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RESUMO

Analise fitoquimica e farmacologica da Tibouchina granulosa.
Carolina Carvalho Guilhon

Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.
Co-orientador: Dr. Fabio Boylan.

Resumo da dissertacio de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias.

Tibouchina granulosa pertence a familia Melastomataceae e ¢ vastamente distribuida
em regides de mata atlantica no Brasil. 7. granulosa ¢ popularmente conhecida como
‘quaresmeira’ e ¢ comumente usada como planta ornamental. Algumas espécies do género sao
usadas na medicina veterindria, observagdes pessoais indicam que o cha das folhas apresenta
efeito cicatrizante, no entanto, nao ha comprovagao cientifica que suporte tal aplicacao.

As metodologias aplicadas para este trabalho incluiram a preparacdo de secgdes
anatomicas e as suas descri¢des; extracdao, isolamento e purificagdo de substincias e
elucidacao estrutural das mesmas; quantificacdo do composto isolado € composi¢dao
fitoquimica através de cromatografias e, por fim, ensaios farmacologicos do extrato etanolico
e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, provenientes das folhas de
Tibouchina granulosa.

Os resultados da analise anatomica estdo alinhados com as principais caracteristicas
dos vegetais pertencentes a familia Melastomataceae.

As andlises fitoquimicas da fracdo em acetato de etila das folhas de Tibouchina
granulosa levaram ao isolamento e identificacao da hispidulina-7-O-B-D-glicosideo, isolada
através de coluna cromatogréfica com silica gel, este flavonoide foi entdo quantificado através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na fragdo em acetato de etila. A técnica de
cromatografia gasosa com fase gasosa acoplada a espectroscopia de massas resultou na
identificacdao de a e f amirina e y-sitosterol na fragao em hexano e estigmasterol na fragao em
diclorometano.

O extrato etandlico provenientes das folhas de 7. granulosa e todas as fragdes foram
testadas para avaliar os seus potenciais anti-inflamatorios, através do teste da formalina e do
modelo da BAS (incluindo quantificagdo de citocinas, 6xido nitrico e proteinas), e suas
atividades antinociceptivas através do teste da placa quente e pelos modelos da lambedura de
pata induzida por capsaicina e glutamato.

O extrato etandlico e as fracdes apresentaram potencial efeito anti-inflamatorio e
atividade antinociceptiva, além disso, a andlise fitoquimica confirma que a composi¢do
quimica das folhas pode ser responsavel por essas atividades.

Palavras-chave: 1. 7. granulosa 2. Dor 3. Inflamagdo 4. Atividade antinociceptiva. 5.
Atividade anti-inflamatoria

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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ABSTRACT

Tibouchina granulosa belongs to the Melastomataceae family which is widely
distributed in atlantic forest regions in Brazil. 7. granulosa is popularly known as
‘quaresmeira’ and is commonly used as an ornamental plant. Some species of the genus are
used in popular vet medicine, personal observations indicate that teas from the leaves present
a significant wound healing effect, however, there are no scientific data that support these
applications.

The methodology designed for this study included the preparation of anatomic
sections and their description, extraction, isolation and purification of substances, structural
elucidation, chromatography, and pharmacological assays based on the crude ethanol extract
and the hexane, dichloromethane and ethyl acetate fractions of Tibouchina granulosa leaves.

The results of the anatomical study are aligned with the main characteristics for plants
belonging to the Melastomataceae family.

The phytochemical analysis of the ethyl acetate fraction of Tibouchina granulosa
leaves led to the isolation and identification of hispidulin-7-O-f-D-glucoside, isolated from
the column chromatography using silica, this flavonoid was then quantified using high
performance liquid chromatography (HLPC) in ethyl acetate fraction. The gas
chromatography/ mass spectrometry technique led to the identification of o and  amirin and
y-sitosterol in the hexane fraction and stigmasterol in the dichloromethane fraction.

Ethanol extract of the leaves of 7. granulosa and all the fractions were assayed for
their anti-inflammatory potential, using formalin test and SAP (including quantification of
cytokines, nitric oxide and proteins), and antinociceptive activity by displaying the hot plate
test and capsaicin and glutamate-induced foot licking models.

The ethanol extract and the fractions presented anti-inflammatory potential and
antinociceptive activity, and the phytochemical analysis confirm that the chemical
composition of the leaves could be responsible for their activity.

Keywords: 1. 7. granulosa 2. Pain 3. Inflammation 4. Antinociceptive activity. 5. Anti-
inflammatory activity.

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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1.1. Produtos Naturais

Historicamente, os produtos de origem natural vém sendo usados como terapia
medicinal ha séculos. A populacdo busca na natureza o subsidio para suas necessidades
basicas, incluindo o tratamento medicamentoso (Dias e cols., 2012).

Os primeiros relatos do uso de medicamentos provenientes da natureza tém origem na
Mesopotamia e datam de 2600 a.C., os quais documentam o uso dos 6leos de Cupressus
sempervirens ¢ Commiphora que eram, e ainda sdo, usados atualmente, no tratamento de
resfriados, tosse e inflamacdo. No entanto, o documento mais conhecido sobre o tema ¢ de
origem egipcia, o “Ebers Papyrus”, e retrata mais de setecentas preparacdes, que tinham
como base algum componente de origem vegetal. Essas preparacdes variam de gargarejos,
pilulas, infusdes até pomadas (Dias e cols., 2012).

Os produtos terap€uticos naturais e seus metabolitos secundérios t€m sido a fonte mais
bem sucedida para a origem de novos farmacos. Levando em consideragdo que menos de
10% da biodiversidade do mundo foi testada para uma potencial atividade bioldgica, muitos
compostos de origem natural ainda esperam para serem descobertos e isto se torna um desafio
tendo como base a diversidade quimica que ainda precisa ser acessada (Dias e cols., 2012).

O uso de produtos naturais como medicamentos ¢ descrito ao longo da histéria como
“medicina tradicional”, “po¢des” ou “Oleos”, porém muitos dos componentes naturais
bioativos continuavam ndo identificados. A principal fonte de conhecimento para o uso
desses produtos naturais se dava pela experimentagdo humana, através de tentativas e erros,
por centenas de séculos (Dias e cols., 2012).

Devido a casos de toxicidade e efeitos adversos, observados quando sdo administrados
produtos de origem natural, e a fim de aumentar a compreensado sobre os efeitos dos mesmos,
pesquisas baseadas neste tema sdo fundamentais, ndo s6 para desvendar novas rotas de

obtencdo de fArmacos, mas também para elucidar a composi¢ao, mecanismo de acdo e efeitos



colaterais destes produtos naturais. De acordo com a World Health Organization (WHO),
65% da populacao mundial se tratam com medicamentos de origem natural e acreditam ser

este o melhor caminho para a cura de diversas doencgas (Cragg, 2013).

1.2. Tibouchina granulosa, do uso popular a experimentac¢io

O género Tibouchina, pertencente a familia Melastomatacea, possui dezenas de
espécies ornamentais, do tipo arbustos, herbaceas ou arbdreas e ocorrem tanto em campos e
brejos, como em bordas de mata (Joly, 1993). Alguns trabalhos j& descreveram atividades
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidante para outras espécies pertencentes a esta
familia, tais como as espécies, Osbeckia parvifolia Am. e Clidemia rubra Mart. (Murugan e
Parimelazhagan, 2013; Gordon e cols., 2011).

A T. granulosa, popular quaresmeira, ¢ uma arvore de até¢ 12 metros de altura, cujas
flores violaceas (figura 1) surgem entre fevereiro e margo. Alguns trabalhos ja publicados
sobre o género Tibouchina, e a familia a qual pertence, descrevem fitocomponentes como as
antocianinas (Bobbio e cols., 1985; Lowry, 1975). Estes mesmos trabalhos relatam a presenca
de antocianinas nas flores da 7. granulosa, as quais parecem estar correlacionadas ao
pigmento que confere as cores das flores desta espécie (Francis e cols., 1982). As
antocianinas sdo componentes do grupo dos flavonoides, estdo amplamente distribuidas na
natureza, constituem uma fragdo nao energética da dieta do ser humano e estdo relacionadas a
importantes atividades biologicas. Seus efeitos benéficos em relagdo a nutricdo e satde estdo
relacionados as suas propriedades antioxidantes, pois sdo sequestradoras diretas de radicais
livres e desta forma, desempenham um papel importante na prevencdo de doencas
cardiovasculares, modulac¢do da inflamagao, inibi¢do da agregacdo plaquetaria, prevencao do

cancer e de sua progressao (Volp e cols., 2007).



Apesar de a espécie em questdo ser facilmente encontrada nas regides de mata
Atlantica do Brasil, apenas um trabalho foi publicado sobre ela, neste trabalho, Zampieri e
colaboradores (2013) descreveram a 7. granulosa como um biomarcador de polui¢do e
tentaram explicar, anatomicamente, como esta arvore pode proteger o ambiente de materiais
particulados.

Dessa forma, no que diz respeito a farmacologia e a fitoquimica desta espécie, ainda
ha bastante a se pesquisar. Foi com o intuito de desenvolver um projeto que analisasse as
possiveis atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, ¢ como a elucidagdo da composigao
fitoquimica e da anatomia vegetal desta planta poderiam ajudar a reiterar essas atividades,

que o projeto em questdo foi desenvolvido.

Figura 1: Estdo representados, respectivamente, A) arvore e B) flores e folhas da Tibouchina

granulosa (fotografias retiradas do site www.google.com).

1.2.1. Levantamento bibliografico da 7. granulosa

Os flavonoides sdao compostos polifendlicos (figura 2) encontrados em organismos
provenientes da natureza, tais como frutas e vegetais. Sdo metabdlitos secundarios destes
organismos e se apresentam de maneira ubiqua na natureza, podendo ser classificados como:
flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (Pal e

Verma, 2013).



Figura 2: Estrutura geral dos flavonoides. Fonte: Martinez e cols., 2002.

As maiores fontes naturais de flavonoides sdo frutas citricas, berries, cebolas, salsa,
leguminosas e chd verde. Mais especificamente, as antocianinas, citadas anteriormente, sao
mais encontradas nas frutas denominadas berries, e normalmente conferem a pigmentacao
caracteristica desses produtos. As flavonas ocorrem em sua maioria em macgas e chas, as
flavanonas em frutas citricas e as isoflavonas em produtos de soja (Pal e Verma, 2013).

Os flavonoides receberam o nome de “modificadores bioldgicos” devido a habilidade
que eles possuem de modificar as reacdes a estresses nos sistemas biologicos. As reagdes a
alérgenos, carcindgenos ou viroses se tornam mais brandas, tornando o organismo mais
resistente a qualquer ameaca. Por isso, eles tém sido descritos como anti-inflamatorios,
antialérgicos, anticarcinogénicos, antioxidantes e antivirais (Cook, 1996; Swiglo e cols.,
2003).

Estudos epidemiologicos mostraram que o consumo de flavonoides esta inversamente
relacionado com o aumento da mortalidade por doencga cardiovascular e incidéncia de ataques
cardiacos. Reiterando a observagdo dos estudos epidemiologicos, alguns trabalhos
demonstraram que flavonoides encontrados em frutas e vegetais agem como potentes
antioxidantes, correlacionando desta maneira o carater cardioprotetor (Knekt e cols., 1996;
Volp e cols., 2007).

O grupo de flavonoides de interesse para esse trabalho sdo as flavonas, mais
especificamente, um derivado de quercetina, a hispidulina. As quercetinas sdo componentes

do grupo das flavonas (Volp e cols.), cuja estrutura geral pode ser observada na figura 3.



Figura 3: Estrutura geral de uma flavona (Volp ¢ cols., 2007).

A hispidulina ja foi descrita como hepatoproterora (Férrandiz e cols., 1994),
antioxidante (Sadasivam e Kumaresan, 2010), inibidora da liberagdo de glutamato no cortex
de ratos (Lin e cols., 2012), inibidora da osteoclastogénese e da reabsorcao dssea (Nepal e
cols., 2013) e, por fim, aparenta possuir propriedades antitumorais (Gao e cols., 2014). No
entanto, efeitos anti-inflamatorio e/ou antinociceptivo ainda ndo foram associados a mesma.

Outra classe de compostos relevantes para este trabalho sdo as amirinas. Designadas
como triterpenos, elas podem se apresentar como o-amirina e f-amirina (figura 4) e sdo
encontradas em diversas espécies vegetais (Oliveira e cols., 2004).

Os triterpenoides sdo constituintes que tém despertado um grande interesse nos
ultimos anos em razdo da descoberta do seu potencial farmacoldgico, com inimeras
atividades terapéuticas, tais como: anticancerigenas, anti-inflamatérias, antileproticas,
antivirais, antibacterianas, antifingicas, antidiuréticas, giardicidas e inibidoras da enzima

acetilcolinesterase (Bandeira e cols., 2007).
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Figura 4: Estrutura da a-amirina e da B-amirina (Bandeira e cols., 2007).



Estudos anteriores ja demonstraram que a o-amirina possui efeitos antinociceptivo,
anti-inflamatorio, hepatoprotetor e propriedades gastroprotetoras quando avaliada in vivo
(Kweifio-Okai e cols., 1994; Recio e cols., 1995; Oliveira e cols., 2004a,b). Outro efeito
associado a o-amirina, quando wusada topicamente, ¢ a capacidade de reduzir
significativamente trés eventos importantes relacionados a inflamacao da pele, seriam eles:
formagdo de edema, migracdo de leucdcitos e produgdo da citocina IL-1p (Otuki e cols,
2005a). Além disso, a mistura o B-amirina produz significativa antinocicep¢do periférica,
espinhal e supraespinhal em roedores (Otuki e cols, 2005b).

Trabalhos recentes demonstraram que as propriedades anti-inflamatoria e
antinociceptiva das amirinas estariam associadas a interacdo delas com receptores
canabinoides (Chicca e cols., 2012; Da Silva e cols., 2011) e, além disso, os efeitos seriam
mediados principalmente através da sub-regulagdo de mediadores pro-inflamatérios, redugao
de desgranulacdo de mastdcitos e transmigracdo de células inflamatérias (Medeiros e cols.,
2007; Oliveira e cols., 2004, 2005).

A terceira e ultima classe de componentes relevantes para este trabalho sdo os esterois
encontrados em espécies vegetais, entre os esterois de interesse, podemos citar o y-sitosterol e
o estigmasterol.

Também chamados de fitoesterois, esses compostos sdo semelhantes a molécula do
colesterol e podem ser encontrados em muitas plantas, mas sdo majoritariamente
apresentados em Oleos vegetais (Ostlund, 2002). Em particular, para o y-sitosterol, alguns
trabalhos comprovam que ele possui atividades antioxidante (Singh, 2012), antitumoral
(Sundarraj e cols., 2012) e antidiabética, sendo esta lltima através da estimulacdo da secre¢do
de insulina pelo pancreas (Balamurugan e cols., 2011). Para o estigmasterol foi comprovado

que ele retarda a progressdo da osteoartrite, inibindo a liberacdo de uma série de mediadores



pro-inflamatérios e também impede a degradacdo da matriz cartilaginosa, eventos tipicos
observados neste tipo de patologia. Aparentemente, o mecanismo de acdo pelo qual ele
realiza esta funcdo ¢ pela inibicdo das vias do fator nuclear kB (NF-kB, do inglés, nuclear

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Gabay e cols., 2010).

1.3. Dor e Nocicep¢ao

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor ¢ uma “experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano tecidual real ou potencial”. Dessa
forma, a dor ¢ aquela experiéncia que associamos a uma lesdo tecidual real ou potencial que
se estabelece em uma parte ou partes do corpo, sendo sempre desagradavel e, portanto,
também uma experiéncia emocional (IASP, 1986).

A dor ¢ normalmente percebida quando ha ativagdo de receptores especificos de dor,
denominados nociceptores, presentes em terminagdes nervosas livres, sensiveis a estimulos
quimicos, térmicos e/ou mecanicos.

Os nociceptores se diferenciam dos demais receptores sensoriais pelo seu limiar mais
alto, sendo ativados somente por estimulos de intensidade nociceptiva suficiente para causar
algum grau de lesao tecidual (Cesare e McNaughton, 1996, Julius e Basbaum, 2001).

Apds a estimulacdo dos nociceptores, o impulso nervoso com a informacao
nociceptiva ¢ conduzido ao corno dorsal da medula através das fibras aferentes primarias dos
tipos Ad e C, que conduzem, respectivamente, a dor do tipo aguda e cronica (Cesare e
McNaughton, 1997).

Fibras Ao sdo mielinizadas, com velocidade de condu¢ao de aproximadamente de 5-
30 m/s, gerando uma sensacao dolorosa aguda e bem localizada. Esse tipo de fibra esta
relacionado a nociceptores térmicos € mecanicos, ou seja, aqueles ativados por temperaturas

extremas e por pressao intensa aplicada na pele. As fibras do tipo C s3o amielinicas e



apresentam velocidade de condug¢do menor que 1 m/s gerando uma sensacao dolorosa mais
lenta ¢ menos discriminativa. Essas estdo associadas a nociceptores polimodais que sao
ativados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos (Julius e Basbaum, 2001; Brooks e
Tracey, 2005).

O inicio do processo da dor se da com a transdu¢do do sinal mecanico, térmico ou
quimico em um sinal elétrico de magnitude suficiente para poder ser conduzido através das
fibras nervosas (figura 5). Uma vez ultrapassado o limiar de disparo, o potencial de acdo ¢
transmitido através das fibras nervosas até chegar ao corno dorsal da medula espinhal. Essa
sinapse sensorial ¢ mediada por neurotransmissores como glutamato, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Os neurdnios secundarios ascendem na porgao
contra lateral através do trato espinotalamico conduzindo o impulso doloroso do corno dorsal
da medula até o talamo, onde fazem sinapse com neurdnios tercidrios, que por sua vez
conduzem a informagao nociceptiva até o cortex somatossensorial e/ou para o giro cingulado

anterior. No cortex somatosensorial a informagdo dolorosa ¢ processada e interpretada no

nivel da consciéncia (Millan, 1999; Basbaum e cols., 2009).

Mastocito e

Neutréfilo

3 'Substancia P

Como Espinhal

Figura 5 - Fase inicial de conducao da dor. Adaptado de Basbaum e cols. (2009).



De acordo com Woolf (2010), a dor ¢ classificada quanto a sua origem em trés
diferentes tipos, dor nociceptiva, dor inflamatéria e dor patologica, sendo esta ultima
denominada neuropatica ou disfuncional.

Denomina-se dor nociceptiva quando os nociceptores respondem a estimulos
dolorosos comuns, os quais podem ser de natureza térmica, quimica ou mecanica (Millan,
1999).

Por outro lado, a dor de carater inflamatéria, pode ser definida como lesdes teciduais
com desencadeamento de processo inflamatdério em que ocorre ativagdo celular e liberacao de
mediadores, tais como, histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas, os quais ativam
ou sensibilizam (diminuindo o limiar de ativacdo) os neurdnios nociceptivos periféricos
(Millan, 1999).

Apesar de a experiéncia sensorial ser desagradavel, as dores nociceptiva e
inflamatoria sdo mecanismos de prote¢do para o individuo. Ja a dor patoldgica, ndo ¢ tida
como protetora, e sim decorrente de um funcionamento anormal do sistema nervoso, e ¢
subdivida em dor neuropatica ou disfuncional (Woolf, 2010).

A dor neuropatica ¢ causada por uma lesdo do sistema nervoso central ou periférico,
como, por exemplo, uma lesdo nas fibras nervosas condutoras do impulso nervoso. De outra
forma, a dor disfuncional ndo possui causa evidente, ela pode ser causada tanto por uma
disfuncdo bioquimica quanto por liberacdo ndo programada de neurotransmissores
acarretando em uma amplificagdo da sinaliza¢do sensorial nociceptiva no sistema nervoso
central, isto €, ndo ha estimulo doloroso, processo inflamatorio, nem lesdo do sistema nervoso
(Woolf, 2010).

Existe ainda a classificacdo relacionada a duracdo da sensacdo dolorosa, podendo ser
de carater transitorio, agudo ou cronico. A dor transitdria ocorre na auséncia de qualquer dano

tecidual e se dissipa em poucos segundos ou minutos. A dor aguda decorre de uma lesdao
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tecidual imediata com ativagdo direta dos nociceptores locais. Ja a dor cronica é aquela que
persiste mesmo apos a cura da lesdo ou se prolonga por semanas, meses ou até anos apos a
recuperacao tecidual e o organismo se torna incapaz de restaurar as funcgdes fisioldgicas para
os niveis homeostaticos, o que a torna de dificil tratamento (Loeser ¢ Melzack, 1999;
Basbaum e cols., 2009).

A dor cronica representa um imenso problema clinico. H4 milhares de pessoas
sofrendo com o esta condi¢@o debilitante, portanto existe uma preocupacao para melhorar esta
situagdo, através da compreensdo ndo s6 dos mecanismos da dor, mas também de novos
possiveis tratamentos, desenvolvendo novas tecnologias, otimizando e testando as ja
existentes e facilitando o acesso a casos clinicos (Gereau IV ¢ cols., 2014).

Féarmacos anti-inflamatorios e analgésicos periféricos tém seu alvo de a¢@o na sintese
e liberagdo de mediadores inflamatorios, inibindo desta maneira a sensibilizagdo excessiva
dos nociceptores (hiperalgesia primaria). J&4 os analgésicos de acdo central agem via
receptores opioides situados no sistema nervoso supra-segmentar, que quando ocupados

ativam a via inibitdria descendente de controle endogeno da dor (Katzung, 8* ed.).

1.3.1. Envolvimento dos sistemas opioide e vaniloide na dor

O uso de opioides exdgenos, como a morfina e o fentanil, se tornou comum para o
tratamento da dor, quando muito severa e refratdria aos analgésicos ndo opioides. Os opioides
usados na clinica atuam em receptores opioides que podem ser divididos em trés tipos: y, K €
0 (Martins e cols., 2012), eles pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina Gi
(Spahn e cols., 2012). A ativag@o desses receptores promove abertura de canais de potassio
(K"), causando hiperpolarizagio, evento este importante para o aumento do limiar da dor, e

também impedem a abertura de canais de calcio (Ca’") dependentes de voltagem, levando a
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inibi¢do da liberacdo de neurotransmissores, como o glutamato e a substancia P (Stein e cols,
2003; Stein e Lang, 2009), causando analgesia.

O receptor de potencial transitorio do tipo vaniloide (TRPV1, do inglés transient
receptor potential cation channel subfamily V member 1) ¢ um canal de cation ndo seletivo
(Na" e Ca®"), expresso em neurdnios sensoriais periféricos da raiz dorsal e responde a
estimulos térmicos e quimicos, como a capsaicina, agente quimico causador de dor (Spahn e
cols., 2012).

A ativagdo de receptores do tipo p, produzida por um agonista opioide, ¢ capaz de
impedir a fosforilagdo, via proteina quinase A (PKA), do receptor TRPV1 (Spahn e cols.,
2012), ou seja, outra influéncia importante e consequéncia da ativagdo de receptores opioides
do tipo p, ¢ que esses podem modular a atividade do receptor TRPV1 também pela via G; e
AMPc (adenosina monofosfato ciclica), de forma que uma vez que ambos receptores siao
expressos em fibras nociceptivas periféricas, quando um agonista opioide se liga ao receptor
do tipo p ocorre a dissociacdo do complexo da proteina G levando a inibicdo da adenilato
ciclase e da formagdo de AMPc, e como resultado a PKA nao ¢ ativada. No processo de dor
inflamatéria o TRPV1 pode ser fosforilado e regulado por varias proteinas quinases,
incluindo PKA. Dessa forma a inibi¢do desses receptores via G; ¢ AMPc contribui para o

efeito antinociceptivo dos agonistas dos receptores opioides (Endres-Becker e cols., 2007).

1.3.2. Glutamato

O glutamato ¢ o neurotransmissor excitatorio mais presente na transmissao,
desenvolvimento e manuten¢do da resposta nociceptiva, se concentrando amplamente na
medula espinhal. Através da ativagdo de receptores ionotropicos glutamatérgicos (iGluR, do
inglés ionotropic glutamatergic receptor) ou metabotropicos glutamatérgicos (mGIluR, do

inglés metabotropic glutamatergic receptor) ha excitacdo e sensibilizacdo de nociceptores
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periféricos e centrais das por¢des espinhal e supra-espinhal (Aanonsen e Wilcox, 1989; Budai
e cols., 1995; Carlton, 2001).

Foram identificados trés tipos de iGluR: N-metil-D-aspartato (NMDA, do inglés N-
methyl-D-aspartate), acido cainico (KA, do inglés kainate) e é4cido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol-propionico (AMPA, do inglés a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) (Roger e Nicoll, 2010).

A liberagdo sustentada de glutamato e neuropeptidios, como a substancia P, através da
estimulacdo das fibras C provoca uma ativagdo persistente dos receptores AMPA com
despolarizagdo progressiva da membrana celular dos receptores NMDA, levando a
despolarizagdo e, portanto, a diminui¢do do limiar da dor, e consequente amplificagdo do
sinal, levando a hiperalgesia (Sorkin e Wallace, 1999; Khasabov e cols., 2002; D’Mello e
Dickenson, 2008). Portanto, substancias que atuam diminuindo a libera¢do de glutamato,
diminuem a nocicep¢ao induzida por tal neurotransmissor e, por isso, podem contribuir com o

efeito analgésico.

1.4. Inflamacio

A inflamagdo ¢ um processo que se da através de reacdes vasculares e celulares em
resposta & injaria tissular, antigenos ou infec¢do, caracterizada por vasodilatagdo indicada
pela vermelhiddo, rubor e calor, aumento da permeabilidade capilar gerando extravasamento
de liquidos e edema, dor, e eventualmente perda de fungdo (Aggarwall e cols., 2006).

Célsius foi o primeiro responsdvel por enumerar os quatro sinais classicos da
inflamacao, sendo eles, calor, rubor, edema e dor. Por fim, o quinto sinal, acrescentado por
Virchow, esta associado ao agravamento dos quatro sinais cardinais, isto €, caso ndo haja
resolugdo do problema, ha perda da funcdo do 6rgdo ou tecido inflamado (Lawrence e cols.,

2002).
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Ainda no século XIX, Cohnhein demonstrou as primeiras alteracdes vasculares, com
consequente extravasamento plasmatico e migragao celular para o foco inflamatorio. No final
do século XIX, Metchnikoff atribuiu a importancia das células fagocitarias na resposta
inflamatoria (Majno e Joris, 2004). Finalmente, no século XX, Tomas Lewis, somando aos
estudos ja estabelecidos, mostrou que substancias quimicas eram responsaveis pela mediagdo
de alteracdes vasculares que ocorrem durante o processo inflamatdrio, como por exemplo, a

histamina (Majno e Joris, 2004).

1.4.1. Mediadores do processo inflamatorio

De maneira geral, a partir do momento que ha estimulo lesivo, a resposta inflamatoria
¢ iniciada com a liberagdo de mediadores quimicos inflamatérios, os quais podem se originar
do plasma, das células ou de tecidos (Majno e Joris, 2004) e também mediadores lipidicos, os
eicosanoides.

Portanto, os mediadores podem ser divididos em aminas vasoativas, tais como,
histamina, substancia P, trombina, bradicinina (BK), serotonina; mediadores lipidicos
correspondendo aos eicosanoides que englobam os prostanoides, leucotrienos e lipoxinas
derivados do metabolismo do acido araquidonico; citocinas (TNF-a, IL-1f3, entre outras);
quimiocinas (IL-8 e MCP-1) e enzimas proteoliticas como elastina, catepsina e
metaloproteases (Majno e Joris, 2004; Walzog e Gaehtgens, 2000; White e cols., 2005).

A histamina esta pré-formada e armazenada nos granulos dos mastocitos, presentes
normalmente no tecido conjuntivo adjacente aos vasos sanguineos. Ela ¢ liberada por
desgranulacdo dos mastocitos em resposta a uma série de estimulos, como por exemplo,
substancia P, bradicinina, lesdo fisica, reagdes imunes, proteinas de liberacdo da histamina

derivadas dos leucdcitos e citocinas. Quando atua em receptores H;, na microcirculacio,
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causa dilatag@o das arteriolas e aumento da permeabilidade vascular das vénulas, e € por esse
motivo, considerada o principal mediador da fase inicial da inflamagao (Jutel e cols., 2009).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) também ¢ um mediador vasoativo, pré-
formado nas plaquetas, com agdes semelhantes as da histamina. A liberagdo da serotonina das
plaquetas ¢ estimulada quando as plaquetas se agregam apo6s contato com o colageno,
trombina ou complexo antigeno-anticorpo (Aller e cols., 2006).

A bradicinina também provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular.
Sua agdo vasodilatadora resulta em parte, da produgdo endotelial de PGI, e da liberacdo de
6xido nitrico (Marceau e Regoli, 2004), quando atua sobre os receptores do tipo B2 presentes
principalmente em células endoteliais, célula muscular lisa e fibroblastos (Couture e cols.,
2001). Além disso, a bradicinina exerce diversos efeitos, como por exemplo, a liberagdo de
mediadores inflamatérios tais como prostanoides, citocinas (IL-1f e TNF-a) e ainda ¢ um
potente agente algésico (Eliis e Fozard, 2002).

A liberacao de substancia P (SP) ¢ desencadeada quando ha uma lesdo tecidual, no
tecido periférico e provoca agdes vasculares pro-inflamatérias como a vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular e desgranula¢do dos mastdcitos (Santos e Calixto, 1997; Szallasi
e Blumberg, 1999).

No que diz respeito aos eicosanoides, mediadores lipidicos provenientes do
metabolismo do 4cido araquidonico (AA), um 4acido graxo liberado dos fosfolipideos de
membrana por agdo principalmente da enzima fosfolipase A2 (FLA,) ativada por injaria
tecidual ou produtos microbianos. Uma vez liberado o AA ¢ metabolizado pela via das ciclo-
oxigenases, cujos subtipos sdo COX-1, COX-2 e COX-3, e pela via das lipoxigenases, 5-
LOX, 12-LOX e 15-LOX. Os produtos gerados pelas vias das COXs, chamados de maneira
geral como prostanoides, podem ser denominados como prostaglandinas, como, por exemplo,

a PGE2, a PGD2 e a PGF2aq; prostaciclinas, como a PGI2; e também como tromboxanos,
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como o TXA2, pela via das LOXs sdo formados os leucotrienos, como o LTA4, o LTB4, o
LTC4 e o LTD4. (Vanegas e Schaible, 2001; Nieves e Moreno, 2006; Rinaldo-Matthis e
Haeggstrom, 2010).

A isoforma COX-1, dita constitutiva, ¢ encontrada em varios tecidos e o principal
produto gerado por elas sdo as PGs. Estas irdo contribuir para a manutencdo das fungdes
fisiologicas, como a citoprotegdo do trato gastrointestinal, na agregacdo plaquetdria e na
melhora da perfusdo renal (Botting, 2006). J4 a isoforma COX-2 ¢ conhecida como induzida,
uma vez que sua expressao ocorre principalmente em resposta a estimulos pré-inflamatorios,
sendo ela um importante contribuinte para a sintese de prostanoides com o progresso da
inflamagao. Além disso, citocinas inflamatorias podem induzir um aumento de 10 a 80 vezes
no nivel de expressdo de COX-2 em mondcitos, macréfagos, condrocitos, fibroblastos, e
células endoteliais (Khan e cols., 2007). Entretanto, a COX-2 também pode ser expressa
constitutivamente em regides cerebrais, no aparato justa glomerular renal e no endotélio
vascular (Needleman e Iasakson, 1997; Rinaldo-Matthis e Haeggstrom, 2010). Por fim, existe
uma terceira enzima, a COX-3, a qual ¢ oriunda de uma variante do gene da COX-1, sendo
expressa no cérebro e coracao de cdes (Chandrasekharan e cols., 2002; Qin e cols., 2005).

