostanoides nas células inflamatdrias, porém
exercem pouco ou nenhum efeito sobre a enzima constitutiva COX-1 (BARNES, 2006; ONG
et al., 2007).

3.5 Uso de plantas na medicina popular

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substincias orgéanicas
conhecidas. Entretanto, € o Reino Vegetal que tem contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de substancias tteis ao tratamento de doengas que acometem os seres
humanos (MONTANARI; BOLZANI, 2001). O uso de plantas no tratamento e na cura de
enfermidades € tdo antigo quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do
pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em
feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais residenciais (MACIEL et al.,
2002).

As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais constituiram modelos para a sintese de um grande nimero de
farmacos (VARANDA, 2006). A fantdstica variedade e complexidade de metabdlitos
especiais biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido como mecanismo de
defesa desses vegetais as condi¢des ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais €
também as condicdes de adaptacao e regulacio (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

As observagdes populares sobre o uso e a eficdcia de plantas medicinais contribuem de
forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes
quimicos conhecidos. Dessa forma, usudrios de plantas medicinais de todo 0 mundo, mantém
em voga a pratica do consumo de fitoterdpicos, tornando vélidas informagdes terapéuticas que
foram sendo acumuladas durante séculos (MACIEL et al., 2002).

A histéria do desenvolvimento das civiliza¢cdes Oriental e Ocidental é rica em
exemplos da utilizagdo de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em
mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilizagao Egipcia, Greco-romana e Chinesa
(VIEGAS-JUNIOR et al., 2006). A cultura chinesa tem-se utilizado do conhecimento popular
de ervas medicinais durante os ultimos cincos séculos. Ha relatos, por exemplo, do uso de
plantas com finalidades terapéuticas por volta de 3.000 a.C. na obra Pen Ts’ao do chinés Shen

Nung, que é reconhecidamente o fundador da medicina chinesa (FOGLIO et al., 2006;
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TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). A medicina tradicional chinesa se desenvolveu com tal
grandiosidade e eficiéncia que até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais sdao
estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de acdo e no isolamento dos
principios ativos (VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

No ano 78 d.C., o botanico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de 600 plantas
medicinais, além de produtos minerais e animais no tratado De Materia Medica. Este tratado
permaneceu como fonte de referéncia por mais de quatorze séculos (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Até meados do século XX, as plantas medicinais e seus derivados constituiam a base
da terapéutica medicamentosa, quando a sintese quimica, que teve inicio no final do século
XIX, iniciou uma fase de desenvolvimento vertiginoso (FOGLIO et al., 2006). No entanto,
nas dltimas décadas, uma importante mudanga no paradigma das sociedades ocidentais fez
com que os produtos de plantas passassem novamente a ocupar papel de destaque por grandes
contigentes das populacdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento. A industria
farmac€utica motivada, em parte, pela descoberta de quimioterdpicos eficazes como
vimblastina, vincristina, podofilotoxina e os andlogos etoposideo e teniposideo, camptotecina
e taxol, reativou o interesse pelos medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca
de substancias com estruturas moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem
obtidas por um processo sintético de custo racional (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

O entusiasmo em relacdo ao estudo de plantas medicinais e seus extratos vém
crescendo na assisténcia a saide em funcdo de sua ficil aceitabilidade, disponibilidade e
baixo custo (VARANDA, 2006). Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados sdo
de origem sintética e cerca de 25% sdo de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-
sintese, oriundos de nada mais do que 90 espécies, na utilizac@o na terapia moderna (FOGLIO
et al., 2000).

Em Cuba, a rica flora permite vasta tradi¢io no uso de fitoterdpicos. J4 na Africa do
Sul, 0 uso comum e medicinal de plantas é vasto, com grande producdo e obtencdo de
extratos, o que movimenta setores da economia. No Brasil, existe uma flora bastante
diversificada em toda a sua extensdo, com vegetacdes de diferentes caracteristicas e cujos
principios ativos sdo desconhecidos (VARANDA, 2006).

Um exemplo recente de um medicamento produzido a partir de plantas medicinais € o
anti-inflamatério fitoterdpico Acheflan®, indicado no tratamento local de processos
inflamatérios. Produto oriundo de pesquisa 100% nacional é encontrado nas formas

farmaceéuticas de aerosol e de creme, cada uma contendo 5,0 mg do 6leo essencial de erva-
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baleeira (Cordia verbenacea, Borraginaceae), padronizado em 2,3-2,9% do terpeno o-
humuleno. Outras substincias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes
quimicas, possuem atividade anti-inflamatéria comprovada cientificamente. Dentre elas,
destacam-se terpenos, taninos, alcaloides, lignanas, saponinas, cumarinas e flavonoides
(COUTINHO et al., 2009).

As plantas medicinais desempenham, portanto, papel muito importante na medicina
moderna. Primeiramente porque podem fornecer firmacos extremamente importantes, os
quais dificilmente seriam obtidos via sintese quimica, como por exemplo, os alcaloides da
Papaver somniferum e os glicosidios cardiotonicos da Digitalis spp. Em segundo lugar, as
fontes naturais fornecem compostos que podem ser modificados, tornando-os mais eficazes
ou menos téxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como
protétipos para obten¢do de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos

compostos originais (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

3.6 Consideracoes sobre a familia Fabaceae

Fabaceae € uma grande familia com 750 gé€neros e mais de 18.000 espécies no mundo
(WINK, 2003), com excecdo do Artico e da Antértica. Estd difundida pelas regides tropicais e
subtropicais do planeta e em zonas dridas ou semi-dridas. Em ntimero de espécies, € uma das
maiores em dicotiledoneas e € a terceira maior familia das angiospermas, ocorrendo em um
grande ndmero de habitats (HEYWOOD, 1996). No Brasil estd representada por
aproximadamente 188 géneros e 2.100 espécies, distribuidas em quase todas as formacodes
vegetais (LEWIS ez al., 2005). No entanto, as espécies que compde esta familia se diferenciam
entre as dreas, ndo sé quanto a ocorréncia, mas, sobretudo, quanto a abundancia (TUCKER,
2003).

Esta € a terceira maior familia de plantas com floragao, embora seja a maior em termos
de diversidade das formas e nimero de habitats. As leguminosas sdo bastante conhecidas por
sua importancia agricola e econdmica, representada por sua diversidade de espécies que sao
usadas para adubagdo, ornamentagdo, alimentacdo, madeira e combustivel (LEWIS et al.,
2005). Ecologicamente, esta familia € importante em uma diversidade de ecossistemas. Algumas
de suas subfamilias estdo presentes e muitas vezes dominante, em quase todo tipo de vegetacao
da terra, de florestas tropicais a desertos (WOJCIECHOWSKI, 2003).

Representam uma parcela importante na composi¢ao da flora dos inselbergues (do
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alemao: insel = ilha; berg= montanha), ambientes que constituem ecossistemas rochosos,
geralmente graniticos ou  gndissicos, de ocorréncia isolada ou agrupada, ricos em
endemismos e abundantes no nordeste do Brasil (ALMEIDA et al., 2007).

A familia Fabaceae € de grande relevancia para a caracterizagdo fisiondmica dos
diversos ambientes no dominio das caatingas. Estudos recentes enfatizam a distin¢cao de sua
flora em diferentes tipos de sedimento, abrindo caminho para uma nova visdo em termos de
floristica e estimulando estudos de andlise de similaridade. Na caatinga nordestina, estdo
catalogados até o momento 77 géneros e cerca de 300 espécies desta familia, representando
aproximadamente um terco da vegetacdo e diversos representantes possuem grande potencial
econOmico como recurso forrageiro durante a seca, por ser o principal componente da
diversidade vegetal do ambiente (CODULA et al., 2008).

A familia Fabaceae, de acordo com tratamentos filogenéticos, foi subdividida em
subfamilia Caesalpiniodeae, que € parafilética, além das duas subfamilias monofiléticas
(Faboideae e Mimosoideae). Estas plantas sdo de grande importincia econdmica, sendo
excelentes fornecedoras de alimentos proteicos, o6leos, matéria-prima para industria
madeireira (ALMEIDA et al., 2007).

A subfamilia Caesalpinioideae, bastante tipica na flora amazdnica e pobremente
representada no Nordeste brasileiro, compreende 170 géneros e cerca de 3.000 espécies. A
Faboideae é a maior das trés subfamilias, com 455 géneros e cerca de 12.000 espécies. Alguns
géneros sao caracteristicos da flora amazodnica e outros do Nordeste brasileiro. Mimosoideae €
bastante rica em espécies no Nordeste brasileiro, compreendendo 65 géneros e cerca de 3.000
espécies (TUCKER, 2003), nas quais destacamos a espécie Piptadenia stipulacea como

objetivo deste trabalho.

3.6.1 Subfamilia Mimosoidea e género Piptadenia

A subfamilia Mimosoideae a qual pertence a espécie Piptadenia stipulaceae, é a
menor das subfamilias das leguminosas, compreendendo 65 géneros e abrangendo
aproximadamente 3.000 espécies (TUCKER, 2003), distribuidas nas regides tropicais,
subtropicais e calido-temperadas do globo (SOUZA; LORENZI, 2008). Esta subfamilia
caracteriza-se botanicamente como drvores, arbustos (principalmente) e ervas (raramente),
resinosas ou nao resinosas. Suas folhas sdo verdes o ano todo, suas flores sdo pequenas,
bissexuais ou raramente unissexuais e seu fruto ¢ usualmente um legume. Numerosas espécies

sdo importantes economicamente, servindo como ornamentais, para obtencdo de madeira,
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forragem para racdo animal, especialmente nas regides dridas e nos paises em
desenvolvimento (NEILSON, 1992).

A subfamilia Mimosoideae possui grande importancia na fixagdo de nitrogénio por
microrganismos, por apresentar maior incidéncia de géneros com capacidade para associagao
simbidtica facultativa com bactérias do género Rhizobium, Bradyrhizobium, Sinorhizobium e
Azorhizobium, denominadas genericamente rizébio, fornecendo assim subsidios para a
fixacdo do N, atmosférico (KLEIN, 2000). Logo, esse alto potencial de nodulagdo com o
nitrogénio, justifica a grande diversidade de alcaloides ja isolados nesta familia (LIRA, 2009).

Entretanto € bastante reportado que a classe dos flavonoides, também se destaca como
marcador taxondmico. Dentre estes sdo encontrados flavondis, flavondis glicosilados,
flavonas, isoflavonas, chalconas, entre outros. Ja na classe dos alcaloides encontram-se
alcaloides derivados da fenilalanina, da tirosina e do triptofano, entre outros (HARBORNE,
1971). Além dos alcaloides e flavonoides, ja foram relatados, vdarios outros tipos de
metabdlitos, tais como aminodcidos ndo proteicos, aminas, cumarinas, antraquinonas,
diterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, glicosideos cianogénicos, entre outros (WINK, 2003).

No Brasil, destacam-se as espécies dos géneros Mimosa, Acacia, Calliandra, Inga,
Pithecellobium, Prakia, Piptadenia e Stryphnodendron, muitos deles de valor medicinal
(BARROSO, 1991). Suas espécies, geralmente ocupam os primeiros lugares na maioria dos
levantamentos floristicos, realizados em ecossistemas de caatinga, onde em muitas delas no
fim da estacdo chuvosa, suas flores, na maioria bem alvas, se tornam caracteristicas na
paisagem (PEREIRA et al., 2001). No Cariri Paraibano, esta subfamilia € representada por 14
espécies, pertencentes a sete géneros: Acdcia, Adenanthera, Chloroleucon, Mimosa,
Piptadenia, Parapiptadenia e Prosopis (BARBOSA et al., 2007).

O género Piptadenia Benth inclui 80 espécies de arvores, de arbustos e trepadeiras,
que ocorrem principalmente em regides alatas da América tropical (LEWIS, 1987; LEWIS,
1990; CARDOZO, 2006). No Brasil, ocorrem nos estados do Amazonas, Bahia, Ceara, Goias,
Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui, Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo (CARDOZO, 2006). Todavia, vdrias espécies,
incluindo: Piptadenia peregrina, Piptadenia macrocarpa, Piptadenia rigida, Piptadenia
vidiflora, Piptadenia paraguayensi e Piptadenia africana estdo distribuidas na Africa tropical,
do Senegal a Angola e em todo o Congo. Apenas a tultima espécie € encontrada em Camardes
(MBOUANGOUERE et al., 2007).

