THAYS DE LIMA MATOS FREIRE DIAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO ETANOLICO, FRA(;QES E DE UMA EPICATEQUINA ISOLADA DA
CASCA DO CAULE DA ESPECIE Ximenia americana L. (OLACACEAE).

Maceio — AL
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



THAYS DE LIMA MATOS FREIRE DIAS

ESTUDO DA ATIYIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
EXTRATO ETANOLICO, FRA(;QES E DE UMA EPICATEQUINA ISOLADA DA
CASCA DO CAULE DA ESPECIE Ximenia americana L. (OLACACEAE).

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal da Alagoas — Instituto de Ciéncias
Biolégicas e da Sadde para a Obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias da Satde pelo
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias da

Saiide

Orientadora: Prof® Dr® Magna Suzana Alexandre Moreira
Co-Orientador: Prof. Dr. Antonio Euzébio Goulart Sant’Ana — LPRN/IQB

Maceio - AL
2010

1



Catalogagao na fonte
Universidade Federal de Alagoas
Biblioteca Central

Divisdo de Tratamento Técnico
Bibliotecaria Responszavel: Helena Cristina Pimentel do Vale

Didle

Dias, Thays de Lima Matos Freire.

Estudo da atividade antinociceptiva 2 gpii-inflamatona do extrato gtanolico,
fraches de wma gpicatequing isolada da casca do caule da espécie Kimsnia
gmericana L. (Qlacaceas)’ Thaysde Lima Matos Freire Dias, 2010.

110 £, ; mrafs gtabs.

Crientadora: Magna Suzana Alexandre Moreira.

Co-Crientador: Antdnio Euzébio Goulan Sant’ Ana.

Diszertacio (mestrado em Ciéncias da Sande) - Universidade Federal
de Alagoas. Instituto de Ciéncias Biologicas & da Saide. Maceio, 2010,

Bibliografia: £ 83-110.

1. Produtos naturais. 2. Jimgniq americana. 3. Atividade gptinocicepitiva.
4. Atividade gntidnflamatoda. 3. Sequestro radicalar. I Titulo.

CDU: 613:376




UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS GRADUACAQO EM CIENCIAS DA SAUDE

Defesa da Dissertagdo de Mestrado da aluna Thays de Lima Matos Freire Dias,
intitulado: “Estudo da atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato etandlico,
fracbes e de uma catequina isolada da casca do caule da espécie Ximenia americana L.
(Olacaceae), orientada pela Prof2. Dr*. Magna Suzana Alexandre Moreira, apresentada
ao Programa de Pés Graduagdo em Ciéncias da Salide, da Universidade Federal de

Alagoas, em 30 de margo de 2010.

Os membros da Banca Examinadora, consideraram a candidata: 'i f"flﬂ/%ié’\,

4

Banca Examinadora: !

t " i ¥ - / i f é& i
Welin WMAMA_

——

Prof.? Dra. Lidia Moreira Lima - ( UFRJ)
A
%ﬁkt"fbtoou A N T svuw
Prof®. Dra. Eurica Adélia Nogueira— Titular (ESENFAR - UFAL)

Prof. Dr. Emiliano de Oliveira Barreto — Titular (ICBS - UFAL)




Aos meus filhos Nilson, Ian e Liandra, por me botarem no mundo.
3



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof*. Dr*. Magna Suzana Alexandre Moreira, pela oportunidade
concedida no laboratdrio e consequente ingresso ao meio cientifico desde a graduacdo, pelo
apoio que obtive sempre, pela valiosa e abnegada dedicacdo a pesquisa e principalmente pela

visao holistica do saber que transmite a todos a sua volta;

Ao Prof. Dr. Anténio Euzébio Goulart Sant’Ana, co-orientador deste trabalho, por todo o

estudo fitoquimico e pela prontidao em ajudar sempre que necessario;

Aos amigos do LaFI: Aline, Amuzza, Anansa, Angélica, Anne, Carolina, Débora, Diogo,
Eliane, Everton, Gabriela, Luiz, Mariana, Morgana, Walfrido e Yolanda. Por todos os
momentos vividos no laboratério, pelo auxilio nos experimentos e na vida, por passarmos

tanto tempo juntos e ainda conseguirmos sentir saudades. Formamos uma bela equipe!

Aos amigos Daniel, Mariana e Pedro do IQB, por toda a ajuda dada na pesquisa de dados da

epicatequina e do estudo fitoquimico e pela amizade tao valiosa;

Aos Professores Doutores Lidia Moreira Lima, Eurica Adélia Nogueira, Jodo Xavier de
Aragjo Junior e Emiliano Barreto, por terem aceitado o convite de integrar a banca
examinadora de qualificacdo e defesa desta dissertacio de mestrado, contribuindo

significativamente para a melhoria deste trabalho;

A todos os professores que compartilharam comigo os seus conhecimentos € muitas vezes 0s
laboratérios, em especial: Adriana Ximenes, Ana Rosa, Emiliano Barreto, Luiza Rabelo,

Salete Smaniotto. Este apoio foi fundamental para a realizacao deste trabalho;

Aos professores, colegas e funciondrios do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias da Satide
e do ICBS-UFAL em especial aos colegas: Alex, Guacira e Rafael pessoas maravilhosas que
conheci no mestrado, a secretdria Melania Pedrosa pelo apoio administrativo e a Nailson

Nunes de Souza, o “Seu Galego” pela amizade e o prazer em ajudar;



A CAPES, FAPEAL e Instituto do Milénio (IM-INOFAR), pelo apoio financeiro e a todos
que direta ou indiretamente contribuiram para a concretiza¢do deste trabalho. Meus sinceros

agradecimentos.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus pelo seu infinito amor e misericérdia;

A minha mae, Jeane de Lima Matos, por toda a sua loucura em tentar se transformar em todos

os instrumentos necessarios para a felicidade e sucesso de suas filhas e netos;

Ao meu pai José Fernando Freire Dias, pelo incentivo em diversos aspectos, por sua alma
sempre jovem, pelas musicas que durante a infincia foram escritas em minha alma e hoje

embalam em versos vitorias e derrotas;

Ao meu muito amado esposo Eliandro Rodrigues Viana, por deixar-me acompanhar a obra
prima que € a sua vida, testemunhar a prética de nobres virtudes que a maioria das pessoas s

consegue ouvir falar e ainda ser digna do seu amor e companheirismo;

Ao meu avd, Valter de Souza Matos (in memoriam) e minha avé, Benilde de Lima Matos, por
terem sido a base salutar de uma familia bem sucedida onde valores como integridade,

bondade e educagdo sdo as maiores riquezas que se pode conquistar;

A toda a minha familia em especial as lindas e queridas tias e primas: Lelo, Miga, Mone,
Sandra, Si (in memoriam), Y4, Taninha e Thanny. Além de muitas outras coisas, por serem
meus exemplos de como a unido entre inteligéncia, cardter, forca e bondade podem resultar

em mulheres tio fantasticas. Amo muito voceés!

As minhas irmads Fernanda e Maureen, por todo amor e torcida pelo meu sucesso pessoal e

profissional, por saber que mesmo longe sempre posso contar com as duas. Amo muito vocés!

As amigas de todas as horas, “pau para toda obra”: Adriana, Aline, Gabriela, Isabel, Larissa,
Luciana, Mariana Santos, Vera Lucia e aos amigos José Pereira Venancio, Daniel Fortes, e
Julius Holy, por tudo o que fazem por mim (escutar, tolerar, embriagar...) € por suprirem a

falta que faz a minha familia aqui em Maceid. Muitissimo obrigada!



“Em terra de Reis a mascara da possibilidade torna cegos
os que realmente deveriam enxergar, ou seja, 0S que
conquistaram um olho.”

(Thays Dias)



RESUMO

Ximenia americana L. (Oleacaceae) € uma planta utilizada na medicina popular em diversos
paises para o tratamento de inflamacdo e dor. Este trabalho versa sobre o estudo da atividade
antinocipetiva, antiinflamatéria e antioxidante do extrato etandlico, fragdes (aquosa, acetato,
hexano e cloroférmica) e de uma epicatequina (XACC-I) isolada da casca do caule de X.
americana L. Para avaliar a antinocicep¢ao (na dose de 100 mg/Kg i.p., para o extrato e
fracdes e de 100 umol/Kg i.p. para a XACC-I) foram utilizados os ensaios: contor¢des
abdominais induzidas por dcido acético em camundongos; nocicep¢ao induzida por formalina;
ensaio de placa quente. No ensaio de contor¢des abdominais o extrato, fracoes e XACC-1
foram capazes de induzir a inibi¢do do ndmero de contor¢des em: extrato etandlico (98,2 %),
fracdo aquosa (95,5 %), fracao hexano (92,3 %), fracdo cloroférmica (99,5 %), fracdo em
acetato (95,0 %), e a XACC-I (98,5 %). Neste mesmo modelo realizou-se a curva dose-
resposta da XACC-I com a dose de 1-300 umol/Kg que induziu uma DEsy= 38,3 umol/Kg,
limite de confianca 95 %: 10,7 — 117,8 umol /Kg e o farmaco padrdo dipirona induziu uma
DEsy = 29,3 umol /Kg, limite de confianca 95 %: 22,7 — 75,4 umol/Kg. No ensaio de
nocicep¢ao induzida por formalina o extrato etandlico e a fragdo aquosa na segunda fase do
experimento, induziram uma inibicdo do tempo de lambida de pata em 824 e 73,7 %
respectivamente, a fracao cloroférmio foi capaz de induzir a inibi¢do apenas da primeira fase
do experimento em 31,5 % a XACC-I inibiu a resposta nociceptiva na fase neurogénica e
inflamatdria respectivamente em 64,2 % e 86,8 %. O extrato etandlico bem como todas as
fracdes e a XACC-I ndo foram ativos no ensaio de placa quente, que visa a avaliacdo da
atividade antinociceptiva central. A acdo anti-inflamatéria foi investigada pelo ensaio de
peritonite induzida por Zymosan A e Carragenina utilizando a dose de 100 mg/Kg i.p., para o
extrato e fracdes e de 100 pmol/Kg para a XACC-I. No ensaio de peritonite induzida por
Zymosan A o extrato etandlico, fragdes acetato e aquosa, a XACC-I e o farmaco padrao
indometacina induziram a inibi¢do do recrutamento celular em 41,4 %, 38,6 %, 35,1 %, 46,0
% e 55,7 % respectivamente. Utilizando-se outro agente flogistico (carragenina) o extrato
etandlico, fragdes (acetato, aquosa, cloroférmica e hexano), a XACC-I e o farmaco padrao
indometacina induziram a inibi¢do do recrutamento celular em 63,5 %, 55,9 %, 69,2 %, 35,8
%, 62,1 %, 66,1 % e 72,0 % respectivamente. Apenas o extrato etandlico e a fracdo hexano
ndo induziram a morte de nenhum animal, a toxicidade aguda da XACC-I ndo foi avaliada
pela pouca quantidade da substancia. No teste de atividade sequestrante de radicais in vitro
pelo método do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) o extrato etandlico, todas as fracdes e
XACC-1 apresentaram alta atividade sequestrante radicalar. O extrato etandlico, fracdes
aquosa e acetato apresentaram alto teor de fendis totais observado utilizando-se o ensaio
espectrofotométrico com o reagente Folin-Ciocalteu. Diante destes dados pode-se concluir
que o extrato etandlico, fracdes e a XACC-I provenientes da casca do caule da X. americana
L. s@o capazes de modular a resposta antinociceptiva periférica e anti-inflamatoéria aguda.

Palavras-chave: Atividade Antinociceptiva, Atividade Anti-inflamatéria, Sequestro
Radicalar, Ximenia americana.



ABSTRACT

Ximenia americana L. (Oleacaceae) is a plant used in folk medicine in several countries for
the treatment of inflammation and pain. This work describes the antinocipeptive, anti-
inflammatory and antioxidant activities of the ethanolic extract, fractions (aqueous, acetate,
hexane and chloroform) and an epicatechin (XACC-I) isolated from the stem bark of X.
americana L. The activity antinociceptive was tested in several models: acetic acid-induced
writhing, formalin test and hot plate test. In the writhing test of the extract, fractions and XACC-1 were
able to induce inhibition of the number of constrictions in: ethanol extract (98.2 %), aqueous fraction (95.5 %),
hexane fraction (92.3 %), chloroform fraction (99.5 %), acetate fraction (95.0%), and XACC-I (98.5%). Still
utilizing this model the dose-response curve of XACC-I with a dose of 1-300 umol/Kg was calculated, which
showed an DIsy = 38.3 umol/Kg, CL 95 %: 10.7 - 117.8 umol/Kg and standard drug dipyrone showed an DI5, =
29.3 umol/kg, CL 95 %: 22.7 - 75.4 pmol/Kg. In the formalin test the ethanolic extract of the aqueous fraction in
the second phase of the experiment resulted in an inhibition time of paw licking in 82.4 and 73.7 % respectively,
the chloroform fraction was able to induce inhibition of only early phase of the experiment by 31.5 % to XACC-
I inhibited the nociceptive response in neurogenic and inflammatory phase respectively in 64.2 % and 86.8 %.
The ethanol extract, all fractions and XACC-I have not been active in hot plate test, which aims to evaluate the
central antinociceptive activity. The anti-inflammatory action was investigated by test of peritonitis induced by
zymosan A and carrageenan. In the test of the peritonitis induced by zymosan A, the ethanolic extract, acetate
and aqueous fractions, the XACC-I and the standard drug indomethacin induced inhibition of cell recruitment by
41.4 %, 38.6 %, 35.1 %, 46.0 % and 55.7 % respectively. Using the carrageenan, the ethanolic extract, fractions
(acetate, aqueous, chloroform and hexane), the XACC-I and the standard drug indomethacin induced inhibition
of cell recruitment in 63.5 %, 55.9 %, 69,2 %, 35.8 %, 62.1 %, 66.1 % and 72.0 % respectively. Only the
ethanol extract and hexane fraction did not induce the death of any animal, the acute toxicity
of XACC-I have not been evaluated. In the test of DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) the
ethanolic extract, all fractions and XACC-1 showed high antioxidant activity. The ethanolic
extract, acetate and aqueous fractions showed high concentration of total phenols observed
using the spectrophotometric assay with Folin-Ciocalteu. These results infer that the ethanol
extract, fractions and XACC-I from the stem bark of X. americana are able to modulate the
antinociceptive peripheral and acute inflammatory response.

Keywords: Activity Antinociceptive, Activity Anti-inflammatory, Radical Scavenger,
Ximenia americana.
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1. INTRODUCAO
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Desde que o homem passou a interagir € observar a natureza, ele utiliza os produtos
naturais para diversas finalidades inerentes a sua existéncia, como: fonte de alimento,
confeccdo do vestudrio, fabricacdo de utensilios domésticos e moradia, na prevencao e cura
para as enfermidades que o aflige (ESQUENAZI et al.,, 2002). Diferentes populacdes nas
mais variadas regides do mundo utilizam correntemente os produtos naturais como Unico
recurso terapéutico (CALIXTO, 2005). Muitos medicamentos comercializados pela inddstria
farmac€utica e que possuem suas propriedades farmacologicas bem descritas foram
desenvolvidos a partir do conhecimento popular de plantas medicinais (GRAGG et. al.,
1997).

A busca de plantas com atividade terapéutica tornou-se uma importante atividade
cientifica, visando o crescimento e o aperfeicoamento de técnicas e recursos humanos
especializados, que possam colaborar com as pesquisas voltadas para o desenvolvimento de
farmacos capazes de contribuir para o tratamento e cura de doengas que acometem a
populacdo. Neste sentido, o governo brasileiro estd dando prioridade ao estudo de plantas
medicinais com énfase a descoberta de novos medicamentos ou de substancias que possam
servir de ferramentas farmacolégicas ou como modelos para a sintese de novos farmacos
(BRASIL, 2009).

As plantas medicinais tém-se constituido numa das principais fontes para o estudo e
desenvolvimento de novos principios ativos devido, principalmente, a grande variedade de
metabolitos secunddrios com atividade biolégica (BARREIRO, 1991). Dentre as plantas
amplamente utilizadas pela medicina popular, ndo apenas no Brasil, mas em diversas regides
tropicais e temperadas do mundo (OGUNLEYE & IBITOYE, 2003), encontra-se a espécie
Ximenia americana L. que € um arbusto pertencente a familia Olacaceae (POTT & POTT,
1994), conhecida popularmente no Brasil como ameixa-da-baia, ameixa-da-terra, ameixa-de-
espinho, sandalo-do-brasil dentre outros nomes (BRAGA, 1976). Todas as suas partes sao
utilizadas na medicina popular (OMER & ELNIMA, 2003), tendo algumas atividades
bioldgicas ja descritas na literatura como atividade antitumoral e antimicrobiana (MEVY et
al, 2006; KONE et al., 2004).

As diversas aplicacdes terap€uticas populares atribuidas a X. americana L. aliadas aos
achados cientificos, corroboram a necessidade de se investigar o potencial farmacoldgico
desta espécie no que concerne a dor e inflamacdo. Pois, estima-se que a dor afeta pelo menos
30% dos individuos em algum momento da sua vida, sendo que a incidéncia de dor cronica

oscila entre 7 e 40 % no mundo, constituindo a causa principal de sofrimento e incapacitacao
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para o trabalho, acarretando em graves conseqii€éncias psicossociais, comprometendo
fortemente a qualidade de vida destes individuos (SBED, 2005). Os farmacos analgésicos
como os opioides e os anti-inflamatérios nao-esteroidais, tém suas origens em produtos
naturais que foram usados por séculos, com intimeros beneficios a humanidade, porém, a
descoberta de novos farmacos tdo eficazes porém mais seguros que aqueles que estdo no
mercado, torna-se uma necessidade pelo fato de que muitas pessoas sdo acometidas pelos
efeitos indesejaveis ocasionados por tais farmacos, acarretando em prejuizos financeiros e
acima de tudo, prejuizos a saude de pessoas que ja sofrem, muitas vezes, de dor crénica
(OLIVEIRA, 2003).

O estudo de plantas da vasta flora brasileira pode beneficiar as pesquisas voltadas para o
tratamento da sintomatologia da dor e a resolucdo de processos inflamatérios danosos, como
também amenizar os inimeros transtornos causados pelo uso continuo de farmacos
analgésicos e anti-inflamatérios (BRATER, 1999).

Neste sentido estudos fitoquimicos foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Recursos Naturais — LPqRN, do Instituto de Quimica e Biotecnologia — IQB, da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) utilizando-se a casca do caule de X. americana L., obtendo-se o
extrato etandlico, a fracdo aquosa, fracdo hexanica, fracdo cloroférmica, fracdo acetato de
etila e uma epicatequina (XACC-1) isolada da fragdo em acetato de etila.