As PGs sdo importantes agentes sensibilizadores de nociceptores e a PGE2 ¢ um dos
principais mediadores hiperalgésicos. Seus efeitos diretos sdo mediados por sua acdo nos seus
receptores (EP1, EP2, EP3 e EP4) e modulacdo de canais i0nicos nos aferentes primarios
(Burian e Geisslinger, 2005). O envolvimento de proteinas quinase A (PKA) e C (PKC) tém
sido descrito na hiperalgesia induzida pela inje¢do intraplantar de PGE2 (Kawabata, 2011). Ja
os efeitos indiretos decorrem do aumento da sensibilidade a outros agentes, como BK
(atuando em receptor B2) e capsaicina (atuando em receptor vaniloide tipo 1, TRPV1)

(Burian e Geisslinger, 2005).
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A S5-lipoxigenase ¢ a principal enzima do grupo das lipoxigenases, atuando sobre o
AA e produzindo o 4cido S5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), um composto
quimiotatico para leucécitos, que ¢ convertido em leucotrieno A4 (LTA4). Este pode ser
convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou em leucotrienos cisteinicos tais como, os LTC4,
LTD4 e LTEA4. Os leucotrienos cisteinicos sdo produzidos principalmente por eosinéfilos,
mastocitos, basofilos e macréfagos, enquanto que o LTB4 ¢ produzido principalmente por
neutrdfilos e macrofagos (Haeggstrom e Funk, 2011). O LTB4 contribui para o aumento da
permeabilidade vascular, aderéncia e quimiotaxia de leucocitos. LTC4, LTD4 e LTE4 estao
envolvidos na vasodilatacdo do leito vascular, vasoconstricdo coronaria ¢ contragao do
musculo bronquico, sendo por isso muito importantes na fisiopatologia da asma (Ishii e cols.,

1994; Bertolini e cols., 2002; Haeggstrom e Funk, 2011).

1.4.2.Eventos vasculares - Permeabilidade vascular e exsudacio

Durante o processo inflamatorio observa-se uma série de alteragcdes vasculares, tais
como: mudancas no calibre das arteriolas, vasodilatacdo, acarretando maior aporte de sangue
no local - fendomeno este mediado por substdncias como histamina, leucotrienos (LTs) e
prostaglandinas (PGs) - alteragdes estruturais nos componentes da microcirculagio,
acarretando em aumento da permeabilidade vascular, saida de células e moléculas dos vasos
sanguineos para os tecidos, migragdo de células de defesa e acimulo no espaco extravascular
onde ocorreu a injuria (Omoigui, S., 2007; Aller e cols., 2006).

Com o extravasamento de proteinas para o intersticio ocorre ainda o aumento da
viscosidade do sangue e a redugdo do fluxo sanguineo. Essas alteragdes hemodindmicas
levam a alteracdo da orientagdo das células sanguineas que antes localizadas na regido mais

central do vaso, passam agora para sua periferia. Esta alteracdo, por fim, propicia a
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marginacdo leucocitaria permitindo assim o contato dos leucocitos com as células endoteliais
(Schmid-Schonbein, 2006).

O aumento da permeabilidade vascular permite o influxo de proteinas, moléculas do
sistema complemento e células inflamatorias do compartimento intravascular para o
intersticio (Schmid-Schonbein, 2006).

A ligacdo dos mediadores vasoativos (serotonina e histamina), eicosanoides (PGs,
LTs), fator de ativagdo plaquetaria (PAF, do inglés platelet activating fator), bradicinina e
citocinas, em receptores especificos nas células endoteliais, resulta em ativacdo celular,
causando contracdo da célula endotelial e formagdo de poros no endotélio. Essa ruptura na
barreira endotelial promove o extravasamento do liquido intravascular para o espago
extravascular. Esse processo leva a formagdo do exsudato inflamatoério ou “edema”
(Kolaczkowska e cols., 2006).

O exsudato caracteriza-se pela elevada concentragdo de proteinas, células
inflamatérias e uma variedade de mediadores. Este liquido contém ainda componentes dos
seguintes sistemas: complemento, coagulacdo, fibrinolitico, e das cininas. O exsudato possui
fungdes importantes no processo inflamatdério como, por exemplo, suprimento de nutrientes
para as células do sistema imunoldgico, dilui¢do de toxinas, inativagdo de toxinas por
proteases, e deposicdo de fibrina a partir do fibrinogénio, auxiliando assim a fagocitose e

impedindo o avang¢o da infec¢do por patdégenos (Kolaczkowska e cols., 2006).

1.4.3.Eventos celulares

Assim como a dor, o processo inflamatorio também pode ser divido em padrdes agudo
e cronico (Weiss, 2002). A fase aguda apresenta duragdo variavel e caracteriza-se pela
vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade vascular. Posteriormente a essa etapa ocorre

a fase subaguda, caracterizada por infiltracdo de leucécitos e de células responsaveis por
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fagocitar. Por fim, a fase de resolu¢do da inflamacdo, ou proliferativa cronica, quando
acontece a regeneracao tecidual e/ou fibrose (Suzuki e cols., 2003; Schmid-Schonbein, 2006).
A resposta cronica estd associada, histologicamente, a presenca de linfocitos e macréfagos,
bem como angiogénese, fibrose e necrose tecidual. Esse tipo de processo inflamatério estd
envolvido em doencas do tipo incapacitantes, como artrite reumatoide, aterosclerose,
tuberculose e doencgas pulmonares cronicas. Na maioria das vezes, observa-se que a
inflamagao aguda precede ao estagio cronico caracteristico nestas doencas (Mitchell e Cotran,
2010).

Devido a liberagdo local de mediadores quimicos como o 6xido nitrico (NO), cininas,
serotonina, histamina, PGs, LTs e substancias liberadas das terminagdes nervosas como as
taquicininas e CGRP, entre outros, ha vasodilatagdo local a qual ocorre, majoritariamente, na
fase aguda do processo inflamatério. (Schmid-Schonbein, 2006).

Entende-se por quimiotaxia o fendmeno de migragdo de leucdcitos e células
fagociticas para o sitio inflamado. Nesse processo ocorre o direcionamento do fluxo de
células e recrutamento de leucdcitos especificos como, por exemplo, os neutréfilos,
leucocitos de morfologia polimorfonuclear (PMN) e que sdo os primeiros a chegar ao local da
inflamacao (Kelly e cols., 2007).

Os PMNs, em sua maioria neutrofilos, sdo as primeiras células a serem recrutadas para
o local da inflamagdo. Juntamente com os macrofagos, sdo responsaveis pela fagocitose e
destruicdo do agente lesivo (Pettersen e Adler, 2002).

O sistema fagocitico mononuclear pode ser representado por monécitos € macréfagos.
Em humanos, os mondcitos circulantes no sangue representam cerca de 5 a 10% dos
leucdcitos totais. E uma populagdo heterogénea devido a grande variagdo de marcadores de

superficie, capacidade fagocitica e potencial de diferenciacdo. Eles podem se diferenciar em
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macroéfagos, células dendriticas, osteoclastos, microglia no sistema nervoso central e células
de Kupfter no figado (Seta e Kuwana, 2007).

Na etapa seguinte a quimiotaxia ocorre rolamento, adesdo e transmigracao dos
leucocitos para o sitio inflamado (Figura 6, Barkhausen e cols., 2005). Este processo de
recrutamento leucocitario ¢ mediado por moléculas de adesdo como as selectinas (P-
selectinas, L-selectinas e E-selectinas), importantes no rolamento, integrinas (expressas pelos
leucécitos) importantes na adesdo e a superfamilia das moléculas das imunoglobulinas (Ig)
(Meager, 1999; Nourshargh e Marelli-Berg, 2005). A indugao, por mediadores inflamatorios,
do ligante da L-selectina no endotélio dé inicio a captura e rolamento dos PMN (Meager,
1999).

A expressao ou liberagdo das moléculas de adesdo sdo fortemente influenciadas por
mediadores inflamatérios como histamina, serotonina, interferon-y (IFN-y), fator de

crescimento tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1B) e quimiocinas (Meager, 1999).
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Figura 6: Representagdo do mecanismo de rolamento, aderéncia, diapedese e quimiotaxia dos

neutrofilos (Adaptado de Barkhausen e cols., 2005).
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1.4.4.Envolvimento do Oxido Nitrico (NO) na inflamacio

O NO ¢ um mediador com multiplas fung¢des participando na sinalizacdo de sistemas
cardiovasculares, gastrintestinais, geniturinario, respiratorio e nervoso (Hanafy e cols., 2001;
Ignaro e cols., 2002).

A sintese do NO ocorre a partir da oxidacdo do nitrogénio guanidina terminal do
aminodcido L-arginina, que ¢ entdo convertido em L-citrulina, reacdo essa catalisada pela
enzima 6xido nitrico sintase (NOS) no interior das células (Moncada e cols., 1991).

Alguns tipos de NOS ja foram caracterizados; a NOS endotelial (eNOS), encontrada
em células endoteliais. O NO produzido por esta enzima tem um papel significativo no
controle da pressdo arterial, visto que ele ¢ o responsavel por diminuir a resisténcia vascular
periférica, diminuindo a pressdo arterial; had também a NOS neuronal (nNOS) encontrada em
neurdnios centrais e periféricos onde o NO participa da neurotransmissdo e neuromodulagao;
e, por fim, a NOS induzida (iNOS) a qual ¢ expressa em diversas células em resposta a
estimulos patologicos, como microrganismos invasores ou citocinas. A ativagdo das enzimas
constitutivas (endotelial e neuronal) ¢ regulada pelo complexo calcio-calmodulina e a
producdo de NO ocorre em pequenas quantidades e por curtos periodos de tempo. No caso da
iINOS, ela ¢ ativada independentemente de calcio intracelular, sintetiza NO em maiores
quantidades e por longo periodo de tempo, ocorrendo apenas em momentos de estresse para o
organismo (Reutov e Sorokina, 1998).

O NO tem varias fun¢des na inflamagdo e pode ser avaliado quando inibidores
seletivos das NOS (como por exemplo, o L-NAME, do inglés L-NG-nitro-arginine methyl
ester) sao testados em modelos de inflamacao (Moncada e Higgs, 1995).

Apobs sua geragdo, o NO difunde-se pelas membranas e ativa a enzima guanilato
ciclase soluvel, a qual promove a formagdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A

medida que a concentragdo de GMPc aumenta, efeitos, tais como relaxamento do musculo
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liso vascular e ndo-vascular, inibicdo da agregacao plaquetaria, e da adesdo de leucocitos sdo

iniciados (Moncada e Higgs, 1995; Vallance e Leiper, 2002).

1.4.5.Citocinas

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptideos produzidos por vérios tipos
celulares principalmente macroéfagos, mondcitos e linfocitos ativados. Elas sdo capazes de
modular a func¢do de varios tipos celulares e sdo determinantes para a infiltracdo celular e
efeitos sistémicos durante o processo inflamatdrio agudo e cronico. A secregdo das citocinas ¢
estimulada por endotoxinas, complexos imunes, toxinas, lesdes fisicas e processos
inflamatoérios. Uma vez liberadas, exercem efeitos autdcrinos, pardcrinos ou enddcrinos se
ligando a receptores especificos nas células-alvo (Wong e Fish, 2003, Schmid-Schobein,
2006; Sims e Smith, 2010). A superfamilia das citocinas pode ser dividida em: interleucinas
(IL), quimiocinas (proteina quimiotatica de mondcitos-1, MCP-1), interferons (IFN) e fatores
de necrose tumoral (TNF), TGF-B (fator de transforma¢do do crescimento), CSF (fator
estimulador de coldnia) (Sommer e Kress, 2004; Alwani ¢ cols., 2006; Wahl, 1992; Hamilton,
2002).

O TNF-0, uma citocina pro-inflamatodria, ¢ produzida e liberada principalmente por
macrofagos, ¢ uma das principais citocinas relacionadas ao processo inflamatorio (Alwani e
cols., 2006). Mesmo em concentragdes baixas, 0 TNF-o induz a expressdo de moléculas de
adesdo e estimula macrofagos e outras células a secretarem quimiocinas. Ele ainda pode
regular a producao e liberagdo de IL-1p (Sommer e Kress, 2004; Sasakawa e cols., 2005).

A IL-1p desempenha agdes nociceptivas que podem ser mediadas por uma complexa
cascata de sinalizacdo e produgdo secundaria de NO, bradicinina e prostaglandinas. A ligacao
ao seu receptor IL1-RI inicia uma série de eventos intracelulares, ativando fatores

transcricionais, induzindo a expressdo de COX-2, iNOS, IL-1B, IL-6 e TNF- a (Sommer e
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Kress, 2004; Hori e cols., 1998; Ren e Torres, 2009 ), acarretando a piora do processo

inflamatorio.

1.4.6. Finalizacio do processo inflamatorio

Ao final do processo inflamatdrio, o que se espera ¢ a neutralizacdo dos mediadores
quimicos - lipidicos liberados e interrup¢do do extravasamento plasmadtico, assim como da
infiltragdo leucocitaria. Quando ocorre essa interrup¢do, ha reducdo do edema, e
consequentemente, as células ali presentes serdo removidas (Rankin, 2004) e o tecido afetado
voltard a apresentar equilibrio.

Quando este sistema funciona de maneira fisiologica, ndo ha persisténcia da inflamacao.
No entanto, caso ndo ocorra a resolu¢do do processo inflamatorio o tecido conectivo pode ser
substituido por fibrose ou progredir para um processo inflamatério cronico como resultado da
permanéncia do agente (Lawrence e cols., 2002; Stables e Gilroy, 2011).

E devido a este fato que firmacos anti-inflamatérios sio utilizados e ainda se buscam
alternativas para substituir ou melhorar as terapias ja existentes, no intuito de intervir da

melhor maneira no processo inflamatério patologico.
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2. Objetivos



2.1. Objetivo geral

A principal meta deste trabalho ¢ avaliar os potencias efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatorio do extrato etanolico e de suas fracdes provenientes das folhas da
Tibouchina granulosa, e, possivelmente, associar os efeitos observados aos

componentes da planta.

2.2. Objetivos especificos

a) Determinar o perfil fitoquimico das folhas de Tibouchina granulosa, através de
métodos cromatograficos, como a cromatografia em fase gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

b) Determinar através de ressonancia magnética nuclear (RMN) o composto
isolado de cromatografia em coluna.

¢) Analisar, anatomicamente, as folhas da 7. granulosa,

d) Avaliar a atividade analgésica através dos modelos da placa quente, e da
lambedura de pata induzida pela capsaicina ou glutamato,

e) Avaliar a atividade anti-inflamatoria pelos experimentos da lambedura de pata

induzida pela formalina, e da bolsa de ar subcutanea (BAS).
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Material vegetal

Folhas da quaresmeira foram coletadas na fazenda do Instituto Vital Brazil em
Cachoeiras de Macacu - Rio de Janeiro — Brasil, pela responsavel Leidilene da Silva, em
novembro de 2013. As folhas (1 kg) foram secas em estufa, a 40°C e depois trituradas em
moinho de facas, modelo A11BS1, fabricante IKA. O produto obtido foi submetido ao
processo de extragdo por Soxhlet, durante 72 horas, utilizando éalcool etilico absoluto (10
litros) como solvente. Essa solucdo foi evaporada sobre pressdo reduzida, durante 40 horas,
fornecendo 150g do extrato etandlico (EE), portanto o rendimento foi de 10%. 100g deste
extrato foram divididas em dois béchers contendo 50g do EE cada um, e a cada bécher foi
adicionada uma solucdo hidroalcoodlica (propor¢ao de 300 ml de dgua para 200 ml de alcool),
por fim, a extrag@o liquido-liquido (ELL) foi realizada utilizando como solventes, hexano (3
litros), diclorometano (3 litros) e acetato de etila (3 litros), dessa forma foram obtidas as
fragdes em hexano (fH), em diclorometano (fDCM) e em acetato de etila (fAE).

O protocolo de separacao esté representado no esquema 1.
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Extrato Etanolico
100 g
(Preparacdoda solucao
Hidroalcodlica 3:2 dgua/alkcool)

! !

Partic3o com hexano

24,40 g (R:24,4%)

Fragdoem Heano Residuol

75,60¢g

3.2. Reagentes

Partic3o com diclorometano

!

Fracdoem Diclorometano

!

Residuoll 63,02g

6,58 g (R:6,58%)

!

25,99 g (R: 25,99%)

Extragdo em Soxhlet + Evaporagdo do solvente sobre pressdo reduzida.

Partic3o com acetato de etila

Fragdoem Acetato de Etila Residuolll

o
w
[ =]
W
oa

Observagao: residuo III ndo testado.

Esquema 1: Preparagdo do extrato etandlico e suas fragdes a partir das folhas da Tibouchina

granulosa, utilizando os solventes alcool etilico absoluto, hexano, diclorometano e acetato de etila.

Foram utilizados formaldeido (Reagen), etanol P.A (Merck AG, Darmstadt,
Alemanha), dimetilsulfoxido P.A (DMSO) (Fisher Biotech), éter etilico, tween 20 (Isofar,
Rio de Janeiro, Brasil), sulfato de morfina (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), fosfato dissédico de
dexametasona (Aché, Rio de Janeiro, Brasil), cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina

(Ceva Brasil), acido acetilsalicilico (AAS), acido L-glutdmico (glutamato), capsaicina,

28



capsazepina e carragenina, formato de amdnio, molibdato de amdnio, naftietilenodiamina e
sulfanilamida, tampao fosfato-citrato com perborato (TFCP) e pastilhas de tetra-metil-di-
hidrocloreto de benzidina (TMB) (Sigma Chemical), soro albumina bovino (BSA) (LGC
Biotecnologia), Kit Pierce BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA), Cepa de
Escherichia coli (ATCC #25922), nitrito de sodio (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil), hidroxido
de sodio e fosfato monossoddico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec), imunoplacas F96
Maxisorp (Nunc, Thermo Fisher Scientific, NY, EUA), kits ELISA BD OptEIA™ Set Mouse
para TNF-o, IL-1B, contendo as respectivas citocinas recombinantes de camundongo,
anticorpo de captura (anti-camundongo TNF-o, IL-1B) e anticorpo de deteccdo anti-
camundongo conjugado com peroxidase (BD Biosciences, San Diego, EUA), Silica gel 60
(70-230 mesh; Merck).

O solvente usado para a extracdo, alcool etilico absoluto, e os solventes utilizados
posteriormente para a elaboragao das fragdes, como hexano, diclorometano e acetato de etila
possuiam como fabricante a Tedia. Ja os solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol, cloroférmio — Sigma Chemicals) para fase movel de cromatografia em coluna em
silica gel, cromatografia em camada delgada (CCD) e Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foram adquiridos pelo Prof. Dr. Fabio Boylan, da Trinity College Dublin -
Irlanda, assim como os solventes deuterados (DMSO e Cloroféormio — todos esses do
fabricante Sigma Chemicals) utilizados para a realizacdo da Ressonancia Magnética Nuclear
(RMNSs).

Para a cromatografia em camada delgada, placas de aluminio pré-revestidas com
Silica gel 60 PF254 (230-400 Mesh ASTM - Merck), com 0,25 mm de espessura e medindo
20 x 20 cm foram usadas.

Na realizacdo dos cortes histologicos das folhas da 7. granulosa foram utilizadas

laminas de barbear, e o suporte empregado para o corte foi isopor. Depois de realizadas as
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seccoes, foi adicionado a uma placa de petri hidrato cloral para que as folhas perdessem a sua

coloragao natural.

3.3. Preparo dos reagentes e solucoes

Formalina: preparada na concentragdo de 2,5% (v/v) em PBS,

AAS: preparado na concentra¢do de 10 mg/ml em Tris-HCI 1M, pH 8,0.
Morfina: preparada na concentragdo de 10 mg/ml em agua destilada.
Carragenina: preparada na concentracao de 1% p/v, em PBS estéril.
Dexametasona: estocada na concentragdo de 4 mg/ml, formulagdo injetavel.
Capsaicina: preparada na concentragao de 4 mg/ml em DMSO.

Glutamato: preparado na concentragao de 0,17 g/ml, em agua deionizada.

Tampao fosfato salina (PBS 10x concentrado)

KH,POy (anidro) 17,8 g
Na,HPO, (anidro) 76,1 g
NaCl 85¢g
H,O ultrapura q.s.p. 11

Tampao de Bloqueio
Soro fetal bovino 10 ml
PBS q.s.p. 100 ml

Tampao Diluente

NaHCO:; 7,13 g
Na,CO; 1,59 ¢
H,O ultrapura q.s.p. 1000 ml
(pH 9,5)
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Tampao de Lavagem
Tween 20 0,5 ml
PBS q.s.p. 1000 ml
Substrato para dosagem de citocinas: 1,0 ml de solugdo de TMB em 9,0ml de solugdo de
tampao fosfato-citrato com perborato, devido a degradacdo do produto, esta solugdo s6 pode
ser preparada trinta minutos antes da utilizagao.
Reagente BCA: No momento da dosagem, misturam-se os reagentes A e B, na propor¢ao
50:1, obtidos no kit Pierce BCA™Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA). Para a
quantificagdo de proteinas, incuba-se 5 pl da amostra ou da proteina da curva padrdo com
195 pl da mistura dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos.
Reagente de Griess
Reagente A:
Sulfanilamida lg
H,O ultrapura q.s.p. 100 ml
Reagente B:
Dicloreto de naftiletileno diamina 0,1 g
H3PO4 (a 10%) q.s.p. 100 ml

No momento da dosagem, misturam-se partes iguais dos reagentes A e B. Para a
quantificagdo do nitrito, incubam-se volumes iguais da amostra ou da solugdo para curva
padrdo e do reagente de Griess pronto.
Anestésicos:
Cloridrato de Ketamina 4,5 ml
Cloridrato de xilazina 1,5 ml

Salina q.s.p. 40 ml
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Finalizadas as evaporagdes do extrato e suas fragdes, uma solugdo estoque de 100 mg
do extrato e fragcdes formados foram solubilizadas em 1 ml de DMSO e estocadas em freezer
a -20°C. O EE, assim como as fra¢cdes em hexano, em diclorometano ¢ em acetato de etila
foram administradas, por via oral, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg em volume final de 0,1 ml
de veiculo (dgua destilada). Em todos os experimentos a concentragdo final de DMSO nao
excedeu a 0,5% de modo a ndo produzir qualquer efeito toxico nos animais.

Para os controles positivos foram utilizadas as seguintes doses e vias de administragado:
e AAS: 200 mg/kg, via oral;

e Morfina: 2,5 mg/kg, via intraperitoneal;
e Dexametasona: 0,5 mg/kg, via intraperitoneal;

Para os agentes quimicos tais como, formalina (2,5 % v/v), capsaisina (1,6 pg/pata) e
glutamato (3382,2 ug/pata), cada animal recebeu 20 ul/pata de cada uma dessas substancias.
No experimento da bolsa de ar subcutanea, a carragenina 1% foi injetada na cavidade em um
volume de 1ml.

No caso dos anestésicos cada animal recebeu uma dose de 112 mg/kg de cloridrato

de ketamina e 7,5 mg/kg de cloridrato de xilazina.

3.4. Animais

Camundongos fémeas Swiss Webster, pesando de 20 a 25 gramas, foram doadas ao
nosso laboratorio pelo Instituto Vital Brazil. Os animais foram mantidos no biotério do
Programa de Po6s-graduacao em Farmacologia e Quimica Medicinal, em estante microisolada,
com condigdes Otimas de temperatura, iluminagdo e umidade (22 + 2°C, ciclos de 12h
claro/escuro e de 60 a 80% de umidade), com livre acesso a comida e dgua, no entanto a
comida foi retirada trés horas antes de cada experimento, a fim de se evitar qualquer interagao

do alimento com as substancias testadas.
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Para aclimatizacdo dos animais, os mesmos foram deixados no ambiente do
laboratorio por no minimo uma hora antes de cada experimento. Os modelos animais
seguiram os principios e regras adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animais
(COBEA), aprovados pelo Centro de Ciéncias da Saude/Instituto de Ciéncias Biomédicas -

UFRJ, pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal, e recebeu o niimero DFBCICB015-04/16.

3.5. Estudos Fitoquimicos com Tibouchina granulosa
3.5.1. Cromatografia em coluna com emprego de silica gel

As fracdes obtidas nas extragdes liquido-liquido foram adicionadas as colunas
cromatograficas com emprego de silica gel.

Para a fracdo em hexano (20,34 g) foi utilizada uma coluna de 35 cm de alturae 7 cm
de diametro, e as fases méveis seguiram da seguinte maneira: 1) hexano, 2) hexano/acetato de
etila 5%, 3) hexano/acetato de etila 10%, 4) hexano/acetato de etila 20%, 5) hexano/acetato
de etila 30%, 6) hexano/acetato de etila 50%, 7) hexano/acetato de etila 75%, 8) acetato de
etila 100%, 9) acetato de etila/metanol 5%, 10) acetato de etila/metanol 10%, 11) acetato de
etila/metanol 20%, 12) acetato de etila/metanol 30%, 13) acetato de etila/metanol 50%, 14)
acetato de etila/metanol 75%, 15) metanol 100%.

A segunda fragdo a ser eluida no sistema cromatografico em questdo foi a em acetato
de etila (13,08 g). A coluna utilizada tinha 26 cm de altura e 3 cm de didmetro. O sistema de
eluentes seguiu-se da seguinte maneira: 1) diclorometano, 2) diclorometano/acetato de etila
10%, 3) diclorometano/acetato de etila 25%, 4) diclorometano/acetato de etila 50%, 5)
diclorometano/acetato de etila 75%, 6) acetato de etila 100%, 7) acetato de etila/metanol 10%,
8) acetato de etila/metanol 20%, 9) acetato de etila/metanol 30%, 10) acetato de etila/metanol

50%, 11) acetato de etila/metanol 75%, 12) metanol 100%.
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A ultima fracdo que passou pelo sistema cromatografico foi a em diclorometano (2,5
g) e a coluna utilizada media 25 cm de altura e 2 cm de diametro. O sistema de solventes

utilizado seguiu o mesmo padrdo da fragdo em hexano ja previamente descrita.

3.5.2. Placas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Essa técnica foi utilizada para realizar a separacdo dos componentes de cada uma das
fragdes, isto ¢, para todos os frascos recolhidos na cromatografia em coluna em silica, foi
realizada uma placa de CCD.

A fragdo em hexano (20,34 g) foi adicionada a coluna cromatografica (35 cm)
preenchida com silica gel (150g, 70-230 Mesh, Merck) e entdo foi eluida com gradientes de
hexano : acetato de etila : metanol, desta fragdo foram recolhidos 339 frascos nos quais foram
realizados a CCD.

A segunda fracdo a ser eluida na coluna cromatografica (26 cm), preenchida com
silica gel (70g, 70-230 Mesh, Merck), foi a em acetato de etila (13,08 g), os gradientes usados
foram diclorometano : acetato de etila : metanol e, desta fragdo foram eluidos 170 frascos os
quais foram analisados posteriormente por CCD.

Por fim, a fracdio em diclorometano (2,5 g) foi eluida numa coluna de 25 cm e
preenchida com silica gel (67g, 70-230 Mesh, Merck), os gradientes de solvente utilizados
obedeceram a mesma ja descrita para a fragdo em hexano, e, da fragdo em diclorometano

foram coletados 146 frascos, os quais foram posteriormente analisados por CCD.

3.5.3. Analise das amostras por Ressonincia Magnética Nuclear

A técnica espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear, ou RMN, ¢ utilizada na

pesquisa para determinagdo do contetido e pureza de amostras, bem como a sua estrutura
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molecular. Os ntcleos dos atomos estdo envolvidos no processo de absor¢do, os nicleos mais
utilizados na espectroscopia de RMN sao os nticleos de Hidrogénio (1H) e carbono (13C).

Ap6s a realizagdo das colunas cromatograficas, cada vial obtido, apos evaporacao do
solvente, foi analisado a fim de se encontrar cristais que pudessem caracterizar alto grau de
pureza da substancia que fora isolada.

Ao material que aparentava pureza adicionaram-se diversos solventes a fim de
determinar em qual havia melhor solubilidade, dependendo deste teste, adicionava-se DMSO
ou Cloroféormio deuterados, dependendo da solubilidade da substancia isolada, e seguia-se
para a analise em aparelho de RMN.

O equipamento disponivel para analise por ressoniancia magnética nuclear era o

BRUKER TOPSPIN 2.1 NMR — "H RMN (400 and 600 MHz) ¢ '*C RMN (100 ¢ 150 MHz).

3.5.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a realizacdo de uma curva de calibragdo foi utilizado o método CLAE, que pode
ser resumido em algumas etapas:
1) A amostra ¢ dissolvida em um solvente (Metanol para CLAE) e aplicada na coluna
cromatografica preenchida com a fase estacionaria (FE),
2) Um solvente, usado como fase modvel, ¢ bombeado com vazdo constante e desloca os
componentes da mistura através da coluna. Esses se distribuem entre as duas fases de acordo
com suas afinidades,
3) As substancias com maior afinidade com a FE movem-se mais lentamente. Ja as
substancias com pouca afinidade com a FE movem-se mais rapidamente,
4) Ao sair da coluna, os componentes passam por um detector que emite um sinal elétrico o

qual ¢ registrado, constituindo um cromatograma. Abaixo o sistema ilustrativo (esquema 2).
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RESERVATORIO

FASE MOVEL INJETOR —* COLUNA —DETECTOR

BOMBA QUISICA

)E DADOS

Esquema 2: [lustragdo do CLAE (Argenton, A. 2010).

o>
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A curva de calibragdo foi realizada em sete concentragdes (25, 50, 100, 150, 200, 250
e 300 pg/ml).

Os eluentes usados para a realizagdo da curva e, posteriormente, para a corrida da
fracdo em acetato de etila foram 4cido acético glacial (0,5%, v/v, solvente A) e metanol
(solvente B), seguindo os seguintes gradientes lineares: 38-42% de B de 0,0 até 14,0 minutos;
42-45% de B de 14,0 até 17,0 minutos; 45-48% de B de 17,0-17,1 minutos; 48%-50% de B
de 17,1-32,0 minutos; 50-85% de B de 32,0-40,0 minutos.

Antes da inje¢dao de cada uma das amostras (10ul), seguiu-se um periodo de equilibrio
de 10 minutos. Todas as amostras foram lidas em 342 nm (equipamento Waters Breeze 2
HPLC System) e a coluna utilizada foi uma coluna de fase reversa C18 (250 x 4.6 mm, Sum)

da Thermo Scientific.

3.5.5. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

O método Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (CG-EM) combina as
caracteristicas da cromatografia gasosa e da espectrometria de massa para identificar
diferentes substancias em uma amostra. O CG-EM ¢ amplamente aceito como referéncia na
identificacdo quimica de compostos organicos volateis e semi-volateis em misturas, detec¢ao
de drogas, andlise ambiental, investigacdo de explosivos e identificagdo de amostras

desconhecidas.

36



O equipamento usado foi o CG Agilent, modelo 6890; EM Agilent quadrupolo, 5973
no modo scan 50-800 Da. O volume de inje¢do para a cromatografia gasosa foi de 1 pul e o
injetor aquecido a 330 °C, no modo sem divisdo de fluxo (splitless; tempo de fechamento de
valvula igual a 0,3 min) com pulso de pressdao de 10 psi nos primeiros 0,5 min. A coluna
capilar usada foi a DB-17HT (50 % fenil, 5 m x 0,25 mm d.i. x 0,15 um); programag¢ado de
temperatura do forno: 60 °C (0,25 min) // 12 °C/min // 365 °C (5min).

Para a espectrometria de massas, o detector foi aquecido a 380 °C e o gas carreador

usado doi o hélio (He) sob fluxo constante de 3 ml/min.

3.5.6. Anatomia Vegetal

As amostras secas — folhas da T. granulosa - foram completamente reidratadas, isto ¢,
as folhas secas foram colocadas em banho maria até que a dgua fervesse e entdo estas foram
retiradas e, cuidadosamente, dispostas em suporte de isopor no intuito de cortar as secgdes
transversais das folhas de maneira manual, para que estas fossem observadas em microscopio
de luz.

As seccgdes foram clarificadas com hidrato cloral, depois lavadas com agua destilada e
coradas com: 1) Iodo ou 2) Cloreto férrico, ou nenhuma coloragao.

As Fotomicrografias foram obtidas com uma camera digital (Olympus DP25) em

microscopio de luz Olympus BX41.

3.6 Estudos farmacolégicos da Tibouchina granulosa
3.6.1. Modelo da placa quente

O experimento seguiu de acordo com os métodos descritos por Sahley e Berntson
(1979), com adaptagdes descritas por Matheus e colaboradores (2005). Este modelo consiste

. . < 0 0 A .
em colocar o animal em uma placa aquecida a 55 + 1°C e calcular o seu tempo de laténcia, o
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qual ¢ entendido como o tempo em que o animal demora para apresentar uma reagao, que
pode ser o ato de retirar as patas ou saltar da superficie aquecida, caracterizando o momento
de retira-lo, este momento € consequéncia da ativagcdo do cortex somatossensorial através de
um estimulo térmico (Sahley and Berntson, 1979).