O género Piptadenia despertou o interesse dos cientistas por seu uso na preparagao do

rapé (p6 usado para inalacdo). Isto foi evidenciado desde a chegada de Cristovao Colombo ao
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novo mundo, quando Ramén Pane descreveu a inalagdo de um rapé narcético pelos nativos
das Ilhas do Caribe, que parece ter sido preparado com espécies de Piptadenia. O mesmo era
observado por muitas tribos indigenas da América do Sul, onde o pé obtido a partir de
sementes de Piptadenia peregrina, chamada por eles de cohoba, paricd ou yopo, quando
inalado na forma de rapé produziam €xtase e alucinagdes. S6 em 1954, através do trabalho de
Stromberg, foi relatado a presenca do alcaloide inddlico 5-hidroxi-N,N-dimetiltriptamina
(bufotenina), o entdo responsavel pelo efeito alucindgeno (HENKER; HUSTON, 1950).

Entretanto, um dos primeiros trabalhos fitoquimicos no género foi a determinacdo do
conteddo de taninos na espécie Piptadenia cebil (ZELADA; CONI, 1915), o que justifica até
hoje as espécies do género Piptadenia serem utilizadas na industria dos curtumes por
possuirem a casca rica em taninos (CARDOZO, 2006). Do ponto de vista etnomedicinal, o
extrato aquoso da espécie Piptadenia africana (Fabaceae) Bark Guinea é usado externamente
para o tratamento da gonorreia (AKENDENGUE, 1992). Ja as folhas de Piptadenia
macrocarpa (Fabaceae) Leaf Brazil € reportado como téxico ao gado (CANELLA et al.,
1966).

Segundo levantamento bibliogréafico feito no Chemical Abstracts, Biological Abstracts
e no banco de dados NAtural PRoducts ALERT (NAPRALERT), a quimica deste género €
composta por diferentes classes de substancias. Estudos com diferentes espécies, como
Piptadenia colubrina Benth, Piptadenia communis, Piptadenia contorta, Piptadenia excelta,
Piptadenia falcata, Piptadenia leptostachya, Piptadenia macrocarpa, Piptadenia
moniliformis e Piptadenia peregrina mostraram que os alcaloides sdo os compostos
majoritarios do género Piptadenia, devido a presenca de diferentes tipos de alcaloides
inddlicos nestas espécies. Outros metabodlitos secundarios que merecem destaque por sua
presenca no género sao os esteroides, encontrados nas espécies Piptadenia gonoacantha e
Piptadenia macrocarpa e os flavonoides encontrados nas espécies Piptadenia africana,
Piptadenia cebil, Piptadenia gonoacantha, Piptadenia macrocarpa e Piptadenia rigida. Os
alcaloides, quando presentes na espécie, sao encontrados predominantemente nas sementes. Os
trabalhos mais recentes, certamente usando técnicas mais eficientes de analise, ndo tém detectado
alcaloides nas outras partes de espécies desse gé€nero. Entretanto, tem sido registrado a

ocorréncia de constituintes de outras classes de metabdlitos secundarios.
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3.6.2 Consideragdes botanicas sobre a espécie Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke e suas

atividades bioldgicas

Piptadenia stipulacea é uma planta de hédbito arbustivo, que ocorre principalmente na
mata de altitude e na caatinga do nordeste brasileiro, ocorrendo do Piaui até a Bahia
(VASCONCELOS et al., 1984; SALES et al., 1998; ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002;
BARBOSA etal., 2007; SANTANA; SOUTO, 2006). Essa planta apresenta diversos nomes
populares, tais como jurema-branca, jurema malicia-da-serra, calumbi, carcard e rasga-beico
(FABRICANTE; ANDRADE, 2007; ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002). Piptadenia
stipulaceae apresenta-se com dois sindnimos, Piptadenia communis var. stipulaceae Benth e
Pityrocarpa stipulacea (Benth) Brenan. A Figura S mostra uma fotografia de Piptadenia

stipulacea.

2000).
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Piptadenia stipulacea é uma arvore pequena com cerca de 2-4 m de altura, com casca
castanho-claro, fortemente armada por actileos vigorosos. Possui folhas alternas, compostas,
com 10-16 pares de pinas opostas, cada pina com 2 a 5,5 cm de comprimento e com 25-40
pares de foliolos verde-claros, foscos, oblongos, com 3-8 mm de comprimento. As flores em
espigas possuem de 4-8 cm de comprimento, de cor alva, na extremidade dos ramos onde se
encontram até trés espigas por axila de folha. Seu fruto € uma vagem de cor castanho-pélido,
com 8-12 cm de comprimento, com superficie ondulada nas areas onde ficam as sementes.
Contém 2-12 sementes pequenas, ovais de cor marrom por vagem. A madeira é de cor clara. E
uma planta caducifélia e sua floragdo ocorre na estagdo chuvosa, mas pode também ser
encontrada na estagdo seca, seguida pela frutificacio que se estende até a estacdo seca
(BEZERRA, 2008).

Ela € uma planta pioneira que facilmente ocupa capoeiras e beiras de estrada, sendo
tolerante a elevados niveis de perturbacdo da vegetacao (PEREIRA et al., 2001) e é muito
utilizada como alimento para ovinos, caprinos e bovinos, principalmente, na estacdo seca
quando nao ha pastagens para sua alimentacio (BEZERRA, 2008).

Esta planta medicinal € encontrada no nordeste brasileiro, onde é reportada por suas
atividades anti-inflamatdrias. Nas regides de caatinga, a tintura e o decocto da casca do caule
e folhas dessa leguminosa sdao utilizados externamente contra inflamagdes
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002; ALBUQUERQUE, 2006). Seu uso também ji foi
indicado como cicatrizante (BEZERRA, 2008).

Em testes para avaliar o seu potencial bioldgico, as folhas de Piptadenia stipulacea
apresentaram atividade antimicrobiana contra cepas da bactéria Klebsiella pneumoniae
multiresistentes e o fungo Candida albicans (BEZERRA, 2008). Testes com extratos (parte
ndo especificada) apresentaram atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Streptococcus faecium e atifingica contra Neurospora crassa
(CHIAPPETA; DE MELLO,1984).

Com relacdo a sua constitui¢ao quimica, foi relatado o isolamento do alcaloide inddlico
bufotenina (WILLAMAN; LI, 1970). No entanto, existem poucos estudos cientificos sobre
sua constituicdo quimica do seu metabolismo secundério, bem como os que comprovem as
atividades bioldgicas dessa planta. Embora flavonoides ndo sejam tdo raros dentro da

Fabaceae, FGAL foi isolado pela primeira vez nesta familia (LIRA, 2009).
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3.7 Aspectos gerais dos flavondides

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabdlitos secundarios €
amplamente distribuida no reino vegetal (COUTINHO et al., 2009). Mais de 4000
flavonoides foram isolados a partir de plantas. Eles desempenham um papel importante no
metabolismo das plantas e sdo consideradas substancias bioativas relativamente nao-toxicas
(ODONTUYA et al., 2005).

Flavonoides sdo compostos fendlicos de origem natural de consideravel interesse
cientifico e terapéutico. O termo flavonoide € um nome coletivo dado aos pigmentos de
plantas derivados da benzo-g-pirona. Consistem de um esqueleto de difenil propano (C¢C3Cs)

com dois anéis benzénicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (BEHLING et al., 2004). A

Figura 6 mostra o esqueleto estrutural basico dos flavonoides.

3|

Figura 6. Estrutura bésica dos flavonoides. Adaptado de BEHLING et al., 2004.

Os flavonoides estdo divididos em subclasses baseados nas conexdes nos anéis B e C
bem como no grau de saturagdo, oxidacdo e hidroxilacdo do anel C, conforme mostra a
Figura 7. As caracteristicas estruturais os dividem em chalconas, flavanolol, flavononas,
flavonas, flavonois, isoflavonoides, flavan-3-ois e antocianidinas (BEHLING et al., 2004;

WILLAIN-FILHO, 2005; OLIVEIRA, 2005b).
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Figura 7. Classificacio dos flavonoides. Adaptado de COUTINHO et al., 2009.

Esse grupo de substincias sdo metabdlitos secundarios amplamente distribuidos no
reino vegetal, comumente encontrados em frutas, vegetais, grdos, flores, chi e vinho
(BEHLING et al., 2004; WILLAIN-FILHO, 2005). As flavononas ocorrem
predominantemente em frutas citricas, conferindo-lhes o sabor caracteristico. As flavonas
distribuem-se em ervas e graos, contribuindo para o sabor e coloragdo dos tecidos vegetais.
As isoflavonas estdo presentes em graos, como a soja, onde possuem atividade estrogénica.
As antocianinas sdo encontradas em frutos, produzindo colora¢do azul e vermelha; as
catequinas também estdo presentes em frutos (CAMARGO, 2007).

Muitos flavonoides ocorrem naturalmente como flavonoides glicosilados, ou seja,
apresentam acucares simples ou complexos como substituintes nos anéis centrais; dentre eles
destacam-se: D-glucose, L-raminose, glucoramnose, galactose, ligninas, arabinose. No
entanto, alguns flavonoides podem ser encontrados na forma de aglicona, sem acucares
ligados aos anéis centrais (PIMENTEL, 2006).

Dentre as vdrias atividades farmacoldgicas atribuidas aos flavonoides, destacam-se as
suas propriedades diuréticas, antiespasmodicas, anti-inflamatdrias, antibacterianas,
antiulcerativas, antivirais, antifibrética, estrogénicas, antioxidante e antineopldsica, dentre

outras (BEHLING et al., 2004; WILLAIN-FILHO, 2005).
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3.7.1 Consideragdes sobre a atividade antioxidante e anti-inflamatéria dos flavonoides

Em relacdo a atividade anti-inflamatéria, os flavonoides atuam modulando células
envolvidas com a inflamagao (por exemplo, inibindo a proliferacdao de linfécitos T), inibindo
a producdo de citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, TNF-a e IL-1), modulando a
atividade das enzimas da via do dcido araquidonico, tais como PLA,, COX e LOX, além de
modularem iNOS (COUTINHO et al., 2009).

Muitos dos efeitos anti-infiamatodrios e cardiovasculares, propostos por flavonoides e
compostos fendlicos, interferem no metabolismo final do araquidonato, visto que sdo capazes
de inibir os sistemas de enzimas, incluindo fosfolipase A,, COX e 5-LOX (SILVA et al,,
2002; CAMARGQO, 2007). Em relacdo a atividade inibitéria da enzima fosfolipase A,, além
de quercetina e kaempferol, destacam-se também miricetina e as flavanonas hesperetina e
naringenina. Alguns flavonoides sdo conhecidos pela inibicdo da enzima LOX, tais como os
flavon6is morina e miricetina, e outros pela inibicdo da enzima COX, tais como as flavonas
crisina, apigenina, luteolina e os flavondis morina, rutina e galangina. Outros, como
quercetina e kaempferol apresentam significativa ac¢do anti-inflamatéria, que pode ser
atribuida a inibi¢do de ambas as enzimas LOX e COX (COUTINHO et al., 2009).

Além de inibir diretamente a sintese de eicosanoides por meio da inibi¢do da atividade
das enzimas LOX e COX, os flavonoides inibem indiretamente estas enzimas pela inibi¢ao da
peroxidacdo ndo enzimética de dcidos graxos poliinsaturados, que também atuam na ativagao
dessas oxigenases (SILVA et al., 2002). A Figura 8 esquematiza o mecanismo pelo qual

flavonoides com atividade antioxidante inibem indiretamente COX.
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Figura 8. Flavonoides cam atividade antioxidante inibem COX através do sequestro de
radicais livres. Adaptado de SMITH et al., 2000; NIJVELDT, 2001; ROUZER; MARNETT,
2009.

Como se pode observar na Figura 8, durante a catdlise do 4cido araquidonico, é
necessaria a oxidacdo do grupo heme pelo sitio peroxidase, originando a formacdo de
hidroperéxido, radical oxiferrila e, subsequente geracdo de radical tirosila no sitio
cicloxigenase da COX, que € responsavel pela formacao do radical araquidonila, o qual reage
com o O, para a producdo de PGG,. Posteriormente, PGG, € reduzida a PGH, no sitio
peroxidase, com a producdo de um intermedidrio de radicais livres que rapidamente se
converte em um radical *OH (SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003; HETU; RIENDEAU,
2005; BINGHAM et al., 2006). Flavonoides podem atuar sequestrando radicais livres,
inibindo assim de forma indireta a acdo da COX. Além disso, flavonoides também sao
conhecidos por quelar o ferro, eliminando assim um fator causal para a producdo de radicais
livres (NIJVELDT, 2001).