Portanto, este trabalho versa sobre o estudo antinociceptivo, anti-inflamatério e a
avaliacdo da atividade antioxidante do extrato, fracdes e isolado obtidos pelo LPqRN da casca
do caule de X. americana L. Para isto, modelos in vivo e in vitro foram utilizados, como:
ensaio de contor¢des abdominais induzidas por dcido acético (COOLIER et al., 1968); o
ensaio de nocicep¢do induzida por formalina (HUNSKAAR et al., 1985, TJIOLSEN et al.
1992) o ensaio de placa quente (KURAISHI ef al., 1983); ensaios de peritonite induzida por
Zymosan A e Carragenina (LEITE et al., 2007; FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991); anélise
quantitativa da atividade antioxidante utilizando-se o radical livre DPPH (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995; SANCHEZ-MORENO et al., 1998); e a determinacdo de fendis
totais (BONOLI et al., 2004; SOUSA et al., 2007). A anélise da toxicidade aguda aproximada

do extrato etandlico e fragdes também foi realizada (AKKOL et al, 2008).
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2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antinociceptivo, anti-
inflamatério e antioxidante, bem como a toxicidade aguda aproximada, do extrato etandlico,
fracOes (cloroférmica, hexanica, acetato e aquosa) e da epicatequina (XACC-1) isolada da
casca do caule da espécie Ximenia americana L. (Oleacaceae), contribuindo para o estudo

desta planta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade aguda aproximada;

e Avaliar a atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepg¢ao;

¢ Investigar uma possivel acdo antinociceptiva central no modelo de placa quente;

e Pesquisar a atividade anti-inflamatéria em modelos animais de inflamacao aguda;

e Avaliar a atividade antioxidante em modelos in vitro;

e Sugerir alternativas para a elucidacdo do mecanismo de atuacdo da XACC-1, na

nocicepcao e inflamacao;
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3.1 Consideracoes sobre a importancia terapéutica das plantas medicinais

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base da
terapéutica adotada mundialmente. H4 relatos na literatura que aproximadamente 3000 a.C.,
0s povos orientais, em particular os chineses, jd faziam uso de plantas e outros métodos
terapéuticos naturais no tratamento de diversas enfermidades (CHANG & BUT, 1987).

Segundo dados da OMS, 65-80 % da populacdo mundial ndo possui acesso ao
atendimento primdrio a satde e dependem das plantas medicinais como unica forma de acesso
aos cuidados bdasicos de satide (CALIXTO, 2005; TRIPATHI et al., 2005). Sabendo-se que
cerca de 49% dos farmacos que foram produzidos entre 1981 e 2001 sdo relacionados aos
principios isolados de plantas medicinais (CECHINEL, 1998; KOEHN & CARTER, 2005),
aliado ao fato de o Brasil ser um pais que apresenta um grande manancial de recursos
genéticos autéctones, com a maior biodiversidade do mundo, apresentando um montante de
55 mil espécies de plantas, correspondendo a aproximadamente 21 % do total mundial
catalogado (VILELA-MORALES & VALOIS, 2000), sendo que poucas dessas espécies
possuem estudos cientificos voltados para o desenvolvimento de farmacos (RATES, 2001),
entende-se a necessidade de comprovacdo cientifica do que ja se conhece empiricamente,
visto que a medicina popular € rica em exemplos de plantas utilizadas para diversos fins, e
que substituem, muitas vezes, a prescricao médica (LOZOYA, 1997).

As substancias presentes nas plantas medicinais que representam o modelo que o
homem utiliza para a sintese de diversos farmacos sdo originadas principalmente pelo
metabolismo secundario realizado pela planta (WINK, 2003). Algumas importantes categorias
de metabdlitos secunddrios que apresentam compostos biologicamente ativos incluem: os
glicosideos, os alcaloides, os terpenoides, os iridoides e os flavonoides (RATES, 2001).

Muitas plantas medicinais possuiram, ao longo da histéria, e ainda possuem um
importante papel no tratamento e cura de diversas enfermidades. O conhecimento popular
aliado aos estudos cientificos decorrentes do desenvolvimento da quimica moderna culminou
no isolamento e sintese de diversas substancias bioativas. Dentre as plantas medicinais com
salutar importancia no desenvolvimento de farmacos e respectivas substancias, podemos citar:
a Cinchona sp., da qual derivam os alcaloides quinina, com propriedade antimaldrica, e
quinidina com propriedade antiarritmica; a espécie Digitalis purpurea, que possue O
glicosideo digoxina, que apesar de apresentar indice terapéutico reduzido € empregado até

hoje como cardioténico, em virtude de nao ter sido identificado um substituto mais seguro e
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com as mesmas propriedades terapéuticas (FRAGA & BARREIRO, 1996); a Catharanthus
roseus, produtora dos alcaloides vinblastina e vincristina com propriedades antineoplésicas,
de grande valor terapéutico principalmente na leucemia infantii (McCORMACK, 1990); a
Artemisia annua da qual foi isolada a artemisinina, um sesquiterpeno com atividade
terapéutica contra a malaria (Plasmodium vivax) e contra cepas de P. falciparum resistentes a
cloroquina (LIU et al., 1992); da Curcuma longa foram obtidos os anti-inflamatoérios
curcuminoides inibidores das enzimas lipoxigenase (LOX) e ciclooxigenase (COX) (HUANG
et al., 1991) e sequestradores de radicais livres (RUBY et al., 1998); espécies de Galanthus
originaram a galantamina, substancia isolada e usada primariamente pela populacao local dos
Balcas para fraqueza muscular, mostrou-se um inibidor competitivo e reversivel da
acetilcolinesterase. Apds a produgdo em larga escala da galantamina através de sua extracdo a
partir de Narcissus spp, estudos clinicos foram conduzidos, e hoje esta substancia € utilizada
para o tratamento sintomatico de pacientes nos primeiros estdgios da doenca de Alzheimer
(HOUGHTON, 2002); a Taxus brevifolia, espécie da qual foi isolado o taxol, um diterpendide
com atividade antitumoral (CHABNER, 1991; CORREA, 1995).

Os exemplos citados configuram apenas algumas dentre diversas importantes
substancias isoladas de plantas medicinais, corroborando a necessidade de se fortalecer os
estudos voltados para o desenvolvimento de farmacos a partir de produtos naturais,

principalmente no Brasil.

3.2 Consideracoes sobre a familia OLEACACEAE

A familia Olacaceae € predominantemente das regides tropicais e subtropicais e
compreende 28 géneros com aproximadamente 200 espécies (MALECOT et al., 2004). Seus
representantes siao plantas lenhosas, arvores ou arbustos com espinhos. No Brasil encontram-
se, aproximadamente, 13 géneros e 60 espécies, sendo as de maior nimero de espécies, 0s
géneros Heisteria, Ximenia, Liriosma e Schoepfia, os géneros mais encontrados no pais sao
mais comuns na Amazonia; fora desta regido destacam-se os géneros Ximenia e Heisteria
(JOLY, 2002; SOUZA & LORENZI, 2005). Embora muitas das Olacaceae possuam porte
arboreo, sem qualquer evidéncia externa de que sejam hemiparasitas, existem referéncias de
que diversos exemplares dessa familia apresentam este tipo de habito, como exemplo: Olax,

Ptychopetalum, Schoepfia e Ximenia (JOLY, 2002; SOUZA & LORENZI, 2005).
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3.3 Consideracoes sobre o género Ximenia

O género Ximenia pertence: Reino: Plantae; Divisdao: Magnoliophyta; Classe:
Magnoliopsida; Subclasse: Rosidae; Ordem: Lamiales; Familia: Olacaceae (DAS et al.,
2008). Apresenta diversas espécies como X. pubescens, X. parviflora, X. caffra, X. americana,
X. perrieri, X. intermedia e X. coriacea. Entre essas espécies, a X. caffra se destaca por ser
utilizada na Tanzania para o tratamento da menstruacdo irregular, reumatismo e cancer
(CHHABRA & UISO, 1990) e, na provincia de Limpopo, no Sul da Africa, para o tratamento
da diarréia (MATHABE et al., 2006). A espécie mais comum deste género no Brasil € a
Ximenia americana L., que aparece de forma espontinea do Pard a Bahia, Minas Gerais e
Mato Grosso, apresentando ampla distribuicdo em diversos ecossistemas florestais (JOLY,

2002; SOUZA & LORENZI, 2005).

3.4 Consideracoes sobre a espécie Ximenia americana L.

Em meio a diversas espécies de plantas medicinais utilizadas na medicina popular
no Brasil e no mundo (CALIXTO et al., 2003; 2004b; BASSO et al., 2005), encontra-se a X.
americana L. Espécie pertencente a familia Olacaceae comumente encontrada na Africa,
India, América Central e América do Sul. E uma planta cosmopolita tropical com ocorréncia
silvestre, inclusive nos tabuleiros litordneos do nordeste do Brasil (POTT & POTT, 1994,
SACANDE & VAUTIER, 2006; MATOS, 2007).

A X. americana L. é caracterizada como um arbusto de 3-4 metros, podendo
chegar aos 6 metros de altura, com espinhos de casca fina, avermelhada ou cinza, lisa ou
pouco rugosa, com folhas pequenas, simples, inteiras e flores branco-amareladas, arométicas,
com as pétalas recurvadas, dispostas em racemos curtos, axilares ou terminais (BRASILEIRO
et al, 2008). Os frutos sdo uma fonte rica em vitamina C, de formato arredondado, de 1,5-2,0
cm de diametro, suculento e apresentando uma dnica semente tipo améndoa branca. A casca
do fruto € uma pelicula fina, facilmente retirada, quando o fruto estd maduro (Figura 1).
Quando verde, tem coloragdo da casca verde, e quando maduro, a cor da casca torna-se
amarelo alaranjado. Considerando a polpa, ocorre mudanca de coloragdo, passando da cor
verde para a amarela, a medida que o fruto amadurece, possui consisténcia firme e sabor

adocicado. Também € perceptivel um aroma caracteristico nos frutos maduros

(EROMOSELE & EROMOSELE, 2002; SILVA et al., 2008).
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Figura 1. A: Habito; B: Folhas; C: Caule lenhoso; D: Flor e espinho; E: Fruto
de X. americana L. (BRASILEIRO et al., 2008)

A X. americana L. é conhecida popularmente no Brasil como ameixa silvestre,
ambui, ameixa-da-bafa, ameixa-brava, ameixa-de-espinho, sandalo-do-brasil entre outros
nomes, conforme o local em que estd adaptada (BRAGA, 1976; SILVA et al.,, 2008). Em
Angola é conhecida pelos nomes de ganzi, lumeque, mepeque, muinje, munjaque, omupeque
e umpeque (WIKIPEDIA, 2010). Todas as partes desta planta t€ém indicacdes de uso na
medicina popular (BRAGA, 1976; JAMES et al., 2007).

No Brasil a X. americana L. faz parte do extrato arbustivo-arbéreo da Caatinga,
figurando como uma das principais espécies. No periodo seco, quando a maioria das espécies
da Caatinga perde as folhas, essa planta destaca-se por apresentar-se com as folhas totalmente
verdes, o que caracteriza uma planta resistente a seca (FERNANDEZ & BEZERRA, 1990).

Sua casca apresenta diversas atividades e vem sendo usada para diversos fins tais
como: tratamento da lepra, maldria, dor de cabega, moluscicida, infeccdes da pele,
hemorréidas e inflamac¢des das mucosas (VERAS & MORALIS, 2004). A casca pulverizada

também € recomendada para cicatrizacdo de ulceras, como depurativo, regulador menstrual e
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z

nas enfermidades géstricas. A infusdo das flores é empregada para amenizar diarréias e
disenterias (HUTCHINSON & DAZIEL, 1954; BRAGA, 1976). As raizes sdo empregadas
como anti-séptico, para doencas mentais, febre, ictericia e dor de cabeca, ao passo que as
folhas sao usadas para sarampo, dor de dentes e também como laxante (SOFOWORA, 1982;
OMER & ELIMINA, 2003). Esta planta também € utilizada contra o reumatismo, cancer e
muitos tipos de infeccoes (MEVY et al, 2006).

Estudos realizados com diferentes partes da espécie X. americana L. indicam que esta
espécie apresenta atividade: antitumoral (VOSS et al., 2006), antimicrobiana (OMER &
ELNIMA, 2003; KONE et al., 2004; GEYID et al., 2005), pesticida e moluscicida (FATOPE
et al., 2000; UCHOA et al., 2006) e anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR e al., 2002).

3.5 Metabdlitos isolados da espécie Ximenia americana L.

Tendo em vista as diversas propriedades medicinais atribuidas a X. americana L.
estudos fitoquimicos foram realizados com esta espécie indicando a presenca de metabdlitos
secundérios em diferentes tipos de extratos desta planta. Alguns estudos relataram a auséncia
de alcaloides (OGUNLEYE & IBITOYE, 2003; JAMES et al., 2007), outros trabalhos como
o realizado por SORO et al. (2008) indicaram a presenca de alcaldides, taninos e flavonoides
no extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. QUINTANS-JUNIOR er al. (2002)
atribuiu a possivel atividade anticonvulsivante a alcaloides presentes no extrato etandlico
bruto da espécie.

Resultados obtidos utilizando extratos aquosos e metandlicos das folhas, da casca
do caule e da raiz indicaram constituintes presentes na planta como: carboidratos, na forma de
acucares e amido solivel, exceto para o extrato aquoso das folhas. Saponinas, glicosidios
cardiotOnicos e antraquinonas estiveram presentes em todos os extratos, exceto nos extratos
das folhas, onde ndo foram encontradas antraquinonas (JAMES et al., 2007). As cascas da X.
americana L. apresentam elevado teor de taninos que ainda ndo foram identificados
quimicamente (MATOS, 2007). Estudos com o 6leo volatil das folhas de X. americana L.
demonstraram que continha em sua composi¢do, 69 % de compostos arométicos, 12,5 % de
compostos lipidicos e 13 % de terpenos (MEVY et al., 2006). O constituinte encontrado em
maior quantidade foi o benzaldeido (63,5 %), seguido pelo cianeto de benzila (13 %) e

isoforona (3,5 %). Outras partes como raiz, frutos e sementes também apresentaram Oleos
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ricos em acidos graxos essenciais como: linoléico, linolénico e araquidonico (EROMOSELE
& EROMOSELE, 2002; MATOS, 2007).

MWANG et al. (1993) isolaram da raiz de X. americana var. caffra compostos
fendlicos como a catequina, epicatequina e acido gdlico, outros estudos também apontam a

presenca de flavonoides nesta espécie (BRASILEIRO et al, 2008; SORO et al., 2008).

3.6 Consideracoes sobre os flavonoides e sua importancia

Os frutos e os vegetais sdao importantes na dieta humana por apresentarem
componentes antioxidantes que protegem contra os radicais livres e t€ém sido associados a
reducdo de risco de vdrias doencas degenerativas como aterosclerose, cancer, mal de
Parkinson e Alzheimer (LODYATO et al.,, 2004; ZHANG & HAMAUZU, 2004). Os
compostos responsdveis pela acao antioxidante sao de origem enddgena como as enzimas e
proteinas e exdgena como as substancias de baixa massa molecular tais como: vitaminas,
carotenoides, flavonoides, antocianinas e outros compostos fendlicos muito comuns em
plantas (ARGOLO et al., 2004; ZHANG & HAMAUZU, 2004).

Os flavonoides sdo pigmentos naturais presentes nos vegetais que desempenham um
importante papel na protecdo contra agentes oxidantes. Englobam um grupo de compostos
polifendlicos que possuem considerdvel interesse cientifico em diversas dreas, principalmente
pelas suas propriedades terapéuticas. Sao metabdlitos secunddrios de plantas biossintetizados
a partir da via dos fenilpropanoides (SIMOES et al., 2000). O termo flavonoide é um nome
coletivo dado aos pigmentos de plantas derivados da benzo-y-pirona. Apresentam um
esqueleto de difenil propano (C¢C3Cs) com uma estrutura comum caracterizada por dois anéis
aromaticos (A e B) ligados a um heterociclo oxigenado (anel C) (Figura 2). Pode ser obtido
por fontes alimentares especificas como vinho tinto, cha preto, cerveja, frutas (maca, uva,
morango), vegetais (cebola, couve, vagem, brdcolis), graos, nozes e sementes (BEHLING et

al., 2004).

)

Figura 2. Estrutura basica dos flavonéides (Adaptado de BEHLING et al., 2004).
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Os flavonoides possuem diversas fun¢des nas plantas, dentre elas, pode-se destacar a
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta, protecdo contra microrganismos
patogénicos, acdo antioxidante, acio alelopatica e inibicio enzimdtica (SIMOES et al., 2000;
HARBORNE & WILLIAMS, 2000; HEIM et al., 2002).

Mais de 6000 diferentes flavonoide ja foram descritos (MARCHAND, 2002;
YANG et al., 2001). Podem ocorrer como agliconas, glicosideos ou como parte de outras
estruturas que contenham flavonoides, como as flavolignanas. As subclasses dos flavonoides
sa0: chalconas, diidrocalconas, auronas, flavonas (apegenina, luteolina, diosmetina), flavonois
(quercetina, miracetina, kaempferol), diidroflavonol, flavanonas (naringina, hesperidina),
flavandiol, antocianidina, isoflavonoides (genisteina, daizdeina), bioflavonoides,
proantocianinas e flavanol (catequina e epicatequina) (Figura 3) (BRAVO, 1998; PIETTA,
2000). As atividades bioquimicas dos flavonoides e de seus metabdlitos dependem de sua
estrutura quimica, que podem variar com substitui¢des incluindo hidrogenagdo, hidroxilacoes,

metilagdes, malonilacdes, sulfatacdes e glicosilacdes (COOK & SAMMAN, 1996).

efope

Flavanol Flavanona Flavona Flavonol
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Figura 3. Estrutura basica de algumas subclasses de flavondides (Adaptado de MARCO et
al., 2008).

Os flavonoides sdo importantes componentes da dieta humana embora,
geralmente, sejam considerados ndo nutrientes, ou seja, substancias sem valor nutritivo
(PIETTA, 2000). O consumo de alimentos ricos em polifenois, incluindo os flavonoides, sua
biodisponibilidade e os fatores interferentes vém sendo amplamente estudados. A absor¢do
intestinal e o metabolismo de alguns flavonoides ndo estdo totalmente elucidados até o

momento (BEHLING et al., 2004).
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Alguns compostos flavonoidicos tém sido investigados pela propriedade de
diminuir a concentracdo sanguinea de lipideos (MAGGIO, 1956; KATO & TOSA, 1983;
JAHROMI & ANIL, 1993; NAGEM et. al., 1994; NAGEM et. al., 1995), de inibir aldose-
redutase (CHAUDHRY et al, 1983), fosfodiesterase (BERETTZ et al., 1986), Ca*-
ATPASE (AUF’MKOLK et al., 1981) e xantina oxidase (MOULIN et al., 1994). Também
tem sido demonstrada a capacidade de inibir as enzimas lipoxigenase (HOPE et al., 1983) e
ciclooxigenase (RATTY & DAS, 1988) que sdo enzimas responsdveis pela sintese dos
eicosanoides, prostaglandinas e leucotrienos que sdo mediadores envolvidos na dor e

inflamacao.