Duas medidas controles, sessenta minutos e trinta minutos antes do tratamento com as
substancias, foram realizadas. A média dessas medidas foi denominada como linha de base.
Trinta minutos apos a administracdo do veiculo (dgua destilada), da morfina, do extrato ou
das fracdes foram feitas sucessivas medidas com intervalos de 30 minutos entre cada uma
delas. Em todos os tempos citados foi medido o tempo de laténcia para cada animal e depois
calculada uma média para cada um dos grupos. Para evitar danos teciduais as patas, foi
estabelecido um tempo maximo de exposicao das patas do animal a placa aquecida de trés
vezes o valor da linha de base e denominado tempo de corte (ou “cut-off”).

Os resultados foram expressos como percentual de aumento em relacdo a linha de
base (= tempo de laténcia x 100/linha de base - 100) ou area sob a curva (ASC). O protocolo

esta resumido no esquema 3.

TEMPO (minutos)

-60 -30 0 30 60 90 120 150
I | |
Tempos de laténcia l Tempos de laténcia (segundos)
(segundos)
Medidas Controle Veiculo,

Morfina ou
CSHTS.
C1= primeira medida

C2 = segunda medida

Esquema 3: Protocolo do modelo da placa quente.
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3.6.2. Modelo da lambedura de pata induzida pela capsaicina

Com o objetivo de investigar o mecanismo de agdo antinociceptivo do extrato e suas
fragdes em outro modelo de nocicepcao, utilizamos o modelo da lambedura de pata induzida
pela capsaicina, esse modelo permite avaliar o envolvimento de receptores vanildides (TRPV)
na nocicepgao (Jancso, 1978; Sakurada e cols., 1992; Marcon e cols, 2009).

Os animais foram pré-tratados por via oral com veiculo (dgua destilada), EE ou
fragdes uma hora antes da administracdo da capsaicina. Apds a injecao na pata posterior
direita de 20 ul de capsaicina (1,6 pg/pata), foi registrado durante 5 minutos o tempo que o
animal permaneceu lambendo a pata, caracterizando a sua nocicepcdo. O protocolo

experimental esta resumido no esquema 4.

TEMPO (minutos)

Tempo de lambedura

-60 o _ P . 5 minutos

l l (Segundos)
Veiculo, ..

L Capsaicina

Extratoetanolico
ou
FragOes

Esquema 4: Protocolo da nocicepgao induzida por capsaicina.

3.6.3. Modelo da lambedura de pata induzida por glutamato

Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores glutamatérgicos no efeito
antinociceptivo do extrato e suas fragdes, o glutamato, um neurotransmissor excitatorio, foi
administrado por via intraplantar ¢ o tempo de lambedura da pata foi considerado como

indicativo de dor neurogénica (Beirith e cols, 2002; Marcon e cols, 2009).
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Os animais foram pré-tratados por via oral com veiculo, EE ou suas fragdes, sessenta
minutos antes da injecao na pata posterior direita de 20 ul glutamato (3382,2 ug/pata). Apos
a injecao foi registrado durante 15 minutos o tempo que o animal permaneceu lambendo a

pata. O protocolo experimental esta resumido no esquema 5.

TEMPO (minutos)

Tempo de lambedura
-60 0 P . 15 minutos
l 1 (Segundos)
Veiculo, Glutamato
Extratoetanolico
ou
Fragdes

Esquema 5: Protocolo da nocicepgao induzida por glutamato.

3.6.4. Modelo da lambedura de pata induzida pela formalina

O modelo da formalina foi usado para avaliar dois diferentes tipos de nocicep¢do. A
inje¢do intraplantar produz uma resposta bifasica que consiste de uma fase inicial que ocorre
nos primeiros 5 minutos apos a inje¢do da formalina, chamada de 1* fase ou fase de dor
neurogénica, nesta fase, ocorre a ativagao dos nociceptores locais, mediada pela serotonina e
histamina que sdo liberadas em resposta ao estimulo neurogénico. E também uma segunda
fase tardia que ocorre entre 15 e 30 minutos apos a injecdo intraplantar, denominada 2? fase
ou fase de dor inflamatoria, que conta com envolvimento de mediadores como as
prostaglandinas e produ¢ado de citocinas (Hunskaar e cols., 1987; Gomes e cols., 2007).

Neste modelo uma injecdo de 20 pl de formalina 2,5% foi administrada por via
intraplantar na pata direita traseira do camundongo e a resposta comportamental dolorosa foi

mensurada através do tempo que o animal permaneceu lambendo a pata.
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Os animais foram tratados com o veiculo (dgua destilada), AAS, extrato etanolico, ou
suas fragdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, 60 minutos antes da injecdo

intraplantar de da formalina. O protocolo experimental esta resumido no esquema 6.

TEMPO (minutos)

12 FASE 22 FASE

-60 0 - 5 15«30

1 Neurogénica Inflamatéria
Veiculo, .
AAS (200mg/kg), Formalina(2,5%V/V)  Tempo de lambedura
Extratoetandlico 20 plintraplantar (segundos)
ou
Fragdes

Esquema 6: Protocolo modelo da lambedura de pata induzida por formalina.

3.6.5. Modelo da migracao celular induzida por carragenina (Bolsa de ar subcutinea)

O modelo da bolsa de ar subcutanea (Romano e cols., 1997; Raymundo e cols., 2011),
o qual avalia migragdo de células para um local inflamado, foi realizado para avaliar o efeito
do extrato etanolico e suas fragdes no processo de inflamagdo aguda.

Como observado no protocolo do experimento uma bolsa de ar subcutanea (BAS) foi
formada no dorso dos camundongos ap6s a injecdo de 10 ml de ar estéril. Apos trés dias da
primeira injecdo de ar uma nova injecdo de 7 ml de ar estéril foi feita para a manutencdo da
cavidade. No 6° dia os animais foram pré-tratados, por via oral, com veiculo, dexametasona,
EE ou fragdes e apds sessenta minutos desse tratamento, receberam inje¢do de 1 ml de
carragenina 1%. Foram separados trés grupos de animais considerados como controles, o
controle negativo composto por animais tratados somente com o veiculo sessenta minutos
antes da inje¢do de carragenina, o controle positivo composto por animais tratados i.p. com

dexametasona (0,5 mg/kg), também sessenta minutos antes da inje¢do de carragenina e, por
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fim, um grupo considerado apenas como “controle da qualidade dos animais” composto por
animais tratados com o veiculo e que receberam injecdo de 1 ml de PBS estéril na BAS. No
7° dia os animais foram eutanasiados e a cavidade foi lavada com 1 ml de PBS para a coleta
do exsudato inflamatdrio, e também retirou-se o sangue e a medula 6ssea dos animais.
Imediatamente apds a coleta, a contagem total e diferencial dos leucocitos presentes no
exsudato foi determinada em contador automatico de células (pocH-100iV Diff, Sysmex),
assim como as células do sangue e da medula 6ssea. O exsudato foi centrifugado a 11.000
rpm por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -20°C para
posteriores quantificagdes de 6xido nitrico (NO), de proteina e de citocinas.

No caso da contagem diferencial do sangue, realizada com o intuito de definir se a
dose mais alta do extrato e suas fragdes poderia causar algum efeito téxico ao sangue dos
animais, 100pl de sangue foram coletados do olho de cada animal e colocados em um
ependorfe contento 15ul de EDTA e imediatamente foi feita a contagem das células no
aparelho. Para contagem diferencial da medula, realizada para que se investigasse algum
possivel efeito mielotdxico do extrato e suas fragdes, o fémur do camundongo foi retirado e
lavado com 1 ml de PBS estéril, as células também foram contadas no contador automatico

de células. O protocolo esta representado no esquema 7.
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DIAS

0 3 6 7
Injecdo de 10 ml REFORCO Veiculo, 24h depois da
de ar estéril Injecdo de 7 ml Dexametasona, injecdo de

de ar estéril Extrato etandlico carragenina ou

PBS: lavagem da

ou fragbes — 1h :
cavidade com 1 ml

depois injeta-se
carragenina ou PBS de PBS

na cavidade
Coleta do exsudado,

do sangue, da medula
ossea.

Quantificacdao de NO,
citocinas e proteinas.

Esquema 7: Protocolo bolsa de ar subcutanea.

3.6.6. Quantificacdo de citocinas e proteinas

Os sobrenadantes recolhidos do exsudado da BAS foram usados para a quantificagdo
de TNF-a, IFN-y, IL-1B, NO e proteina. As citocinas foram quantificadas pelo método de
ELISA, usando o protocolo sugerido pelo fabricante (B&D), que resumidamente, consiste em
recobrir imunoplacas de 96 pocos, e incubadar por 18h a 4°C, com anticorpos de captura anti-
TNF-o ou anti-IL-1P ou anti-IL-10 ou anti- IFN-y, e diluidos no tampao diluente. Apos o
periodo de incubacdo as placas foram lavadas com tampdo de lavagem e bloqueadas por 1
hora, em temperatura ambiente, com tampao de bloqueio. Em seguida, foram novamente
lavadas com tampao de lavagem e, 50 pl das amostras ou o padrio especifico de citocina
recombinante, foram adicionados aos pogos. As placas foram incubadas durante a noite a 4°C
e posteriormente foram lavadas com tampdo de lavagem e incubadas por 1 hora, em
temperatura ambiente, com anticorpo de detec¢do conjugado com a enzima. Apos a lavagem

das placas, a adi¢dao da solugdo de substrato e a incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz,
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foi adicionado H3PO4 IN (25 pl/pogo) como solugdo de parada. A absorbancia foi medida a
450 nm utilizando-se um leitor de microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) e as
concentragdes das citocinas foram calculadas através da curva padrdo de citocinas e expressas

em pg/ml.

As proteinas foram quantificadas através do método BCA (BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce), e para a dosagem, foram misturados os reagentes A (carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio, acido bicincronico e tartarato de sédio em 0,1 M de hidroxido de so6dio) e B (sulfato
de cobre 4%), na propor¢ao 50:1. Em seguida, foram incubados 5 pl da amostra e 195 pl da
mistura dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) a 562 nm. A concentragdo de proteinas foi

expressa em pg/mL calculada usando uma curva padrao de albumina sérica bovina.

3.6.7. Quantificacio de nitrato

Para avaliar a producao de NO, a concentracao de nitrato (metabolito estavel do NO)
foi mensurada seguindo os pardmetros observados em Xu e colaboradores (2000),
acrescentado de modifica¢des (Raymundo e cols., 2011).

Resumidamente, a técnica consiste em desproteinizar o sobrenadante do exsudato, em
seguida, misturar a amostra, fosfato de sodio (0,5 M; pH 7,2), formato de amdnio (2,4 M; pH
7.2) e E. coli. Ap6s incubagdo por 2 horas a 37°C, centrifuga-se a 10.000 rotagdes por minuto
(r.p.m.) por 10 minutos. Ao final, mistura-se 100 pl do sobrenadante com igual volume do
reagente de Griess (1% sulfanilamida em 4gua e 0,1% naftiletilenodiamina em 10% H3;POy,),
por 10 minutos (Green e cols., 1982). A absorbancia foi medida em 540 nm e a concentracao

de nitrato foi calculada usando como compara¢do uma curva padrdo de nitrato de sodio.
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3.6.8. Analise estatistica

Todos os experimentos foram compostos por grupos de 6 — 10 animais. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrao (d.p.). A éarea sob a curva (ASC), parametro
utilizado em farmacologia para definir o efeito das substancias a serem avaliadas, foi
calculada pelo programa Prisma Software 5.0. A significancia estatistica entre os grupos foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Newman-Kels,
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados significativos

quando p foi menor do que 0,05 ('p<0,05).
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4. Resultados



4.1. Resultados em fitoquimica
4.1.1.1solamento do flavonoide hispidulina por cromatografia em coluna (CC)

A escolha de um bom sistema de solventes ¢, talvez, o passo mais importante para a
realizagdo das cromatografias em coluna. A cromatografia em coluna com silica gel foi
realizada com todos os extratos obtidos neste trabalho. No entanto, de uma forma mais
sucinta, descreveremos somente os resultados da coluna cromatografica realizada para a
fragdo em acetato de etila.

A fase movel usada para a realizacdo da cromatografia em coluna da fracdo em acetato
de etila continha os seguintes solventes em gradiente crescente de polaridade:
diclorometano, acetato de etila e metanol. As fragdes obtidas foram cromatografadas em
camada fina (Cromatografia em camada delgada — CCD) e posteriormente reunidas de
acordo com as suas similaridades cromatograficas.

Na figura 7 pode-se observar o perfil cromatografico das fragcdes 114 a 128 que eluiram
da coluna cromatografica com a fase movel composta de acetato de etila : metanol em duas
proporgdes de 8:2 de metanol e 7:3 de metanol. Apos a juncdo dessas fracdes foi possivel
isolar uma substancia pura cristalina amarela chamada aqui de composto X (20 mg,
rendimento de 0,15%).

Uma observacao importante quanto a analise das CCDs sdo os “rastros” deixados pelo
composto X. Esses rastros caracterizam a presenca de glicosideos, que quando eluido nos
solventes descritos sobre a silica como fase estacionaria, deixam uma “cauda” ou “rastro” na
placa de silica. Além disso, a coloragdo fortemente amarelada apos revelacdo da placa com
acido sulfurico indica a possibilidade do composto X ser um flavonoide, possibilidade esta

comprovada nos experimentos descritos a seguir.
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Figura 7: Placas de CCD das fragoes 114 a 120 e 122 a 128. Fase movel utilizada para a realizacao
das CCDs (114 — 128): AcOEt 90%/MeOH 10%. Fase mével na coluna cromatografica: AcOEt

80%/MeOH 20% (114-120) e AcOEt 70%/MeOH 30% (122 — 128).

4.1.2.Elucidacio estrutural do composto X por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

Apbs a separagdo por cromatografia em coluna, como descrito no item anterior, o
composto X (ainda ndo identificado), foi encaminhado para andlise por ressondncia
magnética nuclear utilizando como solvente DMSO deuterado (DMSO-d6). Foram
realizadas as analises de RMN de Hidrogénio (‘H) e Carbono (°C) Apés andlise dos
espectros a estrutura de um flavonoide foi sugerida, como sendo a Hispidulina 7-O- B-D-

glicosideo, representada na Figura 8.
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Figura 8: Composto X ou ‘Hispidulina 7-O-B-D-glicosideo’

O RMN de 'H (Figura 9) mostra sinais importantes da unidade hispidulina, como a
presenca de dois dubletos em 67.97 (J=8Hz) 66.95 (J=8Hz), assinalados aos protons 2°/6’ e
3°/5’ no anel B do esqueleto flavonoidico, respectivamente. Dois singletos aparecem em
campo baixo no espectro de RMN 'H dessa substincia, um em §12.97 ¢ outro em 10.42.
Esses sinais sdo referentes aos hidrogénios de hidroxilas fenolicas livres de flavonoides e
indicam que apenas duas estdo presentes nesse caso. Dois outros singletos sao aparentes no
espectro de RMN de 'H dessa molécula, um em 67.03 e outro em 06.88, sendo atribuidos a
posicao 8 do anel A e posicdo 3 do anel C, respectivamente. As expansdes apresentadas nas
Figuras 10 e 11 ilustram melhor a distribui¢do desses sinais, além de nos deixar visualizar

que se trata de uma molécula glicosidica.
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H do composto X.
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Figura 10: Expansio do espectro de RMN de 'H do composto X (86.7 a 88.0).
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Figura 11: Expansio do espectro de RMN de 'H do composto X (82.5 a 86.5).

O espectro de RMN de "*C (Figura 12) mostra de fato 15 carbonos referentes a uma
aglicona flavonoidica mais 6 carbonos referentes a uma porcdo glicosidica. O sinal em
campo mais baixo no espectro de RMN de "°C, §182.2 é referente ao carbono da carbonila
na posi¢do 4 do flavonoide, este sinal ndo estd apresentado no espectro por ter sido cortado

durante a analise da amostra. Outros sinais importantes sao os sinais de carbono ligados a
hidroxilas (livres ou protegidas) dessa substancia e sao 06161.83, 6156.96, 6152.62 ¢

8132.99, referentes aos carbonos 4°, 7, 5 e 6 respectivamente.
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Figura 12: Espectro de RMN de 13C do composto X.

Para comprovar que o composto X isolado era de fato o flavonoide Hispidulina 7-O-
B-D-glicosideo, os dados observados nos espectros tanto de carbono quanto de hidrogénio
foram comparados aos dados encontrados na literatura (Iwashina e cols., 1999), e estdo

apresentados na tabela abaixo (Tabela 1).
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observados na literatura (Iwashina e cols., 1999).

Tabela 1: Dados observados nos RMNs de "°C e 'H, para o composto X, comparados com os dados

Dados da literatura Dados do composto X
Numeracio 'HRMN, 3y | “C RMN, 8¢ 'H RMN *C RMN
(ppm) (ppm)
1 _ _ — _

2 _ 163,2 o 164,77

3 6,84 103,4 6,88 103,9

4 _ 182,2 _ 182,2

4a _ 152,8 _ 152,93

5 _ 152,6 _ 152,62
6 _ 131,5 _ 132,99

_ 157,7 _ 156,96

8 7,11 94,5 7,03 94,83

8a _ 104,2 _ 106,2

I' _ 124,4 _ 121,58

2' 8,25 128.2 8,00 129,06

3 7,4 116,7 7,00 116,47

4" o 160,4 _ 161,83

5 7,4 116,7 7,00 116,47

6' 8,25 128,2 8,00 129,06
Glil 3,73 100,9 3,78 101,7
Gli2 3,70 73,2 3,77 72,34
Gli3 3,22 77,3 3,23 77,22
Gli4 3,50 69,7 3,53 70,05
Gli5 3,45 75,8 3,48 77,76
Gli6 3,52 60,6 3,50 61,08

4.1.3.Dosagem de hispidulina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Para a quantificacdo do flavonoide na fragdo em acetato de etila (da qual foi isolado),
uma curva de calibragdo foi realizada, pelo método do CLAE, e estd expressa no grafico 1.

A equacdo da reta obtida foi y=31572x — 12994.
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Grifico 1: Curva de calibragio para o flavonoide Hispidulina 7-O-f-D-glicosideo

A fragdo em acetato de etila também foi analisada por CLAE utilizando-se a mesma
metodologia descrita para constru¢do da curva de calibragdo da hispidulina 7-O--glicosideo
(Figura 13). A érea referente ao pico com o mesmo tempo de reten¢do da hispidulina 7-O-f3-
glicosideo foi calculada em 373499,5, o que sugere que o flavonoide esteja na concentragdo

de 117,9 pg/ml na fragdo em acetato de etila, obtendo um rendimento de 39,3%.
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Figura 13: Analise da fracdo em acetato de etila pelo método de CLAE
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4.1.4.Investigacdo da composicao das fracées em hexano, diclorometano e acetato de
etila utilizando cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM).

Para seguir com as analises dos componentes das fragcdes, cada uma delas foi analisada
pelo método de cromatografia com fase gasosa acoplada a espectroscopia de massas, a fim
de que fossem observados outros componentes, nesse caso volateis, presentes nas fragdes. E
importante ressaltar que o flavonoide por ser uma substancia ndo volatil, ndo podera ser
observado neste experimento.

Os resultados estdo expressos como cromatogramas e tabelas (conjuntos), nas quais
estdo expressas as relagcdes entre o tempo de retencdo (tg), a substidncia proposta pela
biblioteca e por fim a confiabilidade (em porcentagem), a qual s6 foi considerada quando o
valor era maior do que 80%.

Primeiramente, foi analisado o extrato em hexano (conjunto 1). Para essa fracdo duas
imagens de cromatogramas foram apresentadas, uma sem os tempos de retencdo e a outra
imagem contendo todos os tempos de reten¢do. Foram detectadas 31 substancias das quais
somente 16 podem ser considerados confidveis, elas estdo descritas na tabela representada

no conjunto 1.

Abundance

TIC: 7563-0.D\ data.ns
3500000

3000000
2500000
2000000

1500000

1000000

500000

e

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time—
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Abundance

TIC: 7563-0.D\ data.nms

3500000/ 14-?" 7
13.704
3000000
2500000/
14.826
2000000 11.714 h
1500000/ 14.567
4.720 J ﬂ ”
1000000
i
5.065 113.301
500000 7.231 A A= Aca ———
e 113095531617 13 55s K21 748 250924

8578 118  1171—
o NI :

R e e e B S L A e o o LA e S e AL B e e e A B
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time—
tg (min) Substancia sugerida pela EM Confiabilidade
4,720 - -
4,952 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecenol 90%
5,065 - -
6,425 Palmitato de etila 93%
6,548 Acido palmitico 99%
7,231 Fitol 90%
7,878 Acido oleico 96%
8,118 - -
11,714 19, 23-Hexametil -Tetracosahexano 99%
13,301 B-Tocoferol 95%
13,704 Vitamina E 98%
13,940 - -
14,087 Colest-7-en-3-one,4,4-dimetil 86%
14,417 y-sitosterol 99%
14,567 B-amirina 95%
14,826 o-amirina 99%
14,947 9,19-Ciclolanostan-3-o0l,24-metileno-,(3.beta) 94%
15,113 - -
16,022 - -
16,311 - -
17,193 10-Hidroxi-2,4,6a,6b,9,9,12a-heptametil- 86%
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,8,8a,9,10,11,12,12a,13,14b-
eicosahidropiceno-2-acido carboxilico

18,072 - -
18,196 - -
20,850 - -
21,058 - -
21,475 - -
21,594 Stigmastan-3,5-dieno 91%
21,748 - -
25,711 - -
25,924 - -

Conjunto 1: Cromatogramas e tabela sugerindo os componentes da fracdo em hexano.
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A fracdo em diclorometano foi a segunda a ser avaliada (conjunto 2), como a
quantidade de picos de retencdo demonstrado no segundo cromatograma era muito grande, o
primeiro cromatograma foi expresso para a melhor observagao dos picos.

Foram apontados 16 possiveis componentes para a fracdo em diclorometano, no
entanto, apenas 4 apresentavam confiabilidade elevada. Eles estdo descritos na tabela abaixo

(conjunto 2).
Abundance

TIC: 7564-1.D\data.ns
1200000

1100000
1000000
900000
800000
700000
600000

500000

400000

300000

200000

100000

T
6.00

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Time—

Abundance

TIC: 7564-1.D\data.ns
1200000/ 15.180

1100000
6.583
1000000
900000
800000
700000

600000+ 6.663
4.891

500000

_6.259 18.284
400000 549 14.290

H H
30000_4.685 MH 226.160

5 182 8.487 14.046

200000{| ¥ 2-862 7998 e ﬂ/
8'2n'2 1349.@ ‘16 18 o024
100000/ m -EETe kRt Yﬂ‘mﬂﬂ WM

600 800 1000 1200 1400 1600 180020002200240026002800
Time—
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tr (min) Substancia sugerida pela EM Confiabilidade
4,685 - -
4,894 2-Ciclohexen-1-0, 4-(3-hidroxi- | 80%
1-butenil)-3,5,5-trimetil
5,368 - -
6,134 - -
6,589 - -
6,668 - -
|| 8,014 Galato de etila 93%
8,498 - -
13,878 - -
14,040 - -
14,290 Estigmasterol,22,23-diidro 97%
15,180 4H-1-Benzopiran-4-ano, 5,7- 93%
diidroxi-2-(4-hidroxifenil) — 6-
metoxi
15,715 - -
17,073 - -
17,157 - -
18,283 - -

Conjunto 2: Cromatogramas e tabela sugerindo os componentes da fragdo em diclorometano.

Por fim, foi analisada a fracdo em acetato de etila (conjunto 3). Esta fracdo apresentou

poucos componentes volateis, isto ¢, além do flavonoide (componente majoritario desta

fracdo), ha, provavelmente, mais 2 outros componentes que fazem parte desta fracdo, eles

estdo descritos na tabela abaixo (conjunto 3).

Abundance

220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

Ot

5.147

Al

1

TIC: 7565-1.D\data.ns

14.949

it

25.577
25.408

Time—

LA e s e o A A
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22

L e e LA A
.00 24.00 26.00 28.00
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tg (min) Composto Confiabilidade
5,147 - -
5,496 1,3,5-Benzenotriol, diidrato 86%
10,840 - -
14,949 4H-1-Benzopiran-4-ano, 5,7- 81%
diidroxi-2-(4-hidroxifenil) — 6-
metoxi

Conjunto 3: Cromatograma e tabela sugerindo os componentes da fra¢do em acetato de etila.

4.1.5 Anatomia Vegetal

Alguns cortes histologicos foram realizados a fim de se observar estruturas que
pudessem corroborar com as analises fitoquimicas e também com os efeitos farmacologicos
observados.

A figura 14 representa o corte longitudinal da folha. A foto foi tirada usando o
aumento de 10x e nao foi usada nenhuma coloragao.

Na figura 15 pode-se observar focos de amido (seta vermelha), que s6 foi possivel pois
o corte recebeu a coloragao com iodo. O aumento utilizado também foi o de 10x.

A figura 16 ressalta a presenga de tricomas nas folhas, os quais retém o 6leo essencial
desta espécie, A fotografia foi realizada no corte sem coloragao, usando um aumento de 10x.

Para a observagao dos cristais de oxalato com maior precisao, uma lente polarizada foi
utilizada. Na figura 17 € possivel observar a presenca cristais de oxalato (seta vermelha) no
aumento de 40x.

Por fim, as figuras 18 e 19 demostram a presenga de compostos fendlicos (setas
vermelhas) apds a coloragdo dos cortes com cloreto férrico a 10% (figura 18) e cloreto
férrico 0,1% (figura 19). Os cortes foram observados em um aumento de 10x (figura 18) e

em um aumento de 40x (figura 19).
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Figura 16: Tricomas, aumento de 10x.
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Figuras 18 e 19: Compostos fendlicos em menor aumento (figura 18, aumento 10x) e maior

aumento (figura 19, aumento 40x). Coloragdo usada: cloreto férrico 10% (figura 18) e cloreto férrico

0,1% (figura 19).

4.2. Resultados em farmacologia
4.2.1.Efeito do EE e suas fracoes no modelo da placa quente

O modelo da placa quente foi realizado com o intuito de avaliar a atividade
antinociceptiva central do extrato etandlico e as fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila. Neste modelo o animal tenta lamber ou retirar a pata da superficie aquecida como
consequéncia da ativagdo do cortex somatossensorial através de um estimulo térmico

(Sahley and Berntson, 1979).
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Apo6s as duas primeiras medidas da linha de base, os animais foram divididos em
grupos de tempo de laténcia semelhantes e cada grupo recebeu as doses de 10, 30 ou 100
mg/kg do EE, fH, f{DCM ou fAE, por via oral (v.0.). Os valores foram comparados aos

valores apresentados pela morfina (analgésico opioide) bem como aos valores demonstrados
pelo grupo pré-tratado somente com veiculo.

Como se pode observar no grafico 2, os extratos e suas fragdes apresentaram
atividade antinociceptiva central, e de maneira positiva, o extrato etanodlico e a fragdo em
hexano apresentaram atividade significativa nao s6 quanto ao veiculo, mas também quanto a
morfina nas doses de 30 mg/kg. Os valores sdo representados em percentual de aumento em
relacdo a linha de base (coluna da esquerda) e area sob a curva (ASC — coluna da direita).

Para melhor visualizagdo dos graficos vide anexo 1.
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Grafico 2: Efeito do Extrato Etanodlico (A) e das fragdes em Hexano (B), Diclorometano (C) e

Acetato de Etila (D) no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados oralmente com
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veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg ou morfina (2,5 mg/kg, i.p.) Os resultados sdo
expressos como média £ d.p. (n=5-7). A significancia estatistica p < 0,05 (*) foi calculada por
analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels, entre os grupos tratados com
o veiculo, o extrato, suas fragdes ou morfina. Em relagdo ao extrato etandlico e¢ suas fracdes

comparados ao grupo que recebeu morfina foi usado o simbolo #.

4.2.2.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo de nocicep¢ao induzida pela injecio
intraplantar de capsaicina

O modelo da lambedura de pata induzida pela capsaicina foi empregado com o
intuito de avaliar o envolvimento dos receptores TRPV-1 no efeito antinociceptivo do EE e
suas fracdes este experimento estd descrito por Sakurada e cols (1992).

A capsaicina estimula receptores TRPV-1 e aumenta a liberacdo de varios
neurotransmissores, incluindo substancia P e glutamato, a partir de terminais periféricos e
centrais de neurdnios sensoriais primarios. Essa estimulacdo pode contribuir para o
processamento nociceptivo (Medvedeva e cols, 2008).

Os resultados obtidos no modelo da capsaicina (grafico 3) mostram que o grupo pré-
tratado com o veiculo manifestou uma resposta nociceptiva da lambedura da pata de 43,1
segundos, quando o EE (grafico 3A) foi administrado, por v.o., na dose de 30 mg/kg e na
dose de 100 mg/kg o tempo de lambedura da pata foi reduzido para 20,0 segundos ¢ 17,1
segundos, respectivamente. Para a fracdo H (grafico 3B), as doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg
reduziram o tempo de lambedura da pata para 26,8 e 19,4 segundos, respectivamente. Ja
para a fracdo em DCM (grafico 3C), as doses que apresentaram redugdo significativa na
lambedura da pata foram as de 30 mg/kg e 100 mg/kg, manifestando tempo de lambedura de
28,4 segundos e 17,9 segundos, respectivamente. Por fim, a fracido em AE (grafico 3D)

apresentou efeito significativo nas 3 doses administradas, reduzindo os tempos de lambedura
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da pata para 32,9 segundos na dose de 10 mg/kg, 12,5 segundos na dose de 30 mg/kg e 23,0

segundos na dose de 100 mg/kg.
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Grafico 3: Efeito do EE (A) e suas fragcdes em H (B), DCM (C) e AE (D) no modelo de nocicepgao

induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina. Os animais foram pré-tratados oralmente com

veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 e 100 mg/kg) 60 minutos antes da injecdo de 20 pl de

capsaicina. Os resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7). A significancia estatistica (* p <

0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.3.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo de nocicep¢ao induzida pela injecio

intraplantar de glutamato

O modelo da lambedura de pata induzida pelo glutamato foi realizado com o objetivo

de investigar se a via glutamatérgica — ja ¢ bem estabelecido que o glutamato ¢ um dos

principais neurotransmissores excitatorios envolvido na transmissdo de sinais nociceptivos
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(Jancso, 1978; Ju e cols., 1987; Beirith e cols., 2002) - também participava no efeito
antinociceptivo do extrato e suas fragdes, isto ¢, foi avaliado se as quatro substancias seriam
capazes de reverter o efeito nociceptivo causado pela inje¢do intraplantar do glutamato.
Conforme apresentado no grafico 4, o pré-tratamento, por v.o., com todas as
substancias testadas nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg causou reducido significativa no tempo
que o animal permaneceu lambendo a pata. O animal tratado apenas com o veiculo
apresentou tempo de lambedura de 150 segundos, para o EE (grafico 4A) a dose que
apresentou maior inibicdo foi a de 10 mg/kg, reduzindo para 12 segundos o tempo de
lambedura da pata. Para todas as fragcdes a dose que demonstrou melhor resposta foi a de 30
mg/kg, reduzindo para 33,9 segundos, 53,1 segundos e 41,6 segundos para fH (grafico 4B),

fDCM (grafico 4C) e fAE (grafico 4D), respectivamente.
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Grafico 4: Efeito do EE (A) e suas fracdes em H (B), DCM (C) e AE (D) no modelo de nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg) 60 minutos antes da injecdo de 20 ul de

glutamato. Os resultados sao expressos como média + d.p. (n=5-7). A significancia estatistica (* p <
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0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato, suas fracdes ¢ o veiculo, por analise de

variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.4.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo da lambedura de pata induzida pela
formalina

A inje¢do intraplantar de formalina (2,5% v/v) desencadeia uma resposta algésica
dividida em duas fases distintas. A 1? fase (fase neurogénica) ocorre nos primeiros 5 minutos
apods a injecdo da formalina e a 2* fase (fase inflamatdria) ocorre entre 15 e 30 minutos apos
a injecao de formalina.

Os resultados apresentados no grafico 5 mostram o efeito do extrato etandlico, e das
fragdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, na
resposta de lambedura da pata induzida pela formalina.

