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1. INTRODUCAO

1.1 Apresentacdo

As plantas medicinais tradicionalmente utilizadas podem exibir diversas atividades
farmacologicas, justificando, portanto, o desenvolvimento de estudos para investigar o
potencial terapéutico de novos compostos para controlar e tratar diversas doencas.

Diante disso, buscamos investigar algumas possiveis atividades farmacoldgicas
presentes na Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum., uma planta conhecida como
jenipapo bravo ou jenipapo do campo no qual possui ampla distribuicdo no Nordeste
Brasileiro, sendo de grande ocorréncia na regidao do Cariri, Ceara, Brasil, e tem sua
importancia tradicional ressaltada por ser muito utilizada como anti-inflamatorio e analgésico
no tratamamento de torgdes, luxacOes, dores lombares e dores reumaticas, porém, nao se
encontram estudos que tenham, por sua vez, legitimado essas acOes terapéuticas, além disso,
héa relatos tradicionais de sua utilizacdo também para o alivio de sintomas gastricos, no qual
buscamos validar também essa possivel acdo gastroprtetora.

A partir disso, esse estudo inédito teve como objetivo avaliar o perfil quimico e
através de modelos experimentais farmacoldgicos em camundongos avaliar os efeitos
potenciais gastroprotetor, antioxidante, anti-inflamatério e analgésico do extrato
hidroetandlico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum.

Portanto, diante dos objetivos propedéuticos propostos acima e para melhor ilustragcdo
do encadeamento de ideias obtidos a partir dos dados encontrados, estruturamos os resultados
e discussao desta dissertacdo em trés partes, no qual a efetivacdo dos testes experimentais
permitiu organizar os dados, formulando-os na forma de artigos originais seguindo as normas
de formatacdo nomeadas pelo corpo editorial de revistas cientificas selecionadas de acordo
com a area de concentracdo da pesquisa.

O artigo 1, avalia a atividade antioxidante e gastroprotetora do extrato hidroalcoolico
das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum. Para avaliagédo da atividade
antioxidante foram realizados testes in vitro, como: o teste FRAP, onde foram utilizadas
concentragdes de 25, 50, 100, 200e 400pg/ml do EHFTF e da vitamina C e adicionado o
reagente FRAP, a curva de calibragdo foi feita com uma solugdo de sulfato ferroso nas
concentragoes: 200, 500, 1000, 1500 e 2000uM; e o teste de DPPH, onde foram utilizadas
também concentragcdes de 25, 50, 100, 200e 400ug/ml tanto para o EHFTF com para a

vitamina C e adicionado a solucdo de DPPH. Para avaliagdo da atividade gastroprotetora



20

foram realizados testes in vivo de inducdo de lesdo gastrica por Etanol, Etanol Acidificado,
Indometacina e Barreira Fisica. O EHFTF foi administrado nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg para os Testes de inducdo por Etanol, Etanol Acidificado, Indometacina e na dose de
200 mg/kg (dose eficaz em todos os testes) oral e intraperitoneal, para o Teste de Barreira
Fisica.

O artigo 2, descreve os ensaios de avaliacdo da toxicidade aguda e determinacdo da
DL50, atraves da administracdo oral de dose Unica do extrato hidroalcodlico das folhas de
Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum. (EHFTF) com avaliacdo de pardmetros
comportamentais, corporais e macroscopicos dos camundongos, comparando-0s com 0 grupo
controle negativo do teste (solucdo salina a 0,9%), seguindo o protocolo experimental
proposto pela OECD (Organizacdo para a cooperacdo do desenvolvimento econdmico).
Através de ensaios in vitro, por prospec¢do fitoquimica, determinou-se qualitativamente os
compostos quimicos. A analise da atividade anti-inflamatéria ocorreu por ensaios in vivo,
através dos modelos classicos de inflamagcdo como o Teste de Edema de Pata induzido por
carragenina e dextrana e o Teste de Permeabilidade Vascular em camundongos. O EHFTF foi
administrado nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg para o Teste de Edema de Pata e na dose de
200 mg/kg (menor dose eficaz), para o Teste de Permeabilidade Vascular.

O artigo 3, ilustra a analise realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) do extrato hidroalcodlico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K.
Schum. (EHFTF), em relagdo a composi¢do de compostos fendlicos e flavonoidicos. A analise
da atividade antinociceptiva ocorreu por ensaios in vivo, através dos modelos classicos de
nocicep¢do como o Teste de Formalina, Contor¢des Abdominais, Tail Flick, Hot Plate e VVon
Frey, no qual o EHFTF foi administrado nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg para todos 0s
Testes. Para avaliar os Mecanismos de Agdo envolvidos na antinocicepgdo promovida pelo o
EHFTF, foram realizados inimeros testes baseados na administracdo de drogas agonistas e
antagonistas envolvidos na nocicep¢do, e administracdo na dose de 200 mg/kg (menor dose
eficaz) do extrato, e foram investigadas a participacdo das vias de transmissdo nociceptiva:
opibide, colinérgica, adrenérgica al e a2, serotoninérgica, Oxido nitrico, adenosina,

dopaminérgica, glutaminérgica e vanildide.
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1.2 Justificativa

O estudo de plantas medicinais que tem agdo sobre processos dolorosos, inflamatorios
e sobre alteragdes géastricas assume grande importancia na sociedade atual, pois as plantas
medicinais, além de serem fontes naturais de matéria-prima para novas e importantes
moléculas farmacologicas com potencial ativo, elas se tornam uma alternativa/complemento
para o tratamento de tais doencas tendo em vista que os medicamentos sintéticos para o
tratamento dessas morbidades séo de alto custo.

Além disso, estimativas globais sugerem que cerca de 3/4 da populagdo mundial ndo
tem acesso as terapias sintéticas para as diversas patologias, tal setor populacional depende de
plantas medicinais, para o tratamento das patologias (SILVA; ANGELIS; TOMA, 2010).

Na natureza existem muitas plantas com agdo farmacoldgica. No Brasil, nesse sentido,
se caracteriza por uma grande variedade de plantas, embora a maioria delas seja utilizadas
sem base cientifica (FILIPINI; et. al., 2012).

Entre as muitas plantas medicinais utilizadas pelo publico principalmente na regido do
Cariri, Crato - CE, Brasil, encontra-se a Tocoyena formosa (Cham. E Schlecht.) K. Schum.
Esta, por ser uma planta muito utilizada popularmente na terapéutica de feridas, contusdes,
torcdes, dores (segundo informacgbes colhidas na regido) e como anti-inflamatério no
tratamento das dores reumaticas, tem sua importancia tradicional muito ressaltada, porém, os
individuos que fazem uso desta espécie ndo possui informagdes concretas das reais acoes
dessa planta.

Sobre esta espécie ndo ha estudos que caracterizam suas propriedades farmaco-
biolégicas, mas devido aos resultados promissores encontrados pelo o uso popular da
Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum h& possibilidades da utilizagdo desta planta
e de seus metabolitos secundarios para estudos e possivelmente na pratica clinica, como
agentes com efeitos analgésicos, anti-inflamatorios.

Tendo em vista que a ulcera gastrica é caracterizado como um processo inflamatério e
que o0 nosso laboratério ja realiza estudos na tentativa de validar produtos naturais com
atividade gastroprotetora, buscamos realizar também o estudo com a Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum na atividade inflamatoria gastrica.

A relevancia desse estudo esta justamente na possivel eficacia da Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum sobre a terapéutica fitoterapica de processos algicos, lesdes
inflamatdrias e gastricas a partir de estudos farmacol6gicos pré-clinico em modelos

experimentais induzidos ja que ndo se encontra estudos cientificos que tenham validado essa
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acdo ainda; bem como validar os efeitos anti-inflamatério e analgésico desta planta, que
poderdo servir de base para estudos prospectivos com o objetivo de utilizar esta planta em
pacientes com processos inflamatorios, dolorosos e ulcerosos gastricos; e servir de base para o
comercio farmacéutico na producdo de farmacos para tratamento destas morbidades na
aplicacdo da pratica clinica na substitui¢do ou co-tratamento com os medicamentos sintéticos
existentes.

Considerando como justificativa também para esse estudo, o fator econdmico local, os
farmacos analgésicos, anti-inflamatérios e antiulcerosos séo de alto custos em relacdo a
economia populacional regional/local e, além disso, de dificil acesso, este estudo pode
contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas facilitando o acesso e 0
tratamento para estes pacientes. Com isso, a comunidade e as familias locais/regionais seréo
beneficiadas, tendo em vista a vasta quantidade dessa planta na regiéo.

Portanto, esse estudo possui uma contribuicdo direcionada para a busca e a obtencéo
de novos farmacos ou tratamentos fitoterdpicos que possuam poténcia analgésica, anti-
inflamat6ria e gastroprotetora, baixa incidéncia de efeitos colaterais, que apresentem
favoravel custo comercial e que seja de facil acesso a populacdo, podendo assim representar
avangos, como uma nova alternativa, no tratamento da dor e de doencas inflamatdrias para

€SSas pessoas.

1.3 Referencial Tedrico

1.3.1 Processo inflamatério

O processo inflamatorio consiste em uma acao ordenada entre o sistema imunolégico e
o local no qual ocorreu a lesdo, € uma resposta que é essencial na tentativa de proteger o
organismo de estimulos nocivos, porém, em algumas vezes essa resposta pode se tornar
exacerbada sem qualquer beneficio (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2005).

No processo de lesdo tecidual periférica, proteinas do plasma e varios tipos de células
sdo ativadas nos tecidos danificados ou infectados, promovendo a liberacdo de diversos
mediadores quimicos, incluindo: fatores de crescimento, quimiocinas, aminas biogénicas,
neuropeptideos, citocinas, bradicininas, eicosanoides e radicais livres (MEDZHITOV, 2008;
ROTH; et al., 2009; SERHAN; CHIANG, 2004). Estes mediadores geram e promovem a
inflamacdo provocando alteragdes humorais, celulares e vasculares levando ao surgimento de
sintomas de calor, rubor, dor e edema (SERHAN; CHIANG, 2004)
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Dentre os efeitos vasculares provocados por esses mediadores incluem vasodilatacao,
estase vascular e aumento da permeabilidade capilar, no qual reduzem a velocidade do fluxo
sanguineo, resultando na exsudacdo de plasma rico em proteinas e células, garantindo a
migracdo de leucdcitos para 0 meio extravascular até o tecido lesionado. (ROTH,; et al., 2009;
COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2005; CRUVINEL,; et al., 2010; CARVALHO, 2004)

A migracdo dessas células circulantes sdo direcionadas pelas substancias quimiotaticas
como IL-1, TNF-a ¢ quimiocinas liberadas no local da inflamagdo, e também pelo endotélio
que quando ativado expressa moléculas na superficie endotelial que causa a ligacéo, aderéncia
e migracdo de leucdcitos. Essas moléculas sdo as selectinas, as integrinas e as quimiocinas
que estimulam a migracao para sitio tissular lesionado. Estas interacGes fazem com que essas
células sofram diapedese para 0 meio extravascular se expondo as substancias quimiotéaticas.
A concentragdo quimiotatica crescente direciona a migracdo de mais células ao foco
inflamatorio. (ABBAS et al., 2011; CRUVINEL et al., 2010)

Séo essas células que fomentam as acdes de defesa contra os agentes infecciosos ou
substancias estranhas (ABBAS et al., 2011). As acOes de defesa dessas células incluem a
aniquilamento ou inativacdo do agente/irritante local e remocao dos resquicios celulares no
local para que o reparo tecidual possa ocorrer (ROTH et al., 2009), essa funcdo € mediado
principalmente por macrofagos e neutréfilos, que tém acdo microbicida e fagocitica de modo
a proporcionar ndao sé a destruicdo de agentes infecciosos, mas também de promover a
remocdo de resquicios celulares que possam estar amplificando a inflamagéo e impedindo a
reparacdo tecidual. (TIDBALL, 2005) A capacidade dessas células de circular e realizar
trocas entre o sangue, a linfa e os tecidos é de fundamental importancia para a geracao das
respostas imunologicas no sitio lesionado (ABBAS; et al, 2011).

Alem dos efeitos vasculares e celulares, os mediadores citados acima também
coordenam variadas respostas de defesa, essas respostas sdo uma série de fendmenos que se
associam e se complementam, formando reacGes em cascata, e envolvem uma interacao
complexa com as células inflamatérias (tais como macréfagos, neutrofilos e linfocitos)
(TEDGUI; MALLAT, 2001) que transmigram dos vasos sanguineos.

Dentre essas respostas, temos a ativagcdo dos componentes do sistema complemento,
do sistema de cininas (FIGURA 1), do sistema de coagulacdo (CRUVINEL, et al., 2010); e
também mudancas na concentracdo plasmatica de proteinas hepéticas, horménios, metabdlitos
intermediarios, neutrofilia e outras alteragbes (ROTH; et al., 2009) que complementam o

processo de defesa e promovem o processo inflamatorio.
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FIGURA 1: Ativacédo do sistema de cininas e do sistema complemento.. FONTE: PRUET, C. W.; et al.
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Management of the airway in patients with angioedema. Laryngoscopie. vol. 93. Pp: 749-754. 1983. C1,
Cla, C4C2C3C5, C4a, C3a, C5a (Componentes do sistema complemento - via classica); MAC (Complexo
de Ataque & Membrana); XI, Xla, XII (fator de Hangemen), Xlla, X111 (Fatores de coagula¢éo); HMWK
(high-molecular weight kininogen - cininogénio de alto peso molecular).

Também sdo ativadas citocinas (Figura 2), no qual estas possuem ac¢do importante na
instauracdo dos sinais locais ou sistémicos da inflamacéo, estas sédo produzidas e liberadas por
varios tipos de células em resposta a uma multiplice de estimulos desencadeados por agentes
microbiol6gicos ou substancias estranha ou em resposta a outras citocinas, sendo também

responsaveis pela liberacdo dos mediadores da inflamacdo, como os eicosandides. (COTRAN;

KUMAR; COLLINS, 2005).
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Figura 2: Principais citocinas e suas principais atividades no desenvolvimento do processo inflamatério.
FONTE: TOSTES, R. Inflamagéo: eventos essenciais. Universidade Federal do Parana. Disciplina de
patologia veterinaria. 2011. IL-1 (Interleucina 1), IL-6 (Interleucina 6), IL-8 (Interleucina 8), IL-13
(Interleucina 13), IL-10 (Interleucina 10); GM-CSF (Fator Estimulante de Colbnia- Granulécitos-
Macrdéfagos), M-CSF: (Fator Estimulante de Col6nia — Macréfago), CC, CXC, XC, CX3C (quimiocinas,
onde X= aminoiacido e C= cisteina); INFa (Interferon alfa), INFp (Interferon beta), INFy (Interferon
gama); TNFa (Fator de Necrose Tumoral).

Simultaneamente e decorrente das citocinas, os eicosanoides sdo liberados, esses
mediadores lipidicos sdo derivados do acido araquiddénico (AA); (CRUVINEL et al., 2010) e
liberado dos fosfolipidios de membranas celulares pela acdo da enzima fosfolipase A2
(PLA2). O AA ¢ utilizado como substrato por quatro enzimas: a ciclooxigenase (COX), 5-
lipoxigenase (5-LO), 12-lipoxigenase (12-LO) e 15-lipoxigenase (15-LO). Por meio de varias
reac0es em cascata dessas enzimas, sdo formados os mediadores pro-inflamatorios como:
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos no qual a formacdo desses compostos s&o
importantes mediadores da resposta inflamatéria. (RANG, et al., 2012; CASTRO, 2011)
(FIGURA 3)
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Figura 3: Metabolismos dos fosfoslipidios na produgdo de eicosandides. FONTE: Adaptado de
MONTEIRO, et. al. Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs). Temas de reumatologia
clinica. vol. 9. n. 2. Maio de 2008. Fator de ativagdo plaquetaria (PAF), Cicloxigenase 1 (COX-
1), Cicloxigenase 2 (COX-2), Prostaglandina G2 (PGG,), Prostaglandina H2 (PGH,),
Prostaglandina F2a (PGF,,), Prostaglandina E2 (PGE,), Prostaglandina D2 (PGD,),
Prostaciclina 12 (PGI,), Tramboxano A, (TXA,), Tramboxano B, (TXB,), Leucotrieno A,
(LTA,), Leucotrieno B4 (LTB,), Leucotrieno C4 (LTC,), Leucotrieno D4 (LTD,), Leucotrieno E,
(LTE,), 12- 4cido hidroxieicosatetranoéico (12-HETE).