3.7 Dor e nocicep¢ao

Até a década de 60, no século passado, a dor era considerada uma resposta
sensorial inevitdvel a lesdo tecidual. As outras dimensdes da experiéncia dolorosa, como
componente afetivo, cognitivo, diferencas genéticas e ansiedade, eram pouco estudadas
(GOZZANTI, 2003).

A percepgdo de estimulos nociceptivos, denominada nocicep¢do, ndo é 0 mesmo
que dor, que é experiéncia subjetiva e inclui um forte componente emocional (afetivo). A
quantidade de dor que um estimulo particular produz depende de muitos outros fatores além
do proprio estimulo. Uma sensac@o penetrante no peito causard muito mais dor se ela ocorrer
espontaneamente num homem de meia idade do que se for causada por uma crianga de dois
anos pela pancada nas costelas com um objeto pontiagudo. O componente nociceptivo pode
ser quase o mesmo, mas o componente afetivo € bastante diferente. Testes em animais com
farmacos analgésicos geralmente medem a nocicepcao e envolvem avaliagdo da reacdo de um
animal a um estimulo medianamente doloroso, com frequéncia mecanico ou térmico. Tendo-
se em vista a dificuldade de mensurar o componente emocional da dor em animais (RANG et
al., 2007).

Por ser uma experiéncia subjetiva € dificil definir a dor do modo exato mesmo
pensando que todos saibam o que ela significa. Tipicamente € resposta direta a um evento
desfavoravel, associado a dano tecidual, como lesdo, inflamacdo ou cancer, mas uma dor
intensa pode surgir de modo independente de qualquer causa predisponente 6bvia ou persistir
por longo tempo, apds a lesdo precipitante ter sido curada (exemplo: dor de membro

fantasma). Ela também pode ocorrer como consequéncia de lesdo cerebral ou nervosa, como
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a dor que ocorre de maneira espontanea, sem qualquer estimulo lesivo precipitante aparente,
denominada dor neuropdtica, que tem sido reconhecida como particularmente importante. As
condi¢des da dor que ndo estdo diretamente ligadas a injuria tecidual, sio muito comuns e
constituem uma importante causa de incapacidade e angustia; em geral elas respondem menos
aos farmacos analgésicos convencionais do que nas condi¢des em que a causa imediata €
clara. Portanto, € util distinguir dois componentes, um ou ambos podendo estar envolvidos
nos estados dolorosos patolégicos: o neurdnio aferente nociceptivo periférico, que € ativado
pelo estimulo lesivo (nociceptivo); os mecanismos centrais pelos quais as aferéncias geram

uma sensacao de dor (RANG et al., 2007).

3.8 Mecanismos neurais da dor

Na dor por nocicep¢do, € importante identificar os transdutores de sinal
(nociceptores), as vias que conduzem o sinal e como este podem ser moduladas tanto por via
neural como através de substancias endégenas e/ou exdgenas (GOZZANI, 2003). Todos os
membros do corpo sdo providos com terminagdes nervosas sensoriais que podem detectar
toque, calor e dor aguda — sensacdes que sdao rapidamente transmitidas ao cérebro pelos
nervos aferentes (BARTFAI 2001).

Em condi¢des normais, a dor estd associada com a atividade elétrica em fibras
aferentes primdrias de pequeno didmetro dos nervos periféricos (RAJA et al., 1999). Estes
nervos tém terminagdes sensoriais nos tecidos periféricos e sdo ativados por estimulos de
varios tipos (mecanico, térmico, quimico) (JULIUS & BASBAUM, 2001; JULIUS &
McCLESKEY, 2006). Eles sdo distinguidos de outros tipos de receptores mecanicos e
térmicos pelo seu limiar mais alto, pois normalmente sdao ativados somente por estimulos de
intensidade nociceptiva — suficiente para causar algum grau de les@o tecidual. Registros da
atividade em fibras aferentes isoladas em humanos mostraram que estimulos suficientes para
excitar estas pequenas fibras aferentes também evocam uma sensacdo dolorosa. Muitas dessas
fibras sdo fibras C ndo-mielinizadas, com baixas velocidades de condugdo; este grupo é
conhecido como nociceptores polimodais C. Outras sdo fibras mielinizadas finas (Ad) de
conducdo mais rdpida, mas que respondem a estimulos periféricos semelhantes. Embora haja
algumas diferencas entre espécies, a maioria das fibras C nos nervos periféricos estd associada
com terminagdes nociceptivas polimodais. Os aferentes provenientes de musculos e visceras

também conduzem informacdo nociceptiva. Nos nervos destes tecidos, as fibras Ad estdo
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conectadas a mecanoceptores de limiar alto, enquanto as fibras ndo-mielinizadas estdo
conectadas com nociceptores polimodais C, como na pele (OLIVEIRA, 2005).

Em muitas condi¢des patoldgicas, a les@o tecidual € a causa imediata da dor e
isto resulta na liberagcdo local de uma gama de agentes quimicos que se supde atuarem sobre
as terminacOes nervosas ativando-as diretamente ou aumentando a sua sensibilidade a outras
formas de estimulo. Diversos sdo os neuromediadores inflamatdrios que, quando liberados de
macréfagos, mastdcitos, células endoteliais ou nervos lesionados, ativam os nociceptores nas
fibras nervosas tipos Ad e C, facilitando a transmissdo dolorosa e as alteragdes inflamatoérias
periféricas (RIBEIRO et al., 2002; KRAYCHETE et al., 2006).

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas espinais situam-se nos
ganglios das raizes posteriores dos nervos raquidianos; as fibras penetram na medula através
das raizes posteriores, terminando na substancia cinzenta, nas seis laminas do corno posterior
da medula espinal. A maioria dos aferentes nociceptivos termina na regido superficial do
corno posterior, as fibras C e algumas fibras Ad inervando corpos celulares nas laminas I e II,
enquanto outras fibras A penetram mais profundamente no corno posterior (lIamina V). As
células nas laminas I e V ddo origem as principais vias de projecdo a partir do corno posterior
tdlamo (DICKENSON, 1995).

Os neurdnios aferentes ndo-mielinizados contém vdarios neuropeptideos,
particularmente a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP,
calcitonin gene-related peptide). Estes sao liberados como mediadores nas terminagdes
centrais e periféricas e desempenham um papel importante na patologia da dor (CARVALHO
& LEMONICA, 1998).

A dor aguda é geralmente bem explicada em termos de nocicep¢do — um estimulo
nociceptivo excessivo, dando origem a uma sensacao intensa e desagradavel. Por outro lado, a
maioria dos estados de dor cronica estd associada com aberragdes da via fisiolégica normal,
originando a hiperalgesia (uma intensidade aumentada de dor associada com um estimulo
nociceptivo brando), alodinea (dor evocada por um estimulo ndo-nociceptivo) ou dor
espontanea sem qualquer estimulo precipitante (RANG, et al., 2007).

No corno posterior a facilitacdo € bloqueada por antagonistas do receptor NMDA
(N-Metil-D-aspartato), também pelos antagonistas da substincia P (SP), um transmissor
excitatorio lento liberado por neur6nios aferentes nociceptivos e por inibidores da sintese de
oxido nitrico (NO). A SP produz resposta despolarizante lenta na célula pds-sindptica, que

cresce durante a estimulagdo repetitiva e acredita-se aumentar a transmissao mediada pelo
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receptor NMDA. Isto resulta em influxo Ca™ e ativacdo da NO sintase, pela qual o NO
liberado atua facilitando a transmissdo. A substidncia P e o CGRP liberados dos neurdnios
aferentes primarios também agem na periferia, promovendo inflamagdo por seus efeitos sobre
os vasos sanguineos e células do sistema imune. Este mecanismo, conhecido como
inflamac¢do neurogénica, atua para amplificar e manter a reacdo inflamatoria e a paralela
ativacdo das fibras aferentes nociceptivas (BLACK, 2002).

Ha evidéncias de que esses processos também estdo envolvidos na hiperalgesia
patoldgica na qual se sabe que ocorre facilitacdo central. Outros mecanismos também podem
contribuir para a facilitacdo central. O fator de crescimento do nervo (NGF, nerve growth
factor), um mediador citocina-simile produzido pelos tecidos periféricos, particularmente na
inflamacdo atua especificamente sobre neurdnios aferentes nociceptivos, aumentando a sua
excitabilidade elétrica, quimiossensibilidade e conteido peptidico e também promovendo a
formacdo de contato sindptico. A produc¢do aumentada de NGF pode ser um mecanismo
importante pelo qual a transmissdo nociceptiva torna-se facilitada pela lesdo tecidual, levando
a hiperalgesia. O NGF e outros mediadores inflamatérios causam aumento da expressao
génica em neurdnios sensoriais; os genes assim sensibilizados incluem os que codificam para
a formacao de varios precursores neuropeptidicos, receptores e canais i0nicos que tem o efeito
global de facilitar a transmissdo no primeiro contato sindptico no corno posterior (RANG et
al., 2007).

As células da lamina II do corno dorsal (a substidncia gelatinosa, SG) sdo
principalmente interneurdnios inibitérios curtos que se projetam para a lamina I e para a
lamina V e regulam a transmissdo na primeira sinapse da via nociceptiva, entre as fibras
aferentes primdrias e os neurdnios da transmissdo do feixe espinotalamico. Esta funcdo de
porteiro deu origem a expressao “teoria do controle da comporta”. De acordo com esta
concepcdo, as células da SG respondem tanto a atividade das fibras aferentes que penetram na
medula (assim permitindo a chegada de impulsos por um grupo de fibras aferentes para
regular a transmissdo de impulsos por outra via) quanto a atividade das vias descendentes.
A SG é rica em peptideos e receptores opioides e pode ser um importante sitio para a agao dos
farmacos semelhantes a morfina (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

A partir dos feixes espinotalamicos, as fibras de projecdo formam sinapse
principalmente nas partes ventral e medial do tdlamo, com células cujos axonios projetam-se
para o cortex somatossensorial. Em particular, no tilamo medial, muitas células respondem de

modo especifico a estimulo nociceptivos periféricos, e lesdes nesta drea causam analgesia.
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Estudos de imagem funcionais em individuos conscientes sugerem que o componente afetivo
da sensacdo dolorosa envolve uma regido especifica do cértex cingulado (lesdes do qual ndo
impedem sensacdo de dor, embora possam alterar sua qualidade), distinta do coértex
somatossensorial (RAINVILLE et al, 1997).

As vias descendentes constituem um dos mecanismos de comporta que controlam
a transmissao do impulso no corno posterior (FIELDS & BASBAUM, 1994). Uma parte
importante desse sistema descendente € a drea cinzenta periaquedutal (CPA) do mesencéfalo,
uma pequena area de substdncia cinzenta ao redor do canal central. Na década de 60 foi
verificado que a estimulacdo elétrica desta 4rea cerebral no rato causava analgesia
suficientemente intensa, podendo ser executada cirurgia abdominal sem anestesia e sem
originar qualquer resposta marcante. As sensacdes ndo dolorosas nao foram afetadas. A CPA
recebe aferéncias de muitas outras regides cerebrais, incluindo o hipotdlano, cértex e tdlamo e
pensa-se representar o mecanismo pelo qual aferéncias corticais e outras atuam para controlar
a “comporta” nociceptiva no corno posterior (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

A principal via neuronal ativada pela estimulagdo da CPA corre primeiro para
uma drea do bulbo préxima da linha mediana, conhecida como niicleo magno da rafe (NMR),
e daf através de fibras que ocorrem no funiculo dorsolateral da medula espinhal, que fazem
conexoes sindpticas com interneurdnios do corno posterior. O principal transmissor nessas
sinapses € a S-hidroxitriptamina (5-HT) e os interneur6nios, por sua vez atuam inibindo o
disparo dos neurdnios espinotalamicos. O proprio NMR recebe uma aferéncia dos neuronios
espinotalamicos, por meio do nucleo reticular paragigantocelular (NRPG) adjacente, de modo
que este sistema inibitoério descendente pode formar parte de uma al¢a reguladora de
retroalimentagdo, pela qual a transmissdo pelo corno posterior é controlada de acordo com a

quantidade de atividade que alcanga o tdlamo (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

3.9 Dor e inflamacao

O processo inflamatério envolve uma série de eventos que podem ser
desencadeados por numerosos estimulos (agentes infecciosos, isquemia, interacdes antigeno-
anticorpo, lesdo térmica ou outras lesdes ocasionadas por agentes fisicos e quimicos). Em
nivel macroscépico, a resposta € habitualmente acompanhada dos sinais clinicos bem
conhecidos como dor, calor, rubor, tumor e caso ndo haja uma resolugdo satisfatéria do

processo inflamatério pode ocorrer também a perda da fungdo (ROCHA, 1978). As respostas
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inflamatdrias ocorrem em 3 fases distintas, sendo cada uma aparentemente mediada por
diferentes mecanismos: (1) Uma fase transitéria aguda, rea¢do inata, ndo imunoldgica, que
engloba os eventos que ocorrem localmente no interior dos tecidos; caracterizada por
vasodilatacio e aumento da permeabilidade capilar: (2) Uma fase subaguda tardia,
caracterizada proeminentemente pela infiltracio dos leucdcitos e células fagociticas; a
resposta imune € adquirida e especifica, tornando a resposta de defesa a um microorganismo
invasor mais eficaz (TLASKALOVA- HOGENOVA et al., 2005). (3) Uma fase proliferativa
cronica, em que ocorre degeneracao tecidual e fibrose. Existem muitos mecanismos diferentes
envolvidos no processo inflamatério (GALLIN et al, 1992; KELLEY et al; 1993). A
capacidade de desencadear uma resposta inflamatdria é essencial para a sobrevida em vista
dos patégenos e das lesdes ambientais, embora, em algumas situacoes de doencas a resposta
inflamatdria seja exagerada e duradoura, sem qualquer razao benéfica aparente.

A reacdo inata envolve os eventos que ocorrem localmente no interior dos tecidos
e podem ser divididos em vasculares e celulares. Os eventos vasculares compreendem a
vasodilatacdo, com consequente aumento do fluxo sanguineo local, o aumento da
permeabilidade vascular e a exsudac¢do plasmatica. Tais eventos sdo importantes na medida
em que promovem um aumento local da concentracdo de mediadores de origem plasmatica,
entre eles os componentes do sistema complemento, da coagulacio, do sistema fibrinolitico e
das cininas. Concomitantemente, sao desencadeados os eventos celulares, onde ha a saida de
leucécitos circulantes da luz do vaso e sua a migracao de leucdcitos para o sitio inflamatério.
Esse fendmeno segue algumas fases como captura, rolamento dos leucécitos pelo endotélio,
adesdo firme e transmigracdo (MUNRO, 1993; SPRINGER, 1994; WAHL et al., 1996).

Todas estas etapas do processo de migracdo leucocitdria sdo dependentes da
expressao pelos leucdcitos e pelas células endoteliais de moléculas denominadas moléculas de
adesdo e de mediadores quimiotaticos (SPRINGER, 1994; WEBER, 2003). A mobiliza¢ao
adequada dos leucdcitos circulantes para o sitio inflamatdrio é fundamental para a defesa do
organismo, ja que estas células podem desenvolver suas agdes fagociticas e destruicdo de
agentes patogé€nicos levando a resolucdo do processo. Os leucdcitos circulantes migram
seletivamente e em nimero significativo para o tecido inflamado no decorrer do processo. Em
uma resposta inflamatéria aguda, logo nos estdgios iniciais, hd acimulo predominante de
neutrofilos, enquanto que as células mononucleares sdo observadas mais tardiamente durante
a fase aguda, bem como nos processos cronicos. Também pode ocorrer, em processos

inflamatérios, a migragao de eosindfilos fator associado principalmente a processos alérgicos
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e infecgdes parasitdrias. Algumas das células envolvidas ja estdao presentes no tecido afetado
tais como: células endoteliais, células mesoteliais, mastdcitos, eosinofilos, macréfagos e
alguns linfécitos (BROCHE & TELLADO, 2001). Toda essa transformac¢do morfoldgica e
funcional do tecido, caracteristica dos processos inflamatdrios, visa destruir, diluir ou isolar o
agente lesivo, sendo, portanto, uma reacdo de defesa e de reparac@o do dano tecidual.

Os denominados mediadores inflamatdrios sdo os responsdveis por esta gama de
alteracdes bioquimicas e celulares, sdo moléculas soldveis e difusiveis produzidas

principalmente por células inflamatérias (SHARMA & BUCHANAN, 1994).

3.10 Mediadores da dor e inflamacao

Apds o estimulo desencadeador do processo inflamatério, ocorre a liberagdo de
diversos mediadores que podem originar-se do plasma, das células ou dos tecidos lesionados
podendo ser divididos em: aminas vasoativas (histamina e serotonina); proteases plasméticas
(sistema de cinina — bradicinina, sistema do complemento, sistema de coagulagdo-
fibrinolitico); eicosanoides; proteases lisossoOmicas; fatores ativadores das plaquetas (PAF);
quimiocinas, citocinas, O6xido nitrico dentre muitos outros (KUMAR er al., 2005;
ALBERTINE et al, 2004). Cada mediador com seu papel especifico, atuando em estagios
definidos da reacdo inflamatéria (DE PAOLA, 1988). O entendimento dos mecanismos
endégenos de acdo de alguns importantes mediadores envolvidos na resposta inflamatéria
ajuda na compreensao e na busca de novos alvos terapéuticos para firmacos que atuem na

resolucdo de processos patolégicos que ocasionam dor e inflamacdo.

3.10.1 Citocinas

As citocinas sd@o pequenas proteinas intermedidrias que promovem interagdes
entre células distanciadas. A IL-1B, a IL-6 e o TNFa sdo pré-inflamatérias e induzem a
producdo de cada uma de forma sequencial e possuem agdo sinérgica (WATIKINS et al.,
1999). Também, a administracio exdgena dessas substancias induz dor e hiperalgesia
(SOMMER & KRESS, 2004). A ligacdo da IL-1B ao receptor IL1-RI inicia uma série de
eventos intracelulares, ativando fatores transcricionais, induzindo a expressdo de COX-2,
oxido nitrico sintetase e IL-1P, a IL-6 e o TNF. Assim, a IL-1p exerce acdo direta e indireta

nos nociceptores e ha aumento da sintese de IL-1p na lesdo de nervo periférico (SUNG et al.,
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2004; GILLEN et al., 1998). A inflamag¢do em qualquer parte do organismo causa um rapido,
extenso e duradouro aumento nos niveis do mediador inflamatério IL-1 e 13 no fluido
cerebroespinhal, e que o bloqueio do receptor de IL-1 nas células do cérebro resulta em forte
inibicao da hipersensibilidade a dor (SAMAD et al, 2001).