Para a primeira fase do experimento, o grupo de animais tratados oralmente com o
veiculo obteve tempo de lambedura de pata de 69,8 £+ 15,4 segundos. O grupo que recebeu o
pré-tratamento com acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg, controle positivo), permaneceu
lambendo a pata por 59,7 = 9,7 segundos, ndo havendo, portanto, diferenca significativa
quando comparado ao grupo controle (veiculo). Assim como também ndo houve diferenca
significativa no tempo de lambedura da pata dos grupos que receberam o pré-tratamento do
extrato e as fragdes na primeira fase do experimento.

Durante a fase inflamatéria (2* fase), os animais pré-tratados oralmente com o
veiculo apresentaram um tempo de resposta de 336,9 + 47,9 segundos. J& nos animais pré-
tratados com AAS, o tempo obtido foi de 164,5 + 43,5 segundos, correspondendo a uma
inibicao de 51,17% na resposta. Os grupos pré-tratados com EE (grafico 5A), H (grafico 5B)
e DCM (grafico 5C) apresentaram uma redu¢do no tempo de resposta somente na dose de 30
mg/kg. Porém, para a fragdo AE (grafico 5D) nenhuma das doses inibiu significativamente a

lambedura de pata dos animais.
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Griafico 5: Efeito do EE (grafico 4A), H (grafico 4B), DCM (grafico 4C) e AE (grafico 4D) No
modelo da lambedura de pata induzida pela formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg), EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg), 60
minutos antes da inje¢do intraplantar de formalina (2,5% v/v). Os resultados sdo expressos como
média + d.p. do tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina
(n=5-7). A significancia estatistica p < 0,05 foi calculada comparando os grupos pré-tratados com o
EE, fracdes ou AAS com o grupo pré-tratado com veiculo (*), por analise de varidncia (ANOVA)

seguida do pds-teste de Newman-Kels.

4.2.5.Efeito do EE e suas fracdes no modelo inflamatorio de migracio celular — BAS
Apesar de a resposta anti-inflamatoria ndo ter sido extremamente positiva no
experimento da formalina, o modelo da migragdo celular foi realizado por se tratar de um

teste cuja resposta inflamatoria ¢ diferente do experimento anterior, isto €, ainda que o
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extrato bruto e as fragdes nao tenham apresentado grande redugdo no tempo de lambedura da
pata dos animais na segunda fase do experimento da formalina, o modelo da BAS provoca a
transmigracao de células para uma cavidade, o extravasamento plasmatico e a produgdo de
inimeros mediadores e diversas citocinas, o que permite investigar o potencial anti-
inflamatorio de possiveis substancias candidatas a anti-inflamatérios (Okudaira e Schuwarz,
1962; Clark, 1975; Vigil e cols., 2008) no que tange a migracao de leucdcitos.

E importante ressaltar que durante a realizacdo deste modelo de migragdo celular,
também foi plausivel analisar possiveis efeitos hematologicos e/ou mielotoxicos quando EE
ou as fragcdes foram administradas. O que foi observado ¢ que nenhuma das substancias

apresentou qualquer efeito toxico aos animais (resultados ndo mostrados).

4.2.5.1. Quantificacao de leucdcitos totais

Vinte e quatro horas apds a inje¢do da carragenina (1%) na BAS, o primeiro
pardmetro avaliado foi da migragdo celular (grafico 6), caracteristica de um fendmeno
inflamatorio em progressdo. De acordo com os resultados apresentados, a inje¢do de
carragenina na BAS nos animais pré-tratados oralmente com o veiculo causou, apds 24
horas, um aumento significativo no ntimero de leucdcitos totais na cavidade, 48,0 + 12,3 x
10 células/ml para o EE — gréfico 6% 64,8 £ 10,9 x 10° células/ml para a fragdo em acetato
de etila — grafico 6D; e 58,6 + 15,9 x 10° células/ml para as fragdes em hexano — grafico 6B
e diclorometano — grafico 6C. Em relacdo ao grupo que recebeu a inje¢do de PBS, foram
quantificadas 0,9 £ 0,5 x 10° células/ml para o extrato em etanol, 1,8 + 0,8 x 10° células/ml
para a fragdo em acetato de etila e 3,0 £ 1,5 x 10° células/ml para as fracdes em hexano e
diclorometano. J4 os animais que foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.) com o anti-
inflamatorio esteroidal (AIE) dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de

carragenina na BAS, foi observada uma reducdo de 48,5% no numero total de células
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quando comparado a 64,8 + 10,9 x 10° células/ml do grupo que recebeu carragenina, isto &, o
numero de células na cavidade foi reduzido para 33,4 + 13,0 x 10° células/ml. Para o grupo
que recebeu o pré-tratamento com o extrato ndo houve redu¢do na migracao leucocitaria, ja
as fracdes em hexano e diclorometano apresentaram redu¢do da migragdo celular nas trés
doses testadas e, por fim, a fracdo em acetato de etila reduziu significativamente a migracao

celular somente nas doses de 10 e 100 mg/kg.
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Grafico 6: Efeito do EE (A), e as fracoes H (B), DCM (C) e AE (D) na migragdo celular induzida
por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada), EE,
fH, fDCM ou fAE nas doses (10, 30 ¢ 100 mg/kg) 60 minutos antes da inje¢do de PBS (grupo
controle) ou carragenina (demais grupos) na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente (i.p) com
dexametasona (0,5 mg/kg) também 1 hora antes da injegdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo

expressos como média + d.p. do niimero de leucécitos totais (x 10°mL) (n=5-7). A significincia

70



estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato, fracdes ou dexametasona

e o veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.5.2. Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1f, IFN- y)

Apo6s a injecdo de carragenina na BAS, além da liberacdo de alguns mediadores
inflamatoérios, ha também a liberagao de diversas citocinas que estdo envolvidas na evolucao
do processo inflamatorio. Assim, foi avaliado se o EE e suas fracdes seriam capazes de
alterar a producao de algumas citocinas produzidas durante a resposta inflamatoria, induzida
por carragenina.

A concentracdo de TNF-a, IL-1B e, IFN- y no exsudato inflamatorio da BAS nos
animais tratados oralmente com o veiculo e que receberam injecdo de carragenina na
cavidade, manteve-se acima de 500 pg/ml (graficos 7, 8 € 9).

Para a citocina TNF- a (grafico 7), foi possivel observar redugdo significativa nas
trés doses administradas para o EE (grafico 7A) e para a fragdo em AE (grafico 7D),
enquanto as fracoes H (grafico 7B) e DCM (grafico 7C) ndao demonstraram efeito
significativo na producgdo desta citocina em nenhuma das doses testadas.

Em relagdo a producgdo de IL-1pB (grafico 8) somente o EE (grafico 8A) foi capaz de
reduzir a producao desta citocina nas trés doses administradas, de forma semelhante aquela
produzida quando a dexametasona foi administrada (0,5 mg/kg, i.p.).

Por fim, a produgao de IFN- y (grafico 9) foi reduzida significativamente somente
quando houve administracdo do EE (grafico 9A) na dose de 10 mg/kg e também para a

fracao em AE (grafico 9D) nas doses de 10 e 30 mg/kg.
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Grafico 7: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) na producdo de TNF-a induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 e 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS.
Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentracdo de TNF-a (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato ou suas
fragoes e o veiculo, por analise de varidancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels. *

quando comparados os grupos tratados com as e o veiculo e o extrato/fragdes.
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Grafico 8: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) ¢ AE (D) na produgdo de IL-1B induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 e 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS.
Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentragdo de IL-1p (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com os trés derivados e o
veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pods-teste de Newman-Kels. * quando

comparados os grupos tratados com o extrato/fragdes e o veiculo.
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Grifico 9: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) na produgao de IFN- y induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 ¢ 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da inje¢do de carragenina ou PBS na
BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentragdo de IFN-y (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com os trés derivados € o

veiculo, por andlise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Kels.

4.2.5.3. Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico ¢ um importante mediador que regula diversos eventos do processo

inflamatoério (Rossi e cols., 2003).
O grafico 10 representa a quantificagdo de oxido nitrico produzido pelas células que

migraram para a BAS. No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veiculo, a
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concentragdo de NO no lavado da cavidade foi de 29,9 + 19,4 uM para o EE, 12,3 + 7,2 uM
para a AE e 40,8 + 22,1 uM para a fH e fDCM, enquanto o grupo injetado com carragenina
na BAS e pré-tratado com veiculo foi de 397,6 = 200 uM para o EE, 430,4 + 164 uM para
fAE e 287,8 + 148 uM para fH e f{DCM. Em animais que receberam intraperitonealmente a
dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS, houve uma
reducdo da producdo de NO para 70,2 £ 50,6 uM em relacdo ao grupo injetado com
carragenina na BAS e pré-tratado com veiculo. O grupo de animais que recebeu tratamento
com o EE (grafico 10A) ndo apresentou uma reducao significativa na producao de NO, ja a
fracdo em hexano (grafico 10B) foi capaz de reduzir a producdo de NO nas doses de 10 e
100 mg/kg. No entanto a fragdo em DCM (grafico 10C) sé reduziu significativamente a
producdo de NO na dose de 10 mg/kg e a fragdo AE (grafico 10D) somente na dose de 100

mg/kg.
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Grifico 10: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) ¢ AE (D) na produgdo de NO induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou com EE, fH, fDCM e
fAE (10, 30 e 100 mg/kg), 60 min antes da inje¢do de carragenina na BAS, ou pré-tratados i.p.com
dexametasona (0,5 mg/kg) 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo
expressos como média + d.p. da concentragdo de NO (uM) (n=5-7). A significancia estatistica (*p <

0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.5.4. Dosagem de proteinas
Mais um evento que ocorre apos a inje¢ao da carragenina na BAS ¢ o aumento da
permeabilidade vascular que favorece o extravasamento de proteinas plasmaticas do sangue

para a BAS.
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No grafico 11, o grupo dos animais pré-tratados com veiculo e que recebeu a inje¢ao
de PBS na cavidade, foram quantificadas 6,6 + 2,0 mg/ml, 30,8 £ 26,1 mg/ml e 7,5 + 3,8
mg/ml de proteinas totais para EE, fAE, fH/fDCM, respectivamente, enquanto no exsudato
inflamatorio dos animais que receberam injecdo de carragenina, foram quantificadas 269,8 +
51,3 mg/mL, 281,5 + 62,7 mg/mL e 296,1 = 93,0 mg/mL de proteinas para EE (grafico
11A), fAE (grafico 11D), fH/ADCM (grafico 11B e 11C, respectivamente). Nos animais pré-
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo da carragenina na BAS, a
concentracdo de proteina foi 222,8 + 73,7 mg/mL. Portanto, ndo houve inibi¢do do
extravasamento de proteina quando o grupo tratado com dexametasona foi comparado ao
grupo que recebeu carragenina na BAS. Considerando os grupos de animais pré-tratados
com EE, H, DCM e AC (10, 30 e 100 mg/kg), nenhum dos grupos foi capaz de inibir o

extravasamento de proteinas causado pela inje¢do de carragenina na BAS (grafico 11).
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Grafico 11: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) no extravasamento de proteinas
plasmaticas induzida por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo
ou com o extrato etanolico e suas fragoes (10, 30 e 100 mg/kg), 60 min antes da injecdo de
carragenina na BAS ou pré-tratados i.p. com dexametasona (0,5 mg/kg) 1 hora antes da inje¢ao de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média = d.p. da concentragdo de proteinas

plasmaticas totais (mg/ml) (n=5-7).
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5. Discussao



Neste trabalho nossos objetivos foram investigar as possiveis atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato etanolico e das fracdes em hexano,
diclorometano e acetato de etila das folhas de Tibouchina granulosa.

A T. granulosa é uma arvore ornamental e o chd de suas folhas ¢ usado na
medicina veterindria popular para cicatrizacdo de feridas de animais domésticos
(observagao pessoal; Fernandes, P.D.). A preparagdo do extrato bruto e suas fragdes foi
realizadas pelo nosso laboratorio (LaFDI), assim como os testes farmacologicos
realizados com as mesmas. As andlises fitoquimicas e anatdmicas das folhas, no
entanto, foram executadas sob supervisdo do prof. Fabio Boylan, no laboratorio de
farmacognosia da Escola de Farmacia e Ciéncias Farmacéuticas no Trinity College
Dublin/Irlanda.

Para verificar se o extrato e as fragdes possuiam atividade analgésica central o
primeiro modelo realizado neste trabalho foi o da placa quente. E comum utilizar o
calor como estimulo nociceptivo em modelos de dor aguda. Os nociceptores sdo
ativados diretamente pelo calor e seus mecanismos de ativagdo estdo relacionados a uma
atividade primdria na medula espinhal, bem como a processamentos em regides
superiores do Sistema Nervoso Central (Le Bars e cols., 2001).

Os analgésicos opioides e outros fArmacos com a¢do predominantemente central
aumentam o tempo de permanéncia (tempo de laténcia) dos animais na placa quente,
resultado interpretado como antinocicepg¢do. A observagdo de que o extrato e as fragdes
induziram aumento do tempo de laténcia dos animais na placa quente, sugere que estes
andlogos apresentam atividade antinociceptiva central, tendo as doses de 30 mg/kg,
tanto do extrato etandlico quanto da fragdo em hexano, aumentado significativamente o
tempo de laténcia, ndo somente em relacdo aos animais tratados com o veiculo, mas

também quando comparados aos animais tratados com a morfina. Este efeito pode ser
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associado, a0 menos em parte, & composicado da fracdo em hexano, que como
observamos apos analise do CG/EM, possuia substancias como o-amirina e J-amirina as
quais ja foram caracterizadas como agentes antinociceptivos tanto periférico, como
espinhal e supraespinhal em roedores (Otuki e cols, 2005b).

Pensando em um possivel mecanismo de acdo analgésico do extrato e das
fragdes, o modelo de nocicep¢do neurogénico induzido pela capsaicina foi realizado.
Estudos mostram que a nocicep¢do induzida pela capsaicina ocorre através da ativagao
do receptor vaniloide TRPV1, que ¢ um canal ionotropico ndo seletivo a cations,
presentes em neurOnios sensoriais primarios (Caterina e cols., 1997; Palazzo e cols.,
2002). A capsaicina ¢ agente quimico provocador de algesia que possui um importante
papel no estudo do funcionamento das fibras aferentes sensoriais C e Ad, tendo em vista
a sua agdo nos nociceptores polimodais e termoceptores (Pietrovski e cols., 2006). Ela
provoca a liberagdo de neuropeptidios (substincia P), aminodcidos excitatorios
(glutamato), 6xido nitrico (NO) e mediadores pro-inflamatdrios em nervos periféricos,
sendo esta informacdo nociceptiva transmitida para a medula espinhal (Szallasi e
Blumberg, 1999).

O glutamato ¢ o neurotransmissor mais relevante envolvido Na transmissdo,
desenvolvimento e manuten¢do da resposta nociceptiva, ele age através da ativagdo de
iGluR ou mGIuR, levando a excitagdo e sensibilizagdo de nociceptores periféricos,
centrais e supra-espinhais (Aanonsen e Wilcox, 1989; Budai e cols., 1995; Carlton,
2001). A injecgdo intraplantar de glutamato libera aminoacidos excitatorios, PGE2, NO e
cininas (Beirith e cols., 2002; Sakurada e cols., 1992) e promove a ativagdo de fibras
sensoriais, que juntos induzem a liberacdio de uma série de substincias (opiodides
endogenos) no corno dorsal, o que também pode ativar receptores TRPV1 na medula

espinhal (Julius e Basbaum, 2001; Millan, 1999).
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O que se pdde observar quanto ao comportamento do EE e das fra¢des testadas ¢
que todos, em algum grau, apresentaram efeito antinociceptivo no modelo da lambedura
de pata induzida pela capsaicina, sugerindo que o efeito antinociceptivo do extrato e das
fragdes pode estar envolvido com os receptores TRPV1.

Em vista do que foi descrito, os resultados apresentados sugerem que o
tratamento com o extrato e as fragdes obtidas também reduzem a resposta nociceptiva
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato. Estes resultados indicam que o efeito
antinociceptivo das substancias envolve, a0 menos em parte, o sistema glutamatérgico.
Em conformidade com os resultados obtidos no modelo da nocicep¢do induzida por
capsaicina, ¢ possivel que as substancias estejam produzindo efeito antinociceptivo
através da regulacdo de receptores TRPV1, e, portanto, contribuindo para a modulagdo
da resposta nociceptiva.

A andlise fitoquimica desse extrato e suas fragdes nos permitiu identificar
substancias que poderiam, pelo menos em parte, justificar as agdes farmacologicas
observadas. O objetivo da cromatografia ¢ separar individualmente os diversos
constituintes de uma mistura de substancias seja para identificagdo, quantificagdo ou
obtencdo da substincia pura para os mais diversos fins. Tal separagdo da-se através da
migracdo da amostra através de uma fase estaciondria, no caso a silica, por intermédio
de um fluido (fase moével). Apos a introdugdo da amostra no sistema cromatografico, os
componentes da amostra se distribuem entre as duas fases e eluem mais lentamente que
a fase movel devido ao efeito retardatario da fase estacionaria. O equilibrio de
distribuicdo determina a velocidade com a qual cada componente migra através do

sistema (Argenton, A. 2010).
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Os experimentos de cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas ¢ de cromatografia liquida de alta eficiéncia mostram a presenca de o e f
amirina e do y-sitosterol na fracdo em hexano, estigmasterol na fragdo em
diclorometano, e também da hispidulina-7-O-B-D-glicosideo na fragdo em acetato de
etila. A identificacdo completa dessa uUltima substincia ainda esta sendo realizada,
porém, com isso, se sugere que a fracdo em acetato de etila contém uma grande
quantidade de derivados fendlicos, notadamente pertencentes a classe dos flavonoides.

Para avaliar se o extrato e suas fragcdes apresentavam efeito antinociceptivo
periférico e/ou anti-inflamatdrio, o modelo da lambedura de pata induzida por formalina
foi realizado. Foi demonstrado que a inje¢do de formalina pode ativar diretamente
nociceptores presentes em axonios ndo mielinizados, como, por exemplo, fibras C, e
pouco mielinizados, como as fibras Ad. Além disso, também ¢ capaz de desgranular
mastocitos, causando a liberacdo de histamina e heparina (Parada e cols., 2001). Esses
mediadores, por sua vez, ativam os nociceptores, promovendo também a liberacdo de
neuropeptideos como substancia P, neurocinina A, neurocinina B e CGRP, nos
terminais periféricos dos aferentes primarios (Santos e Calixto, 1997), assim como os
aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato (Omote e cols., 1998). Desta maneira,
acredita-se que este conjunto de mediadores quimicos parece ser o responsavel pela
nocicepcdo transitéria observada nos primeiros cinco minutos apds a inje¢do da
formalina (Milano, 2008).

Malmberg e Yaksh (1995) descreveram que a inje¢do intraplantar de formalina
causa um aumento significativo de glutamato ¢ PGE2 durante a segunda fase do
processo doloroso. Portanto, o modelo da formalina ¢ 1til para detectar a dor do tipo ndo

inflamatoria e inflamatoria, correspondendo a primeira e segunda fase, respectivamente.
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Farmacos que causam analgesia apresentam atividade diversificada nos dois
momentos do modelo da lambedura de pata induzida por formalina. Os opioides
possuem acdo central e inibem as duas fases. Por outro lado, firmacos com ac¢do
periférica, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e glicocorticoides
(AIEs), inibem somente a segunda fase (Hunskaar e cols., 1985; Hunskaar e Hole,
1987).

Os resultados deste modelo demonstraram que o extrato etanolico e as fragdes
ndo foram capazes de diminuir o tempo que o animal permanecia lambendo a pata na
primeira fase do experimento, sugerindo que ndo possuem atividade antinociceptiva
periférica, logo, provavelmente ndo atuam em receptores opioides e/ou ndo
intermedeiam a liberagdo de mediadores como serotonina, substincia P, cininas,
histamina ¢ CGRP. No entanto, o extrato ectandlico e as fragdes em hexano e
diclorometano foram capazes de inibir significativamente a lambedura de pata dos
animais na segunda fase do modelo, quando administradas na dose de 30 mg/kg, o que
pode indicar uma inibi¢ao na formagdo e/ou liberacdo de mediadores pro-inflamatorios
como citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato e 6xido nitrico (Chichorro e cols.,
2004; Tassorelli e cols., 2006). Essa inibicdo pode ser associada a atividade das
substancias ja descritas que compdem as fragdes, além de outras, visto que por serem
extrato/fragdes reinem outras substancias que podem ndo ter sido caracterizadas nos
experimentos realizados.

Como o extrato e algumas fragdes apresentaram efeito anti-inflamatério na
segunda fase do modelo da lambedura de pata induzida pela formalina, decidimos
realizar o0 modelo da migragdo celular para a bolsa de ar subcutdnea (BAS), no intuito

de avaliar se o extrato e as fragdes apresentavam alguma atividade neste modelo de
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inflamacdo, que procura observar a transmigra¢do de leucdcitos para um sitio
inflamado.

A BAS ¢ um modelo de inflamacdo muito utilizado para a triagem de farmacos
com potencial agdo anti-inflamatoria. Este modelo permite a avaliagdo de diversos
parametros inflamatdrios como, por exemplo, transmigracdo de leucocitos, andlise de
mediadores inflamatérios como citocinas, extravasamento de proteinas e producdo de
NO. A administragdo da carragenina na bolsa de ar subcutdnea induz um processo
inflamatorio com caracteristicas e curso da inflamag¢do semelhantes ao observado na
artrite reumatoide, com infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (Sedgwick e Lees., 1986).

Entre duas e quatro horas apos a inje¢do da carragenina ha intenso processo de
rolamento de leucocitos e adesdo celular. Seis horas apds a injecdo observa-se grande
fluxo de neutrodfilos e liberagdo de agentes quimiotaticos no sitio inflamatério (Secco e
cols., 2004). Apos 24 horas da injecdo de carragenina ocorre o aumento de leucocitos do
tipo polimorfonucleares, da atividade da enzima mieloperoxidase, aumento dos niveis
dos metabolitos do NO (nitrato e nitrito), € da exsudagdo e liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias (Ferrandiz e cols., 1996; Saleh e cols., 1996; Frode e Medeiros, 2001; Da
Silva, e cols., 2004; Koo ¢ cols., 2005).

Nossos resultados mostraram uma redu¢do na migracao leucocitaria nos grupos
pré-tratados com as fragdes. No entanto, o extrato etandlico ndo apresentou redugdo no
numero de leucécitos na BAS. Dentre as hipdteses que podem estar relacionadas a
inibicdo da migragdo leucocitaria observada nos animais tratados previamente com as
fragdes podemos destacar a inibicdo da producdo e/ou liberagdo de substancias pro-
inflamatorias relacionadas a quimiotaxia de leucdcitos. Nos nossos experimentos o

envolvimento de mediadores pro-inflamatorios e considerados quimiotaticos foi
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estudado e podemos citar as citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1p e IFN-y, assim
como o NO.

E importante ressaltar que apesar de o extrato etandlico ndo ter apresentado
reducdo na migragdo celular, nos testes subsequentes de quantificacdo de citocinas, o
mesmo apresentou reducdo significativa na produgdo destes agentes pro-inflamatorios,
sugerindo uma atividade anti-inflamatoéria no que diz respeito a inibi¢do de algum(s)
componente(s) das vias de sinaliza¢do das células em relagdo a producdo das citocinas
quantificadas.

De uma maneira geral, as fragdes em hexano e diclorometano ndo foram capazes
de inibir a produgdo das citocinas, enquanto a fracdo em acetato, reduziu
significativamente a producdo de TNF-o e IFN-y, mas ndo apresentou inibi¢do
significativa na redu¢do da producao de IL-1p.

Alguns estudos ja demonstraram que o TNF-a ¢ capaz de induzir a expressao de
moléculas de adesdao como: E-selectina, ICAM-1 ¢ VCAM-1 em culturas de células
endoteliais da microvasculatura pulmonar e dérmica humana (Jiang e cols., 2005).

Outro estudo que avaliou a expressao de algumas moléculas de adesdo
importantes para a firme adesdo e diapedese dos leucocitos, utilizou combinagdes de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1p, e anti-inflamatérias, como 1L-4 e IL-
10 e constataram que essas citocinas formam uma rede complexa de comunicagdo,
resultando em efeitos que ndo sdo determinados pela acdo de uma unica citocina, mas
pela interrelacdo entre elas (Daxecker e cols., 2002). Dito isto, supde-se que a atividade
anti-inflamatoria da fracdo em acetato de etila, a qual foi capaz de inibir a citocina TNF-
o e a migragdo celular, pode estar associada a inibicdo de moléculas de adesdo, via
inibi¢do de uma das citocinas responsavel pela indu¢do da producdo destas moléculas,

isto ¢, a fracdo pode estar atuando em um ou mais eventos celulares, inibindo
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mediadores que estimulam a expressdo de moléculas de adesdo (como a citocina pro-
inflamatoria TNF-a) ou fatores de transcri¢ao pro-inflamatorios como o NF-kB.

O IFN-y possui diversos efeitos imunoregulatorios, incluindo a ativagido e
estimulacdo de macrofagos a fim de que eles liberem espécies reativas de oxigénio, as
quais sdo danosas para o organismo. Esta citocina aumenta a permeabilidade vascular,
desempenhando assim um papel crucial no processo inflamatdrio que acompanha, por
exemplo, as doengas neurodegenerativas. Outros efeitos do IFN-y incluem a indu¢ao da
produgdo de TNF-a e IL-1 e efeitos sinérgicos com a citocina TNF- a, especificamente,
sobre a expressdo de moléculas do sistema imunologico (Gately e cols., 1994). Portanto,
o resultado apresentado pela fracdo em acetato de etila indica que além de inibir a
citocina TNF-q, esta fracdo também ¢ capaz de inibir a produ¢do de IFN- vy, sugerindo
um efeito anti-inflamatorio sinérgico na diminui¢do de moléculas do sistema
imunologico, ou até mesmo diminuindo a permeabilidade vascular na BAS.

Outro parametro analisado foi a produ¢do de NO. Os efeitos desse mediador na
resposta inflamatdria sdo complexos e envolvem tanto quimiotaxia de leucécitos como
aumento da permeabilidade vascular. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento
oral com as fracdes foi capaz de inibir significativamente a produ¢do de NO. Essa
menor producdo de NO pode ser consequéncia: 1) de um menor numero de células que
transmigraram para a BAS quando as fragdes foram administradas; 2) de no caso da
administracdo por via oral da fracdo em acetato de etila, a mesma estar atuando na
diminui¢do da producdo de citocinas dentre outros mediadores, fato este demostrado
nos graficos 7 € 9, nos quais a fragdo em questdo foi capaz de inibir a produg¢ao de TNF-
a e [FN-y (Chichorro e cols,, 2004; Tassorelli e cols., 2006) 3) da atividade da iNOS ou

ainda, pode ser decorrente de alteragdo na expressdo da enzima. No entanto, mais
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experimentos se fazem necessdrios para comprovar a terceira hipdtese, experimentos
estes que mostrem a agdo das fragdes sobre a expressao da iNOS.

Os mediadores inflamatérios liberados na BAS também sdo capazes de causar
aumento na permeabilidade vascular (Aller e cols., 2006; Schmid-Schonbein, 2006).
Sendo assim, o Uultimo pardmetro avaliado foi o extravasamento de proteinas
plasmaticas. Entretanto, o extrato e as fracdes ndo foram capazes de reduzir a
concentragdo de proteinas totais no exsudato inflamatdrio, sugerindo que o extrato e as
fragdes ndo alteram o aumento de permeabilidade vascular gerado pelos mediadores que
ainda se encontram no sitio inflamado.

Portanto, o efeito do extrato etandlico no que tange a diminui¢ao da produgdo de
citocinas; o efeito das fracdes em hexano e diclorometano na inibi¢do da migragdo
leucocitaria, e modulagdo negativa na sintese de NO; e, por fim, a redugdo da migragao
de leucdcitos somada a inibigdo da producdo de citocinas e NO por parte da fracdo em
acetato de etila, sugerem uma a¢ao anti-inflamatoria destes compostos. Os efeitos do EE
e das fragdes H, DCM e AE podem estar associados a composi¢ao fitoquimica descrita,
reforgando a atividade do flavonoide hispidulina, ja que, a fragdo em acetato de etila
aparenta ser a que melhor inibe o processo inflamatdrio, tanto pela via da modulagao
negativa da producdo de mediadores pro-inflamatodrios, como as citocinas TNF-a e IFN-
v € 0 NO, quanto pela diminui¢ao da transmigracdo leucocitaria para a BAS.

A fim de localizar a presenga de substancias fendlicas (como ¢ o caso do
flavonoide hispidulina-7-O-glicosideo) nas folhas da 7T.granulosa estudos de anatomia
vegetal foram realizados nesse trabalho. Além de substincias fendlicas, pode-se
observar também a presenca de amido, tricomas e cristais de oxalato de calcio,

caracteristicas anatomicas da espécie em estudo.
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6. Conclusao



Levando em consideracdo os resultados obtidos com as analises fitoquimicas e
farmacoldgicas para o extrato em etanol e as fragdes em hexano, diclorometano e
acetato de etila de 7. granulosa, pode-se concluir que:

e EE e as fragdes apresentaram efeito antinociceptivo central observado no
modelo da placa quente.

e Este efeito antinociceptivo pode estar relacionado, ao menos em parte, aos
receptores vanildéides (TRPV1), comprovado no modelo da lambedura de pata

induzida pela capsaicina.

e O mecanismo de a¢do antinociceptivo também parece estar relacionado de forma
direta ou indireta ao sistema glutamatérgico, visto que o extrato e as fragdes
foram capazes de reduzir a lambedura de pata induzida pela inje¢do de

glutamato.

® Todos os extratos testados apresentaram atividade anti-inflamatéria, seja no
modelo da formalina, como no modelo da migragdo celular, visto que EE, H e
DCM inibiram o tempo de lambedura da pata induzida pela inje¢do de formalina
na segunda fase do modelo e, além disso, as fragoes H, DCM e AE foram
capazes de inibir a migragdo leucocitaria no modelo da BAS, além de em algum
grau terem inibido mediadores pré-inflamatorios. Assim como, o EE foi capaz
de inibir todas as citocinas quantificadas neste trabalho.

e As substancias isoladas e/ou identificadas em cada fragdo estudada estdo
intimamente associadas as atividades descritas neste trabalho. No entanto, mais
experimentos farmacologicos serdo necessarios para que as atividades das

fragdes possam ser completamente atribuidas as substancias descritas.
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RESUMO

Analise fitoquimica e farmacologica da Tibouchina granulosa.
Carolina Carvalho Guilhon

Orientadora: Dra. Patricia Dias Fernandes.
Co-orientador: Dr. Fabio Boylan.

Resumo da dissertacio de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo
de Mestre em Ciéncias.

Tibouchina granulosa pertence a familia Melastomataceae e ¢ vastamente distribuida
em regides de mata atlantica no Brasil. 7. granulosa ¢ popularmente conhecida como
‘quaresmeira’ e ¢ comumente usada como planta ornamental. Algumas espécies do género sao
usadas na medicina veterindria, observagdes pessoais indicam que o cha das folhas apresenta
efeito cicatrizante, no entanto, nao ha comprovagao cientifica que suporte tal aplicacao.

As metodologias aplicadas para este trabalho incluiram a preparacdo de secgdes
anatomicas e as suas descri¢des; extracdao, isolamento e purificagdo de substincias e
elucidacao estrutural das mesmas; quantificacdo do composto isolado € composi¢dao
fitoquimica através de cromatografias e, por fim, ensaios farmacologicos do extrato etanolico
e das fracdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, provenientes das folhas de
Tibouchina granulosa.

Os resultados da analise anatomica estdo alinhados com as principais caracteristicas
dos vegetais pertencentes a familia Melastomataceae.

As andlises fitoquimicas da fracdo em acetato de etila das folhas de Tibouchina
granulosa levaram ao isolamento e identificacao da hispidulina-7-O-B-D-glicosideo, isolada
através de coluna cromatogréfica com silica gel, este flavonoide foi entdo quantificado através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na fragdo em acetato de etila. A técnica de
cromatografia gasosa com fase gasosa acoplada a espectroscopia de massas resultou na
identificacdao de a e f amirina e y-sitosterol na fragao em hexano e estigmasterol na fragao em
diclorometano.