Alguns mediadores como as aminas biogénicas (histamina, serotonina) também s&o
produzidas e armazenadas em granulos nos mastécitos e basofilos ou como precursores
circulantes inativos. Essas aminas séo fatores edematogénicos que sdo liberados a partir da
desgranulacdo dessas células quando ativas, e quando liberadas intensificam a inflamacao.
(MEDZHITOV, 2008)

O processo inflamatério € dividido em duas fases: a aguda e a crbnica, ambas passam
pelos 0s mesmos processos, mas 0 que determina sua diferenciacdo € o tempo de duracéo das
mesmas. A fase aguda é o estagio inicial da inflamacdo até a fase de proliferagdo para
reestabelecer as estruturas tissulares lesionada, porém com agéo precoce, ou seja esse tipo de
inflamacdo persiste por curto periodo de tempo, podendo ter acdo benéfica por aniquilar
rapidamente o estimulo inflamatorio, ao contrario da fase cronica que possui longo periodo de
tempo, muitas vezes pode ndo ser benévola e o estimulo ndo é eliminado, o que leva a
persisténcia do processo inflamatério. (GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010)
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1.3.2 Ulcera gastrica

A mucosa gastrica € uma estrutura funcional com habilidade para resistir a diversos
fatores agressores intrinsecos (acido, pepsina, Helicobacter pylori) e extrinsecos. Essa
habilidade deve-se aos fatores defensivos nela existente como, a camada de muco que recobre
a superficie epitelial, o bicarbonato secretado pelo epitélio colunar, a rapida renovacéo e
restituicdo celular apds lesdo superficial, a integridade da microcirculagdo, o bicarbonato
intersticial, a hidrofobicidade do epitélio de revestimento, fatores de crescimento da mucosa
(CASTRO, 1988) as prostaglandinas e o 6xido nitrico (LIU; CRAWFORD, 2005)

As Ulceras gastricas resultam justamente do desequilibrio entre esses fatores
agressores e de defesa (VALLE CLARA,; et. al., 2012; BRAZ; OLIVEIRA; VIANA, 2013),
no qual demonstra que o processo ulcerativo gastrico ndo é exclusivamente devido a um
aumento da secrecdo de acido e sim um processo inflamatério complexo (GUERRA, et. al.,
2012)

O processo inflamatério causado na mucosa gastrica deriva da infiltracdo de
neutréfilos que sdo um dos principais mediadores do processo inflamatorio e podem liberar
espeécies reativas de oxigénio, as quais levam a lesdo tecidual. Essa lesdo inicia-se com um
dano microvascular, levando a formacdo de edema na mucosa, aumento da permeabilidade
vascular e consequentemente reducdo na producdo de muco e bicarbonato na camada
superficial. (ABDULLA, 2009; ABDELWAHAB et. al, 2011).

Essa lesdo também pode provocar aberturas que se estendem através da mucosa em
direcdo a camada submucosa ou mais profundamente (FIGURA 4). Sdo essas aberturas que
diferenciam Ulceras de erosdes (pois nestas ocorrem deslocamento epitelial na mucosa, mas
ndo ha lesdo na camada mucosa nem muscular) (OLIVEIRA, 2010).

As Ulceras sdo lesdes cronicas, geralmente Unica, ttm menos de 4 cm de diametro, e
predominam na transi¢cdo entre antro e corpo, na pequena curvatura do antro proximo a
incisura angular (FIGURA 4), mas podem ocorrer em qualquer outro local que esteja exposto
a acdo agressiva dos sucos pépticos acidos ou em regido adjacente & mucosa secretora de
acido (LIU; CRAWFORD, 2005)
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FIGURA 4: Profundidade e localizagéo das ulceras gastricas. Fonte:
http://melhorcomsaude.com/tratamento-natural-ulceras-gastricas/

A reparacdo das ulceras implica na migracdo de ceélulas epiteliais aos locais
desnudados da mucosa, aumento da secrecdo de muco e mobilizacdo local dos sistemas
imune, nervoso, vascular e entérico, até a migracdo de células de varios niveis teciduais, no
qual é essencial para que ocorra 0 processo de restituicdo. Essa reparacdo ndo requer a
proliferacdo de células migratérias para o local constituindo-se como a primeira linha de
defesa contra as les6es superficiais e é regulada por fatores de crescimento, incluindo o fator
de crescimento epidérmico (EGF), o fator de crescimento de hepatdcitos e os fatores de
crescimento insulina-like. Estes ativam multiplas vias de sinalizacéo, incluindo a via mTOR
uma via intracelular que age mediando e regulando numerosos eventos celulares como
movimento, metabolismo e proliferacdo. (GIRAUD, 2012).

No entanto, em lesBes mais extensas ou ulceracdes profundas em que células mucosas
estdo envolvidas, exige-se reconstrucdo glandular. Essa reconstrucdo implica na proliferacéo e
diferenciacdo dos diferentes componentes celulares da mucosa géastrica a partir de células-
tronco do istmo fundico e das glandulas base antral (GIRAUD, 2012).

A etiologia da ulcera géastrica ndo esta totalmente elucidada, mas acredita-se que esta
possua causa multifatorial. Dentre essas causas, temos: o alcool e nicotina, que podem reduzir
a secrecdo de muco e bicarbonato e 0 aumento da secrecdo &cida, os fatores genéticos, a
Helicobacter pylori, a utilizacdo crénica de drogas anti-inflamatérias, (VOMERO; COLPO,
2014) a hipersecregdo géstrica associada a sindrome de Zollinger-Ellison, a hiperplasia de

células G, o aumento na massa de células parietais o desequilibrio fisiologico entre hormonios


http://melhorcomsaude.com/tratamento-natural-ulceras-gastricas/
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gastrina e somatostatina, 0 estresse emocional, cloreto de potassio, medicamentos
imunossupressores e outras drogas, e a queda dos niveis de prostaglandinas relacionados com
a idade (SAUL,; et. al. 2007), a predisposicdo genética, gastrite, a relagdo com o sexo, grupo
sanguineo O, disturbios emocionais como prolongada ansiedade e estresse emocional, choque
cirirgico hemorragico, queimaduras e trauma sdo conhecidos por causar irritacdo lesdo
géstrica (PETROIANU; SILVA; ALBERTI, 2002; RAQ; et. al. 2004).

A consequéncia de tais fatores, alem da leséo gastrica, € a hipersecrecdo de acido pelo
estbmago, achado quase universal e associado com a promocdo e desenvolvimento de
metaplasia gastrica e ulceras (OLIVEIRA, 2010).

1.3.3 Nocicepcdao e dor

1.3.3.1 Conceitos e Defini¢des de Estimulos

A dor é um meio de sinalizacdo decorrente de episddios de estimulos nocivos, no qual
tenta restabelecer a homeostase, ativando reacfes na busca para suprimir a etiologia da dor, e
como resultado, restaurar/limitar as lesdes e/ou agravos (LENT, 2010) E uma experiéncia
com aspectos sensorial, cognitivo e emocional, unificada a algum dano tecidual auténtico ou
potencial (INTERNATIONAL, 1994), em decorréncia disso 0s animais em testes
experimentais ndo apresentam dor, pelo o fato de ndo expressarem carater cognitivo-
emocional e verbal, demonstrando apenas respostas comportamentais e neurofisiolégicas da
dor o gue se caracteriza como nocicep¢do nos animais (LAPA et al., 2008).

A nocicepcdo € um processo neural de codificacdo que incide na recepcdo de
estimulos pelos nociceptores para fornecer informacfes ao SNC e processamento da
existéncia do estimulo nocivo (INTERNATIONAL, 1994).

A hiperalgesia € uma resposta aumentada a um estimulo que normalmente é doloroso
(MERSKEY; BOGDUK, 1994) no qual, os nociceptores sdo sensibilizados e os estimulos
previamente leves ou ineficazes se tornam dolorosos. A alodinia é dor associada a um
estimulo que normalmente ndo provocaria dor (VERRI JR et al.,, 2006). Nos testes
experimentais de nocicep¢do em animais, deve-se utilizar o termo hipernocicep¢do no
aumento da sensibilidade dos neurdnios nociceptivos primario, evitando o uso de hiperalgesia

e alodinia, pois sdo termos usados para sintomas humanos (FERREIRA, 2003).
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1.3.3.2 Mecanismos periféricos, vias ascendentes e mecanismos centrais da dor.

A transmissdo da dor comeca com uma lesdo onde substéncias algiogénicas como
bradicinina, enzimas, prétons H+, serotonina, acetilcolina, histamina, endotelina, substancia
P, prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (ROCHA,; et al., 2007; VERRI-JR et al., 2006)
sdo produzidas e liberadas no local estimulando e sensibilizando nociceptores de fibras de
neurdnios aferentes primarios que sdo classificadas de acordo com critérios anatdmicos e
funcionais em: pequeno didmetro que sdo as ndo-mielinizadas, no qual conduzem lentamente
0 impulso nervoso e sdo denominadas de fibras C; e em médio diametro que sdo as pouco
mielinizadas no qual conduzem o impulso rapidamente e sdao denominadas de fibras Ad. As
fibras Ad e C mediam a primeira e segunda dor, respectivamente, ou seja, a dor forte, aguda e
rapida e a lenta e mais difusa, ambas sdo chamadas de polimodais, pois respondem aos
estimulos nocivos térmicos, quimicos e fisicos (JULIUS; BASBAUM, 2001; LENT, 2010).
Estes nociceptores sdo terminagcfes nervosas livres de neurdnios sensoriais especializados que
sdo acionadas por esses mediadores a partir de estimulos de alta intensidade ou baixa quando
estes ja se encontram sensibilizados apo6s lesbes teciduais ou injurias inflamatdrias.
(OLIVEIRA; SILVA, 2009)

Essas substancias, principalmente prostaglandinas e aminas simpatomiméticas ao
entrarem em contato com seus respectivos receptores metabotropicos promovem a ativagédo de
segundos mensageiros intracelular como adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e proteinas
quinases A e C (PKA e PKC). Essas proteinas promove a abertura de canais de sddio
voltagem dependente em especial do tipo tetrodotoxina resistente (TTXR ou NAV 1.8)
(FERREIRA et al. 2009), blogueiam ou fecham os canais de potassio, com isso ocorre uma
modificacdo potencial de repouso da membrana neuronal levando a ativagdo e aumento na
excitabilidade do axénio (VERRI-JR et al., 2006), e podem ativar receptores TRPV1 ou estes
podem ser ativados diretamente pelo o calor, substancias acidas com pH 5 a 6 e outras
substancias (capsaicina e anandamida) (ALVES-NETO; COSTA; TEIXEIRA, 2009;
EVERAERTS; et al.,, 2011) (FIGURA 5); OQutro fator que proporciona a transmissdo
nociceptiva sdo os canais ionicos sensiveis ao acido (ASICs), que sdo insensiveis a voltagem
e ativados por prétons extracelulares e modulados pela PKC (PETROFF et al., 2008)

A juncéo desses fatores leva a geragcdo de um potencial de agdo que se propaga pelas
fibras nociceptivas que inervam o corpo e cabeca cujos corpos celulares estdo agrupados nos
ganglios da raiz dorsal (DRG) ou trigemial respectivamente, até a outra extremidade no corno

dorsal ou posterior da medula espinhal principalmente nas laminas I, Il, (fibra C) e V, VI
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(fibra Ad) onde ocorre a entrada de célcio no terminal pré-sinaptico e a liberacdo de
neurotramissores (FERREIRA et al., 2009; OLIVEIRA; SILVA, 2009; TODD, 2010) tais

como: glutamato, acetilcolina, noradrenalina, serotonina e substancia P (SHUMACHER,;

BASNAUM; WAY, 2012)
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Figura 5: Mecanismos de nocicepcdo aferente ativadas por prostaglandina E2 (PGE2) e aminas
simpatomiméticas (AS). FONTE: FERREIRA; et al. Dor Inflamatéria. In: ALVES NETO. et al. dor:
Principios e Pratica. Sdo Paulo: ARTMED, 2009. EP (Receptor de protaglandina E2), p1 e p2 (Receptores
Adrenérgicos Bl e B2), Gs (proteina G estimulatéria), Gq (proteina G quinase), AC (Adenilato Ciclase),
PLC (Fosfolipase C), ATP (Adenosina Trifosfato), AMPc (Adenosina Monofosfato Ciclico), IP3
(Trifosfato de Inositol) DAG (Diacilglicerol) PKA e PKC (proteinas quinases A e C), Kv (Canais de
Potéssio Voltagem Dependente), Nav 1.8 (Canais de Sédio VVoltagem Dependente), TRPV1 (Receptor com

Potencial Transiente Vanil6ide Tipo 1).

O glutamato, é um aminoacido excitatério, com efeito nociceptivo, ao ser liberado na
fenda sinaptica ativa os receptores inotropicos AMPA (Acido a-amino-3-hidorxi-5-meitl-4-
isoxazol propiénico) e NMDA (Acido N-Metil-D-Aspartico) e Cainato que sdo canais
cationicos ndo-seletivos que permite a passagem de Na* e Ca™", a entrada desses ions pode
ativar cascatas intracelulares de sinalizagdo e promovem potencias de agdo que transmite o
sinal nociceptivo para o segundo neurdnio aferente (SHUMACHER; BASNAUM; WAY,
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2012; PURVES; et al., 2005) (FIGURA 6). O glutamato também pode ativar receptores
metabotropicos (mGlu), esses receptores por sua vez, sdo divididos em grupo | (mGlu 1 e
mGlu 5), no qual estdo presentes na membrana pds-sinaptica e sdo acoplados a proteina Gq
que leva a ativacdo da fosfolipase C (PLC), resultando em hidrélise da fosfoinositida (PIP,),
libertacdo de calcio a partir de armazenamentos intracelulares, e ativacdo da proteina quinase
C (PKC) no qual promove a transmissdo nociceptiva (NEUGEBAUER, 2002), a PKC
também ativa genes moduladores (c-fos e c-jun) na formacdo de dinorfina e encefalina
(opidides enddgenos) para o controle da dor (ROCHA,; et al., 2007) (FIGURA 4); Em
contraste o grupo Il (mGlu 2 e mGlu 3) e grupo Il (mGlu 4, 6, 7 e 8) estdo presentes na
membrana pré-sinaptica e sdo acoplados negativamente através de proteinas Gi/Go, no qual
inibi a adenilil-ciclase (AC), reduz o AMP ciclico (AMPc) e a formacdo da proteina cinase
dependente cAMP (PKA), inibindo o processo de transmisséo nociceptiva (NEUGEBAUER,
2002).
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Figura 6: Mecanismos de nocicepcdo aferente primario regulado por glutamato, substancia P, sistema
opidide e a-adrenergico na transmissdo nociceptiva para o neurdnio secundario aferente. FONTE
Adaptado de SCHUMACHER, M. A.; BASBAUM, A. I.; WAY, W. L. Opioid Analgesics & Antagonists.
In: KATZUNG B. G.; MASTERS S. B.; TREVOR A. J. Basic e clinical pharmacology. 12 et. Mc Graw
Hill Lange, 2012. AMPA (Acido a-amino-3-hidorxi-5-meitl-4-isoxazol propiénico), NMDA (Acido N-
Metil-D-Aspartico), NK1 (Receptor Neurocinina-1), MOR (Receptor Mu Opidide)