A maior parte dos estudos envolvendo flavonoides se concentra em suas propriedades
bioquimicas e fisiolégicas relacionadas ao potencial antioxidante na protecdo dos sistemas

bioldgicos durante estresse oxidativo. A atividade antioxidante dos flavonoides depende da
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propriedade redox de seus grupos hidroxifendlicos e da relacdo estrutural entre as diferentes
partes da estrutura quimica (PIMENTEL, 2006).

Tem sido proposto que flavonoides interrompem a reacdo em cadeia dos radicais
livres, doando 4tomos de hidrogénio ao radical peroxila, formando um radical de flavonoide.
O radical flavonoide, entdo, reage com o radical livre, terminando, assim, a propagacdo da
reacdo em cadeia (SILVA et al., 2002). Em outras palavras, os flavonoides estabilizam as
ROS pela reacdo com o radical. Devido a alta reatividade do grupo hidroxila dos flavonoides,

os radicais sao inativados, de acordo com a seguinte equagao (NIJVELDT, 2001):

Flavonoides (OH) + R *— flavonoides (O ¢) + RH (1)

onde R é um radical livre e O ¢ é um radical livre de oxigénio

Além disso, os altos niveis de NO (produzidos pela acdo de iNOS) reage com os
radicais livres, produzindo o peroxinitrito, altamente prejudicial porque pode oxidar
diretamente LDLs, resultando em dano irreversivel a membrana celular. Quando flavonoides
sao utilizados como antioxidantes, os radicais livres sao sequestrados e, portanto, ndo pode
mais reagir com o NO resultando em menos danos (NIJVELDT, 2001).

O desequilibrio na sintese de LTs e de PGs pode resultar em respostas inflamatdrias
como disturbios respiratérios, doengas cardiovasculares e renais, respectivamente. Com isso,
torna-se de grande importancia o estudo do efeito farmacoldgico de compostos naturais, como
flavonoides, com o objetivo de desenvolver novos farmacos para o tratamento dessas
patologias, uma vez que vdrias pesquisas tém demonstrado que tais compostos apresentam

atividade anti-inflamatéria (SILVA et al., 2002).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1 Materiais e solucdes utilizados

Tabela 1. Solucdes e materiais utilizados nos ensaios farmacoldgicos

Nome Marca
Acido acético glacial, 100%, P.A. Nitrogenius Produtos Quimicos
Acido gélico 97,5% Sigma
Azul de tripan, 10% Sigma
Cloreto de sédio Sigma
Dipirona Ao pharmacéutico
DMSO 100% Sigma
DPPH Santa Cruz
Formaldeido 37% Sigma
Goma arabica 0,05% Ao pharmacéutico
Indometacina Ao pharmacéutico

Kit de ELISA de avaliagdo da inibi¢do de COX-1/COX-
2 ovina
Metanol anidro 99,8%

Cayman Chemicals

Sigma-Aldrich

Morfina, 10 mg/mL Cristélia
Tween 20 Sigma
Zymosan A Sigma

4.1.2 Equipamentos utilizados

Tabela 2. Equipamentos utilizados nos ensaios farmacoldgicos

Nome Marca
Agitador de placa, modelo Thys 2 MLW
Agitador de tubo (Vortex) Biomixer
Balanca Analitica, AG 200 Gehaka
Banho-maria Evlab
Chapa aquercedora Biomixer
Contador Manual de Volume com Tecla 4 Digitos Milky Way
Deonizador de dgua Mili Q Millipore
Espectrofotdometro Digital Faixa 325~1000nm, Modelo SP-22 Biospecto
Fluxo Laminar VECO
Freezer Brastemp
Geladeira Brastemp
Leitora Automdtica de Microplacas de 8 Canais Mod. TP Reader NM Termoplate
Microscdpio dptico Olympus
Pipetas automadticas Gilson
Placa quente (Hot Plate) Insight
Ultra Freezerde -50 a -86°C, vertical, Modelo IULT 335D SPECIAL Indrel
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4.1.3 Fases e substancia obtidas de Piptadenia stipulaceae

As fases aquosa e acetato de etila das partes aéreas de Piptadenia stipulaceae, bem
como o flavonoide FGAL (Figura 9) foram cedidos pela Professora Dra. Barbara Viviana de

Oliveira Santos da Universidade Federal da Paraiba (LIRA, 2009).

OH

OH O

ey
Figure 9. Estrutura quimica do flavonoide FGAL.

4.2 Metodologia

4.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-35 g) machos ou fémeas,
adultos, com 6 a 8 semanas de idade provenientes do Biotério Central da UFAL. Os animais
foram mantidos em condicdes controladas de temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (ciclo
de claro/escuro de 12 horas). Todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados
de acordo com normas estabelecidas com normas estabelecidas pela Comissdo de Etica
Internacional para manuseio de animais em modelos de inflamacao (ZIMMERMAN, 1983),
bem como pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFAL (Protocolo n® 006443/2005-
78). Apoés a utilizagdo nos experimentos, os animais foram eutanasiados por deslocamento

cervical.

4.2.2 Fases e substancias utilizadas

Foram utilizados fase aquosa (100 mg/kg), fase acetato de etila (100 mg/kg) e o
flavondide FGAL (100 umols/kg, que corresponde a 33 mg/kg) isolado das partes aéreas de
Piptadenia stipulaceae, bem como farmacos padrdes como a dipirona (100 pumols/kg),

indometacina na concentracdo de 100 pmols/kg e morfina na dose de 15 pmols/kg. A
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administracio das substincias foi realizada 40 minutos antes do inicio do experimento. A via
de administracdo das fases aquosas e acetato de etila foi a via oral, j& a administragdo do
flavonoéide, dipirona e indometacina ocorreu pela via oral ou intraperitoneal. A morfina foi
administrada por via sub-cutinea. Para execug¢do do ensaio de contor¢des abdominais
induzidas por 4cido acético, o 4cido acético 100% foi diluido a 0,1 N, antes do ensaio. A
formila 2,5% foi preparada através de formaldeido 37% diluido em salina. A solucido de
zymosan A foi preparada na concentracdo de 2 mg/mL antes da realizacdo do ensaio de
peritonite induzida por Zymosan A. Para a realizacdo do ensaio de avaliacdo da inibicao de
COX in vitro, FGAL e indometacina foram diluidas previamente em DMSO e posteriormente
no tampao de reacao do kit. Para avalia¢do da atividade sequestrante radicalar, FGAL e 4cido
gdlico foram solubilizados em metanol, obtendo-se uma solucdo de 0,3 mM. Também foi
preparada uma solu¢do de DPPH em metanol na concentracdo de 40 ug/mL e a mesma foi
misturada a solu¢do de FGAL ou 4cido gélico (0,3 mM) na proporcao de 1:1 para execugdo

do método fotocolimétrico de DPPH.

4.2.3 Ensaio de contor¢des abdominais induzidas por dcido acético

O perfil da antinocicepcdo periférica foi avaliado através do ensaio de contor¢des
abdominais induzidas por 4cido acético em camundongos. Os compostos foram administrados
por via oral ou intraperitoneal, tendo como respectivos veiculos a goma ardbica 0,5% e
tween:dgua (1:99, V/V). Quarenta minutos apds o tratamento, foi realizada a administra¢ao de
acido acético 0,IN (0,ImL/10g de peso) na cavidade peritoneal dos animais. Dez minutos
apos a injecdo, as contor¢des foram contadas durante 20 minutos. Foram feitos também

controles do 4cido acético (controle positivo) (COOLIER et al., 1968).

4.2.4 Ensaio da claca quente (hotplate test)

A atividade antinociceptiva central foi avaliada através do teste da placa quente (55 +
0,1 °C), utilizando-se camundongos suicos de ambos os sexos com pesos entre 21 e 28 gramas
e mantidos em jejum por um periodo de 8 horas. Os animais 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” (médximo de permanéncia do animal na placa)

de 10 segundos. Posteriormente, a substancia-teste foi administrada via oral ou
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intraperitoneal, e a relacdo entre volume da suspensdo e o peso do animal foi 0,1 mL/20 g.
Ap6s um intervalo de 30 minutos, novas medidas do tempo de resposta foram registradas em

intervalos de 30 minutos durante 2 horas (KURAISHI et al., 1983).

4.2.5 Teste de formalina

O ensaio consiste na injecdo subcutanea de 20 uL. de uma solucao de formalina 2,5%
(v/v) — formaldeido diluido em salina — na face dorsal da pata traseira do animal ap6s 1 hora
da administracdo oral da substancia teste (ou veiculo na obtencdo de controle). O ensaio é
caracterizado por duas fases distintas: uma fase de dor aguda (1* fase) e outra de hiperalgesia
(2° fase), sendo a 1* fase constituida por os 5 primeiros minutos apds inje¢dao subplantar e a 2*
fase o tempo entre 15 e 30 minutos apds a inje¢do subplantar. O tempo que o camundongo
permanece lambendo a pata durante estas duas fases foi registrado (HUNSKAAR; HOLE,
1987)

4.2.6 Ensaio de peritonite induzida por zymosan A

Os camundongos foram tratados ou ndo com as substancias em andlise, e apds 30
minutos foram submetidos simultaneamente ao ensaio de peritonite, por administracido
intraperitoneal de 0,5 mL de uma solucdo de zymosan A (2 mg/mL). Apds 6 hs da injecdo de
zymosan A, a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de uma solu¢gdo HANKS (HBSS,
livre de Ca** e Mg*"). Em seguida realizou-se a andlise do lavado peritoneal e contagem total
do numero de células. A contagem foi feita em microscopio 6tico em objetiva de 100x.

(LEITE et al., 2007).

4.2.7 Ensaio de avaliacdo de inibi¢cdo de COX in vitro

O flavonoide FGAL foi avaliado ainda quanto a sua capacidade de inibir COX ovina
de acordo com o método descrito por UDDIN e colaboradores (2004), utilizando para tanto o
kit de determinagao da inibi¢do de COX-1/COX-2 ovina (Cayman Chemicals, MI, USA), de

acordo com as instrucdes do fabricante.
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4.2.7.1 Biossintese de prostaglandina

COX catalisa a primeira etapa da biossintese do dcido araquiddnico para PGH,. PGF,,
produzida a partir de PGH; por reducdo com cloreto de estanho, € medido por ensaio
imunoenzimdtico. As solugdes de compostos testes foram preparadas utilizando como
solvente DMSO e tampao de reacdo (fornecido no kit). A Figura 10 esquematiza essa etapa
do ensaio. Resumidamente, uma série de solugdes tampao de reagdo fornecida (0,1 M Tris-
HCI Ph 8,0 contendo SmM EDTA e 2mM fenol) foi aliquotada em tubos eppendorf, onde
eram adicionadas as enzimas COX-1 ou COX-2 (10 pL) na presenca de heme (10 pL).
Posteriormente, foram adicionados 10 pL. de solu¢des de FGAL e indometacina (0,2 uM em
um volume final de 100 pL). Estas solucdes foram incubadas por um periodo de Smin a 37°
C. Posteriormente, 10 pLL de uma solu¢do de 4cido araquidonico (100 uM) foi adicionada e a
reacdo de COX foi interrompida pela adi¢cdo 50 pL de HCI (1M) apés 2min do inicio da
reacdo. PGF,,, produzido de PGH; por reducido com cloreto de estanho foi medido por ensaio

imunoenzimatico.
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Figura 10. Esquematizacdo da etapa de biossintese de PG do ensaio de avaliacdo da atividade
inibitdria de COX.

4.2.7.2 Ensaio imunoenzimatico

Como exposto na Figura 11, este teste baseia-se na concorréncia entre PGs e o
conjugado PG-acetilcolinesterase para uma quantidade limitada de anti-soro de PG. A
COX, pois a concentragao do conjugado PG-acetilcolinesterase é mantida constante, enquanto
que a concentracdo de PGs varia. Este complexo PG-acetilcolinesterase se liga a um anti-
anticorpo monoclonal (anticorpo especifico para PG) previamente colocado nos pocos da
placa. A placa € lavada para remover os reagentes e, em seguida € adicionado o reagente de

Ellman, que contém o substrato da acetilcolinaesterase. O produto desta reacdo enzimatica
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produz uma cor distinta amarela, que absorve em 412 nm. A intensidade desta cor €
determinada espectrofotometricamente, e € proporcional a quantidade de conjugado PG-
acetilcolinesterase que se ligou ao anti-soro PG, que € inversamente proporcional a

quantidade de PGs presentes no po¢o durante o periodo de incubacao.

T T | .09, ||!“L§’!H

1. Poco de placa 2. Amostra incubada 3. Lavagem do 4. Adicao do
de elisa com com os anticorpos pOgo reagente de
anticorpos especificos para PG e Ellman
monoclonais com o complexo PG-
murinos acetiltioco-lina
Legenda:
Anticorpo monoclonal murino ! Complexo PG-acetiltiocolina

|_I_| Anticorpo especifico para PG

) ) ) ) PG livre )
Figura 11. Esquematizagdo da placa de imunoensaio uctﬁlzada para realizacao do ensaio de

avaliacdo da inibicao de COX.