O extrato etandlico provenientes das folhas de 7. granulosa e todas as fragdes foram
testadas para avaliar os seus potenciais anti-inflamatorios, através do teste da formalina e do
modelo da BAS (incluindo quantificagdo de citocinas, 6xido nitrico e proteinas), e suas
atividades antinociceptivas através do teste da placa quente e pelos modelos da lambedura de
pata induzida por capsaicina e glutamato.

O extrato etandlico e as fracdes apresentaram potencial efeito anti-inflamatorio e
atividade antinociceptiva, além disso, a andlise fitoquimica confirma que a composi¢do
quimica das folhas pode ser responsavel por essas atividades.

Palavras-chave: 1. 7. granulosa 2. Dor 3. Inflamagdo 4. Atividade antinociceptiva. 5.
Atividade anti-inflamatoria

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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ABSTRACT

Tibouchina granulosa belongs to the Melastomataceae family which is widely
distributed in atlantic forest regions in Brazil. 7. granulosa is popularly known as
‘quaresmeira’ and is commonly used as an ornamental plant. Some species of the genus are
used in popular vet medicine, personal observations indicate that teas from the leaves present
a significant wound healing effect, however, there are no scientific data that support these
applications.

The methodology designed for this study included the preparation of anatomic
sections and their description, extraction, isolation and purification of substances, structural
elucidation, chromatography, and pharmacological assays based on the crude ethanol extract
and the hexane, dichloromethane and ethyl acetate fractions of Tibouchina granulosa leaves.

The results of the anatomical study are aligned with the main characteristics for plants
belonging to the Melastomataceae family.

The phytochemical analysis of the ethyl acetate fraction of Tibouchina granulosa
leaves led to the isolation and identification of hispidulin-7-O-f-D-glucoside, isolated from
the column chromatography using silica, this flavonoid was then quantified using high
performance liquid chromatography (HLPC) in ethyl acetate fraction. The gas
chromatography/ mass spectrometry technique led to the identification of o and  amirin and
y-sitosterol in the hexane fraction and stigmasterol in the dichloromethane fraction.

Ethanol extract of the leaves of 7. granulosa and all the fractions were assayed for
their anti-inflammatory potential, using formalin test and SAP (including quantification of
cytokines, nitric oxide and proteins), and antinociceptive activity by displaying the hot plate
test and capsaicin and glutamate-induced foot licking models.

The ethanol extract and the fractions presented anti-inflammatory potential and
antinociceptive activity, and the phytochemical analysis confirm that the chemical
composition of the leaves could be responsible for their activity.

Keywords: 1. 7. granulosa 2. Pain 3. Inflammation 4. Antinociceptive activity. 5. Anti-
inflammatory activity.

Rio de Janeiro
Marco de 2015
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1.1. Produtos Naturais

Historicamente, os produtos de origem natural vém sendo usados como terapia
medicinal ha séculos. A populacdo busca na natureza o subsidio para suas necessidades
basicas, incluindo o tratamento medicamentoso (Dias e cols., 2012).

Os primeiros relatos do uso de medicamentos provenientes da natureza tém origem na
Mesopotamia e datam de 2600 a.C., os quais documentam o uso dos 6leos de Cupressus
sempervirens ¢ Commiphora que eram, e ainda sdo, usados atualmente, no tratamento de
resfriados, tosse e inflamacdo. No entanto, o documento mais conhecido sobre o tema ¢ de
origem egipcia, o “Ebers Papyrus”, e retrata mais de setecentas preparacdes, que tinham
como base algum componente de origem vegetal. Essas preparacdes variam de gargarejos,
pilulas, infusdes até pomadas (Dias e cols., 2012).

Os produtos terap€uticos naturais e seus metabolitos secundérios t€m sido a fonte mais
bem sucedida para a origem de novos farmacos. Levando em consideragdo que menos de
10% da biodiversidade do mundo foi testada para uma potencial atividade bioldgica, muitos
compostos de origem natural ainda esperam para serem descobertos e isto se torna um desafio
tendo como base a diversidade quimica que ainda precisa ser acessada (Dias e cols., 2012).

O uso de produtos naturais como medicamentos ¢ descrito ao longo da histéria como
“medicina tradicional”, “po¢des” ou “Oleos”, porém muitos dos componentes naturais
bioativos continuavam ndo identificados. A principal fonte de conhecimento para o uso
desses produtos naturais se dava pela experimentagdo humana, através de tentativas e erros,
por centenas de séculos (Dias e cols., 2012).

Devido a casos de toxicidade e efeitos adversos, observados quando sdo administrados
produtos de origem natural, e a fim de aumentar a compreensado sobre os efeitos dos mesmos,
pesquisas baseadas neste tema sdo fundamentais, ndo s6 para desvendar novas rotas de

obtencdo de fArmacos, mas também para elucidar a composi¢ao, mecanismo de acdo e efeitos



colaterais destes produtos naturais. De acordo com a World Health Organization (WHO),
65% da populacao mundial se tratam com medicamentos de origem natural e acreditam ser

este o melhor caminho para a cura de diversas doencgas (Cragg, 2013).

1.2. Tibouchina granulosa, do uso popular a experimentac¢io

O género Tibouchina, pertencente a familia Melastomatacea, possui dezenas de
espécies ornamentais, do tipo arbustos, herbaceas ou arbdreas e ocorrem tanto em campos e
brejos, como em bordas de mata (Joly, 1993). Alguns trabalhos j& descreveram atividades
antinociceptiva, anti-inflamatoria e antioxidante para outras espécies pertencentes a esta
familia, tais como as espécies, Osbeckia parvifolia Am. e Clidemia rubra Mart. (Murugan e
Parimelazhagan, 2013; Gordon e cols., 2011).

A T. granulosa, popular quaresmeira, ¢ uma arvore de até¢ 12 metros de altura, cujas
flores violaceas (figura 1) surgem entre fevereiro e margo. Alguns trabalhos ja publicados
sobre o género Tibouchina, e a familia a qual pertence, descrevem fitocomponentes como as
antocianinas (Bobbio e cols., 1985; Lowry, 1975). Estes mesmos trabalhos relatam a presenca
de antocianinas nas flores da 7. granulosa, as quais parecem estar correlacionadas ao
pigmento que confere as cores das flores desta espécie (Francis e cols., 1982). As
antocianinas sdo componentes do grupo dos flavonoides, estdo amplamente distribuidas na
natureza, constituem uma fragdo nao energética da dieta do ser humano e estdo relacionadas a
importantes atividades biologicas. Seus efeitos benéficos em relagdo a nutricdo e satde estdo
relacionados as suas propriedades antioxidantes, pois sdo sequestradoras diretas de radicais
livres e desta forma, desempenham um papel importante na prevencdo de doencas
cardiovasculares, modulac¢do da inflamagao, inibi¢do da agregacdo plaquetaria, prevencao do

cancer e de sua progressao (Volp e cols., 2007).



Apesar de a espécie em questdo ser facilmente encontrada nas regides de mata
Atlantica do Brasil, apenas um trabalho foi publicado sobre ela, neste trabalho, Zampieri e
colaboradores (2013) descreveram a 7. granulosa como um biomarcador de polui¢do e
tentaram explicar, anatomicamente, como esta arvore pode proteger o ambiente de materiais
particulados.

Dessa forma, no que diz respeito a farmacologia e a fitoquimica desta espécie, ainda
ha bastante a se pesquisar. Foi com o intuito de desenvolver um projeto que analisasse as
possiveis atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria, ¢ como a elucidagdo da composigao
fitoquimica e da anatomia vegetal desta planta poderiam ajudar a reiterar essas atividades,

que o projeto em questdo foi desenvolvido.

Figura 1: Estdo representados, respectivamente, A) arvore e B) flores e folhas da Tibouchina

granulosa (fotografias retiradas do site www.google.com).

1.2.1. Levantamento bibliografico da 7. granulosa

Os flavonoides sdao compostos polifendlicos (figura 2) encontrados em organismos
provenientes da natureza, tais como frutas e vegetais. Sdo metabdlitos secundarios destes
organismos e se apresentam de maneira ubiqua na natureza, podendo ser classificados como:
flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (Pal e

Verma, 2013).



Figura 2: Estrutura geral dos flavonoides. Fonte: Martinez e cols., 2002.

As maiores fontes naturais de flavonoides sdo frutas citricas, berries, cebolas, salsa,
leguminosas e chd verde. Mais especificamente, as antocianinas, citadas anteriormente, sao
mais encontradas nas frutas denominadas berries, e normalmente conferem a pigmentacao
caracteristica desses produtos. As flavonas ocorrem em sua maioria em macgas e chas, as
flavanonas em frutas citricas e as isoflavonas em produtos de soja (Pal e Verma, 2013).

Os flavonoides receberam o nome de “modificadores bioldgicos” devido a habilidade
que eles possuem de modificar as reacdes a estresses nos sistemas biologicos. As reagdes a
alérgenos, carcindgenos ou viroses se tornam mais brandas, tornando o organismo mais
resistente a qualquer ameaca. Por isso, eles tém sido descritos como anti-inflamatorios,
antialérgicos, anticarcinogénicos, antioxidantes e antivirais (Cook, 1996; Swiglo e cols.,
2003).

Estudos epidemiologicos mostraram que o consumo de flavonoides esta inversamente
relacionado com o aumento da mortalidade por doencga cardiovascular e incidéncia de ataques
cardiacos. Reiterando a observagdo dos estudos epidemiologicos, alguns trabalhos
demonstraram que flavonoides encontrados em frutas e vegetais agem como potentes
antioxidantes, correlacionando desta maneira o carater cardioprotetor (Knekt e cols., 1996;
Volp e cols., 2007).

O grupo de flavonoides de interesse para esse trabalho sdo as flavonas, mais
especificamente, um derivado de quercetina, a hispidulina. As quercetinas sdo componentes

do grupo das flavonas (Volp e cols.), cuja estrutura geral pode ser observada na figura 3.



Figura 3: Estrutura geral de uma flavona (Volp ¢ cols., 2007).

A hispidulina ja foi descrita como hepatoproterora (Férrandiz e cols., 1994),
antioxidante (Sadasivam e Kumaresan, 2010), inibidora da liberagdo de glutamato no cortex
de ratos (Lin e cols., 2012), inibidora da osteoclastogénese e da reabsorcao dssea (Nepal e
cols., 2013) e, por fim, aparenta possuir propriedades antitumorais (Gao e cols., 2014). No
entanto, efeitos anti-inflamatorio e/ou antinociceptivo ainda ndo foram associados a mesma.

Outra classe de compostos relevantes para este trabalho sdo as amirinas. Designadas
como triterpenos, elas podem se apresentar como o-amirina e f-amirina (figura 4) e sdo
encontradas em diversas espécies vegetais (Oliveira e cols., 2004).

Os triterpenoides sdo constituintes que tém despertado um grande interesse nos
ultimos anos em razdo da descoberta do seu potencial farmacoldgico, com inimeras
atividades terapéuticas, tais como: anticancerigenas, anti-inflamatérias, antileproticas,
antivirais, antibacterianas, antifingicas, antidiuréticas, giardicidas e inibidoras da enzima

acetilcolinesterase (Bandeira e cols., 2007).
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Figura 4: Estrutura da a-amirina e da B-amirina (Bandeira e cols., 2007).



Estudos anteriores ja demonstraram que a o-amirina possui efeitos antinociceptivo,
anti-inflamatorio, hepatoprotetor e propriedades gastroprotetoras quando avaliada in vivo
(Kweifio-Okai e cols., 1994; Recio e cols., 1995; Oliveira e cols., 2004a,b). Outro efeito
associado a o-amirina, quando wusada topicamente, ¢ a capacidade de reduzir
significativamente trés eventos importantes relacionados a inflamacao da pele, seriam eles:
formagdo de edema, migracdo de leucdcitos e produgdo da citocina IL-1p (Otuki e cols,
2005a). Além disso, a mistura o B-amirina produz significativa antinocicep¢do periférica,
espinhal e supraespinhal em roedores (Otuki e cols, 2005b).

Trabalhos recentes demonstraram que as propriedades anti-inflamatoria e
antinociceptiva das amirinas estariam associadas a interacdo delas com receptores
canabinoides (Chicca e cols., 2012; Da Silva e cols., 2011) e, além disso, os efeitos seriam
mediados principalmente através da sub-regulagdo de mediadores pro-inflamatérios, redugao
de desgranulacdo de mastdcitos e transmigracdo de células inflamatérias (Medeiros e cols.,
2007; Oliveira e cols., 2004, 2005).

A terceira e ultima classe de componentes relevantes para este trabalho sdo os esterois
encontrados em espécies vegetais, entre os esterois de interesse, podemos citar o y-sitosterol e
o estigmasterol.

Também chamados de fitoesterois, esses compostos sdo semelhantes a molécula do
colesterol e podem ser encontrados em muitas plantas, mas sdo majoritariamente
apresentados em Oleos vegetais (Ostlund, 2002). Em particular, para o y-sitosterol, alguns
trabalhos comprovam que ele possui atividades antioxidante (Singh, 2012), antitumoral
(Sundarraj e cols., 2012) e antidiabética, sendo esta lltima através da estimulacdo da secre¢do
de insulina pelo pancreas (Balamurugan e cols., 2011). Para o estigmasterol foi comprovado

que ele retarda a progressdo da osteoartrite, inibindo a liberacdo de uma série de mediadores



pro-inflamatérios e também impede a degradacdo da matriz cartilaginosa, eventos tipicos
observados neste tipo de patologia. Aparentemente, o mecanismo de acdo pelo qual ele
realiza esta funcdo ¢ pela inibicdo das vias do fator nuclear kB (NF-kB, do inglés, nuclear

factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Gabay e cols., 2010).

1.3. Dor e Nocicep¢ao

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor ¢ uma “experiéncia
sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano tecidual real ou potencial”. Dessa
forma, a dor ¢ aquela experiéncia que associamos a uma lesdo tecidual real ou potencial que
se estabelece em uma parte ou partes do corpo, sendo sempre desagradavel e, portanto,
também uma experiéncia emocional (IASP, 1986).

A dor ¢ normalmente percebida quando ha ativagdo de receptores especificos de dor,
denominados nociceptores, presentes em terminagdes nervosas livres, sensiveis a estimulos
quimicos, térmicos e/ou mecanicos.

Os nociceptores se diferenciam dos demais receptores sensoriais pelo seu limiar mais
alto, sendo ativados somente por estimulos de intensidade nociceptiva suficiente para causar
algum grau de lesao tecidual (Cesare e McNaughton, 1996, Julius e Basbaum, 2001).

Apds a estimulacdo dos nociceptores, o impulso nervoso com a informacao
nociceptiva ¢ conduzido ao corno dorsal da medula através das fibras aferentes primarias dos
tipos Ad e C, que conduzem, respectivamente, a dor do tipo aguda e cronica (Cesare e
McNaughton, 1997).

Fibras Ao sdo mielinizadas, com velocidade de condu¢ao de aproximadamente de 5-
30 m/s, gerando uma sensacao dolorosa aguda e bem localizada. Esse tipo de fibra esta
relacionado a nociceptores térmicos € mecanicos, ou seja, aqueles ativados por temperaturas

extremas e por pressao intensa aplicada na pele. As fibras do tipo C s3o amielinicas e



apresentam velocidade de condug¢do menor que 1 m/s gerando uma sensacao dolorosa mais
lenta ¢ menos discriminativa. Essas estdo associadas a nociceptores polimodais que sao
ativados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos (Julius e Basbaum, 2001; Brooks e
Tracey, 2005).

O inicio do processo da dor se da com a transdu¢do do sinal mecanico, térmico ou
quimico em um sinal elétrico de magnitude suficiente para poder ser conduzido através das
fibras nervosas (figura 5). Uma vez ultrapassado o limiar de disparo, o potencial de acdo ¢
transmitido através das fibras nervosas até chegar ao corno dorsal da medula espinhal. Essa
sinapse sensorial ¢ mediada por neurotransmissores como glutamato, substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP). Os neurdnios secundarios ascendem na porgao
contra lateral através do trato espinotalamico conduzindo o impulso doloroso do corno dorsal
da medula até o talamo, onde fazem sinapse com neurdnios tercidrios, que por sua vez
conduzem a informagao nociceptiva até o cortex somatossensorial e/ou para o giro cingulado

anterior. No cortex somatosensorial a informagdo dolorosa ¢ processada e interpretada no

nivel da consciéncia (Millan, 1999; Basbaum e cols., 2009).

Mastocito e

Neutréfilo

3 'Substancia P

Como Espinhal

Figura 5 - Fase inicial de conducao da dor. Adaptado de Basbaum e cols. (2009).



De acordo com Woolf (2010), a dor ¢ classificada quanto a sua origem em trés
diferentes tipos, dor nociceptiva, dor inflamatéria e dor patologica, sendo esta ultima
denominada neuropatica ou disfuncional.

Denomina-se dor nociceptiva quando os nociceptores respondem a estimulos
dolorosos comuns, os quais podem ser de natureza térmica, quimica ou mecanica (Millan,
1999).

Por outro lado, a dor de carater inflamatéria, pode ser definida como lesdes teciduais
com desencadeamento de processo inflamatdério em que ocorre ativagdo celular e liberacao de
mediadores, tais como, histamina, bradicinina, serotonina e prostaglandinas, os quais ativam
ou sensibilizam (diminuindo o limiar de ativacdo) os neurdnios nociceptivos periféricos
(Millan, 1999).

Apesar de a experiéncia sensorial ser desagradavel, as dores nociceptiva e
inflamatoria sdo mecanismos de prote¢do para o individuo. Ja a dor patoldgica, ndo ¢ tida
como protetora, e sim decorrente de um funcionamento anormal do sistema nervoso, e ¢
subdivida em dor neuropatica ou disfuncional (Woolf, 2010).

A dor neuropatica ¢ causada por uma lesdo do sistema nervoso central ou periférico,
como, por exemplo, uma lesdo nas fibras nervosas condutoras do impulso nervoso. De outra
forma, a dor disfuncional ndo possui causa evidente, ela pode ser causada tanto por uma
disfuncdo bioquimica quanto por liberacdo ndo programada de neurotransmissores
acarretando em uma amplificagdo da sinaliza¢do sensorial nociceptiva no sistema nervoso
central, isto €, ndo ha estimulo doloroso, processo inflamatorio, nem lesdo do sistema nervoso
(Woolf, 2010).

Existe ainda a classificacdo relacionada a duracdo da sensacdo dolorosa, podendo ser
de carater transitorio, agudo ou cronico. A dor transitdria ocorre na auséncia de qualquer dano

tecidual e se dissipa em poucos segundos ou minutos. A dor aguda decorre de uma lesdao
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tecidual imediata com ativagdo direta dos nociceptores locais. Ja a dor cronica é aquela que
persiste mesmo apos a cura da lesdo ou se prolonga por semanas, meses ou até anos apos a
recuperacao tecidual e o organismo se torna incapaz de restaurar as funcgdes fisioldgicas para
os niveis homeostaticos, o que a torna de dificil tratamento (Loeser ¢ Melzack, 1999;
Basbaum e cols., 2009).

A dor cronica representa um imenso problema clinico. H4 milhares de pessoas
sofrendo com o esta condi¢@o debilitante, portanto existe uma preocupacao para melhorar esta
situagdo, através da compreensdo ndo s6 dos mecanismos da dor, mas também de novos
possiveis tratamentos, desenvolvendo novas tecnologias, otimizando e testando as ja
existentes e facilitando o acesso a casos clinicos (Gereau IV ¢ cols., 2014).

Féarmacos anti-inflamatorios e analgésicos periféricos tém seu alvo de a¢@o na sintese
e liberagdo de mediadores inflamatorios, inibindo desta maneira a sensibilizagdo excessiva
dos nociceptores (hiperalgesia primaria). J&4 os analgésicos de acdo central agem via
receptores opioides situados no sistema nervoso supra-segmentar, que quando ocupados

ativam a via inibitdria descendente de controle endogeno da dor (Katzung, 8* ed.).

1.3.1. Envolvimento dos sistemas opioide e vaniloide na dor

O uso de opioides exdgenos, como a morfina e o fentanil, se tornou comum para o
tratamento da dor, quando muito severa e refratdria aos analgésicos ndo opioides. Os opioides
usados na clinica atuam em receptores opioides que podem ser divididos em trés tipos: y, K €
0 (Martins e cols., 2012), eles pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina Gi
(Spahn e cols., 2012). A ativag@o desses receptores promove abertura de canais de potassio
(K"), causando hiperpolarizagio, evento este importante para o aumento do limiar da dor, e

também impedem a abertura de canais de calcio (Ca’") dependentes de voltagem, levando a
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inibi¢do da liberacdo de neurotransmissores, como o glutamato e a substancia P (Stein e cols,
2003; Stein e Lang, 2009), causando analgesia.

O receptor de potencial transitorio do tipo vaniloide (TRPV1, do inglés transient
receptor potential cation channel subfamily V member 1) ¢ um canal de cation ndo seletivo
(Na" e Ca®"), expresso em neurdnios sensoriais periféricos da raiz dorsal e responde a
estimulos térmicos e quimicos, como a capsaicina, agente quimico causador de dor (Spahn e
cols., 2012).

A ativagdo de receptores do tipo p, produzida por um agonista opioide, ¢ capaz de
impedir a fosforilagdo, via proteina quinase A (PKA), do receptor TRPV1 (Spahn e cols.,
2012), ou seja, outra influéncia importante e consequéncia da ativagdo de receptores opioides
do tipo p, ¢ que esses podem modular a atividade do receptor TRPV1 também pela via G; e
AMPc (adenosina monofosfato ciclica), de forma que uma vez que ambos receptores siao
expressos em fibras nociceptivas periféricas, quando um agonista opioide se liga ao receptor
do tipo p ocorre a dissociacdo do complexo da proteina G levando a inibicdo da adenilato
ciclase e da formagdo de AMPc, e como resultado a PKA nao ¢ ativada. No processo de dor
inflamatéria o TRPV1 pode ser fosforilado e regulado por varias proteinas quinases,
incluindo PKA. Dessa forma a inibi¢do desses receptores via G; ¢ AMPc contribui para o

efeito antinociceptivo dos agonistas dos receptores opioides (Endres-Becker e cols., 2007).

1.3.2. Glutamato

O glutamato ¢ o neurotransmissor excitatorio mais presente na transmissao,
desenvolvimento e manuten¢do da resposta nociceptiva, se concentrando amplamente na
medula espinhal. Através da ativagdo de receptores ionotropicos glutamatérgicos (iGluR, do
inglés ionotropic glutamatergic receptor) ou metabotropicos glutamatérgicos (mGIluR, do

inglés metabotropic glutamatergic receptor) ha excitacdo e sensibilizacdo de nociceptores
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periféricos e centrais das por¢des espinhal e supra-espinhal (Aanonsen e Wilcox, 1989; Budai
e cols., 1995; Carlton, 2001).

Foram identificados trés tipos de iGluR: N-metil-D-aspartato (NMDA, do inglés N-
methyl-D-aspartate), acido cainico (KA, do inglés kainate) e é4cido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol-propionico (AMPA, do inglés a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid) (Roger e Nicoll, 2010).

A liberagdo sustentada de glutamato e neuropeptidios, como a substancia P, através da
estimulacdo das fibras C provoca uma ativagdo persistente dos receptores AMPA com
despolarizagdo progressiva da membrana celular dos receptores NMDA, levando a
despolarizagdo e, portanto, a diminui¢do do limiar da dor, e consequente amplificagdo do
sinal, levando a hiperalgesia (Sorkin e Wallace, 1999; Khasabov e cols., 2002; D’Mello e
Dickenson, 2008). Portanto, substancias que atuam diminuindo a libera¢do de glutamato,
diminuem a nocicep¢ao induzida por tal neurotransmissor e, por isso, podem contribuir com o

efeito analgésico.

1.4. Inflamacio

A inflamagdo ¢ um processo que se da através de reacdes vasculares e celulares em
resposta & injaria tissular, antigenos ou infec¢do, caracterizada por vasodilatagdo indicada
pela vermelhiddo, rubor e calor, aumento da permeabilidade capilar gerando extravasamento
de liquidos e edema, dor, e eventualmente perda de fungdo (Aggarwall e cols., 2006).

Célsius foi o primeiro responsdvel por enumerar os quatro sinais classicos da
inflamacao, sendo eles, calor, rubor, edema e dor. Por fim, o quinto sinal, acrescentado por
Virchow, esta associado ao agravamento dos quatro sinais cardinais, isto €, caso ndo haja
resolugdo do problema, ha perda da funcdo do 6rgdo ou tecido inflamado (Lawrence e cols.,

2002).
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Ainda no século XIX, Cohnhein demonstrou as primeiras alteracdes vasculares, com
consequente extravasamento plasmatico e migragao celular para o foco inflamatorio. No final
do século XIX, Metchnikoff atribuiu a importancia das células fagocitarias na resposta
inflamatoria (Majno e Joris, 2004). Finalmente, no século XX, Tomas Lewis, somando aos
estudos ja estabelecidos, mostrou que substancias quimicas eram responsaveis pela mediagdo
de alteracdes vasculares que ocorrem durante o processo inflamatdrio, como por exemplo, a

histamina (Majno e Joris, 2004).

1.4.1. Mediadores do processo inflamatorio

De maneira geral, a partir do momento que ha estimulo lesivo, a resposta inflamatoria
¢ iniciada com a liberagdo de mediadores quimicos inflamatérios, os quais podem se originar
do plasma, das células ou de tecidos (Majno e Joris, 2004) e também mediadores lipidicos, os
eicosanoides.

Portanto, os mediadores podem ser divididos em aminas vasoativas, tais como,
histamina, substancia P, trombina, bradicinina (BK), serotonina; mediadores lipidicos
correspondendo aos eicosanoides que englobam os prostanoides, leucotrienos e lipoxinas
derivados do metabolismo do acido araquidonico; citocinas (TNF-a, IL-1f3, entre outras);
quimiocinas (IL-8 e MCP-1) e enzimas proteoliticas como elastina, catepsina e
metaloproteases (Majno e Joris, 2004; Walzog e Gaehtgens, 2000; White e cols., 2005).

A histamina esta pré-formada e armazenada nos granulos dos mastocitos, presentes
normalmente no tecido conjuntivo adjacente aos vasos sanguineos. Ela ¢ liberada por
desgranulacdo dos mastocitos em resposta a uma série de estimulos, como por exemplo,
substancia P, bradicinina, lesdo fisica, reagdes imunes, proteinas de liberacdo da histamina

derivadas dos leucdcitos e citocinas. Quando atua em receptores H;, na microcirculacio,
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causa dilatag@o das arteriolas e aumento da permeabilidade vascular das vénulas, e € por esse
motivo, considerada o principal mediador da fase inicial da inflamagao (Jutel e cols., 2009).

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) também ¢ um mediador vasoativo, pré-
formado nas plaquetas, com agdes semelhantes as da histamina. A liberagdo da serotonina das
plaquetas ¢ estimulada quando as plaquetas se agregam apo6s contato com o colageno,
trombina ou complexo antigeno-anticorpo (Aller e cols., 2006).

A bradicinina também provoca vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular.
Sua agdo vasodilatadora resulta em parte, da produgdo endotelial de PGI, e da liberacdo de
6xido nitrico (Marceau e Regoli, 2004), quando atua sobre os receptores do tipo B2 presentes
principalmente em células endoteliais, célula muscular lisa e fibroblastos (Couture e cols.,
2001). Além disso, a bradicinina exerce diversos efeitos, como por exemplo, a liberagdo de
mediadores inflamatérios tais como prostanoides, citocinas (IL-1f e TNF-a) e ainda ¢ um
potente agente algésico (Eliis e Fozard, 2002).

A liberacao de substancia P (SP) ¢ desencadeada quando ha uma lesdo tecidual, no
tecido periférico e provoca agdes vasculares pro-inflamatérias como a vasodilatagdo, aumento
da permeabilidade vascular e desgranula¢do dos mastdcitos (Santos e Calixto, 1997; Szallasi
e Blumberg, 1999).

No que diz respeito aos eicosanoides, mediadores lipidicos provenientes do
metabolismo do 4cido araquidonico (AA), um 4acido graxo liberado dos fosfolipideos de
membrana por agdo principalmente da enzima fosfolipase A2 (FLA,) ativada por injaria
tecidual ou produtos microbianos. Uma vez liberado o AA ¢ metabolizado pela via das ciclo-
oxigenases, cujos subtipos sdo COX-1, COX-2 e COX-3, e pela via das lipoxigenases, 5-
LOX, 12-LOX e 15-LOX. Os produtos gerados pelas vias das COXs, chamados de maneira
geral como prostanoides, podem ser denominados como prostaglandinas, como, por exemplo,

a PGE2, a PGD2 e a PGF2aq; prostaciclinas, como a PGI2; e também como tromboxanos,
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como o TXA2, pela via das LOXs sdo formados os leucotrienos, como o LTA4, o LTB4, o
LTC4 e o LTD4. (Vanegas e Schaible, 2001; Nieves e Moreno, 2006; Rinaldo-Matthis e
Haeggstrom, 2010).

A isoforma COX-1, dita constitutiva, ¢ encontrada em varios tecidos e o principal
produto gerado por elas sdo as PGs. Estas irdo contribuir para a manutencdo das fungdes
fisiologicas, como a citoprotegdo do trato gastrointestinal, na agregacdo plaquetdria e na
melhora da perfusdo renal (Botting, 2006). J4 a isoforma COX-2 ¢ conhecida como induzida,
uma vez que sua expressao ocorre principalmente em resposta a estimulos pré-inflamatorios,
sendo ela um importante contribuinte para a sintese de prostanoides com o progresso da
inflamagao. Além disso, citocinas inflamatorias podem induzir um aumento de 10 a 80 vezes
no nivel de expressdo de COX-2 em mondcitos, macréfagos, condrocitos, fibroblastos, e
células endoteliais (Khan e cols., 2007). Entretanto, a COX-2 também pode ser expressa
constitutivamente em regides cerebrais, no aparato justa glomerular renal e no endotélio
vascular (Needleman e Iasakson, 1997; Rinaldo-Matthis e Haeggstrom, 2010). Por fim, existe
uma terceira enzima, a COX-3, a qual ¢ oriunda de uma variante do gene da COX-1, sendo
expressa no cérebro e coracao de cdes (Chandrasekharan e cols., 2002; Qin e cols., 2005).

As PGs sdo importantes agentes sensibilizadores de nociceptores e a PGE2 ¢ um dos
principais mediadores hiperalgésicos. Seus efeitos diretos sdo mediados por sua acdo nos seus
receptores (EP1, EP2, EP3 e EP4) e modulacdo de canais i0nicos nos aferentes primarios
(Burian e Geisslinger, 2005). O envolvimento de proteinas quinase A (PKA) e C (PKC) tém
sido descrito na hiperalgesia induzida pela inje¢do intraplantar de PGE2 (Kawabata, 2011). Ja
os efeitos indiretos decorrem do aumento da sensibilidade a outros agentes, como BK
(atuando em receptor B2) e capsaicina (atuando em receptor vaniloide tipo 1, TRPV1)

(Burian e Geisslinger, 2005).
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A S5-lipoxigenase ¢ a principal enzima do grupo das lipoxigenases, atuando sobre o
AA e produzindo o 4cido S5-hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), um composto
quimiotatico para leucécitos, que ¢ convertido em leucotrieno A4 (LTA4). Este pode ser
convertido em leucotrieno B4 (LTB4) ou em leucotrienos cisteinicos tais como, os LTC4,
LTD4 e LTEA4. Os leucotrienos cisteinicos sdo produzidos principalmente por eosinéfilos,
mastocitos, basofilos e macréfagos, enquanto que o LTB4 ¢ produzido principalmente por
neutrdfilos e macrofagos (Haeggstrom e Funk, 2011). O LTB4 contribui para o aumento da
permeabilidade vascular, aderéncia e quimiotaxia de leucocitos. LTC4, LTD4 e LTE4 estao
envolvidos na vasodilatacdo do leito vascular, vasoconstricdo coronaria ¢ contragao do
musculo bronquico, sendo por isso muito importantes na fisiopatologia da asma (Ishii e cols.,

1994; Bertolini e cols., 2002; Haeggstrom e Funk, 2011).

1.4.2.Eventos vasculares - Permeabilidade vascular e exsudacio

Durante o processo inflamatorio observa-se uma série de alteragcdes vasculares, tais
como: mudancas no calibre das arteriolas, vasodilatacdo, acarretando maior aporte de sangue
no local - fendomeno este mediado por substdncias como histamina, leucotrienos (LTs) e
prostaglandinas (PGs) - alteragdes estruturais nos componentes da microcirculagio,
acarretando em aumento da permeabilidade vascular, saida de células e moléculas dos vasos
sanguineos para os tecidos, migragdo de células de defesa e acimulo no espaco extravascular
onde ocorreu a injuria (Omoigui, S., 2007; Aller e cols., 2006).