A Substancia P também age como neurotransmissor excitatério da dor por ativar
receptores NK1 (Neurocinina-1), estes por sua vez, ativa tanto os receptores NMDA, como
estimula a Fofolipase A2 (PLA2) catalisando a conversdo de Fofotidilcolina (PC) em Acido
Aracdonico (AA) esse acido sofre acdo das enzimas Cicloxigenase (COX) que gera
Prostaglandinas (PG) e Tramboxano (TX), e Lipoxigenase (LOX) que gera Leucotrienos
(LT); levando a formagdo de Oxido Nitrico (NO) a partir de um mecanismo dependente de
célcio-calmudolina (CAM), aumento de Ca™ e Oxido Nitrico Sintase (NOS) (ROCHA; et al.,
2007; CARVALHO; LEMONICA, 1998) (FIGURA 7)

O oxido nitrico ativa a Guanilato ciclase (GC) a formacdo de guanosina 3’, 5’-
monofosfato ciclico (GMPc) a partir da guanosina trifosfato (GTP), o GMPc ativa a proteina

cinase C (PKC) e estimula a transcri¢do de genes envolvidos na formacéo de opioides
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enddgenos como dinorfinas e encefalinas, no qual ambas tem acgdo antinociceptiva. O NO e as
PG difunde-se para o meio extracelular até o terminal aferente primario (FIGURA 7) onde
promove aumento da liberacdo de glutamato, aspartato, substancia P e peptidio geneticamente
relacionado com a calcitonina (CGRP), contribuindo para a amplificacdo do processo algico.
Assim, 0 NO pode modular a hiperexcitabilidade de neurdnios do corno dorsal e desempenhar
um papel pré-nociceptivo atuando na regulacéo por feedback positivo (ROCHA; et al., 2007;
LUO; CIZKOVA, 2000; CARVALHO; LEMONICA, 1998)

O NO também pode modular a excitabilidade de neurdnios inibitorios espinhais,
reduzindo a atividade dos mesmos, atuando na sensibilizacdo das células do trato
espinotalamico (STT) no corno dorsal. Esta sensibilizacdo sobre essas células resulta na
reducdo da inibicdo nociceptiva espinal descendente induzida por estimulacdo na substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) e nas respostas agonistas do efeito inibitorio da glicina e do
acido gama-aminobutirico (GABA). Os efeitos inibitorios reduzidos da glicina e do GABA
sobre as respostas das células STT também pode ser diminuida pelo GMPc, no qual indica
gue a modulacdo de receptores de aminoacidos inibitérios no corno dorsal da medula é
mediada pela via NO-GMPc através de um mecanismo de desinibicdo (LUO; CIZKOVA,
2000).
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Figura 7: Mecanismos nociceptivo aferente primario regulado por glutamato, substancia P, na
transmissdo nociceptiva para o neurénio secundario aferente. FONTE: ROCHA, A. P. C.; et al. Dor:
aspectos atuais da sensibilizacao periférica e central. Rev. Bras. Anestesiol. vol. 57, n. 1, pp. 94-105. 2007.
NK1 (Receptores Neurocinina-1), NMDA (Acido N-Metil-D-Aspartico), AMPA (Acido a-amino-3-hidorxi-
5-meitl-4-isoxazol propidnico), PLA2 (Fofolipase A2), PC (Fofotidilcolina) AA (Acido Aracddnico), COX
(Cicloxigenase), PG (Prostaglandinas), TX (Tramboxano), LOX (Lipoxigenase), LT (Leucotrienos); NO
(Oxido Nitrico), CAM (calmudolina dependente de calcio), NOS (Oxido Nitrico Sintase), GC (Guanilato
ciclase), GMPc (Guanosina 3°, 5’-Monofosfato Ciclico), GTP (Guanosina Trifosfato), PKC (Proteina
Cinase C), DI (dinorfina), ENC (encefalina), PLC (Fosfolipase C), P12 (difosfoinositol), IP3 (Trifosfato de
Inositol), DAG (Diacilglicerol).

Os sistemas opiodide e adrenérgico (o) sdo reguladores antinociceptivos aferentes que
agem a nivel pré-sinaptico como bloqueadores ou inibidores dos canais de Ca*™, promovendo
a diminuicdo de Ca"" intracelular. Os receptores opidides e os receptores o, S30 acoplados a
proteina G;, no qual modula canais idnicos (Na"), altera o processamento intracelular do Ca™
e inibe a fosforilacdo das proteinas (PKA), no qual reduzem a exocitose dos
neurotransmissores excitatorios nociceptivos, como o glutamato e substancia P. A nivel pés-
sinaptico a ativacio desses receptores realiza abertura dos canais de K*, hiperpolarizando e
inibindo a transmisséo nociceptiva (SHUMACHER; BASNAUM; WAY, 2012; PAN; et al,
2008).

O sistema canabinoide esta envolvido na regulagdo nociceptiva aferente, por meio de

seus dois receptores CB1 e CB2, no qual age modulando a transmissdo da dor proporcionando
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alivio imediato através de seus agonistas enddgenos o 2-araquidonoil-glicerol (2-AG) e
anandamida (AEA) ou pela inibicdo das enzimas que degradam 0s mesmos como, por
exemplo, a amida &cido graxo hidrolase (FAAH). Os receptores CB1 sdo expressos em
neurodnios de todo sistema nervoso central (SNC), principalmente no DRG, no corno dorsal da
medula espinhal e na PAG, todos os quais séo locais importantes para a modulacgdo da dor. Os
receptores CB2 ndo sdo encontrados no SNC em condi¢bes normais, mas regulam
positivamente 0s neurbnios nociceptivos apos a lesdo. Ambos sdo receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) que sinalizam atraves de Gi, diminuindo a condutancia dos canais de
Na+, ativando canais de K+, hiperpolarizando a células e diminuindo a liberagcdo de
neurotransmissores excitatorios de neurénios nociceptivos (PAN; et al, 2008; NEGUS; et al.,
2006; PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009)

O sistema vanil6ide, falado anteriormente, esta envolvido na transmissdo nociceptiva
aferente ndo somente a nivel periférico, mas também a nivel medular por meio do Receptor
Transiente Potencial (TRP), contribuindo assim para a sensibilizacdo ds fibras. Esses
receptores também sdo predominantemente expressos em neurdnios nociceptivos do DRG
(PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009)

O sinal aferente é entdo tratado por essa complexa rede de neurdnios e interneurdnios
e neurotransmissores, como mostrado acima, dentro do corno dorsal da medula espinhal ou
seu equivalente no tronco cerebral (TODD, 2010). Nesses locais, pode ocorrer modulagédo
(amplificagéo ou supressao) do sinal nociceptivo. (DRUMMOND, 2000; MILLAN, 2002)

Apds a transmissdo do neurdnio aferente primario dentro do corno dorsal da medula
espinhal, as fibras nociceptivas dos neurénios de segunda ordem cruzam a linha média no
nivel do corno dorsal da medula espinhal e projetam-se de forma ascendente pela porcao
ventro-lateral da medula e desta para os tratos espinotalamicos, espinorreticular,
espinomesencefalico, sistema espinopontoamigdaliano as fibras poés-sinaptica da coluna
dorsal se dirige para coluna posterior (ROCHA; et al., 2007; SCHAIBLE; RICHTER, 2004).

Algumas dessas fibras terminam no ndcleo talamico ventroposteromedial (VPM), no
qual neurdnios de terceira ordem envia suas projecdes ascendendo para o cértex cerebral
somestésico ou somatosensorial primario, e deste para outra regides corticais como o cortex
insular e cingular anterior, sistema limbico e parietal posterior para 0 processamento cognitivo
da dor. Outros neur6nios projetam axénios para o hipotalamo, formacéo reticular, substancia
cinzenta periaquedutal, nicleo medial e intratalamico, e estruturas encefalicas anteriores que
sdo responsaveis pelas respostas neuroendocrinas e afetivo-emocionais da dor (ROCHA; et
al., 2007; OLIVEIRA; SILVA, 2009)
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1.3.3.3 Vias descendentes inibitorias e modulagdo da dor

O processo nociceptivo transmitido pela via aferente inclui parte do tratamento da
informacdo pelo cérebro, bem como algumas respostas reflexas para proteger o organismo.
Este tratamento para alivio da dor se da por meio da informacdo sensorial e conexdes
inibidoras descendente controlada a partir de varias areas do cérebro que se projeta para a
medula espinhal para diminuir a atividade dos neurGnios aferentes nociceptivos
(CARVALHO:; LEMONICA, 1998; ROCHA,; et al., 2007).

As vias descentes inibitdrias tem origem no cortex somestesico e no hipotdlamo. Elas
sdo projetadas a uma regido mesencéfalica denominada de sustancia cinzenta periaquedutal, e
destas a diferentes nacleos bulbares, especialmente para os nucleos da rafe, e destes ao corno
dorsal da medula. (LENT, 2010; GUYTON; HALL, 2011; RANG et al., 2012)

A via noradrenérgica, por exemplo, envolve a projecdo de neurdnios noradrenérgicos
do locus ceruleus que agem em receptores presentes nos neurdnios pré e pds-sinapticos no
corno dorsal da medula espinhal, essa via é uma das principais vias descendentes inibitdrias
da dor. Os receptores 02-adrenérgicos sdo divididos em trés subtipos, o 02A, a,B e a,C, todos
os trés sdo acoplados GPCRs (G;j), os a A sdo expressos principalmente em terminais pré-
sinapticos e inibem os canais de Ca’™", a0 mesmo tempo, sdo expressos principalmente em
neurdnios segunda ordem no corno dorsal aumentando a condutdncia dos canais de K,
promovendo o processo de reducgdo ou inibicdo da dor por hiperpolarizacdo (FIGURA 8).
Acredita-se que a2-adrenérgicos também provoque analgesia por ativagdo de neur6nios
colinérgicos promovendo liberacdo de acetilcolina (NEGUS; et al., 2006; CARVALHO;
LEMONICA, 1998)

Os receptores al-adrenérgicos também demonstram acdo importante na regulacéo da
nocicepc¢do. Sao receptores acoplados a proteina Gg, no qual estimulam a abertura de canais
de Ca®*, elevando o Ca2+ intracelular e ativando fosfolipase C (PLC), formando
Diacilglicerol (DAG) e ativando a proteina quinase C (PKC), exercendo acdo excitatdria
sobre a atividade neuronal antinociceptiva quando localizados em interneurdnios inibitérios
(HOWE; YAKSH; WANG, 1983). O sistema noradrenérgico ativa interneurdnios inibitorios
agindo na transmissao sinaptica GABAEérgica e glicinérgica inibitoria na substancia gelatinosa
cinzenta (BABA; SHIMOJI; YOSHIMURA, 2000).
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Figura 8: Mecanismos inibitério descendente regulado por Noradrenalina, na diminuicdo da atividade dos
neurdnios aferentes nociceptivos. FONTE: Adaptado de NEGUS, S.S., et al., Preclinical assessment of
candidate analgesic drugs: recent advances and future challenges. J Pharmacol Exp Ther, 2006. 319(2): p.
507-14. NE (Noradrenalina), a,A (Receptor a2-adrenérgico), Gi (Proteina G inibitoria).

A serotonina (5-HT) exerce efeito inibitério descendente na transmissdo nociceptiva
atuando sobre os neurdnios excitatorios aferentes e interneurénios inibitérios por meio dos
receptores 5-HTy, 5-HT, e 5-HT3. Os receptores 5-HT; apresenta atividade mais expressiva e
exerce efeito inibitério nos neurdnios excitatérios, por meio do acoplamento a proteina G;,
esta inibi a ativacdo da Adenilato Ciclase no neurbnio pré-sinaptico e promove a abertura de
canais de K+, o potéssio por sua vez, sai hiperpolarizando o0s neurdnios pos-sinaptico
reduzindo a transmissao nociceptiva aferente. (BOESS; MARTIN, 1994; MILLAN, 1995)

Os receptores 5-HT, age por atividade excitatéria em interneurdnios inibitorios
(GABA/glicinergicos), devido ao acoplamento a proteina G4 que ativa fosfolipase C (PLC) e
a partir do DAG formado, promove a ativacdo da PKC permitindo o influxo de célcio e
aumento da exocitose desses aminodacidos inibitorios, além disso, inibi as correntes de K*. O
receptor 5-HT3 é um canal catidnico ativado por ligante, sua ativacdo aumenta a atividade da
PLC atuando nos interneurdnios inibitérios (BOESS; MARTIN, 1994; MILLAN, 1995). A 5-
HT aumenta a acdo das vias adrenérgicas, encefalinérgicas ou GABA/glicinérgicas
promovendo um sinergismo das vias descendentes inibitdrias na promocdo da analgesia
(FURST, 1999; SASAKI; et al., 2001)

Os receptores opioides sdo expressos numa variedade de regides do sistema nervoso,
incluindo o corno dorsal da medula espinal, e varias areas do cerebro envolvidas na inibicéo
descendente de sinalizacdo de dor. (PAN; et al, 2008) Existem peptideos opidides

caracterizados por encefalinas, endorfinas e dinorfinas, encontrados na PAG e nucleos da rafe.
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(LENT, 2010; GUYTON; HALL, 2011). Quatro receptores opioides distintos foram
identificados: mu, delta, kapa, e ORL-1 no processamento analgésico, todos sdo GPCRs (Gi).
O corno dorsal da medula espinal é sitio principal da acdo de opidides, em que a inibicdo dos
canais de Ca"" provoca uma diminuicdo da taxa de disparo e liberagio de neurotransmissores
excitatorios de nociceptores DRG e 0s neurbnios de segunda ordem sao hiperpolarizado
devido a ativacdo dos canais de K+ (PAN; et al., 2008; RANG et al., 2012) parte das acdes
analgesicas dos opioides pode ser mediada através da liberacdo de adenosina. (CARVALHO;
LEMONICA, 1998)

A adenosina promove analgesia por dois mecanismos: periférico e central. Os
receptores para adenosina se concentram em maior quantidade no corno dorsal da medula
espinhal (RATHMELL; LAIR; NAUMAN, 2005), os receptores envolvidos na analgesia s&o:
A1, que sdo acoplados a proteina G;, inibem AC, reduzem o AMPc intracelular, abre canais de
K* hiperpolarizando a célula e inibindo a entrada de Ca?*, no qual reduzem a liberacéo de
neurotransmissores como glutamato, dopamina na membrana pré-sinaptica (uma vez que a
adenosina tem papel modulador sobre os sistemas dopaminérgico e glutamatérgico),
hiperpolarizacdo neuronal e interacdo antagdnica com o0s receptores dopaminérgicos D; na
membrana pos-sinaptica (FIGURA 9); As, que também séo acoplados a G; e inibi AC, porém
a acao desse receptor na modulacdo da nocicepcdo ndo esta evidenciado. (CARVALHO;
LEMONICA, 1998; LARA; SOUZA, 2001; KLINGER; FREISSMUTH; NANOFF, 2002)
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Figura 9: Mecanismo inibitorio descendente regulado por Adenosina na modulacdo sobre os
sistemas dopaminérgico e glutamatérgico, na diminui¢do da atividade dos neurénios aferentes
nociceptivos. FONTE: Adaptado de LARA, D. R.; SOUZA D. O. Modelo de hipofuncéo
adenossinérgica para a esquizofrenia: interacdo entre os sistemas purinérgico, glutamatérgico e
dopaminérgico. Revista de psiquiatria clinica. 2001. Gi (Proteina G inibitdria), AC (Adenilato
Cliclase), AMPc (Adenosina Monofosfato Ciclica), Al (Receptor Adenosinérgico 1), D1 (Receptor
Dopaminérgico 1), D2 (Receptor Dopaminérgico 2), mGlu (Receptor Metabotropico de Glutamato),
NMDA (Acido N-Metil-D-Aspartico), AMPA (Acido a-amino-3-hidorxi-5-meitl-4-isoxazol
propiénico).