A 1L-6 € sintetizada pelos mastdcitos, mondcitos, linfécitos, neurdnios e células
da glia. E considerado um mediador fundamental em vdrias etapas da inflamacfo, na etapa
mais precoce possui efeitos quimioatraentes sobre os neutréfilos e na fase tardia na inducdo
mitoética dos queratindcitos (GALLUCCI et al., 2000; SATO et al., 1999).

Acredita-se que a IL-10 seja o mais importante mediador com papel limitador e
finalizador da resposta inflamatéria. Também regula o crescimento ou diferenciacdo de

queratindcitos, células endoteliais e diversas células do sistema imune (MOORE et al., 2001).

3.10.2 Cininas

As cininas mais ativas sdo a bradicinina e calidina, dois peptideos intimamente
relacionados produzidos em condi¢des de lesdao tecidual por clivagem proteolitica de uma
proteina precursora contida no plasma (DRAY & PERKINS, 1993). Sao formadas no sangue
e nos tecidos. A bradicinina age em receptores B1 e B2, sensibiliza nociceptores periféricos
(desinibindo receptores vanildéides — TRPV1), potencializa a transmissdo sindptica para
glutamato na medula espinal, estimula macréfagos a liberar citocinas, secreta fatores
quimiotéticos para neutréfilos e mondcitos e facilita a liberacdo de histamina dos mastocitos.
(WANG et al., 2005).

A bradicinina € potente substancia indutora da dor, agindo parcialmente pela
liberacdo de prostaglandinas, que fortemente aumentam a acdo direta da bradicinina sobre as
terminacdes nervosas. A bradicinina atua ligando-se a receptores especificos acoplados a
proteina G e produz os seus efeitos celulares pela producdo de vdarios mensageiros
intracelulares (CESARE & McNAUGHTON, 1997). Entre outras, suas acdes incluem
vasodilatacdo, incremento da permeabilidade vascular e a estimulacdo de células do sistema
imunoldgico e neur6nios sensoriais de modo a induzir dor (WALKER ef al., 1995). Os
receptores de bradicinina estdo acoplados a ativagdo de uma isoforma especifica de proteina
quinase C (PKC) que fosforila o VR1 e facilita a abertura do canal VR1, a ativacdo direta de
nociceptores pela bradicinina ocorre nos receptores B levando a ativacdo de fosfolipase C e

estimulacdo da proteina quinase C, aumentando a condutiancia da membrana celular a fons
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s6dio e despolarizando as fibras sensoriais. Além disso, a bradicinina também estimula a
liberacdo de IL-1 e fator de necrose tumoral (TNF-a) pelos macréfagos, poderosos

estimuladores e amplificadores da resposta imune (WALKER et al., 1995).

3.10.3 Taquicininas

Hé4 trés taquicininas enddgenas - substancia P, neurocinina A (NKA) e
neurocinina B (NKB) - que sdo amplamente distribuidas no sistema nervoso central
(MAGGIO, 1988; MAGG I et al, 1993). A substancia P e a NKA, que derivam do mesmo
gene, sdo encontradas especialmente nos neurOnios aferentes primdrios nociceptivos € no
corno posterior da medula. Os neurdnios sensoriais nociceptivos expressam Varios
neuropeptideos, que sdo liberados tanto nas terminagdes centrais como nas periféricas, quando
os neurdnios sdo ativados. A liberacdo dos peptideos nas terminacOes periféricas destes
neur6nios como na “inflamagdo neurogénica” (HOLZER, 1988). As terminacdes contendo
substancia P sdo abundantes nas paredes de muitos vasos sanguineos e também no sistema
gastrintestinal, vias aéreas e pele.

Existem trés subtipos de receptores de taquicinina: NK1, NK2, e NK3, sendo os
agonistas preferidos a substancia P, NKA e NKB, respectivamente. Todos sdo receptores
acoplados a proteina G tipicos atuando através de vérias vias de traducdo de sinal. A maioria
dos efeitos conhecidos das taquicininas é mediada pelos receptores NKI ou NK2
(SNIJDELAAR, 2000), com muita variacdo entre as espécies. Menos se conhece sobre os
receptores NK3, e sua fungdo parece ser mais limitada. A substancia P, agindo sobre os
receptores NK1 e a NKA agindo sobre os receptores NK2 originam potenciais sindpticos
excitatorios muito lentos nos neurdnios do corno posterior, que sao insuficientes para por si s6
excitar os neurdnios pos-sindpticos, mas podem aumentar durante atividade repetitiva para
produzir uma salva de potenciais de acdo que dura alguns segundos em resposta a cada
estimulo. A inflamacdo pela acdo do NGF aumenta o conteddo de substancia P nos neur6nios
nociceptivos e aumenta estas respostas excitatorias lentas na medula espinal, uma variacao
adaptativa que pode ser um fator importante na hiperalgesia (SNIJDELAAR, 2000).

As taquicininas promovem uma ampla variedade de respostas de células de
muitos tipos, incluindo neur6nios, musculos liso, endotélio vascular, células de glandulas
exdcrinas, mastdcitos e células do sistema imunolégico (MAGGI et al, 1993), sendo padrdo

global dos efeitos semelhantes aos vistos com agentes como a bradicinina ou 5-HT. A maioria
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dos tipos de musculo liso, incluindo os do sistema gastrintestinal e das vias aéreas, contrai-se
em resposta as taquicininas. Os vasos sanguineos mostram uma mescla de respostas
constritoras e dilatadoras juntamente com a permeabilidade aumentada, levando a formacao
de edema. Muitos neurdnios, incluindo centrais e autdnomos, mostram resposta excitatdria
lenta. Aplicacdo intratecal da substancia P causa resposta pruriginosa em animais conscientes
e podem produzir hiperalgesia, consistente com o papel transmissor postulado da SP, na via
nocicepitiva. Os mastécitos sao ativados e liberam histaminas e varias glandulas exdcrinas,
incluindo as salivares, sdo também estimuladas (MAGGI et al, 1993).

H4 também evidéncias sugestivas que a substancia P esteja envolvida ndo
somente na via nocicepitiva, mas também em condi¢des inflamatdrias, como artrite, asma,
febre do feno e doenca inflamatoéria do intestino, e também na enxaqueca (MAGGTI et al.,

1993).

3.10.4 5-Hidroxitriptamina (5-HT) ou serotonina

A serotonina € um neurotransmissor sintetizado e liberado por neurdnios do
sistema nervoso central (ganglio da raiz dorsal, citoplasma e células de Schwann). Na
periferia € liberada pelas plaquetas sanguineas e mastdcitos durante uma injudria tecidual pode
promover a sensibilizacdo ou ativacao direta dos nociceptores e induz hiperalgesia por acdo

direta no aferente primdrio via receptor SHT1A (HONG & ABBOTT, 1994).

3.10.5 Histamina

A liberagdo de histamina no foco inflamatério pode ser desencadeada por injuria
tecidual, complexo antigeno-anticorpo da classe Imunoglobulina E (IgE), e pelos
componentes C3a e CS5a do sistema de complemento. Tais fatores promovem a degranulagdo
dos mastdcitos e basofilos por um grande nimero de mediadores inflamatérios, incluindo
Substancia P, Bradicinina e IL-1. Apds sua liberagdo, a histamina atua nos neurdnios
sensoriais produzindo prurido em baixas concentracdes e dor em concentracdes mais
elevadas. A superficie dos neurOnios sensoriais, expressa receptores histaminicos, com
posterior liberacdo da histamina ao meio extracelular. A histamina exerce a sua acdo através
de um efeito sobre receptores especificos, que sao de trés tipos principais: H;, H, e Hs.

Um quarto receptor de histamina também foi descrito posteriormente, sendo expresso no
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tecido intestinal, no baco, no timo e em células imunes/inflamatoérias, tais como neutréfilos,
linfécitos T e eosindfilos MONTENEGRO & FECCHIO, 1999; RANG et al., 2007). Quando
esses receptores sao ativados levam a um aumento da permeabilidade de membrana a ions
calcio. Estes efeitos resultam na liberacdo de neuropeotideos sensoriais, além das
prostaglandinas e dcidos hidroxieicosatetraendicos (HETEs) de células endoteliais, levando a
inducdo de hiperalgesia e outros efeitos pré-inflamatdrios (DRAY, 1995).

3.10.6. Oxido Nitrico (NO)

O 6xido nitrico € um radical livre, gasoso, inorganico e incolor que € produzido a
partir da L-arginina por uma reacdo mediada pela enzima 6xido nitrico sintetase constitutiva
(cNOS) e induzivel (iNOS). A iNOS € a principal envolvida nas rea¢des inflamatdrias.
Praticamente todas as células inflamatdrias expressam a forma induzivel a enzima em
resposta a estimulagcdo das citocinas. A NOS também é encontrada no epitélio bronquico de
individuos asmadticos, na mucosa do cdélon de pacientes com colite ulcerativa e nos
sinovidcitos na doenga articular inflamatéria (CERQUEIRA & YOSHIDA, 2002; DUSSE et
al., 2003).

O NO aumenta a concentragdo de GMPc intracelular, que medeia o relaxamento
produzindo vasodilatacdo. A produgdo de NO ¢ ativada pela entrada de Ca®* no interior da
célula. Além de promover o relaxamento da musculatura lisa possui agdes principalmente pro-
inflamatdrias, trata-se de um potente vasodilatador que aumenta a permeabilidade vascular e a
producdo de prostaglandinas pro-inflamatérias. O NO ou compostos dele derivados exercem
acdo citotoxica contra bactérias e fungos, virus e parasitos metazodrios, e acredita-se que o
NO possa potencializar os mecanismos de defesa local. Todavia, quando produzido em
excesso, pode ser prejudicial para as células dos hospedeiros. Entretanto, alguma de suas
acoes sdo antiiflamatorias, visto que, quando liberado de célula endoteliais, inibe a adesao dos

neutréfilos e das plaquetas, bem como a agregacdo plaquetdria (ROBBINS, 2000).
3.10.7 Fator de ativagdo das plaquetas (PAF)
O PAF, que também € conhecido como PAF-aceter e AGEPC (acetil-gliceril-éter-

fosforilcolina), € um lipidio biologicamente ativo, que pode produzir efeitos em concentragdes

extremamente baixas. O termo “ativacao das plaquetas* € incorreto, visto que possui agdes
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numa variedade de células-alvo diferentes, e acredita-se que seja um importante mediador nos
fendmenos alérgicos e inflamatorios tanto agudos quanto persistentes (RANG, et al., 2007).

Deriva de seu precursor, o acil-PAF, através da atividade da fosfolipase A2, resultando
em liso-PAF, que, a seguir, é acetilado para produzir o PAF. Por sua vez, o PAF pode ser
desacetilado a liso PAF. E produzido e liberado pela maioria das células inflamatérias,
quando estas sdo estimuladas, e pelas plaquetas, com estimulagdo da trombina.

Ao atuar sobre receptores especificos, o PAF exerce uma ampla variedade de agdes
fisiopatoldgicas, e tem a capacidade de produzir muitos dos fenomenos da inflamacdo as
acoes farmacoldgicas do PAF consistem em vasodilatagdo, aumento da permeabilidade
vascular, quimiotaxia para leucdcitos (particularmente eosinéfilos), ativacdo dos leucdcitos,
ativacdo e agregacao das plaquetas e acdo espasmogénica para a musculatura lisa (RANG, et
al., 2007).

Trata-se de um mediador em muitos tipos de inflamacdo, estando implicado na hiper-
responsividade bronquica e na fase tardia da asma. As acdes anti-inflamatdrias dos
glicocorticoides podem ser produzidas, pelo menos em parte, pela inibi¢ao da sintese do PAF

(COLLINS, 1999).

3.10.8 Eicosanoides

Os eicosanoides sao os metabdlitos do dcido araquidonico e incluem as
prostaglandinas, os tromboxanos e os leucotrienos. A biossintese dos eicosanoides € regulada
em resposta a estimulos fisicos, quimicos e hormonais. Essas alteragdes levam as células a
adquirirem comportamentos diferenciados, movimentos novos, alteracdes de forma e
liberacdo enzimdtica e de substancias farmacologicamente ativas que possuem efeitos
intracelulares importantes nos liquidos teciduais, tanto em condigdes fisiolégicas como
patologicas (MACHADO et al., 2008). Como a concentra¢do do araquidonato livre na célula
¢ muito pequena, a biossintese dos eicosanoides depende principalmente da sua
disponibilidade para as enzimas que os sintetizam; essa disponibilidade depende de sua
liberacdo a partir das reservas adiposas pelas hidrolases aciclicas, principalmente a fosfolipase
A:e a lipase do diacilglicerol (MACHADO et al., 2008).

Os leucotrienos sdo os produtos das vias das lipoxigenases. Essas enzimas
soluiveis localizam-se no citosol e s@o encontradas nos pulmdes, nas plaquetas, nos mastécitos

e nos leucdcitos. A 5S-lipoxigenase atua sobre o araquidonato, produzindo d4cido 5-
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hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), que é convertido em leucotrieno (LT) A4. Por sua
vez, o LTA4 pode ser convertido em LTB4 ou em uma série de cisteinil-leucotrienos, LTC4,
LTD4 e LTE4, que possui aminodcidos incorporados na sua estrutura (SAMUELSSON et al.,
1987). O LTB4, ao atuar sobre receptores especificos, causa aderéncia quimiotaxia e ativagao
de polimorfonucleares e mondcitos, além de estimular a proliferacdo de macréfagos e
linfécitos e a producao de citocinas por essas células (SAMUELSSON et al., 1987).

Os cisteinil-leucotrienos provocam a contragao do musculo bronquico, a vasodilatacao
na maioria dos vasos, porém provoca vasoconstricdo corondria. O LTB4 € um importante
mediador em todos os tipos de inflamac¢do; os cistenil-leucotrienos sdo particularmente
importantes na asma (SAMUELSSON et al., 1987).

O primeiro passo na sintese das PGs e dos tromboxano (TXs) é mediado pela
enzima Ciclooxigenase (COX), a qual catalisa a incorporagdo de oxigénio ao 4cido
araquidonico, com subsequente formacdo de endoperéxidos ciclicos (FONSECA et al., 2002).
Esses endoper6xidos contribuem para alguns processos fisiologicos e patoldgicos, incluindo
inflamacdo, tonus da musculatura lisa, hemostasia, trombose, parto e secrecdes gastrintesti-
nais (FUKUDA et al., 2003).

As prostaglandinas sdo produzidas no estdgio inicial da lesdao inflamatéria, cuja
acdo leva a vasodilatacdo e a potencializacdo do efeito edematoso de outros mediadores,
levando ao desenvolvimento de rubor, calor e edema no tecido inflamado (SCHAIBLE &
SCHIMIDT, 1998) sozinhas ndo causam dor, mas potencializam o efeito produtor da dor de
outros agentes, como a 5-HT ou bradicinina. As prostaglandinas das séries E e F sdo
liberadas na inflamacdo e também durante a isquemia tecidual. Elas sensibilizam as
terminacdes nervosas a outros agentes, em parte inibindo canais de potdssio e em parte
facilitando (através de reacdes de fosforilacdo medidas por segundos mensageiros) a abertura
de canais de cdlcio por agentes nociceptivos. A bradicinina causa a liberacdo de
prostaglandina e assim exerce potente efeito ‘“‘auto-sensibilizante” sobre os aferentes
nociceptivos. Outros eicosanoides, incluindo a prostaglandina 12 (PGI2), os leucotrienos e os
derivados instdveis do HETE (dcido hidroxieicosatetraendico) podem também ser
importantes. Os efeitos analgésicos dos farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs)

resultam da inibi¢do da sintese de prostaglandinas (FARSAM et al., 2000).

3.11 Consideracoes sobre farmacos analgésicos e anti-inflamatérios
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Apesar da variedade de recursos existentes para o controle da dor, o tratamento
medicamentoso ainda é a forma mais eficaz e simples, desde que conduzido de forma
coerente e eficiente (OLIVEIRA, 2003).

Classicamente os medicamentos analgésicos sao divididos em dois grupos:
Analgésicos Anti-inflamatérios (Anti-inflamatérios Nao-Esteroides - AINEs) e os Opioides
(ou hipnoanalgésicos). Os primeiros, considerados erradamente como analgésicos “fracos” e
de agdo periférica, e os segundos, como analgésicos “fortes”, de acdo central e com elevado
risco de depressdo respiratdria e dependéncia. Os analgésicos centrais sdo muito efetivos em
uma variedade de situacdes clinicas, porém podem ser responsaveis por uma série de efeitos
que limitam sua utilidade clinica (CAPETOLA et al., 1980). Na realidade, nem sempre os
AINEs sao “fracos”, nem os opioides atuam exclusivamente por via central ou
necessariamente produzem depressdao respiratoria ou dependéncia, quando usados
corretamente (OLIVEIRA, 2003). A principal limitacdo dos farmacos antiiflamatérios nao
esteroides cléssicos reside na incidéncia de efeitos gastricos e renais (BRATER, 1999).

Os fatores que limitam o uso dos AINEs bem como o dos analgésicos opioides
justificam as pesquisas voltadas para a descoberta de farmacos tao eficazes quanto estes
consagrados analgésicos, porém mais seguros no que se refere aos efeitos adversos

prejudiciais, para serem utilizados no tratamento da dor.

3.11.1 Analgésicos opioides

Os farmacos opioides sdo caracterizados por propriedade analgésica potente, efeito
tranquilizante (sedativo) e hipnético, e tendéncia a produzir tolerancia, dependéncia psiquica e
fisica, quando usados cronicamente (OLIVEIRA, 2003).

Medicamentos de agdo primariamente central destacam-se pela intensa analgesia
associada a depressdo da consciéncia e das funcdes neurovegetativas. Utilizados no controle
da dor aguda de grande intensidade, refratdria aos anti-inflamatdrios, € no controle da dor
cronica de natureza neoplasica. Os opidceos de baixa poténcia, como a codeina e o tramadol,
apresentam efeito analgésico aditivo aos analgésico-anti-inflamatérios, sendo de grande
utilidade na dor moderada a intensa (GUTSTEIN & AKIL, 2001).

Os opidceos interagem com receptores especificos dos peptideos opioides (receptores

opioides) distribuidos amplamente pelo sistema nervoso central e encontrados também nos
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terminais nociceptivos. Pelo menos trés tipos de receptores ja foram identificados e clonados:
mu (), delta (8) e kappa (k) (SCHUG, 2003).