Com o extravasamento de proteinas para o intersticio ocorre ainda o aumento da
viscosidade do sangue e a redugdo do fluxo sanguineo. Essas alteragdes hemodindmicas
levam a alteracdo da orientagdo das células sanguineas que antes localizadas na regido mais

central do vaso, passam agora para sua periferia. Esta alteracdo, por fim, propicia a
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marginacdo leucocitaria permitindo assim o contato dos leucocitos com as células endoteliais
(Schmid-Schonbein, 2006).

O aumento da permeabilidade vascular permite o influxo de proteinas, moléculas do
sistema complemento e células inflamatorias do compartimento intravascular para o
intersticio (Schmid-Schonbein, 2006).

A ligacdo dos mediadores vasoativos (serotonina e histamina), eicosanoides (PGs,
LTs), fator de ativagdo plaquetaria (PAF, do inglés platelet activating fator), bradicinina e
citocinas, em receptores especificos nas células endoteliais, resulta em ativacdo celular,
causando contracdo da célula endotelial e formagdo de poros no endotélio. Essa ruptura na
barreira endotelial promove o extravasamento do liquido intravascular para o espago
extravascular. Esse processo leva a formagdo do exsudato inflamatoério ou “edema”
(Kolaczkowska e cols., 2006).

O exsudato caracteriza-se pela elevada concentragdo de proteinas, células
inflamatérias e uma variedade de mediadores. Este liquido contém ainda componentes dos
seguintes sistemas: complemento, coagulacdo, fibrinolitico, e das cininas. O exsudato possui
fungdes importantes no processo inflamatdério como, por exemplo, suprimento de nutrientes
para as células do sistema imunoldgico, dilui¢do de toxinas, inativagdo de toxinas por
proteases, e deposicdo de fibrina a partir do fibrinogénio, auxiliando assim a fagocitose e

impedindo o avang¢o da infec¢do por patdégenos (Kolaczkowska e cols., 2006).

1.4.3.Eventos celulares

Assim como a dor, o processo inflamatorio também pode ser divido em padrdes agudo
e cronico (Weiss, 2002). A fase aguda apresenta duragdo variavel e caracteriza-se pela
vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade vascular. Posteriormente a essa etapa ocorre

a fase subaguda, caracterizada por infiltracdo de leucécitos e de células responsaveis por
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fagocitar. Por fim, a fase de resolu¢do da inflamacdo, ou proliferativa cronica, quando
acontece a regeneracao tecidual e/ou fibrose (Suzuki e cols., 2003; Schmid-Schonbein, 2006).
A resposta cronica estd associada, histologicamente, a presenca de linfocitos e macréfagos,
bem como angiogénese, fibrose e necrose tecidual. Esse tipo de processo inflamatério estd
envolvido em doencas do tipo incapacitantes, como artrite reumatoide, aterosclerose,
tuberculose e doencgas pulmonares cronicas. Na maioria das vezes, observa-se que a
inflamagao aguda precede ao estagio cronico caracteristico nestas doencas (Mitchell e Cotran,
2010).

Devido a liberagdo local de mediadores quimicos como o 6xido nitrico (NO), cininas,
serotonina, histamina, PGs, LTs e substancias liberadas das terminagdes nervosas como as
taquicininas e CGRP, entre outros, ha vasodilatagdo local a qual ocorre, majoritariamente, na
fase aguda do processo inflamatério. (Schmid-Schonbein, 2006).

Entende-se por quimiotaxia o fendmeno de migragdo de leucdcitos e células
fagociticas para o sitio inflamado. Nesse processo ocorre o direcionamento do fluxo de
células e recrutamento de leucdcitos especificos como, por exemplo, os neutréfilos,
leucocitos de morfologia polimorfonuclear (PMN) e que sdo os primeiros a chegar ao local da
inflamacao (Kelly e cols., 2007).

Os PMNs, em sua maioria neutrofilos, sdo as primeiras células a serem recrutadas para
o local da inflamagdo. Juntamente com os macrofagos, sdo responsaveis pela fagocitose e
destruicdo do agente lesivo (Pettersen e Adler, 2002).

O sistema fagocitico mononuclear pode ser representado por monécitos € macréfagos.
Em humanos, os mondcitos circulantes no sangue representam cerca de 5 a 10% dos
leucdcitos totais. E uma populagdo heterogénea devido a grande variagdo de marcadores de

superficie, capacidade fagocitica e potencial de diferenciacdo. Eles podem se diferenciar em
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macroéfagos, células dendriticas, osteoclastos, microglia no sistema nervoso central e células
de Kupfter no figado (Seta e Kuwana, 2007).

Na etapa seguinte a quimiotaxia ocorre rolamento, adesdo e transmigracao dos
leucocitos para o sitio inflamado (Figura 6, Barkhausen e cols., 2005). Este processo de
recrutamento leucocitario ¢ mediado por moléculas de adesdo como as selectinas (P-
selectinas, L-selectinas e E-selectinas), importantes no rolamento, integrinas (expressas pelos
leucécitos) importantes na adesdo e a superfamilia das moléculas das imunoglobulinas (Ig)
(Meager, 1999; Nourshargh e Marelli-Berg, 2005). A indugao, por mediadores inflamatorios,
do ligante da L-selectina no endotélio dé inicio a captura e rolamento dos PMN (Meager,
1999).

A expressao ou liberagdo das moléculas de adesdo sdo fortemente influenciadas por
mediadores inflamatérios como histamina, serotonina, interferon-y (IFN-y), fator de

crescimento tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1B) e quimiocinas (Meager, 1999).
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Figura 6: Representagdo do mecanismo de rolamento, aderéncia, diapedese e quimiotaxia dos

neutrofilos (Adaptado de Barkhausen e cols., 2005).
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1.4.4.Envolvimento do Oxido Nitrico (NO) na inflamacio

O NO ¢ um mediador com multiplas fung¢des participando na sinalizacdo de sistemas
cardiovasculares, gastrintestinais, geniturinario, respiratorio e nervoso (Hanafy e cols., 2001;
Ignaro e cols., 2002).

A sintese do NO ocorre a partir da oxidacdo do nitrogénio guanidina terminal do
aminodcido L-arginina, que ¢ entdo convertido em L-citrulina, reacdo essa catalisada pela
enzima 6xido nitrico sintase (NOS) no interior das células (Moncada e cols., 1991).

Alguns tipos de NOS ja foram caracterizados; a NOS endotelial (eNOS), encontrada
em células endoteliais. O NO produzido por esta enzima tem um papel significativo no
controle da pressdo arterial, visto que ele ¢ o responsavel por diminuir a resisténcia vascular
periférica, diminuindo a pressdo arterial; had também a NOS neuronal (nNOS) encontrada em
neurdnios centrais e periféricos onde o NO participa da neurotransmissdo e neuromodulagao;
e, por fim, a NOS induzida (iNOS) a qual ¢ expressa em diversas células em resposta a
estimulos patologicos, como microrganismos invasores ou citocinas. A ativagdo das enzimas
constitutivas (endotelial e neuronal) ¢ regulada pelo complexo calcio-calmodulina e a
producdo de NO ocorre em pequenas quantidades e por curtos periodos de tempo. No caso da
iINOS, ela ¢ ativada independentemente de calcio intracelular, sintetiza NO em maiores
quantidades e por longo periodo de tempo, ocorrendo apenas em momentos de estresse para o
organismo (Reutov e Sorokina, 1998).

O NO tem varias fun¢des na inflamagdo e pode ser avaliado quando inibidores
seletivos das NOS (como por exemplo, o L-NAME, do inglés L-NG-nitro-arginine methyl
ester) sao testados em modelos de inflamacao (Moncada e Higgs, 1995).

Apobs sua geragdo, o NO difunde-se pelas membranas e ativa a enzima guanilato
ciclase soluvel, a qual promove a formagdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc). A

medida que a concentragdo de GMPc aumenta, efeitos, tais como relaxamento do musculo
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liso vascular e ndo-vascular, inibicdo da agregacao plaquetaria, e da adesdo de leucocitos sdo

iniciados (Moncada e Higgs, 1995; Vallance e Leiper, 2002).

1.4.5.Citocinas

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptideos produzidos por vérios tipos
celulares principalmente macroéfagos, mondcitos e linfocitos ativados. Elas sdo capazes de
modular a func¢do de varios tipos celulares e sdo determinantes para a infiltracdo celular e
efeitos sistémicos durante o processo inflamatdrio agudo e cronico. A secregdo das citocinas ¢
estimulada por endotoxinas, complexos imunes, toxinas, lesdes fisicas e processos
inflamatoérios. Uma vez liberadas, exercem efeitos autdcrinos, pardcrinos ou enddcrinos se
ligando a receptores especificos nas células-alvo (Wong e Fish, 2003, Schmid-Schobein,
2006; Sims e Smith, 2010). A superfamilia das citocinas pode ser dividida em: interleucinas
(IL), quimiocinas (proteina quimiotatica de mondcitos-1, MCP-1), interferons (IFN) e fatores
de necrose tumoral (TNF), TGF-B (fator de transforma¢do do crescimento), CSF (fator
estimulador de coldnia) (Sommer e Kress, 2004; Alwani ¢ cols., 2006; Wahl, 1992; Hamilton,
2002).

O TNF-0, uma citocina pro-inflamatodria, ¢ produzida e liberada principalmente por
macrofagos, ¢ uma das principais citocinas relacionadas ao processo inflamatorio (Alwani e
cols., 2006). Mesmo em concentragdes baixas, 0 TNF-o induz a expressdo de moléculas de
adesdo e estimula macrofagos e outras células a secretarem quimiocinas. Ele ainda pode
regular a producao e liberagdo de IL-1p (Sommer e Kress, 2004; Sasakawa e cols., 2005).

A IL-1p desempenha agdes nociceptivas que podem ser mediadas por uma complexa
cascata de sinalizacdo e produgdo secundaria de NO, bradicinina e prostaglandinas. A ligacao
ao seu receptor IL1-RI inicia uma série de eventos intracelulares, ativando fatores

transcricionais, induzindo a expressdo de COX-2, iNOS, IL-1B, IL-6 e TNF- a (Sommer e
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Kress, 2004; Hori e cols., 1998; Ren e Torres, 2009 ), acarretando a piora do processo

inflamatorio.

1.4.6. Finalizacio do processo inflamatorio

Ao final do processo inflamatdrio, o que se espera ¢ a neutralizacdo dos mediadores
quimicos - lipidicos liberados e interrup¢do do extravasamento plasmadtico, assim como da
infiltragdo leucocitaria. Quando ocorre essa interrup¢do, ha reducdo do edema, e
consequentemente, as células ali presentes serdo removidas (Rankin, 2004) e o tecido afetado
voltard a apresentar equilibrio.

Quando este sistema funciona de maneira fisiologica, ndo ha persisténcia da inflamacao.
No entanto, caso ndo ocorra a resolu¢do do processo inflamatorio o tecido conectivo pode ser
substituido por fibrose ou progredir para um processo inflamatério cronico como resultado da
permanéncia do agente (Lawrence e cols., 2002; Stables e Gilroy, 2011).

E devido a este fato que firmacos anti-inflamatérios sio utilizados e ainda se buscam
alternativas para substituir ou melhorar as terapias ja existentes, no intuito de intervir da

melhor maneira no processo inflamatério patologico.
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2. Objetivos



2.1. Objetivo geral

A principal meta deste trabalho ¢ avaliar os potencias efeitos antinociceptivo e
anti-inflamatorio do extrato etanolico e de suas fracdes provenientes das folhas da
Tibouchina granulosa, e, possivelmente, associar os efeitos observados aos

componentes da planta.

2.2. Objetivos especificos

a) Determinar o perfil fitoquimico das folhas de Tibouchina granulosa, através de
métodos cromatograficos, como a cromatografia em fase gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

b) Determinar através de ressonancia magnética nuclear (RMN) o composto
isolado de cromatografia em coluna.

¢) Analisar, anatomicamente, as folhas da 7. granulosa,

d) Avaliar a atividade analgésica através dos modelos da placa quente, e da
lambedura de pata induzida pela capsaicina ou glutamato,

e) Avaliar a atividade anti-inflamatoria pelos experimentos da lambedura de pata

induzida pela formalina, e da bolsa de ar subcutanea (BAS).
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Material vegetal

Folhas da quaresmeira foram coletadas na fazenda do Instituto Vital Brazil em
Cachoeiras de Macacu - Rio de Janeiro — Brasil, pela responsavel Leidilene da Silva, em
novembro de 2013. As folhas (1 kg) foram secas em estufa, a 40°C e depois trituradas em
moinho de facas, modelo A11BS1, fabricante IKA. O produto obtido foi submetido ao
processo de extragdo por Soxhlet, durante 72 horas, utilizando éalcool etilico absoluto (10
litros) como solvente. Essa solucdo foi evaporada sobre pressdo reduzida, durante 40 horas,
fornecendo 150g do extrato etandlico (EE), portanto o rendimento foi de 10%. 100g deste
extrato foram divididas em dois béchers contendo 50g do EE cada um, e a cada bécher foi
adicionada uma solucdo hidroalcoodlica (propor¢ao de 300 ml de dgua para 200 ml de alcool),
por fim, a extrag@o liquido-liquido (ELL) foi realizada utilizando como solventes, hexano (3
litros), diclorometano (3 litros) e acetato de etila (3 litros), dessa forma foram obtidas as
fragdes em hexano (fH), em diclorometano (fDCM) e em acetato de etila (fAE).

O protocolo de separacao esté representado no esquema 1.
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Extrato Etanolico
100 g
(Preparacdoda solucao
Hidroalcodlica 3:2 dgua/alkcool)

! !

Partic3o com hexano

24,40 g (R:24,4%)

Fragdoem Heano Residuol

75,60¢g

3.2. Reagentes

Partic3o com diclorometano

!

Fracdoem Diclorometano

!

Residuoll 63,02g

6,58 g (R:6,58%)

!

25,99 g (R: 25,99%)

Extragdo em Soxhlet + Evaporagdo do solvente sobre pressdo reduzida.

Partic3o com acetato de etila

Fragdoem Acetato de Etila Residuolll

o
w
[ =]
W
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Observagao: residuo III ndo testado.

Esquema 1: Preparagdo do extrato etandlico e suas fragdes a partir das folhas da Tibouchina

granulosa, utilizando os solventes alcool etilico absoluto, hexano, diclorometano e acetato de etila.

Foram utilizados formaldeido (Reagen), etanol P.A (Merck AG, Darmstadt,
Alemanha), dimetilsulfoxido P.A (DMSO) (Fisher Biotech), éter etilico, tween 20 (Isofar,
Rio de Janeiro, Brasil), sulfato de morfina (Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), fosfato dissédico de
dexametasona (Aché, Rio de Janeiro, Brasil), cloridrato de ketamina e cloridrato de xilazina

(Ceva Brasil), acido acetilsalicilico (AAS), acido L-glutdmico (glutamato), capsaicina,
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capsazepina e carragenina, formato de amdnio, molibdato de amdnio, naftietilenodiamina e
sulfanilamida, tampao fosfato-citrato com perborato (TFCP) e pastilhas de tetra-metil-di-
hidrocloreto de benzidina (TMB) (Sigma Chemical), soro albumina bovino (BSA) (LGC
Biotecnologia), Kit Pierce BCA™ Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA), Cepa de
Escherichia coli (ATCC #25922), nitrito de sodio (Isofar, Rio de Janeiro, Brasil), hidroxido
de sodio e fosfato monossoddico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec), imunoplacas F96
Maxisorp (Nunc, Thermo Fisher Scientific, NY, EUA), kits ELISA BD OptEIA™ Set Mouse
para TNF-o, IL-1B, contendo as respectivas citocinas recombinantes de camundongo,
anticorpo de captura (anti-camundongo TNF-o, IL-1B) e anticorpo de deteccdo anti-
camundongo conjugado com peroxidase (BD Biosciences, San Diego, EUA), Silica gel 60
(70-230 mesh; Merck).

O solvente usado para a extracdo, alcool etilico absoluto, e os solventes utilizados
posteriormente para a elaboragao das fragdes, como hexano, diclorometano e acetato de etila
possuiam como fabricante a Tedia. Ja os solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol, cloroférmio — Sigma Chemicals) para fase movel de cromatografia em coluna em
silica gel, cromatografia em camada delgada (CCD) e Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) foram adquiridos pelo Prof. Dr. Fabio Boylan, da Trinity College Dublin -
Irlanda, assim como os solventes deuterados (DMSO e Cloroféormio — todos esses do
fabricante Sigma Chemicals) utilizados para a realizacdo da Ressonancia Magnética Nuclear
(RMNSs).

Para a cromatografia em camada delgada, placas de aluminio pré-revestidas com
Silica gel 60 PF254 (230-400 Mesh ASTM - Merck), com 0,25 mm de espessura e medindo
20 x 20 cm foram usadas.

Na realizacdo dos cortes histologicos das folhas da 7. granulosa foram utilizadas

laminas de barbear, e o suporte empregado para o corte foi isopor. Depois de realizadas as
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seccoes, foi adicionado a uma placa de petri hidrato cloral para que as folhas perdessem a sua

coloragao natural.

3.3. Preparo dos reagentes e solucoes

Formalina: preparada na concentragdo de 2,5% (v/v) em PBS,

AAS: preparado na concentra¢do de 10 mg/ml em Tris-HCI 1M, pH 8,0.
Morfina: preparada na concentragdo de 10 mg/ml em agua destilada.
Carragenina: preparada na concentracao de 1% p/v, em PBS estéril.
Dexametasona: estocada na concentragdo de 4 mg/ml, formulagdo injetavel.
Capsaicina: preparada na concentragao de 4 mg/ml em DMSO.

Glutamato: preparado na concentragao de 0,17 g/ml, em agua deionizada.

Tampao fosfato salina (PBS 10x concentrado)

KH,POy (anidro) 17,8 g
Na,HPO, (anidro) 76,1 g
NaCl 85¢g
H,O ultrapura q.s.p. 11

Tampao de Bloqueio
Soro fetal bovino 10 ml
PBS q.s.p. 100 ml

Tampao Diluente

NaHCO:; 7,13 g
Na,CO; 1,59 ¢
H,O ultrapura q.s.p. 1000 ml
(pH 9,5)
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Tampao de Lavagem
Tween 20 0,5 ml
PBS q.s.p. 1000 ml
Substrato para dosagem de citocinas: 1,0 ml de solugdo de TMB em 9,0ml de solugdo de
tampao fosfato-citrato com perborato, devido a degradacdo do produto, esta solugdo s6 pode
ser preparada trinta minutos antes da utilizagao.
Reagente BCA: No momento da dosagem, misturam-se os reagentes A e B, na propor¢ao
50:1, obtidos no kit Pierce BCA™Protein Assay (Thermo Scientific, NY, EUA). Para a
quantificagdo de proteinas, incuba-se 5 pl da amostra ou da proteina da curva padrdo com
195 pl da mistura dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos.
Reagente de Griess
Reagente A:
Sulfanilamida lg
H,O ultrapura q.s.p. 100 ml
Reagente B:
Dicloreto de naftiletileno diamina 0,1 g
H3PO4 (a 10%) q.s.p. 100 ml

No momento da dosagem, misturam-se partes iguais dos reagentes A e B. Para a
quantificagdo do nitrito, incubam-se volumes iguais da amostra ou da solugdo para curva
padrdo e do reagente de Griess pronto.
Anestésicos:
Cloridrato de Ketamina 4,5 ml
Cloridrato de xilazina 1,5 ml

Salina q.s.p. 40 ml
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Finalizadas as evaporagdes do extrato e suas fragdes, uma solugdo estoque de 100 mg
do extrato e fragcdes formados foram solubilizadas em 1 ml de DMSO e estocadas em freezer
a -20°C. O EE, assim como as fra¢cdes em hexano, em diclorometano ¢ em acetato de etila
foram administradas, por via oral, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg em volume final de 0,1 ml
de veiculo (dgua destilada). Em todos os experimentos a concentragdo final de DMSO nao
excedeu a 0,5% de modo a ndo produzir qualquer efeito toxico nos animais.

Para os controles positivos foram utilizadas as seguintes doses e vias de administragado:
e AAS: 200 mg/kg, via oral;

e Morfina: 2,5 mg/kg, via intraperitoneal;
e Dexametasona: 0,5 mg/kg, via intraperitoneal;

Para os agentes quimicos tais como, formalina (2,5 % v/v), capsaisina (1,6 pg/pata) e
glutamato (3382,2 ug/pata), cada animal recebeu 20 ul/pata de cada uma dessas substancias.
No experimento da bolsa de ar subcutanea, a carragenina 1% foi injetada na cavidade em um
volume de 1ml.

No caso dos anestésicos cada animal recebeu uma dose de 112 mg/kg de cloridrato

de ketamina e 7,5 mg/kg de cloridrato de xilazina.

3.4. Animais

Camundongos fémeas Swiss Webster, pesando de 20 a 25 gramas, foram doadas ao
nosso laboratorio pelo Instituto Vital Brazil. Os animais foram mantidos no biotério do
Programa de Po6s-graduacao em Farmacologia e Quimica Medicinal, em estante microisolada,
com condigdes Otimas de temperatura, iluminagdo e umidade (22 + 2°C, ciclos de 12h
claro/escuro e de 60 a 80% de umidade), com livre acesso a comida e dgua, no entanto a
comida foi retirada trés horas antes de cada experimento, a fim de se evitar qualquer interagao

do alimento com as substancias testadas.
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Para aclimatizacdo dos animais, os mesmos foram deixados no ambiente do
laboratorio por no minimo uma hora antes de cada experimento. Os modelos animais
seguiram os principios e regras adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animais
(COBEA), aprovados pelo Centro de Ciéncias da Saude/Instituto de Ciéncias Biomédicas -

UFRJ, pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal, e recebeu o niimero DFBCICB015-04/16.

3.5. Estudos Fitoquimicos com Tibouchina granulosa
3.5.1. Cromatografia em coluna com emprego de silica gel

As fracdes obtidas nas extragdes liquido-liquido foram adicionadas as colunas
cromatograficas com emprego de silica gel.

Para a fracdo em hexano (20,34 g) foi utilizada uma coluna de 35 cm de alturae 7 cm
de diametro, e as fases méveis seguiram da seguinte maneira: 1) hexano, 2) hexano/acetato de
etila 5%, 3) hexano/acetato de etila 10%, 4) hexano/acetato de etila 20%, 5) hexano/acetato
de etila 30%, 6) hexano/acetato de etila 50%, 7) hexano/acetato de etila 75%, 8) acetato de
etila 100%, 9) acetato de etila/metanol 5%, 10) acetato de etila/metanol 10%, 11) acetato de
etila/metanol 20%, 12) acetato de etila/metanol 30%, 13) acetato de etila/metanol 50%, 14)
acetato de etila/metanol 75%, 15) metanol 100%.

A segunda fragdo a ser eluida no sistema cromatografico em questdo foi a em acetato
de etila (13,08 g). A coluna utilizada tinha 26 cm de altura e 3 cm de didmetro. O sistema de
eluentes seguiu-se da seguinte maneira: 1) diclorometano, 2) diclorometano/acetato de etila
10%, 3) diclorometano/acetato de etila 25%, 4) diclorometano/acetato de etila 50%, 5)
diclorometano/acetato de etila 75%, 6) acetato de etila 100%, 7) acetato de etila/metanol 10%,
8) acetato de etila/metanol 20%, 9) acetato de etila/metanol 30%, 10) acetato de etila/metanol

50%, 11) acetato de etila/metanol 75%, 12) metanol 100%.
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A ultima fracdo que passou pelo sistema cromatografico foi a em diclorometano (2,5
g) e a coluna utilizada media 25 cm de altura e 2 cm de diametro. O sistema de solventes

utilizado seguiu o mesmo padrdo da fragdo em hexano ja previamente descrita.

3.5.2. Placas de Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Essa técnica foi utilizada para realizar a separacdo dos componentes de cada uma das
fragdes, isto ¢, para todos os frascos recolhidos na cromatografia em coluna em silica, foi
realizada uma placa de CCD.

A fragdo em hexano (20,34 g) foi adicionada a coluna cromatografica (35 cm)
preenchida com silica gel (150g, 70-230 Mesh, Merck) e entdo foi eluida com gradientes de
hexano : acetato de etila : metanol, desta fragdo foram recolhidos 339 frascos nos quais foram
realizados a CCD.

A segunda fracdo a ser eluida na coluna cromatografica (26 cm), preenchida com
silica gel (70g, 70-230 Mesh, Merck), foi a em acetato de etila (13,08 g), os gradientes usados
foram diclorometano : acetato de etila : metanol e, desta fragdo foram eluidos 170 frascos os
quais foram analisados posteriormente por CCD.

Por fim, a fracdio em diclorometano (2,5 g) foi eluida numa coluna de 25 cm e
preenchida com silica gel (67g, 70-230 Mesh, Merck), os gradientes de solvente utilizados
obedeceram a mesma ja descrita para a fragdo em hexano, e, da fragdo em diclorometano

foram coletados 146 frascos, os quais foram posteriormente analisados por CCD.

3.5.3. Analise das amostras por Ressonincia Magnética Nuclear

A técnica espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear, ou RMN, ¢ utilizada na

pesquisa para determinagdo do contetido e pureza de amostras, bem como a sua estrutura
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molecular. Os ntcleos dos atomos estdo envolvidos no processo de absor¢do, os nicleos mais
utilizados na espectroscopia de RMN sao os nticleos de Hidrogénio (1H) e carbono (13C).

Ap6s a realizagdo das colunas cromatograficas, cada vial obtido, apos evaporacao do
solvente, foi analisado a fim de se encontrar cristais que pudessem caracterizar alto grau de
pureza da substancia que fora isolada.

Ao material que aparentava pureza adicionaram-se diversos solventes a fim de
determinar em qual havia melhor solubilidade, dependendo deste teste, adicionava-se DMSO
ou Cloroféormio deuterados, dependendo da solubilidade da substancia isolada, e seguia-se
para a analise em aparelho de RMN.

O equipamento disponivel para analise por ressoniancia magnética nuclear era o

BRUKER TOPSPIN 2.1 NMR — "H RMN (400 and 600 MHz) ¢ '*C RMN (100 ¢ 150 MHz).

3.5.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Para a realizacdo de uma curva de calibragdo foi utilizado o método CLAE, que pode
ser resumido em algumas etapas:
1) A amostra ¢ dissolvida em um solvente (Metanol para CLAE) e aplicada na coluna
cromatografica preenchida com a fase estacionaria (FE),
2) Um solvente, usado como fase modvel, ¢ bombeado com vazdo constante e desloca os
componentes da mistura através da coluna. Esses se distribuem entre as duas fases de acordo
com suas afinidades,
3) As substancias com maior afinidade com a FE movem-se mais lentamente. Ja as
substancias com pouca afinidade com a FE movem-se mais rapidamente,
4) Ao sair da coluna, os componentes passam por um detector que emite um sinal elétrico o

qual ¢ registrado, constituindo um cromatograma. Abaixo o sistema ilustrativo (esquema 2).
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RESERVATORIO

FASE MOVEL INJETOR —* COLUNA —DETECTOR

BOMBA QUISICA

)E DADOS

Esquema 2: [lustragdo do CLAE (Argenton, A. 2010).

o>
VIU

A curva de calibragdo foi realizada em sete concentragdes (25, 50, 100, 150, 200, 250
e 300 pg/ml).

Os eluentes usados para a realizagdo da curva e, posteriormente, para a corrida da
fracdo em acetato de etila foram 4cido acético glacial (0,5%, v/v, solvente A) e metanol
(solvente B), seguindo os seguintes gradientes lineares: 38-42% de B de 0,0 até 14,0 minutos;
42-45% de B de 14,0 até 17,0 minutos; 45-48% de B de 17,0-17,1 minutos; 48%-50% de B
de 17,1-32,0 minutos; 50-85% de B de 32,0-40,0 minutos.

Antes da inje¢dao de cada uma das amostras (10ul), seguiu-se um periodo de equilibrio
de 10 minutos. Todas as amostras foram lidas em 342 nm (equipamento Waters Breeze 2
HPLC System) e a coluna utilizada foi uma coluna de fase reversa C18 (250 x 4.6 mm, Sum)

da Thermo Scientific.

3.5.5. Cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

O método Cromatografia Gasosa - Espectrometria de Massa (CG-EM) combina as
caracteristicas da cromatografia gasosa e da espectrometria de massa para identificar
diferentes substancias em uma amostra. O CG-EM ¢ amplamente aceito como referéncia na
identificacdo quimica de compostos organicos volateis e semi-volateis em misturas, detec¢ao
de drogas, andlise ambiental, investigacdo de explosivos e identificagdo de amostras

desconhecidas.
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O equipamento usado foi o CG Agilent, modelo 6890; EM Agilent quadrupolo, 5973
no modo scan 50-800 Da. O volume de inje¢do para a cromatografia gasosa foi de 1 pul e o
injetor aquecido a 330 °C, no modo sem divisdo de fluxo (splitless; tempo de fechamento de
valvula igual a 0,3 min) com pulso de pressdao de 10 psi nos primeiros 0,5 min. A coluna
capilar usada foi a DB-17HT (50 % fenil, 5 m x 0,25 mm d.i. x 0,15 um); programag¢ado de
temperatura do forno: 60 °C (0,25 min) // 12 °C/min // 365 °C (5min).

Para a espectrometria de massas, o detector foi aquecido a 380 °C e o gas carreador

usado doi o hélio (He) sob fluxo constante de 3 ml/min.

3.5.6. Anatomia Vegetal

As amostras secas — folhas da T. granulosa - foram completamente reidratadas, isto ¢,
as folhas secas foram colocadas em banho maria até que a dgua fervesse e entdo estas foram
retiradas e, cuidadosamente, dispostas em suporte de isopor no intuito de cortar as secgdes
transversais das folhas de maneira manual, para que estas fossem observadas em microscopio
de luz.

As seccgdes foram clarificadas com hidrato cloral, depois lavadas com agua destilada e
coradas com: 1) Iodo ou 2) Cloreto férrico, ou nenhuma coloragao.

As Fotomicrografias foram obtidas com uma camera digital (Olympus DP25) em

microscopio de luz Olympus BX41.

3.6 Estudos farmacolégicos da Tibouchina granulosa
3.6.1. Modelo da placa quente

O experimento seguiu de acordo com os métodos descritos por Sahley e Berntson
(1979), com adaptagdes descritas por Matheus e colaboradores (2005). Este modelo consiste

. . < 0 0 A .
em colocar o animal em uma placa aquecida a 55 + 1°C e calcular o seu tempo de laténcia, o
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qual ¢ entendido como o tempo em que o animal demora para apresentar uma reagao, que
pode ser o ato de retirar as patas ou saltar da superficie aquecida, caracterizando o momento
de retira-lo, este momento € consequéncia da ativagcdo do cortex somatossensorial através de
um estimulo térmico (Sahley and Berntson, 1979).

Duas medidas controles, sessenta minutos e trinta minutos antes do tratamento com as
substancias, foram realizadas. A média dessas medidas foi denominada como linha de base.
Trinta minutos apos a administracdo do veiculo (dgua destilada), da morfina, do extrato ou
das fracdes foram feitas sucessivas medidas com intervalos de 30 minutos entre cada uma
delas. Em todos os tempos citados foi medido o tempo de laténcia para cada animal e depois
calculada uma média para cada um dos grupos. Para evitar danos teciduais as patas, foi
estabelecido um tempo maximo de exposicao das patas do animal a placa aquecida de trés
vezes o valor da linha de base e denominado tempo de corte (ou “cut-off”).

Os resultados foram expressos como percentual de aumento em relacdo a linha de
base (= tempo de laténcia x 100/linha de base - 100) ou area sob a curva (ASC). O protocolo

esta resumido no esquema 3.

TEMPO (minutos)

-60 -30 0 30 60 90 120 150
I | |
Tempos de laténcia l Tempos de laténcia (segundos)
(segundos)
Medidas Controle Veiculo,

Morfina ou
CSHTS.
C1= primeira medida

C2 = segunda medida

Esquema 3: Protocolo do modelo da placa quente.
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3.6.2. Modelo da lambedura de pata induzida pela capsaicina

Com o objetivo de investigar o mecanismo de agdo antinociceptivo do extrato e suas
fragdes em outro modelo de nocicepcao, utilizamos o modelo da lambedura de pata induzida
pela capsaicina, esse modelo permite avaliar o envolvimento de receptores vanildides (TRPV)
na nocicepgao (Jancso, 1978; Sakurada e cols., 1992; Marcon e cols, 2009).