A acetilcolina age por mecanismo analgésico descendente inibitério no corno dorsal
principalmente através dos receptores muscarinicos Mi, M3 € Ms no qual tem acoplamento
com a proteina G, e seu acionamento eleva a concentracéo e agdo da PLC possivelmente nas
vias descendentes inibitérias ou sobre os interneurdnios inibitérios, enquanto que 0s outros
receptores M, e M, estdo acoplados a proteina G;, inibindo a agdo da AC, os canais Ca**
estimulando os canais de K+ possivelmente sobre os neurbnios nociceptivos aferentes

(MILLAN, 2002). Acredita-se que a analgesia também seja provocada pelos receptores


http://urutu.hcnet.usp.br/ipq/revista/vol28/n3/artigos/art160.htm#autor
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nicotinicos e que esse efeito envolve a participacdo de mecanismos dependente de canais de
calcio, de vias adrenérgicas, serotoninérgicas (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

A dopamina também participa do controle da nocicepcdo, sendo que as vias
dopaminérgicas agem na inibicdo a nivel central nos sistema nigroestriatal (aproximadamente,
80% da dopamina no cérebro) e espinhal especialmente na regido do corno dorsal da medula
modulando as vias descendentes, agindo principalmente através nos receptores D,, mas
também dos receptores D3 e D4, no qual a ativacdo destes receptores promove pela via
elevando os niveis de K* intracelular por meio da abertura dos canais de K*, com isso, ocorre
uma diminuicéo na atividade neuronal (MISSALE et al., 1998; KELLENDONK; et al., 2006;
NICOLL, 2012)

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é um dos principais neurotransmissores
inibitorios que exerce importante papel na nocicepcdo, através de sua atuacdo sobre seus
receptores GABAA e GABAg (DIAS; PRADO, 2009), mas produz um mecanismo
antinociceptivo principalmente por receptores de GABAA (FRANKLIN ; ABBOTT, 1993) a
ativacdo desses receptores promove a abertura dos canais de cloro (CI°), no qual leva a entrada
de cargas negativas intracelular nos neurdnios, levando a uma hiperpolarizagéo que diminui a
excitabilidade do neurdnio pds-sinaptico, inibindo a transmissdo da dor (MENSE; GERWIN,
2010). Os receptores GABAg sdo altamente concentrados no corno dorsal superficial,
predominantemente em terminais aferentes de neurdnios sensoriais localizadas no ganglio da
raiz dorsal (DRG) e medeia, apds a ativacdo nociceptiva, seus efeitos antinociceptivos através
de suas subunidades GABAg1, € GABAB;b, que sdo receptores metabotropicos, no qual a
ativacéo destes no terminal pré-sinaptico inibe o influxo de Ca** e no terminal pés-sinaptico
aumenta a saida de K', respectivamente (GASSMANN; BETTLER, 2012;
GANGADHARAN; et al., 2009; FRITSCHY, et al., 1999). Os interneurdnios GABAérgicos
espinais e/ou seus receptores podem ser ativados por sistemas descendentes noradrenérgicos e
serotoninérgicos de origem supra-espinais. (DIAS; PRADO, 2009) O sistema GABAérgico na
medula regula os neurdnios aferentes do corno dorsal, (KONTINEN et al., 2001) e aumenta a
duracéo dos bloqueios sensoriais (RATHMELL,; LAIR; NAUMAN, 2005)

A glicina é um dos neurotransmissores principais do componente descendente
inibitorio que age e sdo liberados em interneurdnios espinhais, em interneurdnios do tronco
encefalico e outras estruturas supraespinhais como talamo e substancia PAG, por meio do
aumento na condutancia seletiva do cloro pelo seu receptor de canal, causando
hiperpolarizacdo da membrana neuronal. (NICOLL, 2012; MARTINS, 2005) A glicina parece
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ter papel importante no processamento da dor dentro da substancia PAG, esses circuitos
antinociceptivos ativados pela glicina na PAG podem ser mediado por vias opioides se a
estimulacdo nociceptiva tiver origem no tecido somatico profundo, e o efeito dos opidides na
PAG deve-se pela supressdo dos efeitos inibitérios da glicina sobre os neurdnios que formam
parte das vias de controle descendente. A glicina inibe também despolariza¢éo induzida pelo
glutamato atuando em receptores glutamatérgicos NMDA (MARTINS, 2005)

1.3.4 Familia Rubiaceae

A vasta familia Rubiaceae ocupa o quarto lugar de todo o reino vegetal em numero de
espécies (CHIQUIERI; DI MAIO; PEIXOTO, 2004), é a quarta maior familia botanica dentre
as angiospermas (DELPRETE, 2004), € classificada em quatro subfamilias (Cinchonoideae,
Ixoroideae, Antirheoideae e Rubioideae) (ROBBRECHT, 1988), é a maior da ordem
Gentianales, possuindo por volta de 650 géneros e 13.000 espécies (ROVA et al., 2002), na
flora brasileira é representada por 99 géneros e 1043 espécies, correspondendo a uma das
principais familias de nossa flora. A Rubiaceae € propria das regides mais quentes,
principalmente dos tropicos, por isso mais de 75% de todas as espécies crescem nessas
regides diminuindo em direcdo ao sul. A América do Sul supera em namero de espécies todas
as regides da Terra, nesta regido existem 1.200 espécies ou 30% do total (CHIQUIERI; DI
MAIQO; PEIXOTO, 2004)

A familia Rubiaceae, pertence ao grupo dos vegetais, no qual ainda é um grupo pouco
estudado ainda (DELPRETE, 2004) em meio a vasta vegetacdo do Brasil. Essa familia possui
uma grande distribuicdo quanto a sua representacdo geografica, pois se distribui
principalmente, em regies tropicais no qual um meio de suas espécies é de ocorréncia
neotropical sendo a maioria destas localizada na América do Sul. Nas regides tropicais, como
no Brasil, ocorre maior representatividade de arbustos e arvores de pequeno tamanho, nas
regides subtropicais, sua distribuicdo é diminuida com predominancia nas zonas temperadas
de herbaceas (BACIGALUPO, 1974). A floracédo e frutificacdo dessas espécies ocorrem em
maior concentracdo no periodo de abril a julho, sendo o més de julho de maior pico. (REIS; et
al., 2003)

Essa familia possui também grande variagdo de formas (ervas, subarbustos, arbustos,
pequenas e grandes arvores e lianas), apresenta-se em variados tipos de vegetacdo, possuli
heterogeneidade em termos taxonémicos e grande importancia econdmica (DELPRETE 2004)

no qual que sdo utilizadas como alimenticias (Coffea arabica L. e Genipa americana L.),
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ornamentais (Ixora spp., Mussaenda spp., Gardenia spp. etc.), na inddstria farmacéutica
Cinchona pubescens Vahl, produtora de quinina empregada no tratamento da malaria) e
popularmente como plantas medicinais (espécies dos géneros Borreria, Cinchona, Richardia)
elou toxicas (Palicourea e Psychotria, popularmente conhecidas como “mata-ratos”)
(COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006).

S&0 essas caracteristicas que tornam a familia Rubiaceae um excelente modelo para
estudos, aléem de se destacar, também, a existéncia de muitas espécies de alto potencial
medicinal tradicional (DELPRETE 2004).

1.3.5 Género Tocoyena

O género Tocoyena, pertencente a familia Rubiaceae, possui cerca de 30 espécies
distribuidas no Brasil, tendo predominancia nas regides de Cerrado, Caatinga, Restinga e
Zonas Litoraneas. Varias espécies possuem utilidade econémica, como exemplo a exploracédo
ornamental e wuso da madeira para obras de marcenaria. (GOTTSBERGER;
EHRENDORFER, 1992)

A identificacdo das espécies desse género e as inter-ralacdes entre as mesmas baseam-
se em caracteristicas morfoldgicas. Com base na forma dos lobos da corola e apice do botéo,
0 agrupamento das espécies se da em duas se¢bes: Tocoyena e Acutiflorae (Schum.). Na secdo
Tocoyena estdo incluidas: T. bullata, T. costanensis, T. formosa, T. longiflora, T. mollis., T.
obliquinervia, T. pendulina, T. pittieri, T. sllowiana, T. tabascensis, T. vescidula T. williamsii.
A secdo Acutiflorae esta composta de: T. cubensis, T. foetida, T. guianensis, T. hispidula., T.
neglecta, T. orinocensis e T. speciosa. A T. formosa € a que apresenta maior distribuicdo
geogréfica com enorme variagdo fenotipica e possui 2 subespécies: a T. formosa subsp.
formosa e a T. formosa subsp. tomentosa. Outras espécies, tais como T. bullata, T. guianensis
e T. sellowiana, também demosntraram uma grande variacdo nos caracteres. (PRADO, 1987)

Dentre os poucos estudos existentes sobre o género (a partir de uma revisao
sistematica sobre atividade bioldgica do género realizada pelo o autor), observa-se que
algumas de suas espécies como a Tocoyena formosa sdo utilizadas tradicionalmente no
tratamento de processos dolorosos reumaticos (COELHO; AGRA; BARBOSA,; et al., 2007) e
como cicatrizante (SOUZA, 2012). Em estudos comprovodos cientificamente as especies
Tocoyena formosa e Tocoyena Brasiliensis apresentam atividade antifungica (BOLZANI; et

al., 1997; HAMERSKI; et al., 2005) a partir dos compostos fitoquimicos como iridoides e
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saponinas triterpénicas, respectivamente; e atividade antiparasitaria (Acaricida) da Tocoyena
formosa (SANTOS; et al., 2013).

1.3.6 Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

A Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. (familia Rubiaceae) ¢ uma
pequena arvore ornamental popularmente conhecida como "Jenipapo do campo”, cresce
espontaneamente em regides secas e em Cerrado e possui vegetacdo fisionomicamente
floristica diversificada, sendo muito impressionante por ter flores amarelas e verde
(HARMESKY; et. al, 2008; BOLZANI, et. al., 1997). Ela é utilizada na medicina popular do
Nordeste do Brasil como anti-inflamatorio no tratamento das dores reumaticas (COELHO;
AGRA; BARBOSA, 2006).

A Tocoyena formosa (Cham. et Sch.) K. Schum é uma espécie sul-americana,
encontrada no Paraguai, Bolivia e Brasil, principalmente em formacdes xeromdrficas como
cerrado, restinga e caatinga. No Brasil, a espécie tem um gama enorme de distribuicdo
ocorrendo nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (COELHO; AGRA;
BARBOSA, 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil quimico e as atividades antioxidante, gastroprotetora, anti-inflamatoria
e antinociceptiva do Extrato Hidroetanolico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. &
Schlecht.) K. Schum (EHFTF) em camundongos.

2.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar a prospeccao fitoquimica para identificar a presenca de compostos quimicos
no EHFTF;

e Analisar e determinar a presenca dos principais constituintes por CLAE;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro do EHFTF a partir dos testes de DPPH e FRAP;

e Realizar screening hipocratico e testar a toxicidade aguda por via oral com determinagédo
da DL50 do EHFTF;

¢ Identificar o potencial farmacolégico do EHFTF em camundongos submetidos a testes
de inflamacéo (Teste de Edema de Pata, Permeabilidade Vascular);

o Verificar a atividade antiedematogénica topica do EHFTF (Teste de Edema de orelha);

e Analisar o efeito gastroprotetor do EHFTF nas lesdes gastricas induzidas por etanol,
indometacina, etanol acidificado (Etanol+Acido cloridrico) quanto & &rea ou nimero de
lesGes apresentadas;

e Verificar a influencia do EHFTF sobre a formacao de barreira fisica;

e Auvaliar a atividade antinociceptiva do EHFTF em modelos experimentais cléssicos de
nocicepgdo: Teste de Formalina, Contor¢cbes Abdominais, Tail Flick e Von Frey Hot
Plate;

e Auvaliar atividade locomotora e coordenacdo motora através do Teste de Rota Rod,;

e Analisar os possiveis mecanismos de agdo antinociceptivo do EHFTF.



MATERIAIS E
METODOS
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram coletadas na
chapada do Araripe, localizada no nordeste do Brasil, sul do Ceara, na regido do Cariri, no
municipio de Crato-CE, no sitio Barreiro Grande (07° 21°44,0°S e 39° 28°41,0”W com
altitude de 901m acima do nivel do mar), e com proximidade de 65,9 km do municipio de
Serrita-PE (Fonte: Google Earth) e possui uma area total de 76.654,3 km? (BRASIL, 2011). O
material foi coletado com caracteristicas no arbusto de fruto, no més de abril de 2014. Esta
espécie ocorre na regido e foi explorada sem nenhum impacto a sua biodiversidade e sob
autorizacdo do IBAMA N° 44.148-1. Uma amostra representativa da espécie (Exsicata)
contendo fruto foi encaminha para identificacdo junto ao Herbario Dardano de Andrade Lima
da Universidade Regional do Cariri — URCA sob N° 2.770. (FIGURA 10)

Figura 10: Exsicata de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum. Coletadas no més de abril de
2014 (periodo de frutificacao), na chapada do Araripe, localizada no nordeste do Brasil, sul do Ceara, na
regido do Cariri, no municipio de Crato-CE, no Sitio Barreiro Grande (07° 21°44,0°S e 39° 28°41,0"W
com altitude de 901m acima do nivel do mar), sob n°® 2770.
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3.2 Preparacédo do material e obtencéo do extrato

O material botanico (folhas) foi exposto aos raios solares para secagem por um
periodo de 48 h; logo ap6s foi pesado e triturado, sendo em seguida submetido a maceracéo
em solventes etanol e agua destilada (na proporcao 1:1), por um periodo de 72 h. O extrato
hidroetandlico formulado foi filtrado para retencdo do material solido e posteriormente
submetido a extragdo da clorofila por adi¢do de carvao ativado no extrato (10 g/100 ml) no
periodo de 30 min, apds isso, foi novamente filtrado para retencdo do carvéo ativado. Depois,
concentrado por destilacdo do solvente em evaporador rotativo a uma temperatura em torno
de 60°C a 40 rpm para promover a evaporacao do etanol. Em seguida o extrato foi posto em
banho-maria (60°C) de 24 as 72 h para proporcionar evaporacdo por completo de etanol, ap6s
24 h, foi congelado e quando em estado sélido, foi colocado em processo de liofilizacdo por
72 h sob temperatura de -61°C.

3.3 Prospeccdo fitoquimica qualitativa

A prospeccdo fitoquimica do extrato foi realizada para determinacdo de compostos
secundarios presentes no EHFTF segundo a metodologia de Matos (2002), sendo avaliada a
existéncia das principais classes, como: taninos, flavondides, fensis e alcaldides. Essa
metodologia aborda a observacdo visual de coloracfes e formacgdo de precipitados apos a
exposicao a reagentes quimicos especificos.

O EHFTF liofilizado (0,3 g) foi inicialmente diluido em 30 ml de etanol a 70% e
distribuidos em seis porcGes, onde em seguida foram realizados os trés primeiros testes, 0s
outros trés tiveram metodos diferentes:

Teste para Fendis e Taninos: em uma porc¢do, foi adicionado 3 gotas de cloreto férrico e
agitado, observou-se a cor e a formacdo de precipitados em relacdo ao teste branco com agua
e cloreto férrico.

Teste para Antocianinas, Antocianidinas e flavanodides: foram usadas 3 porcGes, na
primeira foi adicionada hidréxido de aménia, alcalinazando até o pH=8,5, na segunda foi
adicionada &cido cloridrico, acidificando até o pH=3 e na terceira foi adicionada hidroxido de
sodio 1%, alcalinizando o meio até o pH=11.

Teste para Leucoantocianidinas, catequinas e flavonas: foram usadas 2 porgdes, na

primeira foi adicionada hidroxido de sédio 1%, alcalinazando o meio até o pH=11, na
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segunda foi adicionada &cido cloridrico, acidificando até o pH=3, e ambas foram aquecidas
por 2-3 min.

Teste para Alcaloides: foi diluido 0,3 g do EHFTF em 30 ml de &cido acético a 5% e
submetida ao aquecimento até a fervura do preparado. Foi realizado a alcalinizagdo com
hidréxido de amdnia (15 ml), seguida da adi¢do de cloroférmio (15 ml), homogeneizagdo e
repouso em funil de separacdo. Foi coletada a fase cloroférmica em béquer e realizada
evaporacdo do solvente (cloroférmio) por aquecimento e adicionado acido cloridrico a 1% e
homogeneizado, depois, esta solucdo foi aplicada sobre uma lamina e administrado uma gota
de reagente draggendorff observando-se a formacdo de precipitado que é indicativo da
presenca de alcaloides.