Os receptores opioides pertecem a familia dos receptores acoplados a proteina G e
inibem a adenilato ciclase, reduzindo assim o conteudo intracelular de AMPc. Todos os trés
subtipos de receptores exercem este efeito e também exercem efeito sobre canais i0nicos
através de um acoplamento direto da proteina G ao canal. Desta forma, os opioides promovem
a abertura de canais de potdssio e inibem a abertura de canais de cdlcio dependentes de
voltagem, que s@o os principais efeitos vistos ao nivel de membrana. Estes efeitos de
membrana reduzem tanto a excitabilidade neuronal (pois a condutincia aumentada ao K"
causa hiperpolarizacdo da membrana) como a liberacao do transmissor (decorrente da inibi¢dao
da entrada de Ca2+). Portanto, o efeito global € inibitério ao nivel celular. Contudo, os
opioides aumentam a atividade em algumas vias neuronais por inibir o disparo de
interneurdnios inibitérios (DHAWAN et al., 1996).

Os opioides ativam mecanismos inibitorios na Formacgdo Reticular do Tronco
Cerebral, na Medula Espinhal e no Sistema Limbico. Sua ac¢do analgésica deve-se a: a)
ativacdo de mecanismo inibitério descendente (sistema analgésico central) originirio na
regido periaquedutal (PAG) e que, através de fibras noradrenérgicas originadas no Locus
Coeruleus e fibras serotoninérgicas originadas no nucleo giganto-celular, exercem controle
inibitdério sobre as sinapses nociceptivas espinhais e reticulares; b) inibi¢ao direta da sinapse
nociceptiva espinhal; ¢) inibi¢do direta dos terminais nociceptivos (efeito local). Nas doses
usuais, agem primeiramente em nivel central, deprimindo o componente afetivo-emocional,
inibindo a sensac¢do aversiva, desagradédvel (sofrimento) da dor (GUTSTEIN & AKIL, 2001).

Hé também evidéncia de que os opidceos inibem a descarga das terminagdes aferentes
nociceptiva na periferia, particularmente em condicdes de inflamagao, na qual € aumentada a
expresssao de receptores opioides pelos neurOnios sensoriais. A injecdo de morfina na
articulacdo do joelho apds a cirurgia fornece analgesia eficaz, o que pode comprovar que a
analgesia opioide ndo é um fendmeno exclusivamente central (STEIN & YASSOURIDIS,
1997).

Apesar de seu efeito analgésico potente, sua utilizagdo terapéutica € limitada por seus
efeitos colaterais de risco, como dependéncia fisica, depressdo da consciéncia (da sonoléncia
ao coma), e depressdao dos reflexos neurovegetativos, com hipotensdo postural e depressdao
respiratoria que pode variar da bradipnéia a apnéia. Outros efeitos indesejaveis e que limitam

seu uso, como a constipacdo intestinal, ndusea e vOmito, sonoléncia, confusio mental e
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retencdo urindria, podem ocorrer. A depressdo respiratdria e a dependéncia fisica dependem
do modo de administracdo, sendo normalmente resultado ou de sobredose (iatrogenia), ou de
administracao prolongada superior a uma semana (OLIVEIRA, 2003).

Em virtude de seus efeitos colaterais de risco, mesmo nos casos em que sua indicacao
¢ absoluta, frequentemente, esses medicamentos sdo subutilizados. Como resultado dessa
pratica, muitos pacientes sdo privados do alivio que esses medicamentos podem propiciar

(OLIVEIRA, 2003).

3.11.2 Anti-inflamatérios ndo-esteroides — inibidores da COX

Estima-se que, somente nos Estados Unidos, aproximadamente 50 milhdes de pessoas
aplicam em torno de 5 a 10 bilhdes de ddélares por ano no consumo de anti-iflamatérios nao
esteroides (DUBOIS et. al,1998).

Os anti-inflamatérios nao esteroides possuem propriedades analgésica, antitérmica,
anti-inflamatoéria e antitrombética (FUCHS & WANNMACHER, 1998), deve seus efeitos
terapéuticos ao bloqueio da formacdo dos eicosanoides — inibi¢do da producdo de
prostaglandinas (ERICKSON & FURST, 1998).

Os eicosanoides sdo formados a partir de determinados dcidos graxos polinsaturados
(principalmente o 4cido araquidonico) e incluem as prostaglandinas, a prostaciclina, o
tramboxano A2, fator de ativacdo das plaquetas (PAF). Os eicosanoides sdo extremamente
prevalentes e ja foram detectados em quase todos os tecidos e liquidos corporais. Sua
producdo aumenta em resposta a diversos estimulos, e eles produzem uma gama de efeitos
bioldgicos.O 4cido araquiddnico encontra-se esterificado nos fosfolipideos da membrana
celular. Quando ocorre estimulo lesivo qualquer, a fosfolipase A2 € ativada e libera o 4cido
araquidonico para o citoplasma, que s6 vai dar origem as substancias inflamatdrias se estiver
livre no citoplasma, pois serve de substrato para a producdo de mediadores inflamatdrios
(RANG et al., 2007; MORROW & ROBERTS 11, 2007).

A producio desses mediadores se da por duas vias distintas, a via das lipoxigenases
que levard a sintese dos leucotrienos (LT) (SAMUELSON et al., 1987; SIGAL, 1991), e a
via da ciclooxigenase degrada o 4cido araquidonico gerando prostaglandinas G (PGG) e H
(PGH), que sdo endoperdxidos ciclicos, que dard origem a vérios endoperdxidos como a
prostaglandina E (PGE), prostaglandina F (PGF), prostaciclinas (PGI) e tromboxano. A

inibicao da fosfolipase A2 diminui a liberacdo do dcido graxo precursor e, dessa maneira, a
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sintese de todos os metabdlitos derivados dele, os glicocorticoides inibem a fosfolipase A2
indiretamente, atuando assim nas duas vias impedindo a formacdo tanto dos leucotrienos
quanto das prostaglandinas (CAPETOLA et al, 1980).

7z

A sintese das prostaglandinas € efetuada em etapas por um complexo de enzimas
microssOmicas. A primeira enzima nessa via de sintese € a prostaglandina endoperdxido
sintase, também denominada ciclooxigenase de 4cidos graxos. A COX, enzima chave que
catalisa a biossintese das prostaglandinas, também conhecida como Prostaglandina Sintetase
ou Prostaglandina Endoperéxido Sintetase, foi isolada em 1976 e clonada em 1988. Em 1991
foi identificado um gene que codificava uma segunda isoforma da enzima, entdo denominada
de ciclooxigenase-2 (CARVALHO et al, 2004).

Atualmente, sabe-se que existem trés isoformas de ciclooxigenase, chamadas de
ciclooxigenase-1 (COX-1), ciclooxigenase-2 (COX-2) e a ciclooxigenase-3 (COX-3)
(BOTTING, 2000). A primeira (COX-1) € expressa constitutivamente na maioria das células,
independente de estimulo lesivo, presente em condicdes fisiolégicas principalmente nos vasos
sanguineos, plaquetas, estdmago e rins. A COX-2 ndo € encontrada normalmente, mas pode
ser induzida na presencga de citocinas (interleucina-1, interleucina-2 e do fator o de necrose
tumoral), ésteres do forbol, fatores de crescimento e endotoxinas, sendo expressa
caracteristicamente por células envolvidas no processo inflamatério, como macréfagos,
mondcitos e sinovidcitos. Por outro lado, a expressio da COX-2 pode ser inibida por
glicocorticoides, interleucina-4, interleucina-13 e interleucina-10, enquanto que a
prostaglandina E2 (PGE2) promove regulacdo crescente (up-regulation) na expressdo da
COX-2 (CARVALHO et. al., 2004). A COX-3 possivelmente uma variante da COX-1 (pois €
derivada do mesmo gene dessa isorforma), encontra-se distribuida principalmente no cortex
cerebral, medula espinhal e coracdo, sendo mais sensivel ao acetaminofeno (paracetamol) do
que a COX-1 e COX-2. Postulou-se que a inibicio da COX-3 poderia representar o
mecanismo central primdrio pelo qual os farmacos analgésicos e antipiréticos do tipo AINEs
desenvolveriam suas atividades de reducdo da dor e da febre (CHANDRASEKHARAN et al,
2002).

Os anti-inflamatérios nao—esteroides atuam inibindo a ciclooxigenase e, portanto a
sintese de PGG2 e PGH2 e de todos os compostos derivados. Entretanto esses firmacos nao
inibem o metabolismo do araquidonato pelas lipoxigenases. Com efeito a inibicdo da
ciclooxigenase pode, em tese, levar a um aumento na formagao dos leucotrienos, aumentando

a quantidade de araquidonato disponivel para as lipooxigenases (PIPER, 1984).

48



DIAS, Thays de L. M. F. Estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico, fracdes e de uma epicatequina isolada
da casca do caule da espécie Ximenia americana L. (Olacaceae)

A COX-1 e a COX-2 diferem quanto a sua sensibilidade a inibi¢cao por determinados
anti-inflamatérios (VANE et al., 1998). Os farmacos anti-inflamatérios nao-esteroides que
atuam de maneira nao-seletiva atuam nao s6 inibindo a COX-2, que é a ciclooxigenase
predominante nos locais de inflamag¢ao, mas também a COX-1, que é uma enzima constitutiva
e a sua inibi¢do pode resultar em problemas gastricos, renais dentre outros (BRATER, 1999).

Essa observacgdo levou ao estudo e desenvolvimento de agentes clinicamente tteis que
inibem seletivamente a COX-2, que sao anti-inflamatérios que nao exibem muitos dos efeitos
colaterais adversos dos inibidores ndo-seletivos da ciclooxigenase (PALMER, 2000).

Os inibidores seletivos para COX-2 foram desenvolvidos para amenizar as
complicagdes gastrointestinais dos AINEs tradicionais. A descoberta de inibidores seletivos
da isoforma COX-2 levou a obtencdo da segunda geracdo de AINEs, como celecoxibe,
rofecoxibe, lumiracoxibe, e outros denominados “Coxibes” (FITZGERALD & PATRONO,
2001; CARVALHO & LEMONICA, 2000). Entretanto, em 2004 o rofecoxibe foi retirado do
mercado devido a constatacio de efeitos cardiovasculares decorrentes, em parte, da inibi¢dao
da isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a um desequilibrio do processo
homeostatico entre a producdo de prostaciclina no endotélio vascular e TXA; nas plaquetas
(GROSSER et al., 2006; SANTOS et al., 2007).

Apesar dos efeitos indesejdveis ocasionados pelos farmacos inibidores seletivos de
COX-2, estudos demonstram que a inflamacao cronica é um passo importante na etiologia do
cancer e os inibidores de COX-2 t€m sido estudados como agentes quimioprotetores contra o
cancer (MARCHAND, 2002). A quimioprevencdo com anti-inflamatérios inibidores de
COX-2 € considerada um dos propdsitos mais promissores na prevencao de canceres humanos
(SAKATA et al., 2003). PAI et al., (2002) demonstraram que (PGE:) além de atuar no seu
préprio receptor, estimula a producao de fatores de crescimento epidermal, potencializando o
crescimento tumoral. A prostaglandina E. (PGE:) pode induzir a angiogénese e aumentar a
resisténcia das células a apoptose, o que enfatiza a promocao da carcinogénese pela COX-2
(FUKUDA et al., 2003).

Estudos epidemioldgicos indicaram que, o uso de antinflamatérios em longo prazo,
estd associado a uma reducdo de 30 % a 50 % no risco de mortes causadas por cancer
(RODRIGUEZ & HUERTA-ALVAREZ, 2004). Além disso, pesquisas sugerem que a
duracdo e a consisténcia no tratamento com anti-inflamatérios sdo mais importantes que as

dosagens utilizadas. Outros estudos epidemioldgicos observaram uma associagdo entre o uso
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de anti-inflamatérios e uma menor incidéncia de mortes causadas por cincer de esofago,
estdbmago, mama, pulmao, préstata, bexiga e ovario (MORAN, 2002; THUN et al., 2002).

Na doenga de Alzheimer todos os sinais de inflamagao da microglia e ativacdo da
astroglia com deposicdo de proteina amildide estdo associados a patogénese da doenca. Um
evento crucial encontrado nesta doenca é que a proteina B-amiléide é capaz de ativar a
microglia, resultando na elevacdo da expressdo neuronal de COX-2, potencializando o
estresse oxidativo mediado pela proteina amildide. Informagdes recentes sugerem que as
prostaglandinas derivadas da COX-2 aumentam o processo inflamatério neurodegenerativo,
induzem a sintese de citocinas pré-inflamatérias nas células da astroglia e potencializam a
excitotoxicidade do glutamato acelerando a neurodegeneracdo. Os inibidores especificos da
COX-2 podem oferecer importante alternativa na terapéutica profilatica de reducdo da

producdo central de prostaglandinas nestes pacientes (DUBOIS et al., 1998; HINZ &
BRUNE, 2002; HULL et al., 2000; HAWKEU, 1999).

3.12 Consideracoes sobre a atividade antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatéria

dos flavonoides

Os radicais livres podem ser definidos como qualquer espécie quimica que
contenha um ou mais elétrons desemparelhados, capaz de existéncia independente, dessa
forma sdo altamente reativos e capazes de atacar biomoléculas. A formagao desses compostos
¢ determinada pela perda ou ganho de elétrons apresentando assim elétrons desemparelhados
nos orbitais atdmicos dos diferentes dtomos (MARRONI & MARRONI, 2002). A formagao
dos radicais livres ocorre durante os processos oxidativos biolégicos, a partir de compostos
endégenos (MARRONI & MORRONI, 2002) ou em circunstancias patoldgicas incluindo
envelhecimento, reacdes inflamatdrias, cancer, desordens cardiovasculares, Alzheimer, mal de
Parkinson, catarata e diabetes (CODY MIDDLETON & HARBORNE, 1986). Células
corporais e tecidos sdo constantemente ameacados por danos causados por radicais livres
(GRACE, 1994; WALLE, 2004).

O mecanismo e a sequéncia de eventos pelos quais os radicais livres interferem na
funcdo celular ainda ndo sdo completamente entendidos, um dos mais importantes eventos
parece ser a peroxidacdo lipidica que resulta em danos a membrana celular. Os acidos graxos
poli-insaturados, presentes nas membranas das células, podem ser oxidados por peroxidacao

enzimatica ou auto-oxidativa, mediante reagdes que envolvam radicais livres. Um excesso de
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radicais livres pode levar a reacdo em cadeia incontrolada e a peroxidacgao lipidica, resultando
em patologias que incluem aterosclerose e cancer (COOK & SAMMAN, 1996).

A peroxidagao lipidica ocorre em trés estdgios: iniciagdo, propagacio e terminacao.
No estdgio de iniciacdo da peroxidacgao lipidica, ocorre interagdo do dcido graxo insaturado
com o oxigénio, formando um radical lipidico. No estdgio de propagacdo, o radical lipidico
reage com oxigénio molecular, formando radical peroxila, que pode atacar outra molécula de
lipideo, formando mais radicais livres. No estidgio de terminagdo, os radicais livres reagem
com antioxidantes, formando produtos inertes. A peroxidagao lipidica pode ser suspensa por
inativacdo enzimdtica dos radicais livres pelos antioxidantes que inibem o estdgio de iniciagdo
e, ou, aceleram o estigio de terminacdo (COOK & SAMMAN, 1996). Sabe-se que a
peroxidacao lipidica estd intimamente relacionada com processos inflamatérios. Esses danos
celulares causam troca na carga liquida da membrana provocando mudangas de pressdo
osmotica que resultam em lise celular. Radicais livres podem agir sobre vérios mediadores
inflamatérios contribuindo para uma inflamagdo geral responsdvel por danos aos tecidos
(NIDVELDT, 2001).

Os flavonoides sdao antioxidantes efetivos devido a suas propriedades
sequestrantes de radicais livres e por quelar ions metédlicos (KADASWAMI & MIDDLETON,
1994) protegendo assim os tecidos dos agentes oxidantes e da peroxidacdo lipidica. A
propriedade antioxidante € direcionada sobre o radical hidroxila (*OH) e o anion superdxido
(0¥), que sdo espécies altamente reativas envolvidas na inicia¢io da peroxidacdo lipidica.
Além destes efeitos importantes, os flavonoides tém propriedades estabilizadoras de
membrana, podendo afetar alguns processos do metabolismo intermedidrio (GALATI et. al,
2002).

Surgem alguns requisitos na estrutura quimica dos flavonoides possivelmente
responsaveis pela atividade de neutralizacdo de radicais exercidas por esta classe de
compostos, sendo eles o grupo carbonila, em C-4, e a dupla ligacdo, entre C-2 e C-3. Além
disso, o padrdo de substituicdo no anel B € determinante no processo de eliminacdo dos
radicais livres (HARBORNE & WILLIANS, 2000). A atividade antioxidante de um
flavonoide € entdo determinada pelo anel B, enquanto que a estrutura base restante tem apenas
uma pequena influéncia. Isto se deve a uma maior capacidade doadora de elétrons deste anel,
havendo uma maior influéncia do restante da estrutura base com o decréscimo de atividade
antioxidante do anel B (SILVA et al., 2002). O arranjo espacial dos substituintes presentes na

molécula torna-se um fator que contribui também de forma significativa para a atividade
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antioxidante destes compostos (HEIM et. al., 2002). Em termos gerais o fator que determina a
atividade antioxidante de um dado flavonoide serd a estabilidade redox do radical formado a
partir do flavonoide original (MARTINEZ-FLORES, 2002).

As diferencas na atividade antioxidante de flavonoides por poliidroxilacdo ou
polimetoxilagdo ocorrem, provavelmente, devido a diferencas nas configuragdes estruturais
dos radicais livres. Apds a doacdo de grupos hidroxila e metila pelos flavonoides esses
radicais livres perdem sua reatividade, dessa forma nao sao capazes de atacar biomoléculas do
organismo (HEIM et al., 2002).

InvestigacOes bioquimicas dos mecanismos da acdo dos flavonoide tém mostrado que
esses compostos inibem uma ampla variedade de sistemas enziméticos. O dcido araquidonico
€ um importante dcido graxo que serve como precursor de eicosandides os quais sdo potentes
mediadores intracelulares, que controlam uma variedade de processos complexos no
organismo. No passo intermedidrio da formacdo desses compostos, prostaglandina
endoperdxidos (PGH2 e PGG sdo formados pela a¢do da enzima prostaglandina endoperéxido
sintetase, uma enzima com atividade de ciclooxigenase (produzindo PGG2 a partir de acido
araquidonico) e peroxidase (produzindo PGH2 a partir de PGG2). Durante a atividade de
peroxidase, radicais livres organicos sdo produzidos, os quais ddo origem a formacgdo de
intermedidrios reativos de oxigénio e peroxidacao lipidica patolégica (GALVEZ et al., 1995).
A propriedade apresentada pelos flavonoide em inibir tanto a via da ciclooxigenase quanto da
S-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato pode contribuir para propriedades anti-
inflamatoérias. Além disso, estudos tém mostrado que flavonoide aumentam a permeabilidade
capilar e exercem um efeito inibitério na exsudagdo de proteinas e migracdo de leucdcitos.
(SILVA et al, 2002).