4.2.8 Andlise quantitativa da atividade sequestrante radicalar

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante foi feita seguindo metodologia
descrita na literatura, com pequenas modificagdes, monitorando-se o consumo do radical livre
DPPH pelas amostras de FGAL, através da medida do decréscimo da absorbancia de solugcdes
de 0,3 mM do flavonoide. Estas medidas foram feitas em espectrofotdmetro UV-Vis no

comprimento de onda 516 nm. (BLOIS, 1958; BRAND-WILLIAMS, 1995).
4.2.8.1 Construcdo da curva de calibragao do DPPH

Primeiramente, foram preparados 50 mL de solu¢do estoque de DPPH em metanol na

concentracdo de 40 pg/mL, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas
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diluicdes de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 ug/mL. A curva de calibracio foi construida a partir
dos valores da absorbancia a 516 nm de todas as solugdes (1 a 40 pg/mL), medidas em
cubetas de vidro com percurso 6ptico de 1 cm e tendo como “branco” o metanol. As medidas
de absorbancia foram efetuadas em triplicata e em intervalos de 1 min entre cada leitura. A
equacdo da curva de calibracio do DPPH foi C = 35,846A — 0,230, onde C corresponde a
concentracdo de DPPH no meio, A € a absorbancia medida no comprimento de onda de 516

nm e o coeficiente de correlacdo R = 0,9997.

4.2.8.2 Leitura das medidas de absorbancia nas amostras

Uma solucdo de FGAL a 3 mM foi preparada em metanol. As medidas das
absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢do da amostra de FGAL e 2,7 mL da
solucdo estoque de DPPH na concentragcdo de 40 pg/mL) foram feitas a 516 nm, no 1°, 5°, 10°
e 15° min. A mistura de metanol (2,7 mL) e solu¢dao de FGAL (0,3 mL) foi utilizada como
branco. A partir da equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia nos tempos
de leitura para solucdo de FGAL, foram determinados os percentuais de DPPH remanescentes

(% DPPHRgMm), conforme a equacao:

%DPPHggy = [DPPH]T /[DPPH]T(x 100

onde [DPPH]T corresponde a concentra¢cdo de DPPH no meio, apds a reacdo com a amostra e
[DPPH]T, € a concentracdo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg/mL (100 umol/mL) (BRAND-
WILLIAMS, 1995).

Os valores de absorvancia no tempo de 15 min para amostra de FGAL (0,3mM) e
acido galico (0,3 mM), foram também convertidos em percentual de inibi¢io do DPPH (PI),

determinada pela equagao:

Pl= { [Ab SpPPH— (Ab Samostra_AbShranco)] x100 } /Ab SppPPH

onde Abspppy € a absorvancia inicial da solu¢do metandlica de DPPH e Absgnosna € a

absorvancia da mistura reacional (DPPH+amostra) (YEN; DUH, 1994).
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4.2.9 Analise Estatistica

Para os ensaios in vivo,os niveis de significancia entre os grupos experimentais € o
controle foram feitos utilizando-se andlise de varianca (ANOVA) seguido do teste Dunnett.
Os valores foram considerados significantes quando *p< 0,05. Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média. Os niveis de significincia entre 0s grupos experimentais
do flavonoide por via oral e por via intraperitoneal no ensaio de contor¢cdes abdominais
induzidas por dcido acético foram feitos utilizando o teste t Studant, e os valores foram
considerados significantes quando *p< 0,05. No ensaio de avalicao da inibi¢do de COX in
vitro, os resultados foram considerados significantes quando P<0,05 ao nivel de 95% de
confianca no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett, comparando-se os
grupos experimentais com o grupo controle (sem inibidor, apenas veiculo). Neste ensaio,
realizou-se andlise estatistica utilizando o teste t de student, para obter os niveis de
significancia entre os resultados obtidos com indometacina para COX-1 versus COX-2, com
FGAL para COX-1 versus COX-2, com indometacina ou FGAL para COX-1, e com
indometacina ou FGAL para COX-2, e os valores foram considerados significantes quando
*p< 0,05. A andlise estatistica dos resultados obtidos no método fotocolorimétrico de DPPH
foi realizada utilizando o teste t de student e os valores foram considerados significantes
quando *p< 0,05. Toda analise estatistica foi realizada com auxilio do programa GraphPad

Prism 3.1.
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S RESULTADOS

5.1 Atividade antinociceptiva de Piptadenia stipulacea no ensaio de contorc¢oes

abdominais induzidas por acido acético

Para dar inicio ao estudo das propriedades antinociceptivas das fases aquosa e acetato
de etila, bem como do flavonoide isolado de Piptadenia stipulacea, utilizou-se o modelo de
contorcdes induzidas por dcido acético, cujos resultados estdo mostrados na Figura 12.
Realizou-se primeiramente a avaliacdo farmacoldgica dos compostos pela via oral, por ser a
via mais freqiientemente utilizada para administracdo de medicamento em seres humanos, e
também por ndo ser invasiva. A injecao intraperitoneal de 4cido acético induziu 42,60 + 1,21
contor¢des nos animais do grupo controle durante o periodo de 20 minutos de observacao. De
acordo com os resultados obtidos, a fase aquosa e a fase acetato de etila, nas referidas doses
administradas, apresentaram-se efetivos em diminuir o numero de contor¢des abdominais,
uma vez que houve uma diferenca estatisticamente significativa com P<0,05, quando
comparado com o grupo controle, apresentando uma porcentagem de inibicdo de 49,9% =+
11,2 e 54,6% + 5,3. Quando FGAL foi administrado por via oral, observou-se uma baixa
porcentagem de inibicdo das contor¢des abdominais (39,0% £ 6,8), por isso decidiu-se
verificar também a atividade dessa substancia por via intraperitoneal. Como esperado, FGAL
apresentou maior atividade antinociceptiva ao ser administrado pela via intraperitoneal
(porcentagem de inibi¢dao de 64,8% + 8,1) quando comparado com a via oral, o que sugere a
inativacdo de tal substincia através do metabolismo de primeira passagem ou limita¢do na
absor¢do no trato gastrointestinal por labilidade em meio dcido. Portanto, escolheu-se a via

intraperitoneal para dar sequéncia ao estudo com FGAL.

5.2 Atividade antinociceptivacebral da fase acetato de etila de Piptadenia stipulacea no

ensaio da Placa Quente (HotPlate Test)

Para avaliar o perfil antinociceptivo central, a fase aquosa e acetato, bem como o
flavonoide isolado de Piptadenia stipulacea foram submetidos ao ensaio de placa quente. Os
resultados estdo expressos na Figura 13. Neste modelo, apenas a fase acetato de etila
apresentou aumento do tempo de laténcia nos tempos 120 min e 150 min, além da morfina

(farmaco padrao utilizado no modelo). Assim como evidenciado nos resultados, com excecao
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da fase acetato de etila, a fase aquosa e o flavonoide possivelmente ndo apresentam efeitos

antinociceptivos centrais.

5.3 Atividade antinociceptiva de Piptadenia stipulacea no teste de formalina

Para avaliar melhor o perfil antinociceptivo as substancias foram submetidas ao ensaio
de nocicepg¢ao induzida por formalina, cujos resultados estdo mostrados na Figura 14. Na 1*
fase do modelo apenas a fase acetato de etila exerceu efeito antinociceptivo, caracterizado
pela diminui¢do significativa do tempo de lambida da pata quando comparado com o controle
apenas com formalina, apresentando porcentagem de inibi¢do de nocicepcao de 40,2% + 10,3.
A fase acetato de etila também se mostrou eficaz em diminuir a nocicep¢do na segunda fase
do teste, com porcentagem de inibi¢do de 59,9% + 6,5. A fase aquosa (administrado por via
oral) ¢ FGAL (administrado por via intraperitoneal) ndo apresentaram efeitos contra
nocicepcao na primeira fase do teste de formalina, apenas na fase inflamatéria, com
porcentagem de inibicdo da nocicepcdo de 72,6 = 5,5 e 66,0% =% 8,0, respectivamente. O
farmaco padrdo utilizado (indometacina) também apresentou atividade antinociceptivo
significativa na fase neurogé€nica quando administrado por via intraperitoneal (34,3% = 3.5),
mas nao por via oral (25,3% = 8,6) devido a menor biodisponibilidade do fairmaco por esta
ultima via de administracdo. Com relagdo a segunda fase, a indometacina quando
administrada tanto por via oral como por via intraperitoneal, diminuiu o tempo de lambida da

pata na ordem de 50,0 + 12,5 e 76,5% = 3,1, respectivamente.

5.4 Atividade anti-inflamatéria de Piptadenia stipulacea no ensaio de peritonite induzida

por zymosan A

Para confirmar a provavel atividade anti-inflmatéria evidenciada no teste de formalina
das fases acetato de etila e aquosa e de FGAL, realizou-se ainda o ensaio de peritonite
induzida por zymosan A. Os resultados do citado ensaio estdo expostos na Figura 15. A fase
aquosa, a fase acetato de etila e FGAL apresentaram efeito anti-inflamatério significante
quando comparadas ao grupo controle, apresentando porcentagem de inibicio de
recrutamento celular de 35,8 £4,9, 37,7 + 6,2 e 31,3% + 13,3, respectivamente, evidenciando
desta forma a atividade anti-inflamatéria de Piptadenia stipulacea. Verificou-se também a

atividade anti-inflamatéria da indometacina, quando adminitrada por via oral e
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intraperitoneal. Este farmaco de referéncia reduziu o recrutamente de leucdcitos em 48,6 + 4,4

e 56,7% + 4,6, respectivamente.

5.5 Inibicao de COX in vitro através da acao de FGAL

A capacidade de FGAL para inibir COX-1 e COX-2 ovinas foi determinada utilizando
um kit imunoenzimético, de acordo com a metodologia descrito por UDDIN e colaboradores
(2004), cujos resultados estdo na Figura 16. Observa-se que FGAL, na concentragdo de 0,2
UM inibiu, significantemente, tanto COX-1 (79,5% + 0,6) como COX-2 (56,0% + 3,8), com
um perfil de inibi¢do similar ao observado para indometacina na mesma concentragdo (93,0 +
2,6 e 79,0% =+ 1,5, respectivamente). Desta forma, verificou-se que indometacina e FGAL
inibiram COX-lem maior propor¢cdo do que COX-2. Além disso, indometacina inibiu de

forma mais eficaz, tanto COX-1 como COX-2 quando comparado a FGAL.

5.6 Atividade sequestrante radicalar de FGAL no método fotocolorimétrico do DPPH

Com relagdo ao comportamento cinético da reacdo do DPPH com FGAL, na
concentracdo de 0,3 mM, observou-se que a amostra apresentou cinética rdpida, atingindo
23,3% £ 0,2 de consumo do DPPH no primeiro minuto, mostrando aumento significativo do
consumo de DPPH ao longo do tempo total de observagdo (15 min). A atividade sequestrante
de radicais, expressa em percentual de inibi¢do (PI), exibida pelo flavonoide FGAL isolado de
Piptadenia stipulacea e do acido gédlico, ambos na concentracido de 0,3 mM, estd expressa na
Figura 17. Com base nestes dados, o composto isolado FGAL e controle positivo acido
gdlico apresentaram porcentagem de inibicdo do DPPH de 92,7 + 0,1 e 83,6% + 3,7,

respectivamente.
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Figura 12. Efeito antinociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg, v.o0.), fase acetato de etila (100
mg/kg, v.0.), FGAL (100pmol/kg, v.o. ou i.p.) de Piptadenia stipulacea e dipirona
(100pumol/kg, v.o. ou i.p.)no ensaio de contor¢des abdominais induzido por dcido acético. Os
dados representam a média e o erro padrao da média de 6 animais (**P<0,01 foi considerado
significativo ao nivel de 99% de confianca no teste de ANOVA One Way seguido do teste de
Dunnett; # P<0,05 quando a diferenca entre os resultados obtidos com FGAL administrado