Teste para Esteroides e Triterpendides: foi diluido 0,3 g do EHFTF em 6 ml de
cloroférmio, depois foi filtrado em um funil com uma bola algoddo coberto de sulfato de
sodio anidro, o filtrado foi separado em um tubo de ensaio e adicionado 1ml de anidrido
acetico e 3 gotas de acido sulfarico, agitou-se, observando a rapida mudanca de cores.

Teste para Saponinas: foi diluido 0,3 g do EHFTF em 10 ml de cloroférmio e 10 ml de agua
destilada, depois foi filtrado em um funil com uma bola algoddo, agitou-se por 3 min

observando a formacéo de espuma.

3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE do extrato hidroetanélico das

folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Foram utilizados produtos quimicos de grau analitico, como o acetonitrilo, acido
acetico, acido galico, acido clorogénico, acido cafeico e acido elagico adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A catequina, a quercetina, a luteolina e rutina foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A CLAE foi realizada com um proeminente
amostrador automatico Shimadzu (SIL-20A) sistema de HPLC (Shimadzu, Quioto, Japdo),
equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT, ligados a um desgaseificador (DGU
20A5) com um integrador (CBM 20%), um detector diodo de arranjo (SPD-M20A) e solucgéo
LC, 1,22 software SP1.

As anélises cromatograficas foram realizadas sob as condi¢fes de gradiente utilizando
coluna C18 (4,6 mm x 250 mm) de fase inversa, com particulas de diametro embalado 5um;
A fase movel foi agua contendo 2% de &cido acético (A) e metanol (B), e o gradiente de

composicdo foi a seguinte: 8% de B até 5 min e alteradas para se obter 20%, 30%, 50%, 60%,
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70% , 20% e 10% de B a 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min, respectivamente, seguindo o método
descrito por Silva et al. (2014) com ligeiras modificaces.

O extracto hidroalcoolico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K.
Schum e a fase movel foram filtrados através de filtro de membrana de 0,45 pm (Millipore) e,
em seguida, desgaseificou-se por banho de ultrassons antes da utilizagdo, o extracto
hidroalcodlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram
analisados a uma concentracdo de 20 mg/mL. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min, o volume de
injeccdo foi de 50 uL e os comprimentos de ondas foram 270nm para o &cido gélico e &cido
elagico, 280 nm para a catequina, a 327 nm para o acido clorogénico e acido cafeico e 365 nm
para a quercetina, a luteolina e rutina. Todas as amostras e fase movel foram filtrados através
de filtro de membrana de 0,45 pum (Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por banho de
ultrassons antes da utilizacdo. As solucGes estoques de referéncias padrdes foram preparados
na fase mével de HPLC numa gama de concentragdes de 0,020-0,350 mg/ml para catequina, a
quercetina, a luteolina e rutina; e 0,025-0,300 mg/ml para elagico, galico, cafeico e acidos
clorogénicos. Os picos Cromatograficos foram confirmados por comparacdo do seu tempo de
retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 500nm). Todas as
operacdes de cromatografia foram realizados a temperatura ambiente e em triplicata.

O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base
no desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por meio de trés curvas de analise
independentes. O LOD e o LOQ foram calculados como 3,3 e 10 o/S, respectivamente, onde
o € 0 desvio padréo da resposta e S é o declive da curva de calibracdo (SILVA; et al., 2014).

3.5 Atividade antioxidante do extrato hidroetanolico das folhas de Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum

3.5.1 Atividade antioxidante por determinacdo de 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante do extracto hidroalcodlico das Folhas de Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum (EHFTF) foi medida e determinada através da capacidade do
mesmo de sequestrar ou consumir o radical estavel livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
por fotocolorimetria in vitro.

O EHFTF e o acido ascorbico foram preparados nas concentracdes de 400, 200, 100,
50, 25 pg/ml. Posteriormente, o contetdo foi colocado em placas de 96 pogos, onde foi

adicionada 50 pl de cada concentracdo do EHFTF + 50 ul de solvente (dgua) e 100 pul de



52

solucdo de DPPH (30 mg/ml); como controle positivo foi utilizado 50 pl de &cido ascérbico
nas diferentes concentracdes + 50 pl de solvente (dgua) e 100 pl de solucdo de DPPH (em
ambiente escuro) em triplicata. Para os controles foram utilizados: 100 ul de etanol em 100 pl
de solugcdo de DPPH, 100 pl de solventes (dgua) em 100 pl de solucdo de DPPH, para cada
grupo tratado e para os controles foram realizados testes em branco onde foram realizados
com solventes (etanol e agua, respectivamente) mais as amostras. Para cada poco da placa o
volume final foram de 200 pl.

As leituras foram realizadas usando filtro de comprimento de onda de 517 nm em
leitor de placa de ELISA. Apds o tempo de estabilizacdo e reagdo de 30 min (em ambiente
escuro). A absorbancia foi lida sendo a atividade antioxidante convertida em porcentagem de
inibicdo. A quantidade de DPPH removida do meio é acompanhada pela diminuicdo na
absorbancia da solugdo do radical, e é proporcional a atividade da amostra, sendo possivel
assumir que o consumo de DPPH ¢ equivalente a capacidade antioxidante pelas substancias
presentes na amostra. A curva padrdo foi determinada por meio de leituras sucessivas no

mesmo comprimento de onda (517 nm).

3.5.2 Atividade antioxidante pelo o método de reducdo do ferro - Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP)

O método FRAP baseia-se na reducdo de elétrons e a reacdo ocorre pela formacéo do
complexo TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) mais Fe** de cor amarela, com o antioxidante
presente, no qual faz com que o ferro seja reduzido tornando a coloracdo da amostra azul.

O reagente FRAP foi preparado imediatamente antes da analise através da mistura de
25 ml de tampé&o acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 ml de solu¢do TPTZ (10 mM de TPTZ em
HCI 40 mM) e 2,5 ml de FeCl; (20 Mm) em solugdo aquosa e em seguida aquecida a 37°C
por 30 min. Para analise uma aliquota de 100uL do EHFTF ou Vitamina C, (nas
concentracdes de 400, 200, 100, 50 e 25 pg/ml) respectivamente, foram adicionadas ao tubo
de ensaio, depois foi acrescentada 270uL de agua destilada e por ultimo 3 ml de reagente
FRAP foi adicionado (tudo realizado em triplicata para cada concentracdo) e aguardado o
tempo de 30min em temperatura ambiente.

A curva de calibracdo foi feita utilizando uma solucdo de sulfato ferroso padrdo de
2.000uM, onde foram diluidas para obter os pontos da curva: 200, 500, 1000, 1500 e
2000uM. Onde 90 pL de cada ponto da curva foi pipetado em triplicata para os tubos e foram

adicionados 270 pL de agua destilada e 2,7 ml do reagente FRAP. Os tubos de ensaio foram
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incubados a 37°C em banho de 4gua durante 30 min. A curva de calibragdo foi determinada
pela equacdo da reta (y= ax+b).

As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro com absorvancia
de 593 nm de comprimento de onda. A concentracdo equivalente foi definida como a
concentracdo de antioxidante com uma capacidade na reducgdo férrica no TPTZ equivalente ao
de 1 mmol/L de FeSO4+7H20. Os resultados foram expressos como media + erro padrao de

micro mols de ferro®* por grama da amostra (umol Fe?*SO,%/g).

3.6 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, de idade adulta e com peso de 20 a
30g provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte - FMJ.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno com tampa de ago inox,
forradas com maravalha autoclavada. A temperatura ambiente e a quantidade de ruido foram
mantidas em condicdes ideais. O fotoperiodo foi de um ciclo claro/escuro de 12/12 horas
diérias. A &gua filtrada e racdo foram fornecidas ad libitum para os animais. Os animais foram
mantidos em jejum de solidos por um periodo de 8-18 h antes dos experimentos (de acordo
com os testes).

Os animais foram manipulados de acordo com procedimentos para o0 uso cientifico de
animais estabelecido pela lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e em concordancia com 0s
Principios Eticos para o uso de Animais de Laboratério preconizados pelo CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal), e submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Utilizagdo de Animais da Universidade Regional do Cariri —
CEUA/URCA com processo sob N° 00198/2014.1

3.7 Investigacdo da toxicidade aguda oral e screening hipocratico do extrato

hidroetanolico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em seis grupos
(n=3) com acesso livre a agua, a racdo foi permitida 3 h apos a administracdo. Os extratos
foram dissolvidos em solugéo salina a 0,9% nas concentragfes de 5000, 2000, 500, 175, 55 e
17.5mg/kg v.o. (dose Unica), cada animal recebeu uma concentragdo com volume de
0,1mL/10g. Inicialmente foi administrado 5000mg/kg v.o. havendo ocorréncia de Obito,

realizou-se as doses decrescentes posteriores. (OECD, 2008)
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Os resultados foram registrados de forma sistematica e individual, no qual os
parametros observados apds a administracdo das substancias foram relacionados as acdes
estimulantes do SNC: cocar o focinho, convulsdo clénica e tonica, exoftalmia, aumento da
freqUiéncia respiratoria, lamber patas, morder cauda, aumento da motilidade, movimentos
estereotipados, piloerecdo, tremores finos e grosseiros. Relacionados as agdes depressoras do
SNC: alienagdo ao meio, analgesia (por compressao da cauda do animal), anestesia (puxando
0 pélo e suspendendo o animal), ataxia, diminuicdo da apreensdo da pata, catatonia, dispnéia,
exoftalmia, diminuicdo da freqiéncia respiratoria, diminuicdo da motilidade, diminui¢do do
reflexo corneano, tonus dorsal, ptose palpebral e sedacdo. E relacionado a outros parametros,
como: agressividade, contor¢do, coloracdo da urina, didmetro da pupila, diarréia, erecdo da
cauda, fasciculagbes, grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha
(ciandtica, hiperémica ou palida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda,
lacrimejamento, sudorese, coma e morte. (MALONE; ROBICHAUD, 1962)

O peso corporal dos animais foi verificado no dia da administragdo, no sétimo e no
décimo quarto dia pds-administracdo. Durante o periodo experimental os animais foram
examinados diariamente quanto aos aspectos clinicos, incluindo a postura,
convulsdes/tremores, consisténcia e aspecto das fezes, fechamento da pélpebra, piloerecéo,
aspecto da pele e pélos, estresse, salivacdo, olhos, e comportamento.

Ao final dos 14 dias de avaliacdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e seus 6rgdos (bago, coracdo, figado, pulmdes e rins) foram excisados e pesados. Os
animais que evoluiram a Obito durante o experimento receberam o mesmo procedimento.
(OECD, 2008)

3.8 Testes para avaliagdo da resposta anti-inflamatoria do extrato hidroetandlico das
folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

3.8.1 Teste de edema de pata induzido por carragenina

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados oralmente com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com indometacina (10
mg/kg v.0. como controle positivo) respectivamente. O volume basal das patas traseiras foi
determinado antes da administracdo de qualquer droga. A determinacdo do volume basal se
deu apo6s 3 medicdes de cada pata para cada animal, de modo que os volumes médios dos

diferentes grupos fossem semelhantes. As substancias foram administradas por via oral, uma
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hora antes da injecdo intraplantar (20 pl/pata) de carragenina 1% (1mg/100ul) na pata
posterior direita e veiculo (salina; 20 ul/pata) na pata posterior esquerda.

O volume da pata foi registrado em 1, 2, 3 e 4 h apds a injecdo do estimulo indutor da
inflamacdo, com auxilio de um hidropletismoémetro elétrico (aparelho que mede o volume de
liquido deslocado e o traduz de forma digital) onde para cada hora foram realizado também 3
medicdes de cada pata para cada animal. Os resultados sdo apresentados como meédia da
variagdo (A) da diferenga do volume (mL) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores
basais; e da diferenca do peso (mg) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores basais.
(Adaptado a partir WINTER; RISLEY; NUSS, 1962)

3.8.2 Teste de edema de pata induzido por dextrana

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados oralmente com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com indometacina (10
mg/kg v.0. como controle positivo) respectivamente. O volume basal das patas traseiras foi
determinado antes da administracdo de qualquer droga. A determinacdo do volume basal se
deu apo6s 3 medicbes de cada pata para cada animal, de modo que os volumes médios dos
diferentes grupos fossem semelhantes. As substancias foram administradas por via oral, uma
hora antes da injecdo intraplantar (20 ul/pata) de Dextrana 1% (1mg/100ul) na pata posterior
direita e veiculo (Salina; 20 pl/pata) na pata posterior esquerda.

O volume da pata foi registrado em 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min apos a injecdo do
estimulo indutor da inflamacéo, com auxilio de um hidropletismdémetro elétrico (aparelho que
mede o volume de liquido deslocado e o traduz de forma digital) onde para cada hora foram
realizado também 3 medicGes de cada pata para cada animal. Os resultados foram
apresentados como média da variacdo (A) da diferenca do volume (mL) da pata direita e
esquerda em relacdo aos valores basais; e da diferenca do peso (mg) da pata direita e esquerda

em relacéo aos valores basais. (Adaptado a partir LAPA, et al., 2008)

3.8.3 Teste de permeabilidade vascular

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais (n=8) tratados oralmente com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (200mg/kg) e com indometacina (10mg/kg v.o.
como controle positivo), respectivamente. No dia anterior ao teste, foi realizado a depilacéo

do dorso dos animais com uma navalha. Os animais foram anestesiados com éter e receberam
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injecdo intravenosa (veia lateral da calda) de 25mg/kg de azul de Evans (5%, diluido em
salina e filtrada 2X em papel filtro). Logo depois, foi administrado 4 injecdes de 20ul de
Carragenina (2% em solucéo salina) por via intradérmica na regido dorsal depilada; 1h apos
foram anestesiados, exsanguinados, e a pele do dorso corada foi retirada e separada do tecido
muscular subjacente, sendo em seguida removidas com cortador de couro (diametro de 10
mm) e os discos pesados.

Posteriormente, cada disco de pele foi cortado em pequenos fragmentos e colocados
em 4 ml de formamida e mantidos em 37°C/24h, para extrair 0 corante, depois foram
centrifugados a 2500rpm/30min. O sobrenadante corado foi estimado colorimetricamente,
utilizando o comprimento de onda de 600nm. A leitura da absorbancia foi interpolada em
curva padrdo de corante total extravasado e foi tomado como indice de extravasamento
proteico. (LAPA; et al., 2008)

3.8.4 Teste de edema de orelha induzido por 6leo de croton

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados topicamente
com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com Dexametasona
(2mg/kg; como controle positivo), respectivamente. Uma hora apds os tratamentos, foram
aplicados topicamente 20 pL de 6leo de créton (5% em acetona) na orelha direita e 20 puL de
acetona na orelha esquerda. Quatro horas ap6s, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e das suas orelhas esquerda e direita foram retirados discos de 6 mm de
didametro, sendo estes pesados em balanca analitica. Os resultados foram expressos como
médias e erros padrbes da diferenca de peso, em miligramas (mg), entre as orelhas direita e
esquerda (A) (TUBARO et al., 1986)

3.9 Testes para avaliacdo da resposta gastroprotetora do extrato hidroetanolico das

folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

3.8.1 Lesdo gastrica induzida por etanol

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucéo salina (0,9%; 0,1
ml/10g v.0; controle negativo), Omeprazol (30 mg/kg v.o.; controle positivo), e EHFTF nas

concentragdes de 200, 100 e 50 mg/kg v.o. 1 h antes da inducdo da ulcera. Logo apos, foi
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administrado o etanol na dose de 0,2 ml v.o. (1h apos os tratamentos) em todos 0s grupos;
posterior a indugdo (30min apos o etanol) os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, sendo em seguida laparatomizados para resseccdo dos seus estdbmagos onde estes
foram lavados em solucéo fisiologica de 0,9%, abertos pela grande curvatura (ROBERT, et

al., 1979) e analisados conforme item 3.8.5.