HOPE et al. (1983), demonstraram que alguns flavonoides podem inibir a
ciclooxigenase e lipoxigenase, impedindo a formacdo das prostaglandinas e leucotrienos e
diminuindo com isto a formag@o de processos inflamatdrios (Figura 4). LEE et al. (1982)
mostraram a inibi¢do destas enzimas pela quercetina. Certos flavonoides podem possuir a¢dao
anti-inflamatéria por causar inibi¢do de COX-2 e de 6xido nitrico sintase. (MUTOH et al.,
2000; RASO et al., 2001). O mecanismo de inibicdo exercido pelos flavonoides sobre as
enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase estd sendo extensivamente pesquisado (NIJVELTD et
al., 2001). Este mecanismo pode estar relacionado a opressdo da formagdo de espécies
reativas do oxigénio pela inibicdo do sistema enzimadtico responsavel pela geracao de radicais

livres (ciclooxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase) (BEHLING et al., 2004).
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Figura 4. Inibicao da formagao de eicosanoides através do seqiiestro de radicais livres
pela acdo dos flavonoides antioxidantes. (Adaptado de BEHLING er al, 2004;
CARVALHO et al., 2004)

Flavonoides como a quercetina e a luteolina (Figura 5) podem reduzir a ativacao
do sistema complemento, diminuindo a adesdo de células inflamatérias ao endotélio,
resultando em uma reducdo da resposta inflamatéria (FRIESENECKER et. al, 1995). Alguns
flavonoides sdo responsdveis também pela inibi¢do de processos mitogénicos, interacdes

célula-célula, incluindo possiveis efeitos na adesdo molecular (NIJVELTD et al. 2001).

Luteolina Quercetina

Figura 5. Estruturas quimicas: Luteolina e Quercetina (Adaptado de ALVES et
al., 2007)
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Material botanico

A casca do caule da espécie Ximenia americana L. foi coletada em abril de 2002 no
municipio de Campo Maior- PI. Sendo a identificacdo da espécie realizada pela Dra. Maria
Edilene Alencar. Uma exsicata da planta foi depositada sob o nimero TEPB 14407 no

Herbario Grasiela Barroso da Universidade Federal do Piaui.

4.2 Extracao e fracionamento da planta

A casca do caule (3,3 kg) da X. americana L. foi coletada, separada e seca a
temperatura ambiente (26 °C + 1) ao abrigo da luz, trituradas em moinho tipo forrageira
(Nogueira Itapira — SP, mesh 2 mm), e extraida com etanol 95 %, por 3 vezes consecutivas
em um extrator de aco inoxiddvel a temperatura de 26 °)C + 1. Apds concentracdo em
evaporador rotatdrio a baixa pressdo e eliminacdo da umidade residual por liofilizacdo, foi
obtido o extrato etandlico da casca do caule (620 g, 18 %).

O extrato etandlico da casca do caule (500 g) da X. americana L. foi suspenso em
mistura de MeOH/H,0 (2:3) submetido a processo de parti¢do liquido-liquido sucessivamente
com CgHjs (3 x 700 mL), CHCI; (3 x 700 mL) e AcOEt (3 x 700 mL). Apds remog¢do do
solvente a baixa pressdo em evaporador rotatdrio e liofilizagdo da fracdo hidrometandlica
foram obtidas quatro fracdes do extrato da casca do caule: C¢H4 (10,75 g; 1,7 %), CHCl; (7,2
g; 1,2 %), AcOEt (220 g; 45 %) e MeOH/H,0 (240,4 g; 48 %). O extrato bruto em EtOH e
fracOes resultantes da particdo foram submetidas a ensaios da atividade antinociceptiva e

anti-inflamatéria in vivo e antioxidante in vitro.

55



DIAS, Thays de L. M. F. Estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico, fracdes e de uma epicatequina isolada
da casca do caule da espécie Ximenia americana L. (Olacaceae)

Cascas do caule

Ximenia americana
3,3kg
Extrato Etanoélico Torta
(500¢g)
Fraciao em Hexano Fracao
(10,75 g) hidroalcodlica
1
1 1
Fracio Fracdo em
hidroalcoélica cloroformio
T (7,28
Fracdo em acetato de Fracao
etila (260 g) hidroalcodélica
(320,4 g)

Figura 6. Organograma da obtencdo e fracionamento do extrato etandlico da casca do caule

de X. americana L.

4.3 Isolamento fitoquimico

A fracdo em acetato de etila (200,0 g) da casca do caule, foi submetida a
cromatografia em coluna de silica gel desativada com dgua a 10 % (800 g) eluida com acetato
de etila e metanol (Figura 7). Foram obtidas trés subfracdes pela passagem de 1000 mL de
cada solvente para cada fracdo: C1-AcOEt (46,54 g, 23,2 %), C2-AcOEt (29,11 g, 14,5 %) e
C3-MeOH (76,66 g, 38 %).

Uma aliquota da subfracio C1-AcOEt (40,0 g) foi submetida a cromatografia em
coluna de gel de silica (300 g). Foram coletadas 7 fra¢cdes de 500 mL empregando-se como

eluentes CHCl5;, MeOH e misturas destes.
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I Coluna de gel de silica desativada (3 fra¢gées)

Acetato de Etila - F3.1 Acetato de Etila F3.2 Metanol F3.3
46,54 g 29,11g 76,66 g

Coluna de gel de silica
(72x7) 7 fragoes

F- CHCI;:MeOH 20%
209

Recristalizacdo ::> XACC-1
Eter etilico

Figura 7. Organograma do isolamento fitoquimico da XACC-1

A fracdo CHCl3:MeOH 20 % (17 g, 42,5 %) forneceu, apds remocao do solvente,
um s6lido amorfo de cor vinho. Parte deste material (3,5g) foi submetida, a um processo de
recristalizacao em éter etilico e acetato de etila 1:1, por trés vezes consecutivas fornecendo a
epicatequina XACC-1 (1 g, 28 %) (Figura 8). Todas as etapas referentes ao estudo
fitoquimico foram realizadas pela aluna de Doutorado Valdiléia Uchda no LPqRN da UFAL
sob a orientacdo do Prof. Dr. Antdnio Euzébio Goulart de Sant’ Ana que € co-orientador deste

trabalho.

HO

OH

Figura 8. Estrutura quimica da epicatequina XACC-1 isolada da casca do caule da X. americana L.

57



DIAS, Thays de L. M. F. Estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico, fracdes e de uma epicatequina isolada
da casca do caule da espécie Ximenia americana L. (Olacaceae)

4.4 Extratos, Fracoes e Substancias Utilizadas

Nos ensaios foram utilizados: o extrato etandlico; as fracdes, aquosa, hexanica,
cloroférmica, acetato de etila e a epicatequina XACC-1, substancia isolada da fra¢do acetato
de etila. Todos obtidos a partir da casca do caule da X. americana L.. Como farmacos padrdo
foram utilizados: dipirona (Sigma Aldrich), indometacina (Merck), morfina (Dimorf-
Cristalia-BR). Em todos os experimentos, as substincias, extratos e farmacos foram
administrados em uma suspensdo de Tween 80 (Sigma Aldrich) e dgua destilada (0,05%) por

via intraperitoneal (i.p.).

4.5 Modelos experimentais in vivo

4.5.1 Animais

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

eutanasiados por deslocamento cervical.

4.5.2 Toxicidade aguda aproximada (AKKOL et al., 2008)

Os camundongos foram tratados com o extrato etandlico e fracdes (cloroférmica,
hexanica, acetato de etila e aquosa) com a dose de 500 mg/Kg (dose cinco vezes maior que a
habitualmente utilizada nos demais ensaios). Os compostos foram administrados por via
intraperitoneal em uma suspensdo de Tween 80 e dgua destilada (0,05 %). Os animais foram
observados por um periodo de 72 h, sendo a morbidade e mortalidade registradas até o fim do

periodo.
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4.5.3 Contorg¢oes abdominais induzidas por dcido acético (KOSTER et al., 1959, COOLIER
et al., 1968)

O perfil antinociceptivo foi avaliado através do ensaio de contor¢des abdominais
induzidas por dcido acético. Quarenta minutos apés o tratamento com o extrato etandlico,
fracdes (cloroférmica, hexanica, acetato de etila e aquosa), a epicatequina (XACC-1) e o
farmaco padrado dipirona (todos na dose de 100 mg/Kg exceto a epicatequina e a dipirona que
foram utilizadas na dose de 100 umol/Kg pela via intraperitoneal), foi realizada a
administracdo do &cido acético 0,1 N (0,1 mL/10 g de peso) na cavidade peritoneal dos
animais. Cinco minutos apds a injecdo do agente flogistico, as contor¢des foram contadas
durante 20 minutos. Para a obten¢do da curva dose resposta as doses utilizadas para a dipirona

e epicatequina foram: 1, 10, 100 e 300 umol/Kg.

4.5.4 Teste da formalina (HUNSKAAR et al., 1987, TIOLSEN et al., 1992)

Neste modelo os animais receberam uma injecdo de 20 pul de uma solucdo de
formalina 2,5 % (v/v) (formaldeido diluido em salina) na face dorsal da pata traseira, quarenta
minutos apds o tratamento com o extrato etandlico, fracdes (cloroférmica, hexanica, acetato de
etila e aquosa), a epicatequina (XACC-1) e o farmaco padrao indometacina (todos na dose de
100 mg/Kg exceto a epicatequina e a indometacina que foram utilizadas na dose de 100
umol/Kg pela via intraperitoneal). Registrou-se o tempo (segundos) que o animal permaneceu
lambendo a pata (resposta ao estimulo doloroso). Com base no padrao de respostas foi possivel
estabelecer dois periodos: primeira fase - primeiros cinco minutos e segunda fase - 15-30
minutos apds a inje¢do. A porcentagem de inibi¢do da resposta foi calculada pela comparagdo
com os animais controles e as fases respectivamente correlacionadas a dor neurogénica e a dor

inflamatoria.

4.5.5 Ensaio da placa quente (hot plate test) (KURAISHI et al., 1983)

A atividade antinociceptiva central foi avaliada através do teste da placa quente.
Os animais foram colocados sobre a placa aquecida (55 = 0,1 °C) e suas respostas ao estimulo
térmico (retirada e lambida das patas traseiras ou dianteiras) foram cronometradas. Foram

feitas duas medidas controle em intervalos de 30 minutos, estabelecendo-se o tempo de ‘“‘cut-
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off” (méximo de permanéncia do animal na placa) de 10 segundos. Posteriormente, o extrato
etanolico, fragcdes (cloroférmica, hexanica, acetato de etila e aquosa), a epicatequina (XACC-
1) e o farmaco padrao morfina (todos na dose de 100 mg/Kg exceto a epicatequina que foi
utilizada na dose de 100 umol/Kg e a morfina utilizada na dose de 15 pmol/Kg) pela via
intraperitoneal. Apds um intervalo de 30 minutos, novas medidas do tempo de resposta foram

registradas em intervalos de 30 minutos durante 2 horas.

4.5.6 Ensaio de peritonite induzida por zymosan A (LEITE et al., 2007)

Os camundongos foram tratados com o extrato etandlico, fracdes (acetato de etila e
aquosa), a epicatequina (XACC-1) e o farmaco padrao indometacina (todos na dose de 100
mg/Kg, exceto a epicatequina e a indometacina que foram utilizadas na dose de 100 umol/Kg
pela via intraperitoneal), apés 30 minutos foram submetidos ao ensaio de peritonite, por
administracio intraperitoneal de 0,5 mL de uma solu¢do de Zymosan A (Sigma) (2 mg/mL).
Apbs 6 h da injecdo de Zymosan A, a cavidade peritoneal foi lavada com 2 mL de uma
solucio HANKS (HBSS, livre de Ca®* e Mg”*). Em seguida realizou-se a andlise do lavado
peritoneal (2 mL) e contagem total do nimero de células, feita em camara de Neubauer
utilizando-se microscépio 6tico em objetiva de 40x. Apds a contagem de células totais, foram
preparadas 1aminas do lavado peritoneal, as quais foram fixadas com metanol e coradas com

pandtico rapido.

4.5.7 Ensaio de peritonite induzida por carragenina (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991)

Os camundongos foram tratados com o extrato etandlico, fragdes (cloroférmica,
hexanica, acetato de etila e aquosa), a epicatequina (XACC-1) e o farmaco padrao
indometacina (todos na dose de 100 mg/Kg exceto a epicatequina e a indometacina que foram
utilizadas na dose de 100 pmol/Kg pela via intraperitoneal), apés 30 minutos foram
submetidos ao ensaio de peritonite, por administracdo intraperitoneal de uma solu¢do de
Carragenina (1 % em salina; 250 ul/animal). Apds 4 h da inje¢do de Carragenina a cavidade
peritoneal foi lavada com 2 mL de uma solu¢do HANKS (HBSS, livre de Ca** e Mg2+). Em
seguida realizou-se a andlise do lavado peritoneal e contagem total do nimero de células. A

contagem foi feita em camara de Neubauer utilizando-se microscépio 6tico em objetiva de
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40x. Apo6s a contagem de células totais, foram preparadas laminas do lavado peritoneal, as

quais foram fixadas com metanol e coradas com panético rapido.

4.6 Modelos Experimentais in vitro

4.6.1 Determinagdo de fenois totais (BONOLI et al., 2004; SOUSA et al., 2007)

A determinacdo do teor de fendis totais presentes nas amostras de extrato etandlico
da X. americana L. foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel pelo método
espectrofotométrico usado o reagente de Folin—Ciocalteu com modificagcdes. O extrato
etandlico (100 mg) foi dissolvido em metanol, transferido quantitativamente para um balao
volumétrico de 100 mL e o volume final foi completado com metanol. Uma aliquota de 7,5
mL desta solugdo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL; esta segunda solugdo
teve seu volume acertado novamente com metanol. Uma aliquota de 100 pL desta ultima
solucdo foi agitada com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de 4dgua destilada por
1 min; passado este tempo 2 mL de Na,CO;3 a 15% foram adicionados a mistura e agitada por
30 s. A solucdo teve seu volume acertado para 10 mL com 4gua destilada. Apds 2 h, a
absorbancia das amostras foi medida a 750 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo como
“branco” o metanol e todos os reagentes, menos o extrato.

O teor de fendis totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibra¢do construida com padrdes de acido galico (10 a 350
pg/mL) e expressos como mg de EAG (equivalentes de acido gélico) por g de extrato. A
equacdo da curva de calibragdo do acido gélico foi C = 809,02004+5,0827, onde C € a
concentracdo do 4cido géalico, A é a absorbancia a 750 nm e coeficiente de correlacdo R =

0,999. Todas as andlises foram realizadas em triplicata.

4.6.2 Andlise quantitativa da atividade antioxidante (BRAND-WILLIAMS et al., 1995;
SANCHEZ-MORENO et al., 1998)

A avaliagdo quantitativa da atividade sequestrante de radical foi feita seguindo
metodologia descrita na literatura, com pequenas modificagdes, monitorando-se 0 consumo

do radical livre DPPH pelas amostras, através da medida do decréscimo da absorbancia de
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solucdes de diferentes concentragdes. Estas medidas foram feitas em espectrofotdometro UV-

Vis no comprimento de onda 516 nm, tendo como controle positivo a rutina.

4.6.3 Construgdo da curva de calibragdo do DPPH

Primeiramente, foram preparados 50 mL de solucdo estoque de DPPH em metanol
na concentracdo de 40 pg/mL, mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram feitas
diluicdes de 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5 e 1 ug/mL. A curva de calibracio foi construida a partir
dos valores da absorbancia a 516 nm de todas as solugdes (1 a 40 pg/mL), medidas em
cubetas de vidro com percurso 6ptico de 1 cm e tendo como “branco” o metanol. As medidas
de absorbancia foram efetuadas em triplicata e em intervalos de 1 min entre cada leitura. A
equacdo da curva de calibracio do DPPH foi C = 35,846A — 0,230, onde C corresponde a
concentracdo de DPPH no meio, A € a absorbancia medida no comprimento de onda de 516

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

4.6.4. Leitura das medidas de absorbdncia nas amostras

Solucdes do extrato etandlico, fragdes e substancia isolada (500 pug/mL) e do
controle positivo em metanol foram diluidas nas concentragdes de 250, 200, 150, 100, 50 e 25
pg/mL. As medidas das absorbancias das misturas reacionais (0,3 mL da solu¢do da amostra
ou do controle positivo e 2,7 mL da solugdo estoque de DPPH na concentracio de 40 pg/mL)
foram feitas a 516 nm, no 1°, 5° e 10° min, a cada 10 min até completar 1 h. A mistura de
metanol (2,7 mL) e solucdo metandlica do extrato (0,3 mL) foi utilizada como branco.

A partir da equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorbancia no tempo de
30 min para cada concentragdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH
remanescentes (% DPPHggy ), conforme a equagao:

%DPPHRem = [DPPH] - /[DPPH]1=0x 100

onde [DPPH]r-; corresponde a concentracio de DPPH no meio, apds a reacdo com as
amostras e [DPPH]1- € a concentracdo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg/mL (100 pmol/mL)
(BRAND-WILLIAMS, 1995; SANCHEZ-MORENO, et al., 1998; SOLER-RIVAS et al,
2000).
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A concentracdo eficiente, quantidade de antioxidante necessdria para decrescer a
concentracao inicial de DPPH em 50% (CEs), foi determinada usando o programa Microcal
Origin 7.5, a partir de uma curva exponencial de primeira ordem, obtida plotando-se na
abscissa as concentragdes da amostra (ug/mL) ou do controle positivo e na ordenada, a
porcentagem de DPPH remanescente (% DPPHggwm) (SANCHEZ—MORENO et al., 1998). Os
valores de absorvincia em todas as concentragdes testadas, no tempo de 30 min, foram
também convertidos em percentual de inibicio do DPPH (PI), determinada pela equagao:

PI={[Abspppr—(AbSunosira=AbSpranco) X100}/ Abspppy
onde Abspppy € a absorvancia inicial da solu¢cdo metandlica de DPPH e Absgmuosa € a
absorvancia da mistura reacional (DPPH+amostra) (YEN & DUH, 1994; SOUSA et al.,
2007).