por via oral e por via intraperitoneal foi considerada significativa ao nivel de 95% de
confianca no teste t student).
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Figura 13. Perfil antihiperalgésico da fase aquosa (100 mg/kg, v.o.), fase acetato de etila (100
mg/kg, v.0.), FGAL (100umol/kg, i.p.) de Piptadenia stipulacea e morfina (15umol/kg, s.c.)
no ensaio da placa quente. Os dados representam a média e o erro padrao da média de 6
animais (¥*P<0,05, *p<0,01 no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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Figuras 14A e 14B. Perfil antinociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg, v.o.), fase acetato de
etila (100 mg/ kg, v.0.), FGAL (100umol/ kg, i.p.) de Piptadenia stipulacea e indometacina
(100pmol/ kg, v.o. e i.p.) no teste de formalina (1* fase — 14A e 2° fase — 14B). Os dados
representam a média e o erro padrdo da média de 6 animais (¥*P<0,05,**P<0,01 no teste de
ANOVA One Way seguido do teste de Dunnet).
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Figura 15. Perfil anti-inflamatério da fase aquosa (100 mg/kg, v.o.), fase acetato (100 mg/kg,
v.0.), FGAL (100umol/kg, i.p.) de Piptadenia stipulacea e indometacina (100pmol/kg, v.o. e
i.p)no ensaio de peritonite induzida por zymosan A. Os dados representam a média e o erro
padrao da média de 6 animais (**P<0,01 foi considerado significativo ao nivel de 95% de
confianca no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett).
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Figura 16. Inibicdo in vitro das enzimas COX-1/COX ovinas por FGAL e indometacina,
ambas nas concentragdes de 0,2 uM. Os dados representam a média e o erro padrao da média
de duplicatas de um experimento representativo (¥P<0,05 foi considerado significativo ao
nivel de 95% de confianca no teste de ANOVA One Way seguido do teste de Dunnett; ; +
P<0,05 quando a diferenca entre os resultados obtidos com indometacina para COX-1 e COX-
2 foi considerada significativa ao nivel de 95% de confianga no teste t student; # P<0,05
quando a diferenca entre os resultados obtidos com FGAL para COX-1 e COX-2 foi
considerada significativa ao nivel de 95% de confianca no teste t student; § P<0,05 quando a
diferenca entre os resultados obtidos com FGAL e indometacina para COX-1 ou COX-2 foi
considerada significativa ao nivel de 95% de confianca no teste t student ).
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Figura 17. Atividade sequestrante de radicais de FGAL, flavonoide isolado das partes aéreas
de Piptadenia stipulacea e do controle 4cido galico, todos na concentracao de 0,3 mM. Os
dados representam a média e o erro padrdo da média de duplicatas de um experimento
representativo (¥P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 95% de confianca no teste t
student).
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6 DISCUSSAO

Trés diferentes modelos animais foram usados neste estudo para investigar o potencial
antinociceptivo da fase aquosa (100 mg/kg), da fase de acetato de etila (100 mg/kg) e de
FGAL (100 pmol/kg) de Piptadenia stipulacea. Os métodos de investigacdo da atividade
antinocicetiva foram selecionados com base em sua capacidade de poder apresentar tanto
efeitos periféricos como central. O modelo de contor¢do abdominal induzida pelo é4cido
acético, o ensaio de placa quente e o teste da formalina foram utilizados para investigar a
atividade antinociceptiva. Além disso, o ensaio de peritonite induzida por zymosan A em
camundongos foi utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatdria das fases acetato de etila
e aquosa e do flavonoide. Realizou-se também ensaio in vitro de inibicdo de COX e da
atividade sequestrante radicalar através do método de DPPH para se pesquisar 0 mecanismo
de acdo de FGAL.

O ensaio de contor¢do induzida por acido acético € um modelo de dor visceral e é
amplamente utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva periférica (VERMA et al., 2005;
DU et al, 2007). Embora este teste seja um modelo inespecifico (por exemplo,
anticolinérgicos, antidepressivos triciclicos e anti-histaminicos e outros agentes mostram a
atividade neste ensaio), ¢ amplamente utilizado para a triagem de analgésicos periféricos, e
envolve receptores peritoneais colinérgicos e histaminicos e os mediadores acetilcolina e
histamina (ALEXANDRE-MOREIRA et al., 1999; MIRANDA et al., 2001).

Este método tem sido, em geral, associado com prostanoides, pois € observado o
aumento dos niveis de PGE, e PGF,, em fluidos peritoneais, bem como produtos da LOX
(VERMA et al., 2005). As vias de transmissdo da dor inflamatéria mais importantes sao
aquelas que incluem nociceptores periféricos sensiveis a prétons polimodais, como canais
16nicos sensiveis a dcido (ASICs) e substincias algésicas, tais como a bradicinina e citocinas.
Estes receptores enviam sinais ao SNC via fibras C. Além disso, € bem estabelecido que a
resposta nociceptiva causada pelo acido acético € dependente também da liberacao de
algumas citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-8 através da modulacdo de macréfagos e
mastdcitos localizados na cavidade peritoneal (LUCENA et al., 2007).

Neste teste, os nossos resultados mostraram uma diminui¢do significativa no nimero
de contor¢des abdominais induzidas por dcido acético, por todas as fases testadas. Além disso,
quando FGAL foi administrado por via intraperitoneal apresentou maior efeito em relacdo a
administracio por via oral. Assim, supde-se que este flavonoide ndo seja bem absorvido pelo

trato gastrointestinal ou seja metabolizado muito rapidamente a produtos inativos. Portanto,
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esses efeitos protetores no teste de contor¢des sao menos pronunciados do que os de dipirona,
utilizado como medicamento analgésico de referéncia, quando adminitrada tanto por via oral
como por via intraperitoneal.

O teste da placa quente ¢ um modelo nociceptivo central que tem seletividade para
analgésicos opioides, como a morfina. Evidéncias experimentais obtidas neste modelo
indicam que a fase de acetato de etila (100 mg/kg, v.o.) de Piptadenia stipulacea aumentou o
tempo de laténcia de forma significativa (P<0,05 camundongos e P<0,01) no método
nociceptivo da placa quente. Além disso, esta fase também inibiu significativamente (P<0,05
e P<0,01) as contor¢des induzidas por dcido acético em camundongos. Estas observacdes
tendem a sugerir que a fase de acetato de etila pode possuir propriedades antinociceptivas
centrais e periféricas. A morfina (15 [Imol/kg, s.c.) também aumentou significantemente os
tempos de laténcia dos animais.

Os efeitos antinociceptivos periféricos das fases de Piptadenia stipulacea podem ser
mediados através da inibicio de COX e/ou LOX (e outros mediadores inflamatdrios),
enquanto a acdo antinociceptiva central pode ser mediada através da inibicao dos receptores
da dor central ou inibicdo da sintese de PG via COX-3 (BALLOU et al., 2000; DOU et al.,
2004; OJEWOLE, 2006).

O teste da formalina ¢ um modelo constituido de duas fases distintas. A primeira fase é
causada pela acdo direta de formalina sobre as fibras sensoriais do tipo C, e a segunda fase
estd associada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria e pela liberacdo de
mediadores nociceptivos (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989). Foi relatado
que a SP e a bradicinina participam no aparecimento das respostas da primeira fase, e
histamina, serotonina, bradicinina e PGs estdo envolvidos na respostas da segunda fase (DU
et al., 2007).

No teste de formalina, que é sensivel a varios tipos de analgésicos (HUNSKAAR;
HOLE, 1987), nossos resultados mostraram que o tempo de lambida da pata foi
significativamente reduzido pela administracdo oral da fase acetato de etila em ambas as
fases. Neste teste, os medicamentos de acdo central, como opioides, inibem as duas fases da
mesma forma, enquanto que farmacos antinociceptivos periféricos, como AINEs e
corticosteroides, sO inibem a segunda fase (MIRANDA et al., 2001; EL HABAZI et al.,
2006). Na verdade, o efeito das fases acetato de etila em ambas as fases do teste da formalina
da suporte a suposicdo que esta fase contém substancias ativas com atividade antinociceptiva

em nivel central e periférico. Ja o efeito antinociceptivo do FGAL e da fase aquosa na
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segunda fase do teste de formalina indicam uma provével atividade anti-inflamatdria para
estes agentes.

Os flavonoides também sao relatados por serem bons agentes antioxidantes e
antinociceptivos, como a quercetina e a miricitrina. Além disso, muita atencao tem sido dada
a relagdo entre propriedades antioxidante e anti-inflamatdrias de flavonoides, in vitro e in vivo
(NIJVELDT, 2001; MEOTTI et al., 2006; WILLAIN-FILHO et al., 2008). Os flavonoides
tém sido reportados por inibirem COX, LOX, monooxigenases microssomais, glutationa S-
transferase, succinoxidase mitocondrial e NADPH oxidase, todos os envolvidos na geracio de
ROS (ODONTUYA et al., 2005). Outra propriedade anti-inflamatdria dos flavonoides € a sua
capacidade de inibir a degranulacdo de neutréfilos (NIJVELDT., 2001).

Para confirmar a provével atividade anti-inflamatéria das fases aquosa e acetato de
etila, e de FGAL de Piptadenia stipulacea, foi utilizada o ensaio de peritonite induzida por
zymosan A em camundongos. A peritonite € uma condi¢do inflamatéria frequente com
morbidade e mortalidade severa, e sua etiologia infecciosa inclui bactérias, fungos e parasitas.
O ensaio de peritonite induzida por zymosan A imita uma infecc@o por fungos (zymosan é um
polissacarideo componente das paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae) e representa
um modelo bem caracterizado para estudos sobre a inflamagcdo aguda peritoneal
(KOLACZKOWSKA et al., 2008).

Neste teste, os resultados demonstraram que as fases aquosa e acetato de etila de
Piptadenia stipulacea reduziram significativamente o numero de células recrutadas,
mostrando que essas fases contém agentes ativos anti-inflamatérios. Quando administrado na
cavidade peritoneal do camundongo, o zymosan A induz um aumento no extravasamento
vascular, um dos sinais preliminares da inflamac¢dao (RAO et al., 1994; BOUGHTON-SMITH;
GHELANI, 1995). Esta é uma etapa chave na formacao do exsudato inflamatdrio e é seguida
por um recrutamento de células dependente de tempo, especialmente de neutrdfilos
(DOHERTY et al., 1985). Neste modelo, citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1,
ativam a via de sinalizacdo em células endoteliais, a qual regula a expressao de moléculas de
adesdo para iniciar o recrutamento de leucdcitos circulantes e células migratdrias parcialmente
ativadas (LEITE et al., 2007). Logo, as fases acetato de etila e aquosa, bem como FGAL de
Piptadenia stipulacea diminuiram o recrutamento de leucdcitos devido a sua provdvel
capacidade de diminuir a produgdo dessas citocinas pré-inflamatérias. Além disso, € bem
conhecido que ROS e proteases produzidas por neutréfilos ativados causam ou agravam
reacoes inflamatérias. Foi demonstrado anteriormente que certos prostanoides podem

exacerbar varias funcdes dos neutréfilos. Tem sido sugerido que a inibicao endégena de PGs
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geradas € um dos mecanismos pelos quais os efeitos pré-inflamatérios dos neutréfilos s@o
limitados (OKTAR et al. , 2004).

Para verificar o mecanismo de a¢do pelo qual FGAL induz antinocicep¢ao, bem como
para comprovar se o mesmo apresenta atividade anti-inflamatéria e antioxidante, foi
realizados ensaios in vitro de avaliacdo da inibicdo de COX 1/COX 2 e da atividade
sequestrante radicalar através do método de DPPH.

A capacidade de FGAL para inibir COX-1 e COX-2 ovinas foi determinada utilizando
um kit imunoenzimaético, de acordo com a metodologia descrito por UDDIN e colaboradores
(2004). De acordo com os resultados obtidos, FGAL foi inibiu, significativamente, tanto
COX-1 como COX-2, com um perfil de inibi¢do similar ao observado para indometacina, no
entanto com um menor efeito na concentragdo de 0,2 uM.

A inibicdo da enzima COX por flavonoides pode se dar de forma direta ou indireta.
Flavonoides podem se ligar diretamente a COX e, assim, inibir a enzima. Estd bem descrito
na literatura os requisitos estruturais dos flavonoides para inibicdo direta de fosfolipase A,,
COX e LOX: o anel fenil € o responsavel pela inibicao de fosfolipase A,; o anel benzopirano
¢ a porcao a qual se liga a COX; e tanto o anel benzopirano como as hidroxilas em C5 e C7 do
anel A sdo os grupos farmacoféricos para inibi¢do de LOX (NARAYANA et al., 2001).

Indiretamente, flavonoides podem inibir COX por uma combinacdo de sequestro de
radicais livres e uma interagdo com as fung¢des de enzimas (NIJVELDT, 2001). Virios
métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em extratos e substancias
isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade sequestrante do radical livre
DPPHe, de coloracdo purpura que absorve a 515 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma
espécie radicalar (Re), o DPPHe € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo
amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada
pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem
da atividade sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPHe remanescente no
meio reacional (SOUSA et al., 2007).