3.9.2 Lesdo gastrica induzida por indometacina

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucéo salina (0,9%, 0,1
ml/10g v.0; controle negativo), Omeprazol (30 mg/kg v.o.; controle positivo), e EHFTF nas
concentragfes de 200, 100 e 50 mg/kg v.o. 1h antes da indugdo da Ulcera. Logo apds, foi
administrado a indometacina 10 mg/kg na dose de 0,2 ml v.o. (1h apds os tratamentos) em
todos o0s grupos; posterior a inducdo (3h apds a indometacina) foi repetido os tratamentos. Os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical ap6s 6h da inducdo, sendo em seguida
laparatomizados para ressec¢do dos seus estdmagos onde estes foram lavados em solucédo
fisiologica de 0,9%, abertos pela grande curvatura (DJAHANGUIRI; SCAND, 1969) e
analisados a partir de uma adaptacdo de escores (pontos) (TABELA 1) previamente
estabelecidos segundo LAPA, et al. (2008).

Tabela 1: Determinacdo de area lesionada através do sistema de Escores.

Escore

Pontos/Tipo de lesdo
0 —normal Colaracdo da mucosa
1 — hiperémica
1 - descorada
1-leve Petéquias
2 — moderado
3 - intenso
1-leve Edema
2 —moderado
3 - intenso
1-leve Hemorragia
2 —moderado
3 - intenso
1—até Imm Lesdes Necro-
1,5x mm—1mm hemorragicas
5 x mm - perfuradas (Ulceras)
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3.9.3 Lesao géstrica induzida por etanol acidificado

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solugéo salina (0,9%, 0,1
ml/10g v.0; controle negativo), Omeprazol (30 mg/kg v.o.; controle positivo), e EHFTF nas
concentracdes de 200, 100 e 50 mg/kg v.o. 1h antes da inducdo da Ulcera. Logo apds, foi
administrado o etanol acidificado (0,3M de HCL em etanol 60%) na dose de 0,2 ml v.o0. (1h
apos os tratamentos) em todos os grupos; posterior a inducdo (1h apds o etanol acidificado) os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, sendo em seguida laparatomizados
para resseccdo dos seus estdmagos onde estes foram lavados em solucéo fisioldgica de 0,9%,
abertos pela grande curvatura (MIZUI;, SHIMONO; DOTEUCHI, 1987) e analisados
conforme item 3.8.5.

3.9.4 Teste de barreira fisica

Com a finalidade de analisar o possivel mecanismo do EHFTF envolvido no efeito
gastroprototetor por atuacdo a nivel local e/ou sistémico realizou-se o teste de barreira fisica.
Neste teste foi utilizada a dose de 200 mg/kg do EHFTF, por apresentar uma significativa
protecdo gastrica (dose eficaz) em todos os outros testes nos modelos classicos de lesdo
gastrica realizados anteriormente.

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em trés grupos
(n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucéo salina (0,9%, 0,1ml/10g
v.0.; controle negativo), EHFTF 200mg/kg v.o0. 1h antes da inducdo da Ulcera, e EHFTF
200mg/kg i.p. 30min antes da inducéo da Ulcera. Logo ap6s, foi administrado o etanol na dose
de 0,2 ml v.o. em todos os grupos; posterior a inducdo (30 min apds o etanol) os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical, sendo em seguida laparatomizados para
resseccdo de seus estdmagos onde estes foram lavados em solucdo fisiologica de 0,9%,

abertos pela grande curvatura (LAPA; et al., 2008) e analisados conforme item 3.8.5.
3.9.5 Analise informatizada das lesdes gastricas induzidas
Os estdmagos foram estirados em uma placa de Scanner® onde as imagens foram

captadas e digitalizadas em um computador para analise, medicdo e quantificacdo das areas

totais e das lesdes macroscopicas (face glandular) com o uso de um programa de planimetria
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computadorizada (ImageJ®), onde as &reas lesadas foram expressas em termos de

porcentagem em relacao a area total do corpo gastrico.

3.10 Testes para avaliacdo da resposta antinociceptiva do extrato hidroetandélico das
folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

3.10.1 Teste de contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com indometacina (10
mg/kg v.0. como controle positivo) respectivamente. Depois de 60 minutos dos tratamentos,
todos os animais receberam injecdo de acido acético diluido em solucéo salina (1,2%; 100
ml/10 g, i.p.) e durante 30 minutos as contor¢des foram contadas, cada contor¢cdo € definida
como uma contracdo da parede abdominal seguida da extensdo de pelo menos uma das patas
traseiras. Antes da injecdo de &cido acético, funis de vidro foram colocadas para cada
camundongo por um tempo de espera de 15 min para sua adaptacdo. Os resultados foram
expressos como o numero de contor¢gdes por 30 minutos da avaliacdo experimental ou pela
percentagem de inibicdo de contor¢des em relacdo ao grupo de controle. (KOSTER,;
ANDERSON, DE BEER, 1959; VACHER; DUCHENE-MARULLAZ; BARBOT, 1964)

3.10.2 Teste da formalina

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados com veiculo
(Salina 0,9%10 mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com indometacina (10
mg/kg v.0. como controle positivo) respectivamente. Uma hora apds os tratamentos, 0s
animais receberam a administrag@o intraplantar de 20puL de solucdo de formalina a 2,5% sob o
coxim plantar da pata traseira direita. Imediatamente ap6s, foi cronometrado o tempo em
segundos que os animais manifestaram sinais dolorosos, como lamber a pata injetada. Estes
sinais sdo respostas nociceptivas promovidas pela formalina durante suas duas fases, no qual a
primeira fase de nocicepcdo, que varia de zero a 5min apds a injecdo, chamada de fase
neurogénica ou inicial, e a segunda chamada de fase inflamatdria ou tardia, e avaliada entre
15 e 30 min. (HUNSKAAR et al., 1985)
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3.10.3 Teste placa quente

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com morfina (5 mg/kg
s.c. como controle positivo) respectivamente. Para determinar a sensibilidade térmica o teste
foi realizado através de uma placa quente. Para este fim, cada animal foi inicialmente
aclimatizado durante um periodo de 10 minutos a temperatura ambiente no aparelho. Apoés
esse procedimento, a placa foi aquecida a uma temperatura entre 52-54°C. Cada animal foi
colocado na placa e acionado o temporizador do equipamento para medir o tempo de laténcia
de retirada da pata. Uma vez que o animal lambia a pata por reflexo nociceptivo era
rapidamente removido da placa para evitar danos teciduais, € o tempo cronometrado até ao
inicio do reflexo de retirada foi observado e considerado como limiar de sensibilidade
térmica. (BEIRITH; et al., 1998)

O tempo de permanéncia maximo caso o animal ndo mostrasse nenhuma reacéo foi de
30 segundos, para impedir queimaduras nas patas. Todo teste foi realizado ap6s a obtencdo de
duas basais (com intervalo de 30 min) e ap6s os tratamentos cada animal foi avaliado 30, 60,
120 e 180 min apds a administracdo. Estes testes foram realizados em uma sala silenciosa e no
periodo da manha (BEIRITH,; et al., 1998). Os resultados foram expressos como média * erro

padrdo da média do tempo de laténcia.

3.10.4 Teste de retirada da cauda

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com morfina (5 mg/kg
s.c. como controle positivo) respectivamente. Os camundongos foram colocados em um
aparelho que possui um aparato que contém uma fonte térmica luminosa e um suporte para
encaixe da cauda do camundongo (analgesimetro térmico). O estimulo nociceptivo é
produzido por um foco de luz convergente na cauda. A avaliacdo do tempo se da em segundos
(s), que o animal leva para retirar a cauda do local de incidéncia do estimulo térmico
doloroso. (D’AMOUR e SMITH, 1941).

No mesmo momento que a cauda foi colocada no aparato, a fonte térmica nociva foi
acionada e o cronémetro foi disparado, sendo que o tempo até a retirada da cauda (periodo de
laténcia) foi utilizado como determinacdo do indice de nocicepcdo. Todo teste foi realizado

apos a obtengdo de duas basais (com intervalo de 24h) e ap0s os tratamentos cada animal foi
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avaliado 30, 60, 120 e 180 min ap06s a administracdo. Foi estabelecido o periodo maximo de
laténcia de 15s a fim de se evitar lesdao tecidual (D’AMOUR e SMITH, 1941). Estes testes
foram realizados em uma sala tranquila e no periodo da manha. Os resultados foram expressos

como média * erro padrdo da média do tempo de laténcia.

3.10.5 Teste de nocicepgdo mecanica por pressao - von frey

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com indometacina (10
mg/kg v.0. como controle positivo) respectivamente. Depois de 60 minutos dos tratamentos
(exceto o grupo que recebeu morfina - 30 min), todos os animais receberam injecdo de
formalina. Para determinar a sensibilidade mecéanica o teste foi realizado através do aparelho
de VVon Frey. Para executar este teste, os animais foram colocados individualmente em caixas
de vidro (12X20X20cm) apoiados em uma superficie elevada e coberto com uma malha de
arame. Apos a aclimatacdo neste ambiente durante 20 minutos, foram aplicados estimulos
com uma haste com uma forca constante na superficie plantar da pata posterior direita (para
avaliar a hipernocicep¢do & lesdo dos camundongos lesionados) utilizando o aparelho de
resisténcia de filamento de Von Frey. A forca em questdo pode ser alcancada pela retirada da
pata do filamento pelo o animal. Essa forca foi aplicada 6 vezes, onde foi considerado os trés
valores mais semelhantes. (CUNHA, et al., 2004)

Foram consideradas como respostas positivas, aquelas em que o animal realizou
movimentos de retirada do membro posterior direito imediatamente apds estimulacédo
mecanica e foram rejeitadas as resposta seguida de caminhada. Este teste foi realizado
imediatamente apds a administracdo do agente flogistico (Formalina). Todo teste foi realizado
apos a obtencdo de duas basais (com intervalo de 30 min) e ap6s os tratamentos cada animal
foi avaliado 30, 60, e 120 min e 24 h apds a administracdo. Estes testes foram realizados em
uma sala tranquila e no periodo da manha. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média das respostas de pré e pos lesdo nos camundongos, ou seja a partir da média
da diferenca da pata lesionada com a mesma em estado basal (A), nos periodos de tempo
considerados neste estudo. (YOWTAK et al., 2011; MARTINOV; et. al., 2013)
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3.10.6 Teste de Rota Rod

Esse teste permite avaliar se o0 EHFTF promove relaxamento muscular ou sedagéo
interferindo no efeito antinocipceptivo. Para esta avaliagdo, 0os camundongos foram
selecionados em uma sessdo de treino 24 horas antes do experimento. Os animais foram
colocados sobre uma barra giratéria de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm, os que foram
capazes de permanecer na barra (16rpm/180s) foram selecionados como aptos para o
experimento. Decorrido as 24 h, os animais foram divididos em trés grupos (n=9) e tratados
com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), diazepam (5 mg/kg i.p) e EHFTF (200 mg/kg v.0.).
Apbs 1h a salina ou EHFTF e 30 min para o diazepam cada animal foi testado no aparelho,
onde foi registrado o nimero de quedas sofridas (limite maximo de 3 quedas/animal) e o
tempo de permanéncia durante 1 min (DUNHAM e MIYA, 1957).

3.11 Estudo dos possiveis mecanismos de acdo do extrato hidroetandlico das folhas de

Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum na Antinocicepgao.

Com a finalidade de analisar os possiveis mecanismos do EHFTF envolvido no seu
efeito antinociceptivo, diferentes formas farmacologicas foram empregadas. O teste de
Formalina (1° fase) foi utilizado como modelo para avaliar a nocicepgdo, pois este modelo é
capaz de detectar interferéncias com a maioria dos mediadores e moduladores quimicos da
nocicepc¢do (ja que a magnitude de uma acdo nocicpetiva é resultado de uma combinacédo de
numerosos mediadores que atuam a niveis periféricos, medulares e centrais (LAPA; et al.,
2008)), também devido a especificidade e sensibilidade que apresenta na avaliacdo da
resposta nociceptiva (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001), além de singela a execucao e
reproducdo envolvendo a administracdo de farmacos agonistas e antagonistas (LAPA; et al.,
2008). Nesta secdo de experimentos foi utilizada a dose de 200 mg/kg do EHFTF, que
equivale aproximadamente a concentracdo que promove 50% do efeito inibitério maximo
(DI50), quando administrado por via oral, na nocicepcdo induzida por Acido Acético e
também por ser a menor dose eficaz em todos 0s outros testes antinociceptivos realizados
anteriormente.

Em todos os testes, os antagonistas foram administrados 15 min antes da salina,
extrato e agonistas. O EHFTF foi administrado (v.0.) 1h antes e os farmacos
agonistas/antagonistas da nocicep¢do 30 min antes (injecdo i.p.) da injecéo i.pl. do agente

nociceptivo. A escolha das doses dos agonistas e antagonistas nociceptivos foi baseada em
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dados da literatura (por exemplo, SANTOS et al., 1995, 1999, 2005; ABACIOGLU et al.,
2001 WALKER et al., 1999) e testes anteriormente realizados em nosso laboratorio. Foram
investigadas a participacdo das vias de transmissdo nociceptiva: opioide, colinérgica,
adrenérgica al e a2, serotoninérgica, 6xido nitrico, adenosina, dopaminérgica, glutaminérgica

e vanildide.

3.11.1 Participacdo do sistema opioide

Com o objetivo de avaliar a participacdo do EHFTF sobre o sistema opidide no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8), onde os trés
primeiros grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200
mg/kg v.0.) e com morfina (agonista opiodide; 5 mg/kg s.c.) respectivamente, e 0s outros trés
foram tratados da mesmas forma, porém com administracdo prévia de 15 min com o
antagonista naloxona (4mg/kg i.p.). Uma hora ap0s os tratamentos com veiculo ou EHFTF e
30 min apds a morfina os animais foram avaliados em relacdo a nocicepcao induzida pelo o

Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.2 Participagéo do sistema al-adrenérgico

Para analisar a participacdo do EHFTF sobre o sistema al-Adrenérgico no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8) onde 0s trés
primeiros grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200
mg/kg v.0.) e fenilefrina (agonista al; 10mg/kg i.p.) respectivamente, € os outros trés foram
tratados da mesmas forma, porém com administracdo prévia de 15 min com prazosina
(antagonista al; 0,15mg/kg i.p.). Uma hora ap6s os tratamentos com veiculo ou EHFTF e 30
min ap6s a fenilefrina, os animais foram avaliados em relagdo a nocicep¢do induzida pelo o

Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.3 Participagdo do sistema a2-adrenérgico

Objetivando avaliar a participacdo do EHFTF sobre o sistema Adrenérgico no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8) onde os trés
primeiros grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200
mg/kg v.0.) e com clonidina (agonista a2; 0,1 mg/kg i.p.) respectivamente, € 0s outros trés
foram tratados da mesmas forma, porém com administragdo prévia de 15 min com ioimbina

(antagonista a2; 0,15mg/kg i.p.). Uma hora apos os tratamentos com veiculo ou EHFTF e 30
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min apos a clonidina, os animais foram avaliados em relagdo a nocicepcdo induzida pelo o

Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.4 Participacéo do sistema colinérgico

Para verificar a participagdo do EHFTF sobre o sistema colinérgico no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8), onde os trés
primeiros grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200
mg/kg v.0.) e acetilcolina (agonista colinérgico; 1,0 mg/kg i.p.) respectivamente, e 0s outros
trés foram tratados da mesmas forma, porém com administragdo prévia de 15 min com
atropina (antagonista colinérgico ndo seletivo 1,0mg/kg i.p.). Uma hora apds os tratamentos
com veiculo ou EHFTF e 30 min apds a acetilcolina os animais foram avaliados em relacdo a

nocicepc¢do induzida pelo o Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.5 Participacdo do sistema serotoninérgico