Os animais foram pré-tratados por via oral com veiculo (dgua destilada), EE ou
fragdes uma hora antes da administracdo da capsaicina. Apds a injecao na pata posterior
direita de 20 ul de capsaicina (1,6 pg/pata), foi registrado durante 5 minutos o tempo que o
animal permaneceu lambendo a pata, caracterizando a sua nocicepcdo. O protocolo

experimental esta resumido no esquema 4.

TEMPO (minutos)

Tempo de lambedura

-60 o _ P . 5 minutos

l l (Segundos)
Veiculo, ..

L Capsaicina

Extratoetanolico
ou
FragOes

Esquema 4: Protocolo da nocicepgao induzida por capsaicina.

3.6.3. Modelo da lambedura de pata induzida por glutamato

Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores glutamatérgicos no efeito
antinociceptivo do extrato e suas fragdes, o glutamato, um neurotransmissor excitatorio, foi
administrado por via intraplantar ¢ o tempo de lambedura da pata foi considerado como

indicativo de dor neurogénica (Beirith e cols, 2002; Marcon e cols, 2009).
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Os animais foram pré-tratados por via oral com veiculo, EE ou suas fragdes, sessenta
minutos antes da injecao na pata posterior direita de 20 ul glutamato (3382,2 ug/pata). Apos
a injecao foi registrado durante 15 minutos o tempo que o animal permaneceu lambendo a

pata. O protocolo experimental esta resumido no esquema 5.

TEMPO (minutos)

Tempo de lambedura
-60 0 P . 15 minutos
l 1 (Segundos)
Veiculo, Glutamato
Extratoetanolico
ou
Fragdes

Esquema 5: Protocolo da nocicepgao induzida por glutamato.

3.6.4. Modelo da lambedura de pata induzida pela formalina

O modelo da formalina foi usado para avaliar dois diferentes tipos de nocicep¢do. A
inje¢do intraplantar produz uma resposta bifasica que consiste de uma fase inicial que ocorre
nos primeiros 5 minutos apos a inje¢do da formalina, chamada de 1* fase ou fase de dor
neurogénica, nesta fase, ocorre a ativagao dos nociceptores locais, mediada pela serotonina e
histamina que sdo liberadas em resposta ao estimulo neurogénico. E também uma segunda
fase tardia que ocorre entre 15 e 30 minutos apos a injecdo intraplantar, denominada 2? fase
ou fase de dor inflamatoria, que conta com envolvimento de mediadores como as
prostaglandinas e produ¢ado de citocinas (Hunskaar e cols., 1987; Gomes e cols., 2007).

Neste modelo uma injecdo de 20 pl de formalina 2,5% foi administrada por via
intraplantar na pata direita traseira do camundongo e a resposta comportamental dolorosa foi

mensurada através do tempo que o animal permaneceu lambendo a pata.
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Os animais foram tratados com o veiculo (dgua destilada), AAS, extrato etanolico, ou
suas fragdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, 60 minutos antes da injecdo

intraplantar de da formalina. O protocolo experimental esta resumido no esquema 6.

TEMPO (minutos)

12 FASE 22 FASE

-60 0 - 5 15«30

1 Neurogénica Inflamatéria
Veiculo, .
AAS (200mg/kg), Formalina(2,5%V/V)  Tempo de lambedura
Extratoetandlico 20 plintraplantar (segundos)
ou
Fragdes

Esquema 6: Protocolo modelo da lambedura de pata induzida por formalina.

3.6.5. Modelo da migracao celular induzida por carragenina (Bolsa de ar subcutinea)

O modelo da bolsa de ar subcutanea (Romano e cols., 1997; Raymundo e cols., 2011),
o qual avalia migragdo de células para um local inflamado, foi realizado para avaliar o efeito
do extrato etanolico e suas fragdes no processo de inflamagdo aguda.

Como observado no protocolo do experimento uma bolsa de ar subcutanea (BAS) foi
formada no dorso dos camundongos ap6s a injecdo de 10 ml de ar estéril. Apos trés dias da
primeira injecdo de ar uma nova injecdo de 7 ml de ar estéril foi feita para a manutencdo da
cavidade. No 6° dia os animais foram pré-tratados, por via oral, com veiculo, dexametasona,
EE ou fragdes e apds sessenta minutos desse tratamento, receberam inje¢do de 1 ml de
carragenina 1%. Foram separados trés grupos de animais considerados como controles, o
controle negativo composto por animais tratados somente com o veiculo sessenta minutos
antes da inje¢do de carragenina, o controle positivo composto por animais tratados i.p. com

dexametasona (0,5 mg/kg), também sessenta minutos antes da inje¢do de carragenina e, por
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fim, um grupo considerado apenas como “controle da qualidade dos animais” composto por
animais tratados com o veiculo e que receberam injecdo de 1 ml de PBS estéril na BAS. No
7° dia os animais foram eutanasiados e a cavidade foi lavada com 1 ml de PBS para a coleta
do exsudato inflamatdrio, e também retirou-se o sangue e a medula 6ssea dos animais.
Imediatamente apds a coleta, a contagem total e diferencial dos leucocitos presentes no
exsudato foi determinada em contador automatico de células (pocH-100iV Diff, Sysmex),
assim como as células do sangue e da medula 6ssea. O exsudato foi centrifugado a 11.000
rpm por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e armazenado a -20°C para
posteriores quantificagdes de 6xido nitrico (NO), de proteina e de citocinas.

No caso da contagem diferencial do sangue, realizada com o intuito de definir se a
dose mais alta do extrato e suas fragdes poderia causar algum efeito téxico ao sangue dos
animais, 100pl de sangue foram coletados do olho de cada animal e colocados em um
ependorfe contento 15ul de EDTA e imediatamente foi feita a contagem das células no
aparelho. Para contagem diferencial da medula, realizada para que se investigasse algum
possivel efeito mielotdxico do extrato e suas fragdes, o fémur do camundongo foi retirado e
lavado com 1 ml de PBS estéril, as células também foram contadas no contador automatico

de células. O protocolo esta representado no esquema 7.
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DIAS

0 3 6 7
Injecdo de 10 ml REFORCO Veiculo, 24h depois da
de ar estéril Injecdo de 7 ml Dexametasona, injecdo de

de ar estéril Extrato etandlico carragenina ou

PBS: lavagem da

ou fragbes — 1h :
cavidade com 1 ml

depois injeta-se
carragenina ou PBS de PBS

na cavidade
Coleta do exsudado,

do sangue, da medula
ossea.

Quantificacdao de NO,
citocinas e proteinas.

Esquema 7: Protocolo bolsa de ar subcutanea.

3.6.6. Quantificacdo de citocinas e proteinas

Os sobrenadantes recolhidos do exsudado da BAS foram usados para a quantificagdo
de TNF-a, IFN-y, IL-1B, NO e proteina. As citocinas foram quantificadas pelo método de
ELISA, usando o protocolo sugerido pelo fabricante (B&D), que resumidamente, consiste em
recobrir imunoplacas de 96 pocos, e incubadar por 18h a 4°C, com anticorpos de captura anti-
TNF-o ou anti-IL-1P ou anti-IL-10 ou anti- IFN-y, e diluidos no tampao diluente. Apos o
periodo de incubacdo as placas foram lavadas com tampdo de lavagem e bloqueadas por 1
hora, em temperatura ambiente, com tampao de bloqueio. Em seguida, foram novamente
lavadas com tampao de lavagem e, 50 pl das amostras ou o padrio especifico de citocina
recombinante, foram adicionados aos pogos. As placas foram incubadas durante a noite a 4°C
e posteriormente foram lavadas com tampdo de lavagem e incubadas por 1 hora, em
temperatura ambiente, com anticorpo de detec¢do conjugado com a enzima. Apos a lavagem

das placas, a adi¢dao da solugdo de substrato e a incubacdo por 30 minutos ao abrigo da luz,

43



foi adicionado H3PO4 IN (25 pl/pogo) como solugdo de parada. A absorbancia foi medida a
450 nm utilizando-se um leitor de microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) e as
concentragdes das citocinas foram calculadas através da curva padrdo de citocinas e expressas

em pg/ml.

As proteinas foram quantificadas através do método BCA (BCA™ Protein Assay Kit,
Pierce), e para a dosagem, foram misturados os reagentes A (carbonato de sodio, bicarbonato
de sodio, acido bicincronico e tartarato de sédio em 0,1 M de hidroxido de so6dio) e B (sulfato
de cobre 4%), na propor¢ao 50:1. Em seguida, foram incubados 5 pl da amostra e 195 pl da
mistura dos reagentes A e B a 37°C, por 30 minutos. A absorbancia foi medida em leitor de
microplaca (FlexStation 3, Molecular Devices) a 562 nm. A concentragdo de proteinas foi

expressa em pg/mL calculada usando uma curva padrao de albumina sérica bovina.

3.6.7. Quantificacio de nitrato

Para avaliar a producao de NO, a concentracao de nitrato (metabolito estavel do NO)
foi mensurada seguindo os pardmetros observados em Xu e colaboradores (2000),
acrescentado de modifica¢des (Raymundo e cols., 2011).

Resumidamente, a técnica consiste em desproteinizar o sobrenadante do exsudato, em
seguida, misturar a amostra, fosfato de sodio (0,5 M; pH 7,2), formato de amdnio (2,4 M; pH
7.2) e E. coli. Ap6s incubagdo por 2 horas a 37°C, centrifuga-se a 10.000 rotagdes por minuto
(r.p.m.) por 10 minutos. Ao final, mistura-se 100 pl do sobrenadante com igual volume do
reagente de Griess (1% sulfanilamida em 4gua e 0,1% naftiletilenodiamina em 10% H3;POy,),
por 10 minutos (Green e cols., 1982). A absorbancia foi medida em 540 nm e a concentracao

de nitrato foi calculada usando como compara¢do uma curva padrdo de nitrato de sodio.
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3.6.8. Analise estatistica

Todos os experimentos foram compostos por grupos de 6 — 10 animais. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrao (d.p.). A éarea sob a curva (ASC), parametro
utilizado em farmacologia para definir o efeito das substancias a serem avaliadas, foi
calculada pelo programa Prisma Software 5.0. A significancia estatistica entre os grupos foi
determinada por andlise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Newman-Kels,
utilizando o programa GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados significativos

quando p foi menor do que 0,05 ('p<0,05).
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4. Resultados



4.1. Resultados em fitoquimica
4.1.1.1solamento do flavonoide hispidulina por cromatografia em coluna (CC)

A escolha de um bom sistema de solventes ¢, talvez, o passo mais importante para a
realizagdo das cromatografias em coluna. A cromatografia em coluna com silica gel foi
realizada com todos os extratos obtidos neste trabalho. No entanto, de uma forma mais
sucinta, descreveremos somente os resultados da coluna cromatografica realizada para a
fragdo em acetato de etila.

A fase movel usada para a realizacdo da cromatografia em coluna da fracdo em acetato
de etila continha os seguintes solventes em gradiente crescente de polaridade:
diclorometano, acetato de etila e metanol. As fragdes obtidas foram cromatografadas em
camada fina (Cromatografia em camada delgada — CCD) e posteriormente reunidas de
acordo com as suas similaridades cromatograficas.

Na figura 7 pode-se observar o perfil cromatografico das fragcdes 114 a 128 que eluiram
da coluna cromatografica com a fase movel composta de acetato de etila : metanol em duas
proporgdes de 8:2 de metanol e 7:3 de metanol. Apos a juncdo dessas fracdes foi possivel
isolar uma substancia pura cristalina amarela chamada aqui de composto X (20 mg,
rendimento de 0,15%).

Uma observacao importante quanto a analise das CCDs sdo os “rastros” deixados pelo
composto X. Esses rastros caracterizam a presenca de glicosideos, que quando eluido nos
solventes descritos sobre a silica como fase estacionaria, deixam uma “cauda” ou “rastro” na
placa de silica. Além disso, a coloragdo fortemente amarelada apos revelacdo da placa com
acido sulfurico indica a possibilidade do composto X ser um flavonoide, possibilidade esta

comprovada nos experimentos descritos a seguir.
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Figura 7: Placas de CCD das fragoes 114 a 120 e 122 a 128. Fase movel utilizada para a realizacao
das CCDs (114 — 128): AcOEt 90%/MeOH 10%. Fase mével na coluna cromatografica: AcOEt

80%/MeOH 20% (114-120) e AcOEt 70%/MeOH 30% (122 — 128).

4.1.2.Elucidacio estrutural do composto X por Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

Apbs a separagdo por cromatografia em coluna, como descrito no item anterior, o
composto X (ainda ndo identificado), foi encaminhado para andlise por ressondncia
magnética nuclear utilizando como solvente DMSO deuterado (DMSO-d6). Foram
realizadas as analises de RMN de Hidrogénio (‘H) e Carbono (°C) Apés andlise dos
espectros a estrutura de um flavonoide foi sugerida, como sendo a Hispidulina 7-O- B-D-

glicosideo, representada na Figura 8.
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Figura 8: Composto X ou ‘Hispidulina 7-O-B-D-glicosideo’

O RMN de 'H (Figura 9) mostra sinais importantes da unidade hispidulina, como a
presenca de dois dubletos em 67.97 (J=8Hz) 66.95 (J=8Hz), assinalados aos protons 2°/6’ e
3°/5’ no anel B do esqueleto flavonoidico, respectivamente. Dois singletos aparecem em
campo baixo no espectro de RMN 'H dessa substincia, um em §12.97 ¢ outro em 10.42.
Esses sinais sdo referentes aos hidrogénios de hidroxilas fenolicas livres de flavonoides e
indicam que apenas duas estdo presentes nesse caso. Dois outros singletos sao aparentes no
espectro de RMN de 'H dessa molécula, um em 67.03 e outro em 06.88, sendo atribuidos a
posicao 8 do anel A e posicdo 3 do anel C, respectivamente. As expansdes apresentadas nas
Figuras 10 e 11 ilustram melhor a distribui¢do desses sinais, além de nos deixar visualizar

que se trata de uma molécula glicosidica.
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Figura 9: Espectro de RMN de 'H do composto X.
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Figura 10: Expansio do espectro de RMN de 'H do composto X (86.7 a 88.0).
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Figura 11: Expansio do espectro de RMN de 'H do composto X (82.5 a 86.5).

O espectro de RMN de "*C (Figura 12) mostra de fato 15 carbonos referentes a uma
aglicona flavonoidica mais 6 carbonos referentes a uma porcdo glicosidica. O sinal em
campo mais baixo no espectro de RMN de "°C, §182.2 é referente ao carbono da carbonila
na posi¢do 4 do flavonoide, este sinal ndo estd apresentado no espectro por ter sido cortado

durante a analise da amostra. Outros sinais importantes sao os sinais de carbono ligados a
hidroxilas (livres ou protegidas) dessa substancia e sao 06161.83, 6156.96, 6152.62 ¢

8132.99, referentes aos carbonos 4°, 7, 5 e 6 respectivamente.

51



5 mm PABBO BE-1H/D Z-GRD 210445000144
[ Comment 5 mm PABSO BE-1HD Z-GRD Z104450/0144 [ Daze 30 Jun 2014 15:30:24

3024 File Name C \sers'voperod Deskiop\Carolboytan0301136id
Nucleus 13C Number of Transients 509 Origin spect
Owner obnen Points Count 16354 Pulse Sequence 20pg30
SWieyciical) (Hz) 2205128 Solvent DMSO-08 Spectrum Offset (Hz) 12920 3780
Sweep Width (Hz) 32040 32 Te re ree C) 25.260
\ S2BRG
boylan020.013.esp VerticalScaleFactor = 1 p-$-1 g 3]
Y'mﬂn
e
1 b
f={
0.15
~
5
£ A 3
i
4
EO!O—
. 2 2
2 .§ s § & § - 8 &
8z 1 | ThoT e g 2k
005 3T | | S
T | 8 < 8 g
7 23
| T

B o, s, o Lt e o A i i D e J\Hl\.ﬂum
68 60 Lv] ! 5 3 20 2 04 o 88 80 72 o4 L. 43 40 2
1 1 1 1 1 1 1 1 Chlemcj SHit pm)

Figura 12: Espectro de RMN de 13C do composto X.

Para comprovar que o composto X isolado era de fato o flavonoide Hispidulina 7-O-
B-D-glicosideo, os dados observados nos espectros tanto de carbono quanto de hidrogénio
foram comparados aos dados encontrados na literatura (Iwashina e cols., 1999), e estdo

apresentados na tabela abaixo (Tabela 1).
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observados na literatura (Iwashina e cols., 1999).

Tabela 1: Dados observados nos RMNs de "°C e 'H, para o composto X, comparados com os dados

Dados da literatura Dados do composto X
Numeracio 'HRMN, 3y | “C RMN, 8¢ 'H RMN *C RMN
(ppm) (ppm)
1 _ _ — _

2 _ 163,2 o 164,77

3 6,84 103,4 6,88 103,9

4 _ 182,2 _ 182,2

4a _ 152,8 _ 152,93

5 _ 152,6 _ 152,62
6 _ 131,5 _ 132,99

_ 157,7 _ 156,96

8 7,11 94,5 7,03 94,83

8a _ 104,2 _ 106,2

I' _ 124,4 _ 121,58

2' 8,25 128.2 8,00 129,06

3 7,4 116,7 7,00 116,47

4" o 160,4 _ 161,83

5 7,4 116,7 7,00 116,47

6' 8,25 128,2 8,00 129,06
Glil 3,73 100,9 3,78 101,7
Gli2 3,70 73,2 3,77 72,34
Gli3 3,22 77,3 3,23 77,22
Gli4 3,50 69,7 3,53 70,05
Gli5 3,45 75,8 3,48 77,76
Gli6 3,52 60,6 3,50 61,08

4.1.3.Dosagem de hispidulina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Para a quantificacdo do flavonoide na fragdo em acetato de etila (da qual foi isolado),
uma curva de calibragdo foi realizada, pelo método do CLAE, e estd expressa no grafico 1.

A equacdo da reta obtida foi y=31572x — 12994.
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Grifico 1: Curva de calibragio para o flavonoide Hispidulina 7-O-f-D-glicosideo

A fragdo em acetato de etila também foi analisada por CLAE utilizando-se a mesma
metodologia descrita para constru¢do da curva de calibragdo da hispidulina 7-O--glicosideo
(Figura 13). A érea referente ao pico com o mesmo tempo de reten¢do da hispidulina 7-O-f3-
glicosideo foi calculada em 373499,5, o que sugere que o flavonoide esteja na concentragdo

de 117,9 pg/ml na fragdo em acetato de etila, obtendo um rendimento de 39,3%.

0407
0.30]
2 0.2&;

0.10]

0.001

000 200 400 600 800 1000 1200 1400 16.00 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 3200 34.00 36.00 38.00 40.00
Minutes

Figura 13: Analise da fracdo em acetato de etila pelo método de CLAE
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4.1.4.Investigacdo da composicao das fracées em hexano, diclorometano e acetato de
etila utilizando cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM).

Para seguir com as analises dos componentes das fragcdes, cada uma delas foi analisada
pelo método de cromatografia com fase gasosa acoplada a espectroscopia de massas, a fim
de que fossem observados outros componentes, nesse caso volateis, presentes nas fragdes. E
importante ressaltar que o flavonoide por ser uma substancia ndo volatil, ndo podera ser
observado neste experimento.

Os resultados estdo expressos como cromatogramas e tabelas (conjuntos), nas quais
estdo expressas as relagcdes entre o tempo de retencdo (tg), a substidncia proposta pela
biblioteca e por fim a confiabilidade (em porcentagem), a qual s6 foi considerada quando o
valor era maior do que 80%.

Primeiramente, foi analisado o extrato em hexano (conjunto 1). Para essa fracdo duas
imagens de cromatogramas foram apresentadas, uma sem os tempos de retencdo e a outra
imagem contendo todos os tempos de reten¢do. Foram detectadas 31 substancias das quais
somente 16 podem ser considerados confidveis, elas estdo descritas na tabela representada

no conjunto 1.

Abundance

TIC: 7563-0.D\ data.ns
3500000

3000000
2500000
2000000

1500000

1000000

500000

e

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time—
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Abundance

TIC: 7563-0.D\ data.nms

3500000/ 14-?" 7
13.704
3000000
2500000/
14.826
2000000 11.714 h
1500000/ 14.567
4.720 J ﬂ ”
1000000
i
5.065 113.301
500000 7.231 A A= Aca ———
e 113095531617 13 55s K21 748 250924

8578 118  1171—
o NI :

R e e e B S L A e o o LA e S e AL B e e e A B
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00

Time—
tg (min) Substancia sugerida pela EM Confiabilidade
4,720 - -
4,952 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecenol 90%
5,065 - -
6,425 Palmitato de etila 93%
6,548 Acido palmitico 99%
7,231 Fitol 90%
7,878 Acido oleico 96%
8,118 - -
11,714 19, 23-Hexametil -Tetracosahexano 99%
13,301 B-Tocoferol 95%
13,704 Vitamina E 98%
13,940 - -
14,087 Colest-7-en-3-one,4,4-dimetil 86%
14,417 y-sitosterol 99%
14,567 B-amirina 95%
14,826 o-amirina 99%
14,947 9,19-Ciclolanostan-3-o0l,24-metileno-,(3.beta) 94%
15,113 - -
16,022 - -
16,311 - -
17,193 10-Hidroxi-2,4,6a,6b,9,9,12a-heptametil- 86%
1,2,3,4,4a,5,6,6a,7,8,8a,9,10,11,12,12a,13,14b-
eicosahidropiceno-2-acido carboxilico

18,072 - -
18,196 - -
20,850 - -
21,058 - -
21,475 - -
21,594 Stigmastan-3,5-dieno 91%
21,748 - -
25,711 - -
25,924 - -

Conjunto 1: Cromatogramas e tabela sugerindo os componentes da fracdo em hexano.
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A fracdo em diclorometano foi a segunda a ser avaliada (conjunto 2), como a
quantidade de picos de retencdo demonstrado no segundo cromatograma era muito grande, o
primeiro cromatograma foi expresso para a melhor observagao dos picos.

Foram apontados 16 possiveis componentes para a fracdo em diclorometano, no
entanto, apenas 4 apresentavam confiabilidade elevada. Eles estdo descritos na tabela abaixo

(conjunto 2).
Abundance

TIC: 7564-1.D\data.ns
1200000

1100000
1000000
900000
800000
700000
600000

500000

400000

300000

200000

100000

T
6.00

8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00
Time—

Abundance

TIC: 7564-1.D\data.ns
1200000/ 15.180

1100000
6.583
1000000
900000
800000
700000

600000+ 6.663
4.891

500000

_6.259 18.284
400000 549 14.290

H H
30000_4.685 MH 226.160

5 182 8.487 14.046

200000{| ¥ 2-862 7998 e ﬂ/
8'2n'2 1349.@ ‘16 18 o024
100000/ m -EETe kRt Yﬂ‘mﬂﬂ WM

600 800 1000 1200 1400 1600 180020002200240026002800
Time—
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tr (min) Substancia sugerida pela EM Confiabilidade
4,685 - -
4,894 2-Ciclohexen-1-0, 4-(3-hidroxi- | 80%
1-butenil)-3,5,5-trimetil
5,368 - -
6,134 - -
6,589 - -
6,668 - -
|| 8,014 Galato de etila 93%
8,498 - -
13,878 - -
14,040 - -
14,290 Estigmasterol,22,23-diidro 97%
15,180 4H-1-Benzopiran-4-ano, 5,7- 93%
diidroxi-2-(4-hidroxifenil) — 6-
metoxi
15,715 - -
17,073 - -
17,157 - -
18,283 - -

Conjunto 2: Cromatogramas e tabela sugerindo os componentes da fragdo em diclorometano.

Por fim, foi analisada a fracdo em acetato de etila (conjunto 3). Esta fracdo apresentou

poucos componentes volateis, isto ¢, além do flavonoide (componente majoritario desta

fracdo), ha, provavelmente, mais 2 outros componentes que fazem parte desta fracdo, eles

estdo descritos na tabela abaixo (conjunto 3).

Abundance

220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

Ot

5.147

Al

1

TIC: 7565-1.D\data.ns

14.949

it

25.577
25.408

Time—

LA e s e o A A
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22

L e e LA A
.00 24.00 26.00 28.00
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tg (min) Composto Confiabilidade
5,147 - -
5,496 1,3,5-Benzenotriol, diidrato 86%
10,840 - -
14,949 4H-1-Benzopiran-4-ano, 5,7- 81%
diidroxi-2-(4-hidroxifenil) — 6-
metoxi

Conjunto 3: Cromatograma e tabela sugerindo os componentes da fra¢do em acetato de etila.

4.1.5 Anatomia Vegetal

Alguns cortes histologicos foram realizados a fim de se observar estruturas que
pudessem corroborar com as analises fitoquimicas e também com os efeitos farmacologicos
observados.

A figura 14 representa o corte longitudinal da folha. A foto foi tirada usando o
aumento de 10x e nao foi usada nenhuma coloragao.

Na figura 15 pode-se observar focos de amido (seta vermelha), que s6 foi possivel pois
o corte recebeu a coloragao com iodo. O aumento utilizado também foi o de 10x.

A figura 16 ressalta a presenga de tricomas nas folhas, os quais retém o 6leo essencial
desta espécie, A fotografia foi realizada no corte sem coloragao, usando um aumento de 10x.

Para a observagao dos cristais de oxalato com maior precisao, uma lente polarizada foi
utilizada. Na figura 17 € possivel observar a presenca cristais de oxalato (seta vermelha) no
aumento de 40x.

Por fim, as figuras 18 e 19 demostram a presenga de compostos fendlicos (setas
vermelhas) apds a coloragdo dos cortes com cloreto férrico a 10% (figura 18) e cloreto
férrico 0,1% (figura 19). Os cortes foram observados em um aumento de 10x (figura 18) e

em um aumento de 40x (figura 19).
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Figura 16: Tricomas, aumento de 10x.
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Figuras 18 e 19: Compostos fendlicos em menor aumento (figura 18, aumento 10x) e maior

aumento (figura 19, aumento 40x). Coloragdo usada: cloreto férrico 10% (figura 18) e cloreto férrico

0,1% (figura 19).

4.2. Resultados em farmacologia
4.2.1.Efeito do EE e suas fracoes no modelo da placa quente

O modelo da placa quente foi realizado com o intuito de avaliar a atividade
antinociceptiva central do extrato etandlico e as fracdes em hexano, diclorometano e acetato
de etila. Neste modelo o animal tenta lamber ou retirar a pata da superficie aquecida como
consequéncia da ativagdo do cortex somatossensorial através de um estimulo térmico

(Sahley and Berntson, 1979).
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Apo6s as duas primeiras medidas da linha de base, os animais foram divididos em
grupos de tempo de laténcia semelhantes e cada grupo recebeu as doses de 10, 30 ou 100
mg/kg do EE, fH, f{DCM ou fAE, por via oral (v.0.). Os valores foram comparados aos

valores apresentados pela morfina (analgésico opioide) bem como aos valores demonstrados
pelo grupo pré-tratado somente com veiculo.

Como se pode observar no grafico 2, os extratos e suas fragdes apresentaram
atividade antinociceptiva central, e de maneira positiva, o extrato etanodlico e a fragdo em
hexano apresentaram atividade significativa nao s6 quanto ao veiculo, mas também quanto a
morfina nas doses de 30 mg/kg. Os valores sdo representados em percentual de aumento em
relacdo a linha de base (coluna da esquerda) e area sob a curva (ASC — coluna da direita).

Para melhor visualizagdo dos graficos vide anexo 1.
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Grafico 2: Efeito do Extrato Etanodlico (A) e das fragdes em Hexano (B), Diclorometano (C) e

Acetato de Etila (D) no modelo da placa quente. Os animais foram pré-tratados oralmente com
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veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg ou morfina (2,5 mg/kg, i.p.) Os resultados sdo
expressos como média £ d.p. (n=5-7). A significancia estatistica p < 0,05 (*) foi calculada por
analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels, entre os grupos tratados com
o veiculo, o extrato, suas fragdes ou morfina. Em relagdo ao extrato etandlico e¢ suas fracdes

comparados ao grupo que recebeu morfina foi usado o simbolo #.

4.2.2.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo de nocicep¢ao induzida pela injecio
intraplantar de capsaicina

O modelo da lambedura de pata induzida pela capsaicina foi empregado com o
intuito de avaliar o envolvimento dos receptores TRPV-1 no efeito antinociceptivo do EE e
suas fracdes este experimento estd descrito por Sakurada e cols (1992).

A capsaicina estimula receptores TRPV-1 e aumenta a liberacdo de varios
neurotransmissores, incluindo substancia P e glutamato, a partir de terminais periféricos e
centrais de neurdnios sensoriais primarios. Essa estimulacdo pode contribuir para o
processamento nociceptivo (Medvedeva e cols, 2008).

Os resultados obtidos no modelo da capsaicina (grafico 3) mostram que o grupo pré-
tratado com o veiculo manifestou uma resposta nociceptiva da lambedura da pata de 43,1
segundos, quando o EE (grafico 3A) foi administrado, por v.o., na dose de 30 mg/kg e na
dose de 100 mg/kg o tempo de lambedura da pata foi reduzido para 20,0 segundos ¢ 17,1
segundos, respectivamente. Para a fracdo H (grafico 3B), as doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg
reduziram o tempo de lambedura da pata para 26,8 e 19,4 segundos, respectivamente. Ja
para a fracdo em DCM (grafico 3C), as doses que apresentaram redugdo significativa na
lambedura da pata foram as de 30 mg/kg e 100 mg/kg, manifestando tempo de lambedura de
28,4 segundos e 17,9 segundos, respectivamente. Por fim, a fracido em AE (grafico 3D)

apresentou efeito significativo nas 3 doses administradas, reduzindo os tempos de lambedura
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da pata para 32,9 segundos na dose de 10 mg/kg, 12,5 segundos na dose de 30 mg/kg e 23,0

segundos na dose de 100 mg/kg.
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Grafico 3: Efeito do EE (A) e suas fragcdes em H (B), DCM (C) e AE (D) no modelo de nocicepgao

induzida pela injecdo intraplantar de capsaicina. Os animais foram pré-tratados oralmente com

veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 e 100 mg/kg) 60 minutos antes da injecdo de 20 pl de

capsaicina. Os resultados sdo expressos como média + d.p. (n=5-7). A significancia estatistica (* p <

0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.3.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo de nocicep¢ao induzida pela injecio

intraplantar de glutamato

O modelo da lambedura de pata induzida pelo glutamato foi realizado com o objetivo

de investigar se a via glutamatérgica — ja ¢ bem estabelecido que o glutamato ¢ um dos

principais neurotransmissores excitatorios envolvido na transmissdo de sinais nociceptivos
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(Jancso, 1978; Ju e cols., 1987; Beirith e cols., 2002) - também participava no efeito
antinociceptivo do extrato e suas fragdes, isto ¢, foi avaliado se as quatro substancias seriam
capazes de reverter o efeito nociceptivo causado pela inje¢do intraplantar do glutamato.
Conforme apresentado no grafico 4, o pré-tratamento, por v.o., com todas as
substancias testadas nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg causou reducido significativa no tempo
que o animal permaneceu lambendo a pata. O animal tratado apenas com o veiculo
apresentou tempo de lambedura de 150 segundos, para o EE (grafico 4A) a dose que
apresentou maior inibicdo foi a de 10 mg/kg, reduzindo para 12 segundos o tempo de
lambedura da pata. Para todas as fragcdes a dose que demonstrou melhor resposta foi a de 30
mg/kg, reduzindo para 33,9 segundos, 53,1 segundos e 41,6 segundos para fH (grafico 4B),

fDCM (grafico 4C) e fAE (grafico 4D), respectivamente.
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Grafico 4: Efeito do EE (A) e suas fracdes em H (B), DCM (C) e AE (D) no modelo de nocicepgao
induzida pela inje¢do intraplantar de glutamato. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg) 60 minutos antes da injecdo de 20 ul de

glutamato. Os resultados sao expressos como média + d.p. (n=5-7). A significancia estatistica (* p <
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0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato, suas fracdes ¢ o veiculo, por analise de

variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.4.Efeito do EE e suas fracdoes no modelo da lambedura de pata induzida pela
formalina

A inje¢do intraplantar de formalina (2,5% v/v) desencadeia uma resposta algésica
dividida em duas fases distintas. A 1? fase (fase neurogénica) ocorre nos primeiros 5 minutos
apods a injecdo da formalina e a 2* fase (fase inflamatdria) ocorre entre 15 e 30 minutos apos
a injecao de formalina.