Neste ensaio, verificou-se que o flavonoide FGAL atingindo 23,3% de consumo do
DPPH no primeiro minuto, além disso, houve o aumento significativo do consumo de DPPH
ao longo do tempo total de observacdo (15 min). Portanto, evidenciou-se que FGAL apresenta
alta atividade sequestrante radicalar. Além disso, observou-se que apds 15 min, FGAL
consumiu 92,7% do DPPH, similar a consumida pelo controle positivo acido galico (83,6%),

ambos na concentracao de 0,3 mM.
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Durante a catdlise do dcido araquidonico, € necessdria a oxidacdo do heme, como
formacdo de hidroperdxido, radical oxiferrila e, posteriormente, radical tirosila no sitio
cicloxigenase da COX, que € responsavel pela formacao do radical araquidonila, o qual reage
com o O, para a producao de PGG,. PGG; € depois reduzida a PGH; no sitio peroxidase, com
a producdo de um intermedidrio de radicais livres que rapidamente se converte em um radical
*OH (SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003; HETU; RIENDEAU, 2005; BINGHAM et al.,
2006). FGAL pode atuar sequestrando radicais livres, inibindo assim de forma indireta a acao
da COX. Além disso, flavonoides também sdo conhecidos por quelar o ferro, eliminando
assim um fator causal para a producao de radicais livres (NIJVELDT, 2001).

ROS e espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo moléculas altamente ativas que
contétm um ou mais elétrons ndo pareados. ROS e RNS produzidas endogenamente sao
essenciais para a vida e estdo envolvidas em vdrias fungdes bioldgicas (KIM et al., 2009). Em
condi¢Oes inflamatorias, NADPH oxidase presente em PMNs e células mononucleares €
ativada e gera ROS. Além de seu papel defensivo como microbicida, ROS estdo entre os mais
potentes estimulos responsdveis pelo aumento da permeabilidade vascular, de fatores
quimiotéticos (LTBy4), da peroxidacdo lipidica na membrana plasmética e da oxidagdo do
DNA. Assim, ROS desregulam a funcao celular e induz o dano tecidual, que, por sua vez,
aumenta o estado inflamatério (ROOME et al., 2008).

Flavonoides com meta-5,7-diidroxi no anel A e ligacdo 2,3-dupla no anel C, em
combinacdo com o 4-ceto, tais como FGAL descrito neste trabalho, podem ser inibidores
potentes da COX-2 porque mostram importante atividade antioxidante. A presenca de uma
ligacdo dupla em C3 do anel C é um determinante importante desta atividade inibitéria
enzimdtica (RICE-EVANS et al., 1997; PASCUAL-TERESA et al.,, 2004). Os grupos
hidroxila nas posi¢des 5 e 7 do anel A, em combina¢do com o 4-ceto no anel C dao indicios
de que FGAL pode inibir NADPH oxidase (PIMENTEL, 2006). O grupo carbonila na posicao
4 sobre o anel C também sugere uma inibicdo direta da peroxidacdo lipidica através da
atividade antioxidante de FGAL (NIJVELDT, 2001; PIMENTEL, 2006).

Além disso, foi demostrado anteriormente que este flavonoide € um bom inibidor da
producdo de NO (MORIKAWA et al., 2006). Existem também estudos mostrando que certos
flavonoides, como a daidzeina, a genisteina, isorhamnetina, kaempferol, quercetina,
naringenina e pelargonidina, diminuem a produ¢do de NO em resposta a estimulos
inflamatérios (HAMALAINEN et al., 2007).

Tem sido reportado na literatura cientifica que os compostos inibitérios da expressao

ou atividade de iNOS sdo potenciais agentes anti-inflamatérios. iNOS € induzida por produtos
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bacterianos e citocinas em macréfagos e algumas outras células (HAMALAINEN et al.,
2007). A producdo de NO pode ndo apenas € um marcador de ativacdo imune, mas pode
realmente contribuir para a patogénese da doenca como um modulador da fisiologia celular. A
producdo de NO estd aumentada na inflamacdo e tem efeitos reguladores pré-inflamatdrios.
Tem sido demonstrado que o NO tem a capacidade de regular TNF-a, IL-8 e a propria iNOS,
entre outros. Além disso, flavonoides (por exemplo, quercetina e rutina), que sdo distribuidos
em vdrias plantas medicinais, sdo conhecidos por inibir a expressdao de iNOS (CHO et al.,
2006; HAMALAINEN et al., 2007).

Em relacdo aos requisitos estruturais de flavonoides para a inibi¢do da producio de
NO, trés caracteristicas principais sdo reportadas: a ligacdo dupla C2-C3 € uma caracteristica
comum em compostos efetivos, um grupo volumoso (por exemplo, glicosideo, rhamnoside,
rutinoside ou neohesperidosideo) como um substituinte reduz ou abole os efeito inibitério do
composto, grupos OH em C7 e C4” foram encontradas em todos os compostos eficazes em
inibir iINOS (HAMALAINEN et al., 2007). Embora esses requisitos estruturais por si s6 nio
diferenciam compostos ativos e ineficazes, observa-se que a estrutura quimica FGAL possui
todos eles, indicando que este flavonoide pode atuar inibindo iNOS.

Flavonoides também podem exercer efeito de diminui¢do da expressdo de enzimas
proé-inflamatoérias (COX-2 e iNOS), através da ativacdo do receptor ativado de proliferador de
peroxissoma gama (PPAR[), regulacdo da homeostase do célcio, tirosina cinases, NF-[ 1B, c-
Jun, modulagdo de genes reguladores do ciclo celular. O flavonol FGAL também pode atuar
como um ativador de PPARI[], esta atividade também € dependente da estrutura: a ligacdo
dupla em C2-C3 do anel C e os grupos hidroxila nas posi¢cdes 5 € 7 do anel A sdo importante
para a ativacdo de PPAR[] (SOOBRATTEE et al., 2005). A ativacao do fator transcricional
PPAR[] regula negativamente a inflamacdo através de varios mecanismos, como, por
exemplo, através da inibi¢do a via dos fatores de transcricdo proteina ativadora-1 e NF-xB
(LAWRENCE et al., 2002; ZHAN et al., 2009).

Com base nos dados obtidos, a Figura 18 esquematiza a hipdtese do provavel
mecanismo de acdo pelo qual FGAL desempenha suas atividades antinociceptiva e anti-

inflamatoria.
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Figura 18. Esquema da hipdétese do mecanismo de acdo da atividade anti-inflamatéria de
FGAL. FGAL inibe COX, além de possuir atividade sequestrante radicalar, apresentando

propriedades contra inflamagao e nocicepcao inflamatoria.

Como pode ser visto na figura supra citada, um dos mecanismos de acdo da atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria por FGAL envolve a inibicdo ndo seletiva de COX-1 e
COX-2 (embora este flavonoide iniba em maior propor¢do a atividade de COX-1), devido,
provavelmente, a sua comprovada atividade sequestrante de radicais livres. Porém, mais
estudos s@o necessdrios para comprovar outros provaveis mecanismos das agdes de FGAL e
para confirmar se a inibi¢do de COX ocorre de forma direto e/ou indireta. Além disso, os
resultados encontrados ddo suporte ao uso popular de Piptadenia stipulacea por suas

propriedades anti-inflamatorias.
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7 CONCLUSOES

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho sustenta a afirmativa de que as fases
aquosa e acetato de etila e o flavonoide FGAL modulam a resposta nociceptiva e inflamatoria
aguda. O flavonoide FGAL inibe COX-1 e COX-2, provavelmente, por sua capacidade de
sequestrar radicais livres, sendo esta um dos seus mecanismos de acdo na nocicep¢ao e
inflamacdo. Além disso, os resultados encontrados dao suporte ao uso popular de Piptadenia

stipulacea por suas propriedades anti-inflamatorias.
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1. Introduction

ABSTRACT

Aim: In this study, we attempted to identify the possible antinociceptive and anti-inflammatory actions
of the aqueous phase, the ethyl acetate phase and one unknown flavonoid obtained from aerial parts of
Piptadenia stipulacea, known in Brazil as “jurema-branca”, “carcara” and “rasga-beigo”.
Materiais and methods: Aerial parts of Piptadenia stipulacea were used and after fractionation, the flavonoid
FGAL was obtained. Experiments were conducted on Swiss mice using the acetic acid-induced writhing
test, the hot plate test, the formalin-induced pain test and zymosan A-induced peritonitis test.
Resuits: The aqueous and ethyl acetate phases (p.o., 100mg/kg); and the flavonoid FGAL (p.o. and i.p. at
100 pwmol/kg), reduced the nociception produced by acetic acid, by 49.92%, 54.62%, 38.97% and 64.79%,
respectively. In vivo inhibition of nociception by the ethyl acetate phase (100 mg/kg, p.o.) in the hot
plate test was favorable, indicating that this fraction exhibited central acrivity. The ethyl acetate phase
(100 mg/kg, p.o.) reduced the formalin effects in both phases by 28.51% and 55.72%, respectively. Treat-
ment with the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.) and FGAL (100 pmol/kg, i.p.) only protected the second
phase by 69.76% and 68.78%, respectively. In addition, it was observed in the zymosan A-induced peri-
tonitis test that the aqueous phase, the ethyl acetate phase and the FGAL exhibited anti-inflammatory
activity, reducing significantly the number of recruit cells by 35.84%, 37.70% and FGAL (1), respectively.
Cenclusions: These data demonstrate that the FGAL elicits pronounced antinociceptive activity against
several pain models. The actions of this flavonoid probably are due to antioxidative properties. However,
pharmacological and chemical studies are continuing in order to characterize the mechanism(s) respon-
sible for this antinociceptive action and also to identify other active substances present in Piptadenia
stipulacea.

Published by Elsevier Ireland Ltd.

after injury (Vodovotz et al., 2008). However, sustained, excessive
or inappropriate inflammation is the cause of numerous diseases

Inflammation is the body’'s immediate response to damage its
tissues and cells by pathogens, noxious substances such as chem-
icals, or physical injury (Weiss, 2008). Inflammatory processes are
required forimmune surveillance, optimal repair, and regeneration
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E mail address: suzanamagna@yahoo.com.br (M.S. Alexandre Meoreira).
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including rheumatoid arthritis, psoriasis and inflammatory bowel
disease. Inflammation is a major component of the damage caused
by autoimmune diseases, and is a fundamental contributor to dis-
eases such as cancer, diabetes and cardiovascular disease (Lucas et
al., 2006).

Locally, inflammation developsin the classical forms of swelling,
redness, heat and often pain. The common instigators of inflamma-
tion are at one end of a large range of adverse conditions that induce
inflammation, and they trigger the recruitment of leukocytes and
induction or activation of inflammatory mediators such as kinins,
cyclooxygenase products and cyrokines. Many of these molecules
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are produced locally and have proven involvement in tissue inflam-
mation, and are thus key targets for therapeutic intervention in a
range of diseases (Lucas et al.,, 2006; Medzhitov, 2008).

Pain is one of the classical signs of the inflammatory process in
which sensitization of the nociceptors is the common denomina-
tor. This sensitization causes hyperalgesia or allodynia in humans,
phenomena that involve pain perception, and is better described
as nociception in animal models (Verri-Janior et al., 2006; Cunha
etal.,2008).

Clinical treatment of inflammatory diseases is dependent on
drugs, which belong either to the non-steroidal or to the steroidal
chemical groups (Yonathan et al., 2006). The continued search for
potentially effective and safe anti-inflammatory agents cannot be
over-emphasized. The use of herbal extracts and nutritional sup-
plements either as an alternative or as a complimentary medicine
to conventional chemotherapy for the treatment of inflammatory
diseases is well documented in Ayurveda, which is an alternative
medicinal system that has been practiced primarily in the Indian
subcontinent for 5000 years (Rac et al., 2005). Flavonoids are exam-
ples of herbal compounds normally reported for their antioxidant
and anti-inflammatory properties (Himaldinen et al., 2007). They
are polyphenolic compounds that occur ubiquitously in foods of
plant origin. Over 4000 different flavonoids have been described,
and they are categorized into flavonols, flavones, catechins, fla-
vanones, anthocyanidins and iscflavonoids. Flavonoids are normal
constituents of the human diet and are known for their variety of
biological activities (Guardia et al., 2001; Himaldinen et al., 2007).