Para analise da participacdo do EHFTF sobre o sistema Serotoninérgico no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em 4 grupos experimentais (n=8), onde os dois
primeiros grupos foram tratados com p-clorofenilalanina (PCPA, 100mg/kg i.p., 1 vez ao
dia/4 dias consecutivos) e os outros dois foram tratados com Salina 0,9% (10ml/kg i.p., 1 vez
ao dia/4 dias consecutivos). Apds 30min do Ultimo tratamento com PCPA e salina os animais
receberam veiculo (Salina 0,9% v.0.) e EHFTF (200mg/kg v.0.). Uma hora ap6s 0s
tratamentos com veiculo ou EHFTF os animais foram avaliados em relacdo a nocicepg¢édo

induzida pelo o Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.6 Participacdo da via L-arginina/éxido nitrico/GMPc

Para afericdo da participacdo do EHFTF sobre a via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc
no efeito antinocipceptivo, os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8), onde
0s trés primeiros grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% v.0.), EHFTF (200 mg/kg
v.0.), L-NOARG, (inibidor da 6xido nitrico sintase - NOS; 75 mg/kg, ip), respectivamente, e
0s outros trés foram tratados da mesma forma, porém com administragdo prévia de 15 min
com L-Arginina (substrato da NOS; 600mg/kg i.p.). Uma hora apds os tratamentos com
veiculo ou EHFTF e 30 min apos a L-NOARG os animais foram avaliados em relagdo a

nocicepc¢do induzida pelo o Teste de Formalina, descrito anteriormente.
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3.11.7 Participagéo do sistema adenosinéergico

Com o objetivo de avaliar a participacdo do EHFTF sobre o sistema Adenosinérgico
no efeito antinocipceptivo, os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), cafeina (antagonista dos receptores A;; 10 mg/kg i.p.),
EHFTF (200 mg/kg v.0.) e cafeina (10 mg/kg ip) mais EHFTF (200 mg/kg, v.0.). A cafeina
foi administrada 15 min antes do tratamento com EHFTF. Uma hora ap6s o tratamento com
veiculo ou EHFTF e 30 min apo6s a cafeina, os animais foram avaliados em relacdo a

nocicepc¢do induzida pelo o Teste de Formalina, descrito anteriormente.
3.11.8 Participagéo do sistema dopaminérgico

Objetivando analisar a participacdo do EHFTF sobre o sistema dopaminérgico no
efeito antinocipceptivo, os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), haloperidol (um antagonista ndo-seletivo dos receptores
de dopamina; 0,2 mg/kg i.p.) EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e haloperidol (0,2 mg/kg i.p.) mais
EHFTF (200 mg/kg, v.0.). O haloperidol foi dado 15 minutos antes do tratamento com
EHFTF. Uma hora apds o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s a haloperidol, os
animais foram avaliados em relagcdo a nocicepcdo induzida pelo o Teste de Formalina,

descrito anteriormente.
3.11.9 Participacao do sistema glutamatérgico

Na perspectiva de avaliar a participacdo do EHFTF sobre o sistema Glutaminérgico no
efeito antinocipceptivo, os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), Acido ascdrbico (um antagonista dos receptores de
NMDA, 100 mg/kg i.p.), EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e Acido ascorbico (100 mg/kg i.p.) mais
EHFTF (200 mg/kg, v.0.). O Acido ascorbico foi dado 15 min antes do tratamento com
EHFTF. Uma hora ap6s o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min apds o Acido
ascorbico, os animais foram aferidos em relacdo a nocicep¢do induzida pela injecdo
intraplantar de 20 pl de glutamato tamponado (agonista; 20 umol/pata) e foram analisados por
15 min. O tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi considerado como sugestivo de
dor. (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002)
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3.11.10 Participacéo do sistema vanildide (TRPV-1)

Com o intuito de avaliar a participacdo do EHFTF sobre o sistema Vanildide no efeito
antinocipceptivo, os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), Vermelho de Ruténio (antagonista TRP né&o seletivo; 3 mg/kg,
I.p.), EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e Vermelho de Ruténio (3 mg/kg i.p.) mais EHFTF (200
mg/kg, v.0.). O Vermelho de Ruténio foi dado 15 min antes do tratamento com EHFTF. Uma
hora apo6s o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s o Vermelho de Ruténio, os
animais foram aferidos em relagdo a nocicepc¢ao induzida pela injecao intraplantar de 20 pl a
5,2 nmol/pata capsaicina (agonista de receptor TRPV1) e foram analisados por 5 min. O
tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi considerado como sugestivo de dor.
(SANTOS, CALIXTO, 1997)

3.12 Andlise estatistica

Foi empregado o programa Software GraphPad Prism versdo 6.0, onde os dados
paramétricos foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para a verificacdo
das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias conforme o protocolo experimetal, seguido do teste de Tukey de multiplas
comparagdes. Para todas as analises foi considerado significativo p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ARTIGO 1:

TOXICIDADE AGUDA ORAL E ATIVIDADE ANTINFLAMATORIA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Tocoyena formosa (Cham. &
Schltdl.) K. Schum

Francisco Rafael Alves Santana Cesariot, Thais Rodrigues de Albuquerque?, Giovana Mendes
de Lacerdat, Maria Rayane Correia de Oliveirat, Bruno Anderson Fernandes da Silva?,
Lindaiane Bezerra Rodriguest, Anita Oliveira Brito Pereira Bezerra Martinst, lIrwin Rose
Alencar de Menezest

1Departamento de Quimica Biologica, Programa de Pds-Graduacdo em Bioprospeccdo
Molecular, Universidade Regional do Cariri, 63105-000, Crato, CE, Brasil

RESUMO: A inflamacdo é uma resposta de protecdo ao organismo frente a um agente
agressor, esse processo € controlado por elementos pré e anti-inflamatorios e considerado
benéfico, porém em algumas situacdes essa resposta pode se tornar exacerbada sem qualquer
beneficio. O estudo de plantas medicinais que tem acdo sobre processos inflamatérios assume
grande importancia, pois estas, além de serem fontes de moléculas farmacol6gicas com
potencial ativo, elas se tornam uma alternativa/complemento para o tratamento de tais
processos. Entre as muitas plantas medicinais utilizadas, encontra-se a Tocoyena formosa
(Cham. E Schlecht.) K. Schum. utilizada popularmente na regido do Cariri, CE, Brasil, na
terapéutica de contusdes, tor¢bes, dores e como anti-inflamatério no tratamento de dores
reumaticas. Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos tdxicos agudos e anti-
inflamatorio do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.)
K. Schum. (EHFTF). O extrato por sua vez, ndo promoveu toxicidade oral aguda segundo 0s
critérios adotados, apresentando DLsy maior que 5000mg/kg. O extrato nas doses de 100, 200
e 400 mg/kg reduziu significativamente o edema de pata induzido por carragenina. O EHFTF
somente nas doses de 200 e 400mg/kg foi eficaz na reducéo significativa do volume do edema
da pata induzido por dextrana. No teste de permeabilidade vascular o EHFTF (200mg/kg)
reduziu a migragédo proteica/celular na inflamacéo induzida por carragenina intradérmica no

dorso dos animais. Entretanto, o EHFTF ndo promoveu reducdo do processo inflamatorio
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topico no teste de edema de orelha. Conclui-se, portanto, que o EHFTF apresenta baixa

toxicidade aguda e atividade anti-inflamatdria sistémica.

Palavras-chave: Toxicidade Aguda, Tocoyena Formosa, Inflamacao.

INTRODUCAO

A inflamacédo é caracterizada como uma resposta de protecdo ao organismo frente a
um patdgeno agressor, que visa promover a restauracdo/cura. A intensidade desse processo é
controlada por meio de elementos pré e anti-inflamatérios. A inflamacdo € um processo
considerado benéfico e necessario, uma vez que o funcionamento em conjunto dos hormdnios
e moléculas de sinalizacdo sdo responsaveis pela regeneracdo e reparacdo de estruturas
danificadas. (ZALDIVAR; et al., 2006)

A pesquisa a partir de plantas com conhecido uso popular como agente
antiinflamatdrio ou redutores da dor, pode ser visto como uma excelente estratégia na procura
por novas drogas antiinflamatorias (ELISABETSKY et al, 1995). No Brasil existem muitas
plantas com ac¢des farmacoldgicas excelentes, embora a maioria delas sdo utilizadas pela
populacdo sem base cientifica (FILIPINI; et. al., 2012)

A Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum., por exemplo, é uma planta
muito utilizada popularmente na terapéutica de feridas, contusdes, tor¢cdes, dores lombares e
reumaticas e outros processos inflamatdrios na cidade do Crato, na Regido do Cariri, sul do
Ceard, Brasil, e tem sua importancia tradicional muito ressaltada, porém, os individuos que
fazem uso desta espécie ndo possui informacdes concretas das reais acdes dessa planta.

A Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K. Schum. é uma espécie sul-americana,
encontrada no Paraguai, Bolivia e Brasil, principalmente em formacdes xeromorficas como
cerrado, restinga e caatinga. No Brasil, a espécie tem um gama enorme de distribuicdo na
Regido Nordeste (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006), é uma espécie ornamental, que
cresce espontaneamente em regides secas e em Cerrado, € uma savana e possui vegetacao
fisionomicamente floristica diversificada sendo muito impressionante por conta de suas flores
amarelas e verde (HAMERSKI; et. al, 2008; BOLZANI, et. al., 1997) e é tradicionalmente
conhecido como "Jenipapo do campo” (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006).

Diante dessa importancia de avaliar a acdo farmacologica deste vegetal com

informac0es restritas a dados etnofarmacologicos na regido, a Tocoyena formosa (Cham. &
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Schltdl.) K. Schum pode exibir atividade anti-inflamatoria, justificando, o desenvolvimento de
estudos para investigar esse potencial terapéutico para controlar e tratar doencas
inflamatorias.

A partir disso, este trabalho tem como objetivo avaliar e investigar a toxicidade aguda,
atividade anti-inflamatéria do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum (EHFTF) em camundongos.

MATERIAIS E METODOS

Coleta do material boténico, preparacdo do extrato hidroetandlico das folhas de

Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum.

As folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram coletadas na
chapada do Araripe, localizada no nordeste do Brasil, sul do Ceard, na regido do Cariri, no
municipio de Crato-CE, no Sitio Barreiro Grande (07° 21°44,0”°S e 39° 28°41,0°W com
altitude de 901m acima do nivel do mar), e com proximidade de 65,9 km do municipio de
Serrita-PE e possui uma area total de 76.654,3 km? (BRASIL, 2011). Uma amostra
representativa da espécie (Exsicata) contendo fruto foi encaminha para identificacdo junto ao
Herbario Dardano de Andrade Lima da Universidade Regional do Cariri — URCA sob N°
2.770.

O material boténico (folhas) foi exposto ao sol para secagem, pesado e triturado, sendo
em seguida submetido a extracdo em solvente etanol e 4gua destilada (na proporgdo 1:1), por
72 h. O extrato hidroetanélico formulado foi filtrado para e submetido a extracdo da clorofila
por adicdo de carvao ativado no extrato (10g/100ml) no periodo de 30min, apos isso, foi
filtrado novamente para retencdo do carvdo ativado. Depois, concentrado por destilagédo do
solvente em evaporador rotativo e em seguida o foi posto em banho-maria para proporcionar
evaporacdo por completo de etanol, apds 24hs foi congelado e colocado em processo de

liofilizag&o.
Prospeccao fitoquimica qualitativa

A prospeccéo fitoquimica do extrato e das fracOes foi realizada para determinacao de

compostos secundarios presentes no EHFTF, segundo a metodologia de Matos (2002), sendo
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avaliada a existéncia das principais classes, como: Fenois, Taninos, Antocianinas,
Antocianidinas, Flavandides, Leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, alcaloides,
Esteroides, Triterpendides e Saponinas. Essa metodologia aborda a observacdo visual de

colorages e formagdo de precipitados apds a exposicdo a reagentes quimicos especificos.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, de idade adulta e com peso de 20 a
30g provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte - FMJ.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno com tampa de ago inox,
forradas com maravalha autoclavada. A temperatura ambiente e a quantidade de ruido foram
mantidas em condi¢des ideais. O fotoperiodo foi de um ciclo claro/escuro de 12/12 h diarias.
Os animais foram mantidos em jejum de solidos por um periodo de 8-12 h antes do
experimento e a agua filtrada foi fornecida ad libitum. Foram manipulados de acordo com
procedimentos para o uso cientifico de animais estabelecido pela lei N° 11.794, de 8 de
outubro de 2008 e em concordancia com os Principios Eticos para 0 uso de Animais de
Laboratorio preconizados pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e
submetido e aprovado pelo Comissdo Etica em utilizacdo de animais da Universidade
Regional do Cariri — URCA com processo sob N° 00198/2014.1.

Investigacdo da toxicidade aguda oral e screening hipocratico

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em seis grupos
(n=3) e deixados em jejum por um periodo de 6h com acesso livre apenas agua, e a racdo foi
permitida 3 h ap6s a administragdo. Os extratos foram dissolvidos em solucgdo salina a 0,9%
nas concentracdes de 5000, 2000, 500, 175, 55 e 17.5mg/kg v.o. (dose unica), cada animal
recebeu uma concentracdo diferente com o volume de 0,1mL/10g. Inicialmente foi
administrado 5000mg/kg v.o. Havendo ocorréncia de oObito, realiza-se as doses decrescentes
posteriores. (OECD, 2008)

Os resultados foram registrados de forma sistematica e individualmente. Os
parametros observados ap6s a administracdo das drogas, relacionados as ac¢Ges estimulantes,
sdo: cogar o focinho, convulsdo clbnica e tonica, exoftalmia, aumento da freqiiéncia
respiratoria, lamber patas, morder cauda, aumento da motilidade, movimentos estereotipados,

piloerecdo, tremores finos e grosseiros; relacionados as agbes depressoras, sdo: alienacdo ao
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meio, analgesia (por teste de compressdo da cauda do animal), anestesia (puxando o pélo e
suspendendo o animal), ataxia, diminuicdo da apreensdo da pata, catatonia, dispnéia,
exoftalmia, diminuicdo da frequéncia respiratdria, diminuicdo da motilidade, diminuic¢do do
reflexo corneano, tonus dorsal, ptose palpebral e sedacdo; e 0s outros parametros observados
sdo: agressividade, contor¢do, coloracdo da urina, didmetro da pupila, diarréia, erecdo da
cauda, fasciculagdes, grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha
(cianotica, hiperémica ou palida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda,
lacrimejamento, sudorese, coma e morte. (MALONE; ROBICHAUD, 1962) Durante o
periodo experimental os animais foram examinados diariamente quanto aos aspectos clinicos
citados anteriormente.

O peso corporal dos animais foi verificado no dia da administragdo, no sétimo e no
décimo quarto dia pés-administracao.