4.7 Analise Estatistica

Nos estudos in vivo os niveis de significAncia entre os grupos experimentais € O
controle foi realizado utilizando o teste ¢ de Student ou ANOVA seguido de teste de Dunnet.
Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05 e **p < 0,01. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao da média, conforme indicado nas legendas das
tabelas e figuras. As andlises foram realizadas no GraphPad Prism® versdo 3.0. Os resultados
apresentados dos estudos in vitro correspondem a média de trés repeticoes (n=3) *+ desvio
padrao da média. Os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05. Aplicando-
se ANOVA, seguido de comparacdes multiplas pelo teste de Tukey. As andlises foram

realizadas usando o programa Microcal Origin 7.5 e SPSS 9.0.
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5. RESULTADOS
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5.1 Toxicidade aguda aproximada (AKKOL et al., 2008)

Devido ao corrente uso para fins medicinais e alimenticios por parte de diversas
populacdes do mundo da Ximenia americana L. a avaliacdo da toxicidade aguda do extrato,
fracdes e da XACC-1 desta espécie € de fundamental importancia. Foi verificado durante a
monitoracdo dos animais nas 72 h subsequentes a administracdo de uma dose tnica de 500
mg/Kg, i.p. que: a fragdo acetato induziu a morte de 100 % dos animais apds 48 h do
experimento. Nao houve morte dos animais tratados com a fragdo hexanica e o extrato
etanodlico. A fracdo cloroférmica e a fracdo aquosa induziram a morte de 75,0 % e 25,0 % dos
animais respectivamente. Através destes resultados pode-se afirmar que o extrato etandlico e a
fracdo acetato de etila de X. americana L. apresentam uma toxicidade na dose de 500 mg/Kg.
Devido a pouca quantidade da XACC-1 ndo foi possivel verificar a toxicidade aguda desta
substancia na dose de 500 pmol/Kg, no entanto os animais foram monitorados durante todos
os ensaios realizados na dose de 100 pmol/kg, chegando a dose de 300 umol/Kg quando
realizou-se a DEs( no ensaio de contor¢cdes abdominais induzidas pelo dcido acético onde ndo

foram constatados sinais de toxicidade desta substiancia nestas doses.

5.2 Ensaio de contorcoes abdominais induzidas por acido acético (KOSTER et al., 1959,
COOLIER et al, 1968)

Inicialmente o extrato etandlico, a fracdo aquosa, fracdo hexanica, fracdo
cloroférmica, fracdo acetato e o flavonoide epicatequina (XACC-1), isolado da fragcdo acetato,
foram suspensos em goma ardbica e submetidos ao ensaio de contorcdes abdominais
induzidas pelo 4cido acético utilizando-se a administragdo por via oral. Os resultados
mostraram que o extrato, as fracdes e a substancia isolada nao possuiam atividade por esta via
(dados ndao mostrados). De posse destes resultados, todos os ensaios posteriores foram
realizados utilizando-se apenas a via intraperitoneal.

Os resultados mostrados na Figura 9 sugerem que o extrato etandlico, todas as fragdes
testadas e a XACC-1, foram significativamente ativas ao inibir o nimero de contor¢des
abdominais em camundongos na dose de 100 mg/Kg i.p. para os extratos e fracdes e de 100
umol/Kg i.p. para a epicatequina e dipirona, utilizando o modelo de contor¢des abdominais
induzidas pelo dcido acético, quando comparadas com os animais que receberam apenas o

veiculo (Tween 80 e dgua destilada).
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Os valores foram considerados significativos quando p < 0,01. O efeito inibitério foi
de: fracdo aquosa 95,5 %, extrato etandlico 98,2 %, fracdo hexanica 92,3 %, fracdo
cloroférmica 99,5 %, fracao acetato 95,0 %, e XACC-1 98,5 %. O farmaco padrao (dipirona)
foi capaz de inibir o nimero de contor¢des abdominais em 85,6 %. Portanto, os resultados
mostram que o extrato etandlico, todas as fracOes e a epicatequina XACC-1 induzem

atividade antinociceptiva.
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Figura 9. Efeito da epicatequina XACC-1, extrato etandlico e fracdes da casca do caule
de X. americana L. em ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Os

resultados representam a média + E.P.M. (n=6). (** p < 0,01).

Ainda utilizando o ensaio de contor¢des abdominais foi realizada a curva dose-
resposta da XACC-1 (1-300 pmol/Kg). A XACC-1, por via i.p., inibiu o nimero de
contor¢cdes abdominais com valor de DEsy = 32,0 umol/Kg, limite de confianga 95 %: 10,7 —
117,8 umol/Kg. Para uma comparagcdo com o farmaco padrao a DEsj da dipirona foi também

calculada em 29,3 umol/Kg, limite de confianga 95 %: 22,7 — 75,4 umol/Kg (Tabela 1).
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Tabela 1. Poténcia e eficicia da dipirona e da XACC-1 no ensaio de contor¢cdes abdominais

induzidas por acido acético em camundongos

Substincias DEs5, Efeito Maximo
DIPIRONA 29,3 umol/kg 83,5 %
XAAC-1 32,0 umol/kg 99,6 %

Numero de animais (6); *p<0,05 (teste t-Student)

5.3 Ensaio de nocicepcao induzida por formalina (HUNSKAAR et al., 1987, TJOLSEN
et al. 1992)

Com o objetivo de avaliar melhor a reposta antinociceptiva neurogénica e
inflamatéria, submetemos o extrato etandlico, fracdo aquosa, fracdo hexanica, fracdo
cloroférmica, fracao acetato de etila e a epicatequina (XACC-1) da X. americana L. ao ensaio
de nocicepg¢ao induzida por formalina na dose de 100 mg/Kg i.p. para os extratos e fragdes e
de 100 pmol/Kg i.p. para a XACC-1 e indometacina. Neste modelo, os resultados indicam
que a fracdo cloroférmica mostrou-se ativa ao inibir a primeira fase do ensaio que esta
relacionado a dor neurogénica, com porcentagem de inibi¢ao de 31,5 %. O extrato etandlico e
as demais fragdes ndo apresentaram porcentagens estatisticamente significativas nesta
primeira fase do experimento (Figura 10A). A XACC-1 foi capaz de inibir o nimero de
lambidas da pata do animal tanto na primeira quanto na segunda fase com porcentagens de
64,2 % e 86,8 % respectivamente (Figura 10A e 10B), apresentando porcentagem de inibi¢ao
superior a do farmaco utilizado como padrdo (indometacina) que inibiu em 49,9 % o tempo
delambida da pata do animal na segunda fase do experimento. O extrato etandlico e a fragdao
aquosa foram capazes de inibir a segunda fase do ensaio apresentando porcentagens de
inibicao superiores a da indometacina, que foram de 82,4 % e 73,7 % para o extrato etandlico
e fracdo aquosa respectivamente, porcentagens tdo expressivas quanto a induzida pela

epicatequina XACC-1 (86,8 %) (Figura 10B).
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(B) Fase Inflamatoéria
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Figura 10. Efeito da epicatequina XACC-1 (100 pmol/Kg i.p.), do extrato etandlico e
fracdes (100 mg/Kg i.p.), da casca do caule de X. americana L., em ensaio de nocicep¢ao
induzida por formalina A - Fase neurogénica. B — Fase inflamatéria. Os resultados

representam a média + E.P.M. (n = 6). (* p <0,05; ** p <0,01).
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5.4 Ensaio de placa quente (hot plate test) (KURAISHI ef al., 1983)

Neste modelo o extrato etandlico bem como todas as fracdes (todos na dose de
100 mg/kg i.p.) e a epicatequina XACC-1 (na dose de 100 umol/kg i.p.) ndo apresentaram
aumento significativo do tempo de laténcia. Este resultado permite inferir que nem o extrato
etandlico, nenhuma das fracdes ou a epicatequina XACC-1 obtidos da casca do caule da
espécie X. americana L. possuem atividade antinociceptiva central. Apenas o tratamento dos
animais com morfina (na dose de 15 umol/Kg, i.p.), analgésico opioide utilizado como
padrdo, causou um aumento no tempo de laténcia dos animais colocados sob o estimulo

térmico da placa nos tempos 30 e 60 min (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito do extrato etandlico, fragdes (100 mg/Kg, i.p.) e da epicatequina XACC-1 (100

umol/Kg, i.p.) da casca do caule de X. americana L. no ensaio da placa quente.

Grupo n® Pré-tratamento” Pés-tratamento”

Tempo (min) 0 30 60 90 120
Controle 8 2,7+05 25+04 20+£04 42+0,7 3,3+£0,8
Morfina 8 1,9+0,5 9,0 +1,6%* 7,4 +0,9%* 5,4+0,8 2,6+0,2
Fracdo Acetato 8 59+09 43 +04 49+1,3 6,6+1,8 56+0,9
Fragdao Hexanica 8 2,9+0,5 2,8 +0,6 29+1.2 2,8 +0,6 1,9+04
Fracdo Cloroférmica 8 1,7+0,3 20+04 22+0,2 20+04 14 +0,1
Fracdo Aquosa 8 1,8+04 1,5+0,2 2,4 +0,31 2,4+0,6 1,5+£0,2
Extrato Etandlico 8 1,8+04 1,7 £0,3 1,8 £0,2 1,7+0,1 1,6 +0,3
XACC-1 8 43+0,9 32+0,5 4,6 +0,7 52+0,9 56+1,3

*Ntmero de animais; > Valores sio expressos como médiaxE.P.M, ‘ndo estatisticamente

cionificativn¥¥n N N1 (AN A Nuos Wav caonidn nala tacta da Thiinnat)
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5.5 Ensaio de Peritonite Induzida por Zymosan A (DOHERTY et al., 1985; LEITE et al.,
2007)

A migragdo celular foi reduzida de forma significativa apds seis horas da
administracio intraperitoneal de 0,5 mL de Zymosan A (2 mg/mL), pela indometacina e
XACC-1 (100 pmol/Kg i.p.) extrato etandlico e fragdes (acetato e aquosa) (100 mg/Kg i.p.)
quando comparados ao controle negativo (Figura 11). A indometacina, anti-inflamatério
nao-esterdide utilizado como padrdo, induziu uma porcentagem de inibicdo da migragcdo
celular de 55,6 %. O extrato etandlico, as fracdes (aquosa e acetato) e a XACC-1 induziram
inibicdo com significancia quando p < 0,01. A XACC-1 e o extrato etandlico apresentaram
uma porcentagem de inibi¢do semelhante a do farmaco padrdo de 46,0 % e 414 %
respectivamente e as demais fracdes induziram uma inibi¢@o superior a 35,0 %. Os resultados
obtidos permitem afirmar que o extrato, fracdes e substincia isolada inibem o recrutamento

leucocitario induzido por Zymosan A.
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Figura 11. Efeito da XACC-1 (100 umol/Kg i.p.), extrato etandlico e fragdes (acetato e
aquosa) (100 mg/Kg i.p.) no ensaio de peritonite induzida por Zymosan A. Os resultados

representam “a média £ E.P.M. (n =6). (** p <0,01).
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5.6 Ensaio de peritonite induzida por Carragenina (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).

Com o objetivo de avaliar uma possivel inibi¢do do recrutamento celular pelo
extrato etandlico, fragdes e pelo flavonoide XACC-1, foi realizado o ensaio de peritonite
utilizando outro agente flogistico, a carragenina. Apds quatro horas da administracdo da
carragenina (1 % em salina; 250 pl/animal) o recrutamento celular foi reduzido de forma
significativa pelo farmaco padrdo indometacina, pelo extrato etandlico, fracdes (acetato,
aquosa, cloroférmica e hexanica) e pela XACC-1 quando comparados ao controle (Figura
12). A indometacina, anti-inflamatério nao-esterdide utilizado como padrdo, induziu a
inibicao do recrutamento celular em 72,0 % desta forma a contagem total de células do lavado
peritoneal se assemelhou ao controle branco, realizado sem a presenca do agente flogistico. O
extrato etandlico, as fracoes e a XACC-1 induziram uma inibicdo estatisticamente
significativa, sendo que a XACC-1 e a fragdo aquosa apresentaram uma inibi¢do similar a do
farmaco padrao indometacina com 66,1 % e 69,2 % respectivamente. As demais fracdes e o
extrato etandlico também induziram uma inibicdo estatisticamente significativa quando p <
0,01. O resultado obtido permite-nos inferir que o extrato, fracdes e substincia isolada da X.

americana L. possuem atividade anti-inflamatoria.
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Figura 12. Efeito da XACC-1 (100 umol/Kg i.p.), do extrato etandlico e fracdes (100
mg/Kg i.p.) da casca do caule da X. americana L. em ensaio de peritonite induzida por

Carragenina. Os resultados representam a média £ E.P.M. (n=6). (** p < 0,01).
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5.7 Atividade sequestrante de radicais (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; SANCHEZ-
MORENO et al., 1998)

A atividade sequestrante de radicais, expressa em percentual de inibi¢do (PI),
exibida pelo extrato etandlico e fracdes da casca do caule da X. americana L., na
concentracdo de 100 pg/mL estd ilustrada na Figura 13. Com base nestes dados, evidencia-se
que o extrato etanodlico e fracOes da casca de X. americana L., contém substincias que atuam
como doador de hidrogénio ao radical DPPH, entretanto esta acdo é diferenciada entre eles. A
fracdo hexanica apresentou baixo indice de inibi¢do do radical DPPH, mostrando-se pobre em
compostos antioxidantes. A fracdo acetato na concentracdo 100 pg/mL, reduziu o DPPH em
93,5 % sendo esta fracdo a mais ativa. O extrato etandlico na mesma concentracdo (100
pg/mL) foi eficaz em sequestrar o radical DPPH atingindo um percentual de inibi¢do de 94,7
%. Conforme ilustra a Figura 13 a comparagcdo dos percentuais de inibicdo do extrato e
fragdes, provenientes da casca do caule de X. americana L., com o flavonoide rutina
evidenciou que o extrato etandlico e a fracdo aquosa da casca do caule de X. americana L.
apresentaram atividade sequestrante de radicais compardveis ao flavonoide padrao em

sequestro de radicais.

94.7% 93.5% 92,9% Rutina

== e I Extrato Etandlico
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Fracao Cloroférmica
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Figura 13. Atividade sequestrante de radicais, pelo método do DPPH, do extrato
etanodlico, fracdes (acetato de etila, hexanica, cloroférmica e aquosa) da casca do

caule da X. americana L. todos na concentragdo de 100 pg/mL.
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Na concentragdo de 50 pg/mL, o composto isolado, epicatequina (XACC-1) e
controle positivo (rutina) apresentaram porcentagem de inibicao do DPPH de 93,8 % e 64,4 %

respectivamente conforme a Figura 14.

XACC-1
Rutina

1
0 25 50 75 100
% Atividade sequestrante de radicais

Figura 14. Atividade sequestrante de radicais pelo método do DPPH da XACC-1
isolada da casca do caule da X. americana L., e da rutina, na concentracdo de 50

pg/mL .

5.8 Determinacio de fenéis totais (BONOLI ef al., 2004; SOUSA et al., 2007)

Visando correlacionar a atividade antioxidante com a presenga de compostos
fendlicos como a epicatequina XACC-1 foi realizada a determinacdo de fendis totais. Os
resultados da andlise dos fendis totais podem justificar a acdo antioxidante do extrato e
fragdes da casca do caule da espécie X. americana L. analisados. O extrato etandlico e as
fracdes acetato, aquosa e cloroférmica, possuem o teor de fendis de 678,6; 878,5; 736,8 e
2435 mg de EAG (Equivalentes de Acido Gilico) respectivamente conforme a Tabela 3.
Através destes resultados pode-se observar que as amostras avaliadas apresentaram elevado
percentual de compostos fendlicos. O maior teor de fendis totais para o extrato etandlico foi

registrado na fragcdo acetato. A fragao hexanica apresentou o menor teor de fendis totais.
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Tabela 3. Contetido de fendis totais (FT) e atividade sequestrante radicalar realizada

utilizando-se 0 método do DPPH (CEsp) do extrato etandlico, fragdes e da XACC-1 da

FT (mg de EAG/g de
Amostras CEsp = DP (ug/mL)

extrato EtOH = DP)
Extrato Etandlico 32,7+0,2 678,6 £23
Fragcao Hexanica NA 90,2+2,4
Fragao Cloroférmica 84,2 +3,0 243,5+3,0
Fracao Acetato 296 +2.9 878,47 +£0,7
Fracdao Aquosa 33,6 £5,1 736,8+1.5
XACC-1 34,6 +3,0 NT

NA — Nao ativo; NT — Nao testado
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6. DISCUSSAO
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O interesse em se investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério da casca
do caule da espécie Ximenia americana L., consiste, principalmente, no corrente uso
terapéutico popular desta espécie, em diferentes regides do mundo (BRASILEIRO, 2008). As
cascas do caule sdo utilizadas em diversas doencas inflamatorias, e estd relacionada a uma
potente acdo cicatrizante (VERAS & MORALIS, 2004). Na literatura encontramos poucos
relatos, isolados, da atividade antinociceptiva, anti-inflamatéria e antioxidante de alguns
extratos desta espécie, sendo este o primeiro trabalho a correlacionar estas atividades
utilizando nao sé o extrato etandlico, mas também as fracdes provenientes deste extrato e a
epicatequina (XACC-1) isolada da fracdo em acetato de etila da casca do caule de X.
americana L. (BRASILEIRO, 2008; SORO et al., 2008).

Tendo em vista o vasto uso na medicina popular desta espécie, a primeira etapa do
presente trabalho consistiu na avaliagdo da toxicidade aguda aproximada do extrato etandlico
e todas as fracOes testadas da X. americana L. que indicou que em dose cinco vezes superior a
utilizada nos experimentos do presente trabalho (500 mg/Kg) houve sinais de toxicidade e
morte de animais, com excecao para o extrato etandlico e a fracdo hexanica, que nesta dose,
ndo induziram a morte de nenhum animal. Embora sinais de toxicidade reversivel tenham sido
observados com o extrato etandlico, a exemplo letargia e irritacdes oculares. Em outros
trabalhos realizados com extratos da casca do caule de X. americana L. pela via
intraperitoneal foram obtidos resultados semelhantes. No ensaio de toxicidade aguda realizado
por SORO et al., (2008) utilizando o extrato aquoso, foi calculada uma DLsy = 219 mg/Kg e
com uma dose de 400 mg/Kg verificou-se a morte de todos os animais tratados com este
extrato. BRASILEIRO (2008) avaliou a toxicidade aguda do extrato etandlico da casca do
caule de X. americana L. e registrou uma DLsy = 750 mg/Kg. O que evidencia que a X.
americana L. deve ser utilizada com precaugdo para fins terapéuticos pela populagdo. A
toxicidade aguda da epicatequina XACC-1 nao foi avaliada devido a pouca quantidade, porém
os animais foram observados durante a realizacdo de todos os ensaios realizados com esta
substincia e ndo apresentaram sinais de toxicidade macroscopicos até a dose de 300 umol/Kg.