The Piptadenia stipulacea species (Family: Fabaceae: subfam-
ily Mimosoideae: tribe Mimoseae) has two synonyms, Piptadenia
communis var. stipulacea Benth and Pityrocarpa stipulacea (Benth)
Brenan, although the only phytochemical investigation done,
described only the isolation of the indole alkaloid, bufotenine
from Piptadenia communis (Willaman and Li, 1970). Piptadenia
stipulacea is popularly known as “jurema-branca” (Fabricante
and Andrade, 2007). “jurema malicia-da-serra”, “carcard” and
“calumbi” (Florentino et al,, 2007) in the Northeast of Brazil and
is largely distributed in the northeast caatinga biome, from the
states of Piaui to Bahia (Barbosa et al., 2007). It is found extensively
on roads and can support high levels of vegetation degradation
(Pereira etal., 2001). It is commonly used as food for ovine, caprine
and bovine, mainly during the dry season, when there is no pasture
(Bezerra, 2008).

The stem, bark and leaves of Piptadenia stipulacea are used in folk
medicine as a tincrure or decoction to treat wounds (Albuquerque
and Andrade, 2002). They are also indicated as a cicatrizant
(Bezerra, 2008). In pharmacological studies of Piptadenia stipu-
lacea, its leaves were active against multi-drug resistant Klebsiella
pneumoniae strains and against Candida albicans (Bezerra, 2008).
In another studies, Piptadenia stipulacea extracts were also shown
to be effective against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Strep-
tococcus faecium and Neurospora crassa (Chiappeta and De Mello,
1984).

However, to date there have been no investigations support-
ing the pharmacological properties of this plant. The intention of
this study was therefore to evaluate the antinociceptive and anti-
inflammatory activities of the aqueous phase and ethyl acetare
phase in animal models. Due to the fact that the ethyl acetare
fraction displayed the greatest inhibition in models of nocicep-
tion, it was submitted to bioassay-guided fractionation for the
ethyl acetate phase, using adsorption column chramatography
(CC), which led to the isolation and identification of the flavonoid
FGAL. Although within Fabaceae these flavonoids are not that rare,
FGAL was isolated for the first time in the Fabaceae family and it
showed some pharmacological properties, such as an aldose reduc-
tase inhibitor (Hai-Bo et al., 2007), antioxidant activity (Leach et
al., 2007), an a-amylase inhibitor (Al-Dabba et al., 2006), a nitric

Fig. 1. Chemical structure of the flavonoid FGAL (1).

oxide production inhibitor (Morikawa et al,, 2006), active in periph-
eral and neural vascular diseases (Rosenbloom, 2004), to treat skin
diseases (Rosenbloom, 2003), as an antiviral (Elsohly et al., 1997),
among others.

Their biological activities are reported in this paper. The phar-
macological test was utilized in order to check whether this
flavonoid was the compound responsible for the biological activity
exhibited by the ethyl acetate phase.

2. Materials and methods
2.1. Plant samples

Aerial parts of Piptadenia stipulacea Benth. were collected in the
city of Serra Branca, in the state of Paraiba, Brazil, in March of 2005.
The samples were identified by Dr. Maria de Fatima Agra, a botanist
from LTF/UFPB. A voucher, Agra et al. 3331 (JPB) was deposited in
the Herbarium Laure Pires Xavier in the Department of Botany at
the Federal Universiry of Paraiba (Jodo Pessoa, PB, Brazil).

2.2. Extraction, fractionation and isolation

221 Prepararion af the ethanol extract

Aerial parts of Piptadenia stipulacea (1200 g) were dried in an
oven at 40°C for 96 h, then, powdered and macerated with 96%
ethanol at room temperature for 72 h. The solution was filtered and
concentrated under reduced pressure in a rotary evaporator oven
at 50°C, producing 243 g of crude ethanol extract.

2.2.2. Fractionation of the ethanol extract

The ethanol extract was dissolved in methanol:water (3:7,
v/v), producing a hydroalcoholic solution that was submitted to
liquid-liquid partitions successively with hexane and ethyl acetate.
The solutions produced were dried in anhydrous Na;S04 and sub-
mitted tofiltration under reduced pressure. Thereafter, the solvents
were evaporated under reduced pressure in a rotary evaporator
oven at 50°C, producing hexane (95g), ethyl acetate (130g) and
aqueous phases (142 g).

2.2.3. Isolation of the flavonoid FGAL

The ethyl acetate phase was submitted to adsorption column
chramatography with silica gel 60 as the stationary phase. The
solvents hexane, chloroform and methanol were used as eluents.
One hundred and fifty-six fractions were collected, which were
then concentrated in a rotary evaporator. Subsequently, the frac-
tions were analyzed using analytical thin layer chromatography to
evaluate the level of purity of the substances in order to regroup
them according to their retention factors. The 156 fractions were
regrouped into 28 fractions after analytical TLC. Moreover, the Frac-
tion's F-101 that precipitated was purified and identified using UV
spectral data, IV, TH NMR and 13CNMR as a known flavonoid FGAL
(1) (Fig. 1). This compound, FGAL, will be called by the initials FGAL.
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2.3. Pharmacological assays

2.3.1. Animals

Experiments were conducted using adult Swiss mice weighing
20-30g each, males or females, at about 6-8 weeks of age, and dis-
tributed in groups of 6-8 animals per treatment. All animals came
from the breeding unit of the BIOCEN - UFAL. The animals were
maintained with free access to food and water and keptat 25-28°C
under a controlled 12 h light/dark cycle. All the animals used in this
work were treated according to the norms established by the Ethics
Committee — UFAL (number: 006443/2005-78) for animal handling.

2.3.2. Drugs and reagents

The chemicals and the drugs used in this study were acetic acid
(Merck), arabic gum (Sigma-Aldrich), dypirone (Sigma Chemical),
indomethacin (Merck), morphine sulphate (Dimorf-Cristalia-BR),
zymosan A (Sigma-Aldrich) and Tween 20 (Sigma). A solution of
formalin (2.5%) was prepared with formaldehyde (Merck) in saline
solution (NaCl 0.9%). The aqueous and ethyl acetate phases were
used as suspensions in Tween 20 (0.05%) and arabic gum (vehicle)
in all the experiments. FGAL was administrated as a suspension in
Tween 20 (0.05%) for the writhing test and arabic gum (vehicle) as
a solution in saline in all the experiments.

2.3.3. Acetic acid-induced writhing

This test was performed as described by Collier et al. (1968),
Koster et al. (1959) and Fontenele et al. (1996). Acetic acid (0.6%,
v/v) was administered i.p., at a volume of 0.1 mL/10 g. The number
of writhes, a response consisting of contraction of the abdominal
wall, pelvic rotation followed by hind limb extension, was counted
during continuous observation for 20 min beginning from 5 min
after the acetic acid injection. The aqueous phase (100 mg/kg, body
wrt., p.o.), the ethyl acetate phase (100 mg/kg, body wt., p.o.), the
FGAL (100 pmol/kg, body wt., p.o. or i.p.) or the reference drug
(dypirone, 100 mol/kg. i.p.) were administered 60 min before the
acetic acid injection. Antinociceptive activity was expressed as per-
cent inhibition of the usual number of writhings observed in control
animals.

2.3.4. The hot plate test

The mice were treated according to the method described by
Franzotti et al. (2000). The animals (n=6) were placed on a hot
plate set at 55+ 1°C. Reaction time was recorded when the ani-
mals licked their fore and hind-paws and jumped at 30, 60, 90
and 120 min after administration of the aqueous phase, the ethyl
acetate phase (100 mg/kg, body wt., p.o.), the FGAL (100 pmol/kg,
body wt., i.p.) or the reference drug (morphine, 15 pmol/kg, s.c.).
The baseline was considered as the mean reaction time obtained at
30 and 60 min before administration of the phases or compound or
morphine and was defined as the normal reaction of the animal to
temperature.

2.3.5. Formalin-induced pain in mice

The procedure used was essentially the same as that described
previously (Hunskaar and Hole, 1987; Tjelsen et al., 1992). Animals
received adose of 20 plL of a 2.5% formalin solution (0.92% formalde-
hyde, insaline) on the ventral surface of the right hind paw. Animals
were observed from 0 to 5 min (neurogenic phase) and from 15 to
30 min (inflammatory phase) and the time that they spent licking
the injected paw was recorded and considered as indicative of noci-
ception. Animals received the aqueous phase and the ethyl acetate
phase (100 mg/kg, body wt., p.o.), the FGAL (100 pmol/kg, body wt.,
i.p.) or the reference drug (indomethacin, 100 pmol/kg, p.o.) 40 min
before. Control animals received only the vehicle (arabic gum).

—IControl
I Dypircne
501 == Aqueous Phase
) EZEEthyl Acetate Phase
£ 404 EERIFGAL [p.0)
-‘§ 304 " E=FGAL (i.p.)
s
-
5 207
2 -
5 104
E

Fig. 2. Antinociceptive effect of aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), ethyl acetate phase
(100 mg/kg, p.o.), FGAL (100 pmol/kg, p.o. or i.p.) and dypirone (100 pmol/kg, i.p.)
on acetic acid-induced writhings in mice. Each column represents a mean=+ S.E.M.
of 6 animals. Statistical differences between the treated and the control groups
were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks denote the levels
of significance in comparison with control groups, **P<0.01.

2.3.6. Zymosan A-induced peritonitis

For this series of experiments, the method described by Doherty
et al. (1985) and Kolaczkowska et al. (2001) was used. Zymosan
A (Sigma-Aldrich) was freshly prepared (2 mg/mL) in sterile 0.9%
(wfv) saline, and 0.5 mL was injected i.p. The animals were then
killed by cervical dislocation. The peritoneal cavity was washed
with 1.5mL cold PBS, and after 6 h of gentle manual massage,
the exudate was retrieved and its volume was measured. The
fresh exudate was used for cell counts and cytospin prepara-
tions. The aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), the ethyl acetate phase
(100 mg/kg, p.o.), the FGAL (100 wmol/kg, i.p.), the positive con-
trol (arabic gum, p.o.) and the reference drug (indomethacin,
100 pmol/kg, p.o.) were administered 30 min before the zymosan
A injection. In the negative control group, animals only received
the vehicle (arabic gum, p.o.) 30 min before the saline injection by
intraperitoneal administration.

2.4. Statistics analysis

Data obtained from animal experiments were expressed as
mean and standard error of the mean (mean 4 S.E.M.). Statistical
differences between the treated and the control groups were eval-
uated by ANOVA and Dunnett tests. A P<0.05 was considered to be
significant (*P<0.05; **P<0.01).

3. Results

The results depicted in Fig. 2 show that the phases and FGAL iso-
lated from Piptadenia stipulacea, given 60 min before, produced an
inhibition of abdominal constrictions induced by the acetic acid in
mice. The control and the reference drug groups showed mean con-
tortions (+£S.E.M.) of 42.3 (£1.21) and 5.2 (+2.9), respectively. The
mice treated with the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), the ethyl
acetate phase (100 mg/kg, p.o.) and the FGAL (100 jwmol/kg, p.o. or
i.p.) showed marked inhibition of the writhing response induced
by acetic acid. The measured inhibitions were 49.9% (21.3 contor-
tions), 54.6% (19.3 contortions), 38.9% (26.0 contortions) and 64.7%
(15.0 contortions), respectively.

As the intraperitoneal treatment with FGAL caused an inhibi-
tion of the writhing response induced by acetic acid higher than in
the observed oral treatment, the intraperitoneal route was used in
all further experiments due to the small amount of this flavonoid
obtained.

In the hot plate test (Fig. 3), the animals treated with morphine
(15 pmol/kg, s.c.) showed a marked increase in latency at 60 and
90 min. The ones treated with the ethyl acetate phase (100 mg/kg,
p.o.) showed a marked increase in latency at 120 and 150 min. The
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Fig. 3. Time-course of the effects of the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), the
ethyl acetate phase (100 mg/kg, p.o.), the FGAL (100 wmol/kg, i.p.) and morphine
(15 pmol/kg, s.c.) on thermal nociception. Each point represents the mean + S.E.M.
of 6 animals. Statistical differences between the treated and the control groups
were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks denote the levels
of significance in comparison with control groups, *P<0.05 and **P<0.01.

ones treated with the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.) and FGAL
(100 pmol/kg, i.p.) did not show any significant increase in the
baseline.