Ao final dos 14 dias de avaliacdo, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e seus 6rgdos (baco, coracdo, figado, pulmdes e rins) foram extirpados e pesados. Os
animais que evoluiram a Obito durante o experimento receberam o mesmo procedimento.
(OECD, 2008)

Avaliacdo da resposta anti-inflamatéria do extrato hidroetandlico das folhas de
Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Teste do edema de pata induzido por carragenina

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais (n=6) tratados oralmente com
veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com indometacina (10
mg/kg como controle positivo) respectivamente. O volume basal das patas traseiras foi
determinado antes da administracdo de qualquer droga. A determinacdo do volume basal se da
apos as 3 medicdes para cada animal. As substancias a serem testadas foram administradas
uma hora antes da injegao intraplantar de carragenina 1% (20 pl/pata) na pata posterior direita
e veiculo-salina (20 pl/pata) na pata esquerda. O volume da pata foi registrado em 1, 2, 3, 4h,
com um hidropletismémetro elétrico onde para cada hora foram realizado também 3
medicdes. Os resultados foram apresentados como média da variacdo (A) da diferenga do
volume (mL) da pata direita e esquerda em relagdo aos valores basais; e da diferenca do peso
(mg) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores basais. (WINTER; RISLEY; NUSS,
1962)



73

Teste do edema de pata induzido por dextrana

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais de seis camundongos tratados
oralmente com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com
indometacina (10 mg/kg) (como controle positivo) respectivamente. O volume basal das patas
traseiras foi determinado antes da administracdo de qualquer droga. A determinacdo do
volume basal se d& apo6s as 3 medicBes para cada animal. As substancias a serem testadas
foram administradas uma hora antes da injecdo intraplantar de Dextrana 1% (20 pl/pata) na
pata posterior direita e veiculo-salina (20 pl/pata) na pata esquerda. O volume da pata foi
registrado em 30, 45, 60, 90 e 120min com um hidropletismdmetro elétrico, onde para cada
hora foram realizado também 3 medigdes. Os resultados foram apresentados como média da
variagdo (A) da diferenca do volume (mL) da pata direita e esquerda em relagdo aos valores
basais; e da diferenca do peso (mg) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores basais.
(LAPA; et al., 2008)

Teste de permeabilidade vascular

No dia anterior ao teste, foi realizado a depilagdo do dorso dos animais com uma
navalha. Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais (n=8) tratados oralmente
com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (200mg/kg) e com indometacina (10mg/kg
como controle positivo), respectivamente. Os animais foram anestesiados com éter e
receberam injecdo intravenosa (veia lateral da calda) de 25mg/kg de azul de Evans (5% em
salina, filtrada 2X em papel filtro). Logo depois, foi realizada 4 inje¢6es por via intradérmica
na regido dorsal depilada de 20ul de Carragenina (2% em solugdo salina), 1h apods foram
anestesiados, exsanguinados, e a pele do dorso corada foi retirada, sendo em seguida
removidas com cortador de couro (didmetro de 10mm) e os discos foram pesados.
Posteriormente, cada disco foi cortado em pequenos fragmentos e colocados em 4ml de
formamida e mantidos em 37°C/24h, para extrair o corante, depois foram centrifugados a
2500rpm/30min. O sobrenadante corado € estimado colorimetricamente, utilizando o
comprimento de onda de 600nm. A leitura da absorbancia do corante total extravasado é
tomado como a quantidade de extravasamento proteico. (LAPA,; et al., 2008)
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Teste do edema de orelha induzido por éleo de créton

Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais de seis camundongos tratados
topicamente com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg) e com
Dexametasona (2mg/kg como controle positivo) respectivamente. Uma hora apds 0s
tratamentos, foram aplicados topicamente 20 pL de 6leo de crdoton (5% em acetona) na orelha
direita e 20 uL de acetona na orelha esquerda. Quatro horas ap6s, 0s animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical e das suas orelhas esquerda e direita, foram retirados
discos de 6 mm de diametro com um push metélico, sendo estes pesados em balanca analitica.
(TUBARO et al., 1986)

Andlise estatistica

Foi empregado o programa Software GraphPad Prism versdo 6.0, onde os dados
paramétricos serdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para a verificacao
das diferencas estatisticas entre 0s grupos sera realizada analise de variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias conforme o protocolo experimetal, seguido do teste de Tukey de multiplas

comparacg0es. Para todas as analises sera considerado significativo um p<0,05.

RESULTADOS
Prospeccéo fitoquimica qualitativa
A analise fitoquimica das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

(EHFTF) permitiu identificar a presenca de metabdlitos secundarios, conforme evidenciado

na Tabela 1.
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Tabela 1: Classes de metabolitos secundarios encontradas no extrato hidroetandlico das
folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum.

Classes de Metabolitos (+) Presenca
(-) Auséncia
Fendis -
Taninos pirogalicos -
Taninos condensados +
Antocianinas
Antocianidinas
Flavonas
Flavonois
Xantonas
Chalconas
Auronas
Flavononais
Leucoantocianidinas
Catequinas
Flavononas
Alcaldides
Esterdides
Triterpendides
pentaciclicos
Saponinas +

+ + 4+ + + + + + A+

+

Investigacao da toxicidade aguda oral e screening hipocratico

No teste de toxicidade aguda quanto a avaliacdo comportamental dos camundongos, o
EHFTF apresentou baixa toxicidade nos ensaios realizados, quando administrado por via oral.
Foram notados nos animais tratados, 0s seguintes sintomas aumento da motilidade,
piloerecdo, mordida da cauda, ataxia, perda dos reflexos corneanos, passividade e alteracdo na
coloragdo da urina. Todas essas alteragdes foram observadas na dose de 5000mg/kg do
EHFTF em relacdo ao grupo controle, no qual revela que a DL50 é maior que 5000mg/kg v.o.
Porém ndo houve morte de nenhum dos animais tratados. Durante todo o periodo
experimental os animais examinados diariamente quanto aos aspectos clinicos também néo
apresentaram alteracdes significativas em relagdo ao grupo controle.

A meédia do peso corporal nos intervalos (0, 7, 14 dias) ndo apresentou diferenca
significativa nos pesos dos animais tratados com 5000 mg/kg do EHFTF, quando comparados
ao Controle (Tabela 2)
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Tabela 2: Média do peso corporal (g) dos animais tratados com 5000 mg/kg do EHFTF e

do grupo Controle

Dias Controle EHFTF

5000mg/kg

Dia 0 28,0£1,5¢ 29,0£2,9¢
(n=3) (n=3)

Dia7 29,0£2,7¢ 30,0£4,0g
(n=3) (n=3)

Dia 14 29,0£5,2¢ 30,0+4,69
(n=3) (n=3)

Na analise macroscépica dos 6rgaos, os animais tratados com EHFTF na dose de 5000
mg/kg ndo exibiram altera¢fes organicas na coloracdo, volume e textura, quando comparado
com o grupo controle e ndo houve diferenca significativa nos pesos dos ¢érgdos (baco,
coracdo, figado, pulmdes e rins) quando comparados ao controle. Os resultados demonstram
gue os 6rgdos essenciais como figado e rins ndo foram adversamente afetados durante todo o
tratamento. As doses escolhidas para o screening anti-inflamatorio foram equivalente a no
maximo 10% da DL50, no qual o valor da DL50 é superior a 5000 mg/kg v.o. o que classifica

como um composto de baixa toxicidade.

Avaliacdo da resposta antiinflamatoria do extrato hidroetandlico das folhas de Tocoyena
formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Teste do edema de pata induzido por carragenina

Os resultados mostram que o extrato (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) reduziu
significativamente o edema de pata induzido por carragenina ap6s as 2, 3, 4 e 5 horas de sua
administracdo, sendo que a dose mais eficaz (200mg/kg) reduziu em 55,03%, 42,84%,
57,47%, 42,03%, respectivamente e a indometacina reduziu o edema 1, 2, 3, 4 e 5 horas em
58,23%; 61,66%; 65,56%; 79,59% e 80,31%, respectivamente, em relacdo ao controle (Figura
1A). As doses de 100, 200 mg/kg ndo alteraram o edema dos animais submetidos ao teste na
primeira hora. A indometacina manifestou seu efeito na 1° hora apds sua administragéo,
mantendo uma reduc¢do do edema até a 5° hora, assim como o extrato (100 e 200 mg/kg). Foi
realizada a pesagem das patas, no qual confirma a acdo do extrato como antiedematogénico,
principalmente nas doses de 400 e 200 mg/kg que apresenta significAncia em relacdo ao
controle. (Figura 1B)
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Figura 1: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a inflamagédo (edema) na pata induzida por
carragenina 1% (i.pl.) na pata traseira esquerda e salina na direita (n=6). Os resultados sdo apresentados
como: A: Os simbolos e linhas indicam as médias + erro padrio da Média da variagio (A) da diferenca do
volume (ml) da pata direita e esquerda em relagéo aos valores basais; B: As Barras e linhas indicam as
médias + erro padrdo da Média da diferenca do peso (g) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores
basais. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo
(Salina); A: ANOVA Two-Way seguido do Teste de multiplas comparagdes de Tukey, B: ANOVA One-
Way seguido do Teste de multiplas comparactes de Tukey.

Teste do edema de pata induzido por dextrana

Os dados indicam que o EHFTF (200 e 400mg/kg) foi eficaz na redugéo significativa
do volume do edema da pata induzido por dextrana em relacdo ao controle. A dose de 200
mg/kg, foi capaz de impedir o desenvolvimento do edema em 35,60%, 30,76%, 33,32%,
33,32% e 39,64%, a dose de 400 mg/kg promoveu uma inibicdo de 45,45%, 41,95%, 56,81%,
54,54% e 43,86% e a indometacina foi capaz de reduzir o edema em 78,78%, 72,02%,
71,21%, 69,72% e 68,09% nos tempos de 30, 45, 60, 90 e 120 min, respectivamente (Figura
2). A dose de 200 e 400 mg/kg exibi um efeito anti-inflamatorio significativo com acéo inicial
aos 30 min da administracdo e ao longo de todo teste, com efeito maximo aos 120 min, ao
contrario da dose de 100 mg/kg que apresenta acdo tardia com resultado significante somente
aos 90 min. A indometacina manifestou seu efeito maximo nos primeiros 30 min e manteve
uma reducdo do edema até os 120 min. Para ratificar os dados do plestismémetro, foi
realizada a pesagem das patas edemaciadas, no qual o EHFTF na dose de 200 e 400mg/kg

mostrou-se significante na reducdo do processo inflamatorio em relacdo a Salina.
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Figura 2: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a inflamacgdo (edema) na pata induzida por
Dextrana 1% (i.pl.) na pata traseira esquerda e salina na direita (n=6). Os resultados sdo apresentados
como: A: Os simbolos e linhas indicam as médias + erro padrio da Média da variagio (A) da diferenca do
volume (mL) da pata direita e esquerda em relagéo aos valores basais; B: As Barras e linhas indicam as
médias + erro padrao da Média da diferenca do peso (g) da pata direita e esquerda em relacdo aos valores
basais. ****p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo
(Salina), A: ANOVA Two-Way seguido do Teste de multiplas comparagdes de Tukey, B: ANOVA One-
Way seguido do Teste de multiplas comparac6es de Tukey.

Teste de permeabilidade vascular

Para verificar a participacdo do processo de permeabilidade vascular no potencial
antiinflamatério do extrato foi selecionado para esse teste a menor dose efetiva do extrato
(200mg/kg) de acordo com os testes supracitados. Os valores ilustram o efeito do extrato
sobre a inflamacdo induzida por carragenina intradérmica no dorso dos animais, no qual foi
comparado o efeito do EHFTF sobre a migracdo proteica/celular (Exsudato), analisada a partir
do peso tecidual edemaciado (Figura 3A) e da concentragdo do Azul de Evans no
sobrenadante (Figura 3B) em relacdo ao controle. O EHFTF e a indometacina reduziu
significativamente o edema (g) em 94,32%, 94,56%, respectivamente. Quanto a avaliacdo do
exsudado leucocitario extravasado (nm) o EHFTF e a indometacina, produziu inibi¢do de
19,47%, 37,17%, respectivamente.
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Figura 3: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a inflamac&o (edema) induzida por injecfes de
carragenina 1% (i.d.) no dorso de camundongos (n=6). Os resultados sdo apresentados como: A: As
Barras e linhas indicam as médias + erro padrdo da Média do peso (g) entre os grupos tratados em relagéo
aos controle (salina); B: As Barras e linhas indicam as médias * erro padrdo da Média da absorbéancia
(nm) do Azul de Evans extravasado junto ao conteldo proteico e leucocitario em relagdo ao Controle
(salina). ****p<0,0001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo; A e B: ANOVA
One-Way seguido do Teste de multiplas comparac@es de Tukey.

Teste do edema de orelha induzido por 6leo de créton

Os dados mostram que o EHFTF ndo promoveu reducdo do processo inflamatorio e
consequentemente do edema de orelha a nivel tépico, onde os valores apresentados ndo foram
significantes em relacdo ao grupo controle. A dexametasona por sua vez, exerce seu efeito

antiedematogénico topico de maneira significativa e eficaz. (Figura 4)
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Figura 4: Efeito do extrato administrado por via tépica sobre a inflamacgdo (edema) na orelha induzida
por Oleo de Créton na orelha direita e Acetona na esquerda (n=6). Os resultados foram expressos como
medias e erros padrfes do percentual da diferenca de peso em miligramas entre as orelhas direita e
esquerda (A) *p<0,05, quando comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA One-Way seguido
do Teste de multiplas comparaces de Tukey.

DISCUSSAO

Esse estudo inédito caracterizou quimicamente o Extrato Hidroalcoolico das folhas da
Tocoyena formosa (Cham. & Schlitdl.) K. Schum. a partir de um screening fitoquimico, e
também sua atividade tdxica e antiinflamatoria, avaliada a partir de modelos experimentais in
vivo. O motivo para a escolha da fracdo Hidroalcodlica deve-se ao fato que o numero de
compostos ativos € muito maior, além da facilidade de extracdo e purificacdo por meio desta
fracéo.

O extrato por sua vez, ndo promoveu toxicidade apresentando poucos efeitos sobre o
SNC e efeitos sistémicos, diante dos resultados, observamos que a toxicidade oral aguda do
EHFTF é maior que 5000 mg/kg, segundo os critérios experimentais adotado. Dessa forma o
EHFTF apresenta uma concernente margem de seguranca para a utilizacdo como agente
terapéutico, porém outros estudos precisam ser realizados para estabelecer sua eficacia sem a
promogcéo de efeitos colaterais, especialmente apds a exposicéo repetida em baixas dosagens,
portanto, estudos de toxicidade sub-cronica ou crénica do mesmo precisa ser realizados para
determinar seu risco-beneficio.

Os dados mostram que o EHFTF apresenta uma eficacia anti-edematogénica

significativa principalmente na dose de 200mg/kg, esse efeito foi estimado, utilizando-se o
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edema da pata induzido por carragenina, pois € um método que cogita 0s estdgios iniciais do
processo inflamatorio agudo (LAPA,; et. al., 2007). Essa atividade anti-edematogénica reforca
a indicacdo de que mecanismos anti-inflamatorios estdo envolvidos na efetividade exercida
pelo extrato nesse teste, pois a inibigdo promovida pelo o EHFTF em cada periodo de tempo
nesse teste mostra que o0 mesmo tem um efeito antagonista ndo-seletivo sobre a liberacéo ou
sintese dos mediadores, pois como na 1° hora apds a administracdo de carragenina, 0 aumento
da permeabilidade vascular € mediada por histamina e serotonina, na 2° hora por cininas e na
3° hora por prostaglandinas e éxido nitrico (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971),
isso indica portanto, que o EHFTF esteja reduzindo ou inibindo principalmente a liberacdo
das cininas, prostaglandinas (PG’s) e 6xido nitrico (NO), j& que o0 extrato s6 comeca a agir
apos a 2° hora da administracdo da carragenina, dando indicios de que os constituintes do
extrato tem acdo antiedematogénica por essas vias inflamatorias.

Os resultados revelam que o extrato também apresenta eficacia antiinflamatoria
significativa no teste de edema de pata induzido por dextrana, tendo como menor dose eficaz
a de 200mg/kg, porém, com uma diferenca significancia em relacdo ao teste anterior. Uma das
possiveis explicacfes é que a formacdo deste edema € mediada pela liberacdo de aminas
vasoativas, pela serotonina e histamina, mas também por cininas e prostaglandinas, causando
edema osmotico (LAPA; et al. 2008), corroborando com a teste de edema induzido por
carragenina, pois na 1° hora de inducgdo da carragenina os mediadores inflamatérios também
sdo serotonina e histamina e o extrato ndo apresentou efeito significante, dessa forma a
possivel acdo do extrato também nesse teste pode ter sido pela inibicdo das vias das cininas e
prostaglandinas

Para confirmar ainda mais a hipGtese do extrato como anti-inflamatorio foi
selecionado a menor dose efetiva do extrato (200mg/kg) para avaliagdo da migragéo celular.
Levando em conta que o processo de inibicdo da migracdo de leucdcitos € também uma das
acOes caracteristicas de compostos com propriedades anti-inflamatérias, o teste da
permeabilidade vascular induzida pela carragenina avaliou a agdo do EHFTF nessa migracéo,
pois farmacos com efeito anti-inflamatorio, potencialmente reduzem e/ou inibem a
transmigracao leucocitaria por bloquear a sintese e/ou liberacdo de mediadores quimiotaticos
ou bloquear o processo de alguma fase da migragdo (MULLER, 2002). No teste citado a
administracdo do extrato, promoveu reducdo