Sabendo-se que, de acordo com COOLIER ef al. (1968), o acido acético atua
indiretamente induzindo a liberacdo de mediadores enddgenos que estimulam as fibras
nociceptivas assim como as que sao sensiveis aos AINES e aos analgésicos opioides, o grupo
de pesquisa de DERAEDT et al. (1980) descreveu a quantificagdo de prostaglandinas por
radioimunoensaio em exsudatos peritoniais de ratos apds a administragdo intraperitoneal de

acido acético encontrando altos niveis de PGE2a e PGF2a durante os primeiros 30 min. Nao
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obstante, foi achado que a administragdo intraperitoneal de dcido acético induz a liberagdo
ndo apenas de prostaglandinas, mas também de mediadores do sistema nervoso simpatico a
exemplo de acetilcolina e noradrenalina (HOKANSON, 1978; DUARTE et al., 1988; NETO
et al., 2005).

Os resultados obtidos neste trabalho, no que se refere ao ensaio de contor¢des
abdominais induzidas pelo 4cido acético, evidenciaram que o extrato etandlico, todas as
fracdes testadas e a XACC-1 provenientes da espécie X. americana L. possuem atividade
antinociceptiva. O que corrobora com os achados de SORO et al. (2008) que testou o extrato
aquoso da casca do caule de X. americana L. e observou a indu¢do de uma significativa
inibicdo do nimero de contor¢des abdominais na dose de 100 mg/Kg que foi capaz de inibir
em 61,1 % o ntimero de contor¢des abdominais. No presente estudo pudemos demonstrar que
a XACC-1, flavonoide isolado da fragdo acetato, proveniente do extrato etandlico da casca do
caule de X. americana L. foi capaz de inibir 98,5 % das contor¢des abdominais, utilizando-se
a dose de 100 pmol/Kg. O que sugere que flavonoides como a epicatequina XACC-1, sejam
importantes substancias promotoras desta atividade antinociceptiva ocasionada por alguns
extratos e fracOes obtidos desta planta. Além disso, os resultados obtidos a partir da
determinacdo da curva dose-resposta mostram que a poténcia da XACC-1 (DEsy = 32,0
umol/Kg) € compardvel a do farmaco padrdo dipirona (DEsy = 29,3 pmol/Kg), entretanto a
XACC-1 possivelmente apresenta uma maior eficdcia, pois foi capaz de atingir um efeito
inibitério maximo, superior ao verificado para o fiarmaco padrdo. Do ponto de vista da
terapéutica a eficiacia € um parametro farmacolégico mais importante que a poténcia tendo-se
em vista que a finalidade primordial de um farmaco € a sua maior capacidade de resolucdo de
uma determinada patologia causando o menor dano possivel a saide do paciente.

Embora o ensaio de contor¢des abdominais induzidas pelo 4dcido acético represente um
modelo de nocicepg¢ao periférica, o qual consiste de estimulos de alta intensidade e a resposta
nociceptiva de curta duragdo, este ndo é um modelo especifico, uma vez que diferentes classes
de substancias sdo ativas neste modelo, inibindo, a saber: os hipotensores, depressores e
estimulantes do SNC (HENDERSHOT & FORSAITH, 1959), anti-histaminicos (YEN, 1985)
e antidepressivos triciclicos (TAKAHASHI & PAZ, 1987). Este fato demonstra que a
interpretacdo da reducdo da dor através do estimulo pelo 4cido acético deve ser efetuada de
forma cautelosa em conjunto com outros testes.

O ensaio de formalina € um modelo vélido e confidvel de nocicepg¢do, sensivel para

vdarias classes de farmacos analgésicos. A injecdo de formalina produz resposta bifdsica
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distinta: uma primeira fase mediada por substancias neurogénicas e que representa o efeito
irritante da formalina nas fibras sensoriais do tipo C, ocasionando uma dor neurogénica; e
uma segunda fase mediada por substincias pro-inflamatérias, por exemplo, as
prostaglandinas, ocasionando uma dor de origem inflamatéria. Os analgésicos de ag¢ao central
como os opioides inibem as duas fases, enquanto substancias de acdo periférica, como os anti-
inflamatdrios ndo-esteroides e glicocorticoides, inibem somente a segunda fase (HUSNKAAR
& HOLE, 1987). Este modelo € ttil para detectar analgésicos do tipo ndo-esteroides, além de
ser capaz de dissociar a dor do tipo inflamatéria e nao-inflamatéria. Além disso, permite
avaliar em animais a dor continua de intensidade moderada causada pela lesdo do tecido e o
papel dos sistemas endégenos na regulagdo da dor (TJOLSEN et al, 1992). Nossos dados
mostram que a XACC-1 foi capaz de inibir as duas fases do experimento mostrando-se ativa
tanto na dor neurogénica quanto na dor inflamatéria, com uma porcentagem de inibi¢ao
superior a do farmaco padrdao indometacina. O extrato etandlico e a fracdo aquosa inibiram
significativamente a segunda fase do experimento sugerindo que estes produtos podem
induzir antinocicepcao periférica como os AINEs.

Baseando-se nestes resultados podemos inferir que o efeito antinociceptivo da XACC-
1 pode ser atribuido a inibicdo tanto das prostaglandinas como de outros mediadores
envolvidos neste modelo. No trabalho de SORO et al. (2008) no que se refere ao ensaio de
formalina utilizando-se o extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. verificou-se
que uma dose de 50 mg/Kg induziu uma inibi¢ao do tempo de lambida da pata em 66,6 % na
segunda fase, porém ndo induziu uma inibicao significativa da primeira fase do experimento,
mesmo quando na dose de 100 mg/Kg, a mesma utilizada neste trabalho, o que leva a crer que
a epicatequina possua um importante papel na atividade antinociceptiva quando a casca do
caule da X. americana L. foi utilizada.

SORO et al. (2008) avaliaram também a atividade antinociceptiva central do extrato
aquoso da casca do caule de X. americana L. Para esta finalidade utilizaram o teste de
retirada da cauda (D’AMOUR & SMITH, 1941; GRAY et al., 1970) que assim como o ensaio
de placa quente (KURAISHI e al., 1983) avalia a antinocicepc¢ao central a partir da utilizagao
do estimulo térmico. Os mecanismos utilizados nestes ensaios estdo relacionados a uma
atividade primdria na medula espinhal como também a processamentos em regides superiores
do sistema nervoso central (principalmente o coértex) (YAKSH & RUDY, 1977). Apresenta

diversas vantagens como alta sensibilidade a potentes analgésicos e baixo dano tecidual.
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Assim como no trabalho de SORO er al. (2008) nao foi evidenciada nenhuma atividade
central significativa da casca do caule da X. americana L.

Com o objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatéria do extrato, fracdes e
epicatequina provenientes da casca do caule de X. americana L. no que se refere a migracao
celular, ensaios de peritonite utilizando agentes flogisticos distintos foram realizados.

O Zymosan A ¢é um polissacarideo constituinte da parede celular do fungo
Sacharomyces cerevisae capaz de induzir a degranulacdo de mastdcitos, liberando aminas
vasoativas como serotonina e histamina, ativar macréfagos e de gerar produtos do
metabolismo do 4cido araquiddnico, além de ativar a via alternativa do sistema complemento.
Quando administrado na cavidade peritoneal do camundongo induz um aumento no
extravasamento vascular, um dos sinais preliminares da inflamacdo (RAO et al., 1994;
BOUGHTON-SMITH & GHELANTI, 1995; JOHNSON et al., 1975). Esta é uma etapa chave
na formac¢do do exsudato inflamatdrio e € seguida por um recrutamento tempo dependente de
células, especialmente neutréfilos (DOHERTY er al., 1985). Citocinas pré-inflamatdrias,
como TNF-a e IL-1B, ativam a via de sinalizacdo em células endoteliais, a qual regula a
expressdo de moléculas de adesdo para iniciar o recrutamento de leucdcitos circulantes e
células migratérias parcialmente ativadas. Foi demonstrado neste trabalho que o extrato
etanolico, fragdes acetato e aquosa bem como a XACC-1 induzem efeitos inibitérios sobre o
recrutamento celular (LEITE et al., 2007).

Para melhor avaliar os mecanismos responsaveis por essa inibi¢do do recrutamento
celular foi realizado o ensaio de peritonite induzido por carragenina. A carragenina é um
polissacarideo sulfatado proveniente de um musgo marinho da Irlanda denominado Chondrus
crispus (VAN ARMAN, 1979). Tendo-se em vista que a injecdo de carragenina também
ocasiona o recrutamento leucocitario (ALMEIDA et al.,, 1980; COMPASSO et al., 1975) e
principalmente pelo perfil inflamatério que este agente flogistico apresenta ao induzir
fortemente a liberagdo de mediadores como as prostaglandinas, WALLACE et al., (1999)
demonstraram que a resposta celular inflamatéria induzida pela carragenina € mediada
principalmente pela COX-1. Outros estudos referem também a participacao de citocinas pré-
inflamatérias, uma vez que foram detectados altos niveis de TNF-a, IL-1a e IL-1p apds a
injecdo de carragenina (UTSUNOMIYA et al., 1991; CUZZOCREA, et al., 1999). Anti-
inflamatdrios nao-esteroides, como a indometacina, inibem a ciclooxigenase reduzindo a
biossintese de prostaglandina (FARSAM et al., 2000). Os AINEs sao capazes de inibir o

acumulo do exsudato e a mobilizacdo de leucdcitos entre trés e seis horas apds aplicacio da
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carragenina (VINEGAR et al., 1973). Os resultados obtidos no ensaio de peritonite induzida
por carragenina sugerem que, provavelmente, o extrato etandlico, todas as fragdes e
substancia isolada que foram testados possuem acdo semelhante aos AINEs, porém mais
testes sdo necessarios para comprovar esta afirmacao.

Os resultados de atividade ant-inflamatdria encontrados podem ser explicados, ao menos em
parte, pela presenca de flavonoides presentes na casca do caule de X. americana L. que sdo descritos
como capazes de bloquear sintese de leucotrienos, importantes na quimiotaxia e sintese de
prostaglandinas, que sdo importantes na génese de inflamacédo e dor (MORROW & ROBERTS, 2001).
Diversas atividades bioldgicas ja foram demonstradas para os flavonoides, entre elas atividade
antinociceptiva e anti-inflamatdria (MIDDLETON et al., 2000), bloqueio da fosfolipase A2, inibicdo
direta de ciclooxigenases e/ou de lipooxigenases, importantes para o metabolismo do &cido
araquidonico e geragdo de PGs e LTs (LINDAHL & TAGESSON, 1997; MIDDLETON et al., 2000; KWAK
etal., 2003).

GALVEZ et al., (1995) avaliaram a atividade antiperoxidativa de varios flavonoide sobre a
peroxidacdo de membrana de células de figado de rato induzidas pelo sistema enzimatico do acido
araquiddnico. Todos os flavonoide testados foram capazes de inibir a peroxidacdo lipidica induzida
por d4cido araquidonico, os flavonoide que apresentaram melhores resultados, em ordem
decrescente, foram: delfinidina, epicatequina, catequina, kaempferol, quercetina, luteonina,

naringenina e apigenina.

A atuagdo de flavonoides como a epicatequina XACC-1 em processos inflamatorios
pode ser explicada pela sua estrutura quimica (Figura 8, p. 57). A configuracdo das hidroxilas
no anel B é determinante no processo de eliminacdo dos radicais livres (HARBORNE &
WILLIANS, 2000) um importante mecanismo pelo qual os flavonoides inibem a formacgao de
metabolitos do 4cido araquidonico como as prostaglandinas e leucotrienos. A XACC-1 possui
duas hidroxilas no anel B, nas posi¢des B-3 e B-4. Possuindo entdo uma considerdvel
capacidade doadora de elétrons neste anel, e confere uma maior estabilidade ao radical
formado. O arranjo espacial dos substituintes presentes na molécula € um fator que também
contribui bastante para a atividade antioxidante deste composto (HEIM et al., 2002;
MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Virios métodos t€m sido desenvolvidos para determinar a capacidade antioxidante
de substancias puras e extratos de plantas. Um dos métodos mais usados envolve a medida do
sequestro de radicais livres tais como o radical acido 2,2’-azino-bis (etilbenzotiazolina-6-

sulfonico) (ABTS™), o 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), ou outros radicais coloridos
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(SOLER-RIVAS et al., 2000). Dois parametros bastante utilizados para determinar a
capacidade sequestradora de radicais livres por uma amostra sdo a concentragdo efetiva em 50
% (CEsp), quantidade de antioxidante necessdria para diminuir a concentracdo inicial do
radical DPPH em 50 %, e o percentual de inibicao, porcentagem total do radical DPPH que
reagiu com a amostra antioxidante no estado estacionario (SANCHEZ-MORENO et al.,
1998).

A importancia da determinacdo de fendis totais presente no extrato e fragdes da X.
americana L. reside no fato de ser atribuido aos compostos fenélicos como acidos fendlicos,
taninos, diterpenos e flavonoides os efeitos antioxidantes de diversas plantas (CHUNG et al.,
1998; PIETTA, 2000; TUNG et al., 2007). A determinacdo de fendis totais € um método
indireto de avaliag¢do da atividade antioxidante e fornece informagdes importantes que podem
caracterizar os produtos naturais como fonte de substancias sequestradoras de radicais livres
(ROGINSKY & LISSI, 2005).

Dentre os diversos métodos desenvolvidos para a quantificagdo de compostos
fendlicos, o método do reagente de Folin-Ciocalteu tem sido bastante utilizado (ATOUI et al.,
2005). O extrato etandlico e as fracdes aquosa e acetato provenientes das cascas do caule da
X. americana L. apresentaram alta atividade sequestrante radicalar pelo método
fotocolorimétrico do DPPH. A XACC-I apresentou atividade sequestrante radicalar similar a
do flavonoide utilizado como padrao, rutina (Figura 15), tendo-se em vista a concentragao

molar na mesma ordem de grandeza (0,17 uM para a XACC-1 e 0,075 uM para a rutina).

OH

OH OH OH
Rutina

Figura 15. Estrutura quimica da rutina, flavonoide utilizado como padrdo de

sequestro radicalar (Adaptado de VELASCO et al., 2008).

O extrato e fragOes apresentaram também alto teor de fendis totais pelo ensaio

espectrofométrico com o reagente Folin-Ciocalteu. A fracdo acetato, da qual foi isolada a
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XACC-1, apresentou uma maior quantidade de fendis totais, seguida pela fracdo aquosa. Estas
fragdes foram as mais ativas com relacdo a atividade antioxidante, provavelmente por
apresentarem em suas composicdes quimicas flavonoides como a epicatequina XACC-1 em
maior quantidade. A fracdo hexanica foi a que apresentou o menor teor de fendis totais, o que
ja era esperado, por questdes de polaridade, tendo em vista que os flavonoide tendem a se
associar com moléculas de solventes organicos de polaridade mediana ou maior, como o
acetato de etila, e ndo com o hexano que € um solvente apolar (HAVSTEEN, 2002).

Os resultados obtidos no que concerne a atividade antioxidante e a determinacdo de
fendis totais corroboram com os trabalhos de BRASILEIRO (2008) que avaliou o teor de
fendis totais e atividade de sequestro de radicais do extrato etandlico da casca do caule de X.
americana L.

Embora a epicatequina XACC-1 isolada da casca do caule de X. americana L. tenha
apresentado atividade antinociceptiva, anti-iflamatoéria, possuindo uma acao inibitdria sobre o
recrutamento celular, ndo podemos excluir a participacio de compostos adicionais nos
extratos e fracoes testados.

Tendo em vista que as plantas medicinais sdo capazes de exercer sua acao terapéutica
pela agdo de metabélitos secunddrios como o flavonoide epicatequina (QUINTANS-JUNIOR,
2000), apesar dos diversos estudos realizados com extratos obtidos das folhas, caule, raiz e
frutos da X. americana L. encontrados na literatura, poucos evidenciam a atividade de
constituintes isolados desta espécie. Uma minuciosa pesquisa objetivando-se encontrar dados
que confirmem a presenca deste flavonoide na espécie X. americana L. comprovou apenas o
isolamento do flavonoide epicatequina na raiz da variante X. americana caffra (Sond) Andler
por MWANGI et al., (1993), dado que reforca a importancia do presente trabalho no intuito
de explicitar a a¢do de constituintes de plantas utilizadas na medicina popular. Portanto,
nossos resultados podem contribuir para um melhor conhecimento desta planta medicinal e da
acdo farmacoldgica antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico, fracdes bem
como da epicatequina XACC-1 provenientes da casca do caule de X. americana L. Estudos
adicionais ainda serdo necessdrios para confirmar a utilidade desta espécie no tratamento da

dor e inflamacgao.
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7. CONCLUSOES
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Diante do exposto, os resultados obtidos permitem concluir que:

A fragdo acetato, cloroférmica e aquosa apresentaram toxicidade aguda quando
administradas na dose de 500 mg/Kg (dose 5 vezes maior que a utilizada nos ensaios).
O extrato etandlico juntamente com a fragdo hexanica ndo induziram a morte de
nenhum animal.

Atividade antinociceptiva do extrato etandlico, fracdes (aquosa, cloroférmica,
hexanica e acetato) e da epicatequina XACC-1 foi demonstrada através dos ensaios de
contor¢des abdominais induzida por 4cido acético e nocicep¢do induzida por
formalina. Nestes ensaios verificou-se que a XACC-1 apresentou uma maior eficicia e
poténcia equivalente ao farmaco padrdo dipirona evidenciada pelo cdlculo da DEsp no
modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético;

Nenhuma das fragdes, extrato ou isolado testados apresentaram atividade
antinociceptiva central, verificada através do ensaio de placa quente;

Foi observada uma atividade anti-inflamatéria nos modelos de recrutamento celular
induzido por zymosan A e carragenina;

O extrato etandlico, a fracdo aquosa e acetato, bem como a XACC-1, provenientes da
X. americana L. apresentaram alta atividade sequestrante radicalar observada
utilizando-se o método fotocolorimétrico do DPPH; O extrato etandlico, fracdes
aquosa e acetato apresentaram alto teor de fenodis totais observado utilizando-se o
ensaio espectrofométrico com o reagente Folin-Ciocalteu. Essas fracdes (aquosa e
acetato) e o extrato etandlico apresentaram maior capacidade sequestrante radicalar
provavelmente por apresentar em sua composicdo quimica flavonoides como a

epicatequina XACC-1 em grande quantidade.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho sustenta a afirmativa de que o extrato

etanodlico, fragdes (aquosa, cloroférmica, hexanica e acetato) e a epicatequina XACC-1

sdo capazes de modular a resposta nociceptiva e inflamatdéria aguda. As fracdes, aquosa e

acetato, o extrato etandlico e a XACC-1 sdo capazes de sequestrar radicais livres, sendo

esta uma possivel via de acdo na nocicepcao e inflamacao.
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