The formalin test in mice revealed an antinociceptive effect
(Fig. 4A and B). The ethyl acetate phase (100 mg/kg, p.o.) from Pip-
tadenia stipulacea caused a significant inhibition of both neurogenic
(28.5%) and inflammatory (55.7%) phases in the licking induced by
the formalin. Moreover, a significant antinociceptive response was
observed in the inflammatory phase of the pain induced by forma-
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Fig. 4. Antinociceptive effect of the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), the ethyl
acetate phase (100 mg/kg, p.o.), the FGAL (100 pmol/kg, i.p.) and indomethacin
(100pmol/kg, p.o.), against early-phase (0-5min, panel A) or late-phase
(15-30 min, panel B) of formalin-induced nociception in mice. Each point repre-
sents the mean + 5.E.M. of 6 animals. Statistical differences between the treated and
the control groups were evaluated by ANOVA and Dunnett tests and the asterisks
denote the levels of significance in comparison with control groups, *P<0.05 and
**p<0.01.
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Fig. 5. Anti-inflammatory effect of the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.), the ethyl
acetate phase (100mg/kg, p.o.), the FGAL (100 pmol/kg, i.p.) and indomethacin
(100 pmol/kg, p.o.) on zymosan-induced peritoneal inflammation test. Each point
represents the mean + S.E.M. of 6 animals. Statistical differences between the treated
and the control groups were evaluated by ANOVA and Dunnetl Lests and the aster-
isks denote the levels of significance in comparison with control groups, *P<0.05
and **P<0.01.

lin after administration of the aqueous phase (100 mg/kg, p.o.) and
the FGAL (100 umol/kg, i.p.) by 69.4% and 68.78%, respectively. The
treatment with indomethacin (100 pmol/kg, p.o.) was also able to
inhibit the second phase by 50.3%,

To determine the effects of the phases and FGAL isolated
from Piptadenia stipulacea on peritoneal inflammation induced by
zymosan, and considering the anti-inflammatory activity observed
in the late-phase in the formalin test, the mice were treated with
test samples. The positive control (zymosan treated) group showed
an increase in the number of leukocytes in peritoneal exudates,
while the negative control (saline treated) group did not show any
migration of inflammatory cells. The leukocyte cell numbers up to
6 h after zymosan A injection in peritoneal exudates was reduced
significantly by indomethacin (56.7%), the aqueous phase (35.8%),
the ethyl acetate phase (37.7%) and FGAL (31.3%) pretreatment,
when compared to exudates from the positive control group (Fig. 5).

4. Discussion

Three different animal models were used in this study to
investigate the potential antinociceptive of the aqueous phase
(100 mg/kg), the ethyl acetate phase (100 mg/kg) and the FGAL
(100 pmol/kg) from Piptadenia stipulacea. The methods for inves-
tigating antinociception were selected based on their capacity
to investigate both centrally and peripherally mediated effects.
The abdominal constriction induced by acetic acid and the hot
plate methods investigate the peripheral and central activity,
respectively, while the formalin test investigates both. Moreover,
peritonitis induced by zymosan A in mice was used to evaluate the
anti-inflammatory activity of the compounds.

The acetic acid-induced writhing is a visceral pain model and it is
widely used to evaluate peripheral antinociceptive activity (Verma
etal,,2005; Duetal., 2007). Although this test is a nonspecific model
(e.g. anticholinergic, tricyclic antidepressants and antihistaminic
and other agents show activity in this test), it is widely used for
analgesic screening and involves local peritoneal receptors (cholin-
ergicand histaminic receptor) and the mediators, acetylcholine and
histamine (Alexandre-Moreira et al., 1999; Miranda et al., 2001).
This method has been associated with prostanoids in general, e.g.
increased levels of PGE; and PGFy, in peritoneal fluids as well as
lipooxygenase products (Verma et al.,, 2005). The most important
transmission pathways for inflammatory pain are those compris-
ing peripheral polymodal nociceptors sensitive to protons, such as
ASICs (acid sensitive ion channels) and to algogen substances, such
as bradykinin and cytokines. These receptors send signals to the
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central nervous system (CNS) via afferent sensory C-fibers entering
the dorsal horn. In addition, it is well established that the nocicep-
tive response caused by acetic acid is also dependent on the release
of some cytokines, such as TNF-q, interleukin-1 and interleukin-8
via modulation of macrophages and mast cells localized in the peri-
toneal cavity (Lucena et al,, 2007). In this test, our findings showed
asignificant decrease in the number of acetic acid-induced abdom-
inal constrictions, by all compounds. Furthermore, the FGAL given
by intraperitoneal administration seems to be more effective com-
pared to the one given by oral administration. Thus, the flavonoid is
not well absorbed by the gastrointestinal tract or was metabolized
too fast by inactive products. Therefore, these protective effects
in the writhing test seem less pronounced than those of dypirone
used as the reference peripheral analgesic drug. In order to under-
stand the mechanisms involved in the roles of the aqueous phase,
the ethyl acetate phase and the FGAL, additional investigations are
necessary to determine the relationship between treatment by the
compounds and the changes in the inflammatory mediators or in
the functions of peritoneal macrophages and mast cells in mice.

The hot plate test is a central model that has selectivity for
opioid-derived analgesics, such as morphine. Experimental evi-
dence obtained in this study indicates that the ethyl acetate phase
(100 mg/kg, p.o.) from Piptadenia stipulaces delayed the reaction
times of the mice significantly (P<0.05 and P<0.01) in the hot
plate nociceptive test method. Morphine (15 pmol/kg, s.c) also
profoundly delayed the reaction times of the animals. In addition,
this phase significantly (P<0.05 and P<0.01) inhibited acetic acid-
induced writhes in mice as well. These observations tend to suggest
that the ethyl acetate phase may possess centrally and peripherally
mediated antinociceptive properties. The peripheral antinocicep-
tive effect of the plant extract may be mediated via inhibition of
cyclooxygenases and/or lipooxygenases (and other inflammatory
mediators), while the central analgesic action of the extract may be
mediated through inhibition of central pain receptors or inhibition
of prostaglandin endoperoxide synthase 1 gene-derived protein
(i.e. COX-3) (Ballou et al., 2000; Dou et al., 2004; Ojewole, 2006).

The formalin test is a model constituted of two distinct phases.
The first transient phase is caused by the direct effect of formalin
on sensory C-fibers, and the second prolonged phase is associated
with the development of an inflammatory response and the release
of nociceptives mediators (Hunskaar and Hole, 1987; Shibata
et al,, 1989). It was reported that substance P and bradykinin
participate in the appearance of the first-phase responses, and his-
tamine, serotonin, prostaglandin and bradykinin are involved in the
second-phaseresponses(Duetal.,2007). In the formalin test, which
is sensitive to various classes of analgesic drugs (Hunskaar and Hole,
1987), our results showed that the time spent in licking the injured
paw was significantly reduced by oral administration of the ethyl
acetate phase given in both phases. In addition, treatments with
the aqueous phase administrated intraperitoneally protected only
against the second phase. In this test, the centrally acting drugs,
such as narcotics, inhibit both phases equally, while peripherally
acting drugs, such as non-steroid anti-inflammatories and corti-
costeroids, only inhibited the second phase (Miranda et al., 2001;
El Habazi et al., 2006). In fact, the effect of the ethyl acetate phases
on both phases of the formalin test showed that they contain active
analgesic agents acting both centrally and peripherally.

The antinociceptive effect of the FGAL in the second phase of
the formalin test indicated a probable anti-inflammatory activ-
ity for this compound. Flavonoids are also reported to be good
antioxidants and antinociceptive agents, such as quercetin and
myricitrin. Furthermore, much attention has been given to the
relationship between the antioxidant and anti-inflammatory prop-
erties of flavonoids, in vitro and in vivo (Nijveldt et al., 2001; Meotti
etal., 2006; Willain-Filho et al., 2008). Flavonoids have been shown
to inhibit cyclooxygenase, lipooxygenase, microsomal monooxyge-

nase, glutathione S-transferase, mitochondrial succinoxidase and
NADPH-oxidase, all involved in reactive oxygen species genera-
tion (Odontuya et al.,, 2005). Another anti-inflammatory property
of flavonoids is their suggested ability to inhibit neutrophil
degranulation (Nijveldt et al, 2001). Indeed, there are stud-
ies showing that certain flavonoids, such as daidzein, genistein,
isorhamnetin, kaempferol, quercetin, naringenin and pelargonidin,
down-regulate NO production in response to inflammatory stimuli
(Hamaldinen et al., 2007). Flavonoids exert this down-regulation
of pro-inflammatory enzymes (COX-2 and iNOS) through the
activation of peroxisome proliferator-activated receptor (gamma)
(PPARy), regulation of calcium homeostasis, inhibition of phos-
phoinositide 3-kinase (PI 3-kinase), tyrosine kinases, NF-kB, c-JUN,
as well as modulation of several cell survival/cell-cycle genes
(Soobrattee et al., 2005).

In addition, some effects of the flavonoids may be a result of a
combination of radical scavenging and an interaction with enzyme
functions. When reactive oxygen species are in the presence of
iron, lipid peroxidation occurs. Specific flavonoids are known to
chelate iron, thereby removing a causal factor for the development
of free radicals. Direct inhibition of lipid peroxidation is another
protective measure. Selected flavonoids can reduce complement
activation, thereby decreasing the adhesion of inflammatory cells
to the endothelium and in general resulting in a diminished inflam-
matory response (Nijveldt et al., 2001).

Flavonoids with meta-5,7-dihydroxy arrangements in the A ring
and the 2,3-double bond, in combination with the 4-keto, such
as FGAL described in this article, are strong inhibitors of COX-2
because they show important antioxidant and free radical scav-
enging activities. The presence of a C2-C3-double bond of the C
ring appears to be a major determinant of this activity as enzyme
inhibitors (Rice-Evans et al., 1997; Pascual-Teresa et al., 2004). The
hydroxyl groups in positions 5 and 7 in the A ring, in combination
with the 4-keto in the B ring give indications that FGAL can inhibit
NADPH-oxidase (Pimentel, 2006). The carbonyl group in position
4 on the C ring also suggests a direct inhibition of lipid peroxi-
dation through antioxidant activity of FGAL (Nijveldt et al., 2001;
Pimentel, 2006). Besides, this flavonoid is a flavonol that can also
act as a PPARy ligand, this activity being structure-dependent: the
C2-C3-double bond of the C ring and the hydroxyl groups at posi-
tions 5 and 7 on the A ring are important for the activation of PPARy
(Soobrattee et al., 2005).

To confirm the probable anti-inflammatory activity of the aque-
ous and the ethyl acetate phases and the FGAL from Piptadenia
stipulacea, the peritonitis induced by zymosan A in mice test
was done. Peritonitis is a frequent inflammatory condition with
severe morbidity and mortality, and itsinfectious etiologies include
bacteria, fungi and parasites. Zymosan-induced peritonitis mim-
ics a yeast infection (zymosan is a polysaccharide component of
the cell walls of Saccharomyces cerevisiae) and represents a well-
characterized model for studies on acute peritoneal inflammation
(Kolaczkowska et al., 2008). In this test, the results demonstrated
that the aqueous and ethyl acetate phases from Piptadenia stipu-
lacea significantly reduced the number of recruited cells, showing
that these phases contain active anti-inflammatory agents. It is
well known that reactive oxygen species and proteases produced
by activated polymorphonuclear neutrophils cause or exacerbate
inflammatory reactions. It has been shown previously that cer-
tain prostanoids can inhibit various functions of the neutrophils.
It has been suggested that inhibition by endogenously generated
prostaglandins (PGs) is one of the mechanisms by which the pro-
inflammatory effects of the neutrophils are limited (Oktar et al.,
2004). However, FGAL was not able to inhibit the recruitment
of leukocytes because it was administrated intraperitoneally and,
as an exogenous agent promoted cell recruitment. This flavonoid
probably has an anti-inflammatory activity, which was verified
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through significant inhibition of inflammatory nociception in the
formalin test.

Based on the data obtained, one of the mechanisms of actions of
antinociceptive activity by FGAL probably involves the inhibition
of COX-2 due to its antioxidant activity by free radical scavenging,
inhibition of NADPH-oxidase or activation of PPARy. Furthermore,
this compound is probably able to inhibit lipid peroxidation too.
However, further studies are necessary to find out the real mech-
anisms of the actions of this compound, and in fact, studies are
currently underway to isolate and characterize other active princi-
ple(s).

5. Conclusions

In conclusion, this study has shown that the phases and the
flavonoid (FGAL) isolated from Piptadenia stipulacea possess signif-
icant antinociceptive and anti-inflammatory effects in laboratory
animals at the doses and routes investigated. The results support
the traditional use of this plant in some painful and inflammatory
conditions. However, pharmacological and chemical studies are
needed in order to characterize the mechanism(s) responsible for
the antinociceptive and anti-inflammatory action and also to iden-
tify other active agents present in Piptadenia stipulacea. Moreover,
the antinociceptive and anti-inflammatory action demonstrated in
the present study supports, at least in part, the ethnomedical uses
of this plant.
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