Os resultados apresentados no grafico 5 mostram o efeito do extrato etandlico, e das
fragdes em hexano, diclorometano e acetato de etila, nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, na
resposta de lambedura da pata induzida pela formalina.

Para a primeira fase do experimento, o grupo de animais tratados oralmente com o
veiculo obteve tempo de lambedura de pata de 69,8 £+ 15,4 segundos. O grupo que recebeu o
pré-tratamento com acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg, controle positivo), permaneceu
lambendo a pata por 59,7 = 9,7 segundos, ndo havendo, portanto, diferenca significativa
quando comparado ao grupo controle (veiculo). Assim como também ndo houve diferenca
significativa no tempo de lambedura da pata dos grupos que receberam o pré-tratamento do
extrato e as fragdes na primeira fase do experimento.

Durante a fase inflamatéria (2* fase), os animais pré-tratados oralmente com o
veiculo apresentaram um tempo de resposta de 336,9 + 47,9 segundos. J& nos animais pré-
tratados com AAS, o tempo obtido foi de 164,5 + 43,5 segundos, correspondendo a uma
inibicao de 51,17% na resposta. Os grupos pré-tratados com EE (grafico 5A), H (grafico 5B)
e DCM (grafico 5C) apresentaram uma redu¢do no tempo de resposta somente na dose de 30
mg/kg. Porém, para a fragdo AE (grafico 5D) nenhuma das doses inibiu significativamente a

lambedura de pata dos animais.
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Griafico 5: Efeito do EE (grafico 4A), H (grafico 4B), DCM (grafico 4C) e AE (grafico 4D) No
modelo da lambedura de pata induzida pela formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com
veiculo, acido acetilsalicilico (AAS, 200 mg/kg), EE, fH, fDCM ou fAE (10, 30 ¢ 100 mg/kg), 60
minutos antes da inje¢do intraplantar de formalina (2,5% v/v). Os resultados sdo expressos como
média + d.p. do tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina
(n=5-7). A significancia estatistica p < 0,05 foi calculada comparando os grupos pré-tratados com o
EE, fracdes ou AAS com o grupo pré-tratado com veiculo (*), por analise de varidncia (ANOVA)

seguida do pds-teste de Newman-Kels.

4.2.5.Efeito do EE e suas fracdes no modelo inflamatorio de migracio celular — BAS
Apesar de a resposta anti-inflamatoria ndo ter sido extremamente positiva no
experimento da formalina, o modelo da migragdo celular foi realizado por se tratar de um

teste cuja resposta inflamatoria ¢ diferente do experimento anterior, isto €, ainda que o
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extrato bruto e as fragdes nao tenham apresentado grande redugdo no tempo de lambedura da
pata dos animais na segunda fase do experimento da formalina, o modelo da BAS provoca a
transmigracao de células para uma cavidade, o extravasamento plasmatico e a produgdo de
inimeros mediadores e diversas citocinas, o que permite investigar o potencial anti-
inflamatorio de possiveis substancias candidatas a anti-inflamatérios (Okudaira e Schuwarz,
1962; Clark, 1975; Vigil e cols., 2008) no que tange a migracao de leucdcitos.

E importante ressaltar que durante a realizacdo deste modelo de migragdo celular,
também foi plausivel analisar possiveis efeitos hematologicos e/ou mielotoxicos quando EE
ou as fragcdes foram administradas. O que foi observado ¢ que nenhuma das substancias

apresentou qualquer efeito toxico aos animais (resultados ndo mostrados).

4.2.5.1. Quantificacao de leucdcitos totais

Vinte e quatro horas apds a inje¢do da carragenina (1%) na BAS, o primeiro
pardmetro avaliado foi da migragdo celular (grafico 6), caracteristica de um fendmeno
inflamatorio em progressdo. De acordo com os resultados apresentados, a inje¢do de
carragenina na BAS nos animais pré-tratados oralmente com o veiculo causou, apds 24
horas, um aumento significativo no ntimero de leucdcitos totais na cavidade, 48,0 + 12,3 x
10 células/ml para o EE — gréfico 6% 64,8 £ 10,9 x 10° células/ml para a fragdo em acetato
de etila — grafico 6D; e 58,6 + 15,9 x 10° células/ml para as fragdes em hexano — grafico 6B
e diclorometano — grafico 6C. Em relacdo ao grupo que recebeu a inje¢do de PBS, foram
quantificadas 0,9 £ 0,5 x 10° células/ml para o extrato em etanol, 1,8 + 0,8 x 10° células/ml
para a fragdo em acetato de etila e 3,0 £ 1,5 x 10° células/ml para as fracdes em hexano e
diclorometano. J4 os animais que foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.) com o anti-
inflamatorio esteroidal (AIE) dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo de

carragenina na BAS, foi observada uma reducdo de 48,5% no numero total de células
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quando comparado a 64,8 + 10,9 x 10° células/ml do grupo que recebeu carragenina, isto &, o
numero de células na cavidade foi reduzido para 33,4 + 13,0 x 10° células/ml. Para o grupo
que recebeu o pré-tratamento com o extrato ndo houve redu¢do na migracao leucocitaria, ja
as fracdes em hexano e diclorometano apresentaram redu¢do da migragdo celular nas trés
doses testadas e, por fim, a fracdo em acetato de etila reduziu significativamente a migracao

celular somente nas doses de 10 e 100 mg/kg.
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Grafico 6: Efeito do EE (A), e as fracoes H (B), DCM (C) e AE (D) na migragdo celular induzida
por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo (agua destilada), EE,
fH, fDCM ou fAE nas doses (10, 30 ¢ 100 mg/kg) 60 minutos antes da inje¢do de PBS (grupo
controle) ou carragenina (demais grupos) na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente (i.p) com
dexametasona (0,5 mg/kg) também 1 hora antes da injegdo de carragenina na BAS. Os resultados sdo

expressos como média + d.p. do niimero de leucécitos totais (x 10°mL) (n=5-7). A significincia
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estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato, fracdes ou dexametasona

e o veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.5.2. Dosagem de citocinas (TNF-a, IL-1f, IFN- y)

Apo6s a injecdo de carragenina na BAS, além da liberacdo de alguns mediadores
inflamatoérios, ha também a liberagao de diversas citocinas que estdo envolvidas na evolucao
do processo inflamatorio. Assim, foi avaliado se o EE e suas fracdes seriam capazes de
alterar a producao de algumas citocinas produzidas durante a resposta inflamatoria, induzida
por carragenina.

A concentracdo de TNF-a, IL-1B e, IFN- y no exsudato inflamatorio da BAS nos
animais tratados oralmente com o veiculo e que receberam injecdo de carragenina na
cavidade, manteve-se acima de 500 pg/ml (graficos 7, 8 € 9).

Para a citocina TNF- a (grafico 7), foi possivel observar redugdo significativa nas
trés doses administradas para o EE (grafico 7A) e para a fragdo em AE (grafico 7D),
enquanto as fracoes H (grafico 7B) e DCM (grafico 7C) ndao demonstraram efeito
significativo na producgdo desta citocina em nenhuma das doses testadas.

Em relagdo a producgdo de IL-1pB (grafico 8) somente o EE (grafico 8A) foi capaz de
reduzir a producao desta citocina nas trés doses administradas, de forma semelhante aquela
produzida quando a dexametasona foi administrada (0,5 mg/kg, i.p.).

Por fim, a produgao de IFN- y (grafico 9) foi reduzida significativamente somente
quando houve administracdo do EE (grafico 9A) na dose de 10 mg/kg e também para a

fracao em AE (grafico 9D) nas doses de 10 e 30 mg/kg.
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Grafico 7: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) na producdo de TNF-a induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 e 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS.
Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentracdo de TNF-a (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com o extrato ou suas
fragoes e o veiculo, por analise de varidancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels. *

quando comparados os grupos tratados com as e o veiculo e o extrato/fragdes.
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Grafico 8: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) ¢ AE (D) na produgdo de IL-1B induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 e 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da injecdo de carragenina na BAS.
Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentragdo de IL-1p (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com os trés derivados e o
veiculo, por analise de varidncia (ANOVA) seguida do pods-teste de Newman-Kels. * quando

comparados os grupos tratados com o extrato/fragdes e o veiculo.
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Grifico 9: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) na produgao de IFN- y induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou extrato e fragdes (10,
30 ¢ 100 mg/kg) ou dexametasona (0,5 mg/kg i.p.) 60 min antes da inje¢do de carragenina ou PBS na
BAS. Os resultados sdo expressos como média + d.p. da concentragdo de IFN-y (pg/ml) (n= 5-8). A
significancia estatistica (*p < 0,05) foi calculada entre os grupos tratados com os trés derivados € o

veiculo, por andlise de variancia (ANOVA) seguida do pds-teste de Newman-Kels.

4.2.5.3. Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico ¢ um importante mediador que regula diversos eventos do processo

inflamatoério (Rossi e cols., 2003).
O grafico 10 representa a quantificagdo de oxido nitrico produzido pelas células que

migraram para a BAS. No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veiculo, a
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concentragdo de NO no lavado da cavidade foi de 29,9 + 19,4 uM para o EE, 12,3 + 7,2 uM
para a AE e 40,8 + 22,1 uM para a fH e fDCM, enquanto o grupo injetado com carragenina
na BAS e pré-tratado com veiculo foi de 397,6 = 200 uM para o EE, 430,4 + 164 uM para
fAE e 287,8 + 148 uM para fH e f{DCM. Em animais que receberam intraperitonealmente a
dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS, houve uma
reducdo da producdo de NO para 70,2 £ 50,6 uM em relacdo ao grupo injetado com
carragenina na BAS e pré-tratado com veiculo. O grupo de animais que recebeu tratamento
com o EE (grafico 10A) ndo apresentou uma reducao significativa na producao de NO, ja a
fracdo em hexano (grafico 10B) foi capaz de reduzir a producdo de NO nas doses de 10 e
100 mg/kg. No entanto a fragdo em DCM (grafico 10C) sé reduziu significativamente a
producdo de NO na dose de 10 mg/kg e a fragdo AE (grafico 10D) somente na dose de 100

mg/kg.
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Grifico 10: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) ¢ AE (D) na produgdo de NO induzida por
carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo ou com EE, fH, fDCM e
fAE (10, 30 e 100 mg/kg), 60 min antes da inje¢do de carragenina na BAS, ou pré-tratados i.p.com
dexametasona (0,5 mg/kg) 1 hora antes da inje¢do de carragenina na BAS. Os resultados sdo
expressos como média + d.p. da concentragdo de NO (uM) (n=5-7). A significancia estatistica (*p <

0,05) foi calculada por analise de variancia (ANOVA) seguida do pos-teste de Newman-Kels.

4.2.5.4. Dosagem de proteinas
Mais um evento que ocorre apos a inje¢ao da carragenina na BAS ¢ o aumento da
permeabilidade vascular que favorece o extravasamento de proteinas plasmaticas do sangue

para a BAS.
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No grafico 11, o grupo dos animais pré-tratados com veiculo e que recebeu a inje¢ao
de PBS na cavidade, foram quantificadas 6,6 + 2,0 mg/ml, 30,8 £ 26,1 mg/ml e 7,5 + 3,8
mg/ml de proteinas totais para EE, fAE, fH/fDCM, respectivamente, enquanto no exsudato
inflamatorio dos animais que receberam injecdo de carragenina, foram quantificadas 269,8 +
51,3 mg/mL, 281,5 + 62,7 mg/mL e 296,1 = 93,0 mg/mL de proteinas para EE (grafico
11A), fAE (grafico 11D), fH/ADCM (grafico 11B e 11C, respectivamente). Nos animais pré-
tratados com dexametasona (0,5 mg/kg), 1 hora antes da injecdo da carragenina na BAS, a
concentracdo de proteina foi 222,8 + 73,7 mg/mL. Portanto, ndo houve inibi¢do do
extravasamento de proteina quando o grupo tratado com dexametasona foi comparado ao
grupo que recebeu carragenina na BAS. Considerando os grupos de animais pré-tratados
com EE, H, DCM e AC (10, 30 e 100 mg/kg), nenhum dos grupos foi capaz de inibir o

extravasamento de proteinas causado pela inje¢do de carragenina na BAS (grafico 11).
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Grafico 11: Efeito do EE (A), H (B), DCM (C) e AE (D) no extravasamento de proteinas
plasmaticas induzida por carragenina na BAS. Os animais foram pré-tratados oralmente com veiculo
ou com o extrato etanolico e suas fragoes (10, 30 e 100 mg/kg), 60 min antes da injecdo de
carragenina na BAS ou pré-tratados i.p. com dexametasona (0,5 mg/kg) 1 hora antes da inje¢ao de
carragenina na BAS. Os resultados sdo expressos como média = d.p. da concentragdo de proteinas

plasmaticas totais (mg/ml) (n=5-7).
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5. Discussao



Neste trabalho nossos objetivos foram investigar as possiveis atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato etanolico e das fracdes em hexano,
diclorometano e acetato de etila das folhas de Tibouchina granulosa.

A T. granulosa é uma arvore ornamental e o chd de suas folhas ¢ usado na
medicina veterindria popular para cicatrizacdo de feridas de animais domésticos
(observagao pessoal; Fernandes, P.D.). A preparagdo do extrato bruto e suas fragdes foi
realizadas pelo nosso laboratorio (LaFDI), assim como os testes farmacologicos
realizados com as mesmas. As andlises fitoquimicas e anatdmicas das folhas, no
entanto, foram executadas sob supervisdo do prof. Fabio Boylan, no laboratorio de
farmacognosia da Escola de Farmacia e Ciéncias Farmacéuticas no Trinity College
Dublin/Irlanda.

Para verificar se o extrato e as fragdes possuiam atividade analgésica central o
primeiro modelo realizado neste trabalho foi o da placa quente. E comum utilizar o
calor como estimulo nociceptivo em modelos de dor aguda. Os nociceptores sdo
ativados diretamente pelo calor e seus mecanismos de ativagdo estdo relacionados a uma
atividade primdria na medula espinhal, bem como a processamentos em regides
superiores do Sistema Nervoso Central (Le Bars e cols., 2001).

Os analgésicos opioides e outros fArmacos com a¢do predominantemente central
aumentam o tempo de permanéncia (tempo de laténcia) dos animais na placa quente,
resultado interpretado como antinocicepg¢do. A observagdo de que o extrato e as fragdes
induziram aumento do tempo de laténcia dos animais na placa quente, sugere que estes
andlogos apresentam atividade antinociceptiva central, tendo as doses de 30 mg/kg,
tanto do extrato etandlico quanto da fragdo em hexano, aumentado significativamente o
tempo de laténcia, ndo somente em relacdo aos animais tratados com o veiculo, mas

também quando comparados aos animais tratados com a morfina. Este efeito pode ser
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associado, a0 menos em parte, & composicado da fracdo em hexano, que como
observamos apos analise do CG/EM, possuia substancias como o-amirina e J-amirina as
quais ja foram caracterizadas como agentes antinociceptivos tanto periférico, como
espinhal e supraespinhal em roedores (Otuki e cols, 2005b).

Pensando em um possivel mecanismo de acdo analgésico do extrato e das
fragdes, o modelo de nocicep¢do neurogénico induzido pela capsaicina foi realizado.
Estudos mostram que a nocicep¢do induzida pela capsaicina ocorre através da ativagao
do receptor vaniloide TRPV1, que ¢ um canal ionotropico ndo seletivo a cations,
presentes em neurOnios sensoriais primarios (Caterina e cols., 1997; Palazzo e cols.,
2002). A capsaicina ¢ agente quimico provocador de algesia que possui um importante
papel no estudo do funcionamento das fibras aferentes sensoriais C e Ad, tendo em vista
a sua agdo nos nociceptores polimodais e termoceptores (Pietrovski e cols., 2006). Ela
provoca a liberagdo de neuropeptidios (substincia P), aminodcidos excitatorios
(glutamato), 6xido nitrico (NO) e mediadores pro-inflamatdrios em nervos periféricos,
sendo esta informacdo nociceptiva transmitida para a medula espinhal (Szallasi e
Blumberg, 1999).

O glutamato ¢ o neurotransmissor mais relevante envolvido Na transmissdo,
desenvolvimento e manuten¢do da resposta nociceptiva, ele age através da ativagdo de
iGluR ou mGIuR, levando a excitagdo e sensibilizagdo de nociceptores periféricos,
centrais e supra-espinhais (Aanonsen e Wilcox, 1989; Budai e cols., 1995; Carlton,
2001). A injecgdo intraplantar de glutamato libera aminoacidos excitatorios, PGE2, NO e
cininas (Beirith e cols., 2002; Sakurada e cols., 1992) e promove a ativagdo de fibras
sensoriais, que juntos induzem a liberacdio de uma série de substincias (opiodides
endogenos) no corno dorsal, o que também pode ativar receptores TRPV1 na medula

espinhal (Julius e Basbaum, 2001; Millan, 1999).
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O que se pdde observar quanto ao comportamento do EE e das fra¢des testadas ¢
que todos, em algum grau, apresentaram efeito antinociceptivo no modelo da lambedura
de pata induzida pela capsaicina, sugerindo que o efeito antinociceptivo do extrato e das
fragdes pode estar envolvido com os receptores TRPV1.

Em vista do que foi descrito, os resultados apresentados sugerem que o
tratamento com o extrato e as fragdes obtidas também reduzem a resposta nociceptiva
induzida pela injecdo intraplantar de glutamato. Estes resultados indicam que o efeito
antinociceptivo das substancias envolve, a0 menos em parte, o sistema glutamatérgico.
Em conformidade com os resultados obtidos no modelo da nocicep¢do induzida por
capsaicina, ¢ possivel que as substancias estejam produzindo efeito antinociceptivo
através da regulacdo de receptores TRPV1, e, portanto, contribuindo para a modulagdo
da resposta nociceptiva.

A andlise fitoquimica desse extrato e suas fragdes nos permitiu identificar
substancias que poderiam, pelo menos em parte, justificar as agdes farmacologicas
observadas. O objetivo da cromatografia ¢ separar individualmente os diversos
constituintes de uma mistura de substancias seja para identificagdo, quantificagdo ou
obtencdo da substincia pura para os mais diversos fins. Tal separagdo da-se através da
migracdo da amostra através de uma fase estaciondria, no caso a silica, por intermédio
de um fluido (fase moével). Apos a introdugdo da amostra no sistema cromatografico, os
componentes da amostra se distribuem entre as duas fases e eluem mais lentamente que
a fase movel devido ao efeito retardatario da fase estacionaria. O equilibrio de
distribuicdo determina a velocidade com a qual cada componente migra através do

sistema (Argenton, A. 2010).
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Os experimentos de cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas ¢ de cromatografia liquida de alta eficiéncia mostram a presenca de o e f
amirina e do y-sitosterol na fracdo em hexano, estigmasterol na fragdo em
diclorometano, e também da hispidulina-7-O-B-D-glicosideo na fragdo em acetato de
etila. A identificacdo completa dessa uUltima substincia ainda esta sendo realizada,
porém, com isso, se sugere que a fracdo em acetato de etila contém uma grande
quantidade de derivados fendlicos, notadamente pertencentes a classe dos flavonoides.

Para avaliar se o extrato e suas fragcdes apresentavam efeito antinociceptivo
periférico e/ou anti-inflamatdrio, o modelo da lambedura de pata induzida por formalina
foi realizado. Foi demonstrado que a inje¢do de formalina pode ativar diretamente
nociceptores presentes em axonios ndo mielinizados, como, por exemplo, fibras C, e
pouco mielinizados, como as fibras Ad. Além disso, também ¢ capaz de desgranular
mastocitos, causando a liberacdo de histamina e heparina (Parada e cols., 2001). Esses
mediadores, por sua vez, ativam os nociceptores, promovendo também a liberacdo de
neuropeptideos como substancia P, neurocinina A, neurocinina B e CGRP, nos
terminais periféricos dos aferentes primarios (Santos e Calixto, 1997), assim como os
aminoacidos excitatorios glutamato e aspartato (Omote e cols., 1998). Desta maneira,
acredita-se que este conjunto de mediadores quimicos parece ser o responsavel pela
nocicepcdo transitéria observada nos primeiros cinco minutos apds a inje¢do da
formalina (Milano, 2008).

Malmberg e Yaksh (1995) descreveram que a inje¢do intraplantar de formalina
causa um aumento significativo de glutamato ¢ PGE2 durante a segunda fase do
processo doloroso. Portanto, o modelo da formalina ¢ 1til para detectar a dor do tipo ndo

inflamatoria e inflamatoria, correspondendo a primeira e segunda fase, respectivamente.
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Farmacos que causam analgesia apresentam atividade diversificada nos dois
momentos do modelo da lambedura de pata induzida por formalina. Os opioides
possuem acdo central e inibem as duas fases. Por outro lado, firmacos com ac¢do
periférica, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e glicocorticoides
(AIEs), inibem somente a segunda fase (Hunskaar e cols., 1985; Hunskaar e Hole,
1987).

Os resultados deste modelo demonstraram que o extrato etanolico e as fragdes
ndo foram capazes de diminuir o tempo que o animal permanecia lambendo a pata na
primeira fase do experimento, sugerindo que ndo possuem atividade antinociceptiva
periférica, logo, provavelmente ndo atuam em receptores opioides e/ou ndo
intermedeiam a liberagdo de mediadores como serotonina, substincia P, cininas,
histamina ¢ CGRP. No entanto, o extrato ectandlico e as fragdes em hexano e
diclorometano foram capazes de inibir significativamente a lambedura de pata dos
animais na segunda fase do modelo, quando administradas na dose de 30 mg/kg, o que
pode indicar uma inibi¢ao na formagdo e/ou liberacdo de mediadores pro-inflamatorios
como citocinas, eicosanoides, cininas, glutamato e 6xido nitrico (Chichorro e cols.,
2004; Tassorelli e cols., 2006). Essa inibicdo pode ser associada a atividade das
substancias ja descritas que compdem as fragdes, além de outras, visto que por serem
extrato/fragdes reinem outras substancias que podem ndo ter sido caracterizadas nos
experimentos realizados.

Como o extrato e algumas fragdes apresentaram efeito anti-inflamatério na
segunda fase do modelo da lambedura de pata induzida pela formalina, decidimos
realizar o0 modelo da migragdo celular para a bolsa de ar subcutdnea (BAS), no intuito

de avaliar se o extrato e as fragdes apresentavam alguma atividade neste modelo de
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inflamacdo, que procura observar a transmigra¢do de leucdcitos para um sitio
inflamado.

A BAS ¢ um modelo de inflamacdo muito utilizado para a triagem de farmacos
com potencial agdo anti-inflamatoria. Este modelo permite a avaliagdo de diversos
parametros inflamatdrios como, por exemplo, transmigracdo de leucocitos, andlise de
mediadores inflamatérios como citocinas, extravasamento de proteinas e producdo de
NO. A administragdo da carragenina na bolsa de ar subcutdnea induz um processo
inflamatorio com caracteristicas e curso da inflamag¢do semelhantes ao observado na
artrite reumatoide, com infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares e liberagdo de
mediadores pro-inflamatérios (Sedgwick e Lees., 1986).

Entre duas e quatro horas apos a inje¢do da carragenina ha intenso processo de
rolamento de leucocitos e adesdo celular. Seis horas apds a injecdo observa-se grande
fluxo de neutrodfilos e liberagdo de agentes quimiotaticos no sitio inflamatério (Secco e
cols., 2004). Apos 24 horas da injecdo de carragenina ocorre o aumento de leucocitos do
tipo polimorfonucleares, da atividade da enzima mieloperoxidase, aumento dos niveis
dos metabolitos do NO (nitrato e nitrito), € da exsudagdo e liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias (Ferrandiz e cols., 1996; Saleh e cols., 1996; Frode e Medeiros, 2001; Da
Silva, e cols., 2004; Koo ¢ cols., 2005).

Nossos resultados mostraram uma redu¢do na migracao leucocitaria nos grupos
pré-tratados com as fragdes. No entanto, o extrato etandlico ndo apresentou redugdo no
numero de leucécitos na BAS. Dentre as hipdteses que podem estar relacionadas a
inibicdo da migragdo leucocitaria observada nos animais tratados previamente com as
fragdes podemos destacar a inibicdo da producdo e/ou liberagdo de substancias pro-
inflamatorias relacionadas a quimiotaxia de leucdcitos. Nos nossos experimentos o

envolvimento de mediadores pro-inflamatorios e considerados quimiotaticos foi
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estudado e podemos citar as citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-1p e IFN-y, assim
como o NO.

E importante ressaltar que apesar de o extrato etandlico ndo ter apresentado
reducdo na migragdo celular, nos testes subsequentes de quantificacdo de citocinas, o
mesmo apresentou reducdo significativa na produgdo destes agentes pro-inflamatorios,
sugerindo uma atividade anti-inflamatoéria no que diz respeito a inibi¢do de algum(s)
componente(s) das vias de sinaliza¢do das células em relagdo a producdo das citocinas
quantificadas.

De uma maneira geral, as fragdes em hexano e diclorometano ndo foram capazes
de inibir a produgdo das citocinas, enquanto a fracdo em acetato, reduziu
significativamente a producdo de TNF-o e IFN-y, mas ndo apresentou inibi¢do
significativa na redu¢do da producao de IL-1p.

Alguns estudos ja demonstraram que o TNF-a ¢ capaz de induzir a expressao de
moléculas de adesdao como: E-selectina, ICAM-1 ¢ VCAM-1 em culturas de células
endoteliais da microvasculatura pulmonar e dérmica humana (Jiang e cols., 2005).

Outro estudo que avaliou a expressao de algumas moléculas de adesdo
importantes para a firme adesdo e diapedese dos leucocitos, utilizou combinagdes de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1p, e anti-inflamatérias, como 1L-4 e IL-
10 e constataram que essas citocinas formam uma rede complexa de comunicagdo,
resultando em efeitos que ndo sdo determinados pela acdo de uma unica citocina, mas
pela interrelacdo entre elas (Daxecker e cols., 2002). Dito isto, supde-se que a atividade
anti-inflamatoria da fracdo em acetato de etila, a qual foi capaz de inibir a citocina TNF-
o e a migragdo celular, pode estar associada a inibicdo de moléculas de adesdo, via
inibi¢do de uma das citocinas responsavel pela indu¢do da producdo destas moléculas,

isto ¢, a fracdo pode estar atuando em um ou mais eventos celulares, inibindo
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mediadores que estimulam a expressdo de moléculas de adesdo (como a citocina pro-
inflamatoria TNF-a) ou fatores de transcri¢ao pro-inflamatorios como o NF-kB.

O IFN-y possui diversos efeitos imunoregulatorios, incluindo a ativagido e
estimulacdo de macrofagos a fim de que eles liberem espécies reativas de oxigénio, as
quais sdo danosas para o organismo. Esta citocina aumenta a permeabilidade vascular,
desempenhando assim um papel crucial no processo inflamatdrio que acompanha, por
exemplo, as doengas neurodegenerativas. Outros efeitos do IFN-y incluem a indu¢ao da
produgdo de TNF-a e IL-1 e efeitos sinérgicos com a citocina TNF- a, especificamente,
sobre a expressdo de moléculas do sistema imunologico (Gately e cols., 1994). Portanto,
o resultado apresentado pela fracdo em acetato de etila indica que além de inibir a
citocina TNF-q, esta fracdo também ¢ capaz de inibir a produ¢do de IFN- vy, sugerindo
um efeito anti-inflamatorio sinérgico na diminui¢do de moléculas do sistema
imunologico, ou até mesmo diminuindo a permeabilidade vascular na BAS.

Outro parametro analisado foi a produ¢do de NO. Os efeitos desse mediador na
resposta inflamatdria sdo complexos e envolvem tanto quimiotaxia de leucécitos como
aumento da permeabilidade vascular. Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento
oral com as fracdes foi capaz de inibir significativamente a produ¢do de NO. Essa
menor producdo de NO pode ser consequéncia: 1) de um menor numero de células que
transmigraram para a BAS quando as fragdes foram administradas; 2) de no caso da
administracdo por via oral da fracdo em acetato de etila, a mesma estar atuando na
diminui¢do da producdo de citocinas dentre outros mediadores, fato este demostrado
nos graficos 7 € 9, nos quais a fragdo em questdo foi capaz de inibir a produg¢ao de TNF-
a e [FN-y (Chichorro e cols,, 2004; Tassorelli e cols., 2006) 3) da atividade da iNOS ou

ainda, pode ser decorrente de alteragdo na expressdo da enzima. No entanto, mais
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experimentos se fazem necessdrios para comprovar a terceira hipdtese, experimentos
estes que mostrem a agdo das fragdes sobre a expressao da iNOS.

Os mediadores inflamatérios liberados na BAS também sdo capazes de causar
aumento na permeabilidade vascular (Aller e cols., 2006; Schmid-Schonbein, 2006).
Sendo assim, o Uultimo pardmetro avaliado foi o extravasamento de proteinas
plasmaticas. Entretanto, o extrato e as fracdes ndo foram capazes de reduzir a
concentragdo de proteinas totais no exsudato inflamatdrio, sugerindo que o extrato e as
fragdes ndo alteram o aumento de permeabilidade vascular gerado pelos mediadores que
ainda se encontram no sitio inflamado.

Portanto, o efeito do extrato etandlico no que tange a diminui¢ao da produgdo de
citocinas; o efeito das fracdes em hexano e diclorometano na inibi¢do da migragdo
leucocitaria, e modulagdo negativa na sintese de NO; e, por fim, a redugdo da migragao
de leucdcitos somada a inibigdo da producdo de citocinas e NO por parte da fracdo em
acetato de etila, sugerem uma a¢ao anti-inflamatoria destes compostos. Os efeitos do EE
e das fragdes H, DCM e AE podem estar associados a composi¢ao fitoquimica descrita,
reforgando a atividade do flavonoide hispidulina, ja que, a fragdo em acetato de etila
aparenta ser a que melhor inibe o processo inflamatdrio, tanto pela via da modulagao
negativa da producdo de mediadores pro-inflamatodrios, como as citocinas TNF-a e IFN-
v € 0 NO, quanto pela diminui¢ao da transmigracdo leucocitaria para a BAS.

A fim de localizar a presenga de substancias fendlicas (como ¢ o caso do
flavonoide hispidulina-7-O-glicosideo) nas folhas da 7T.granulosa estudos de anatomia
vegetal foram realizados nesse trabalho. Além de substincias fendlicas, pode-se
observar também a presenca de amido, tricomas e cristais de oxalato de calcio,

caracteristicas anatomicas da espécie em estudo.

88



6. Conclusao



Levando em consideracdo os resultados obtidos com as analises fitoquimicas e
farmacoldgicas para o extrato em etanol e as fragdes em hexano, diclorometano e
acetato de etila de 7. granulosa, pode-se concluir que:

e EE e as fragdes apresentaram efeito antinociceptivo central observado no
modelo da placa quente.

e Este efeito antinociceptivo pode estar relacionado, ao menos em parte, aos
receptores vanildéides (TRPV1), comprovado no modelo da lambedura de pata

induzida pela capsaicina.

e O mecanismo de a¢do antinociceptivo também parece estar relacionado de forma
direta ou indireta ao sistema glutamatérgico, visto que o extrato e as fragdes
foram capazes de reduzir a lambedura de pata induzida pela inje¢do de

glutamato.

® Todos os extratos testados apresentaram atividade anti-inflamatéria, seja no
modelo da formalina, como no modelo da migragdo celular, visto que EE, H e
DCM inibiram o tempo de lambedura da pata induzida pela inje¢do de formalina
na segunda fase do modelo e, além disso, as fragoes H, DCM e AE foram
capazes de inibir a migragdo leucocitaria no modelo da BAS, além de em algum
grau terem inibido mediadores pré-inflamatorios. Assim como, o EE foi capaz
de inibir todas as citocinas quantificadas neste trabalho.

e As substancias isoladas e/ou identificadas em cada fragdo estudada estdo
intimamente associadas as atividades descritas neste trabalho. No entanto, mais
experimentos farmacologicos serdo necessarios para que as atividades das

fragdes possam ser completamente atribuidas as substancias descritas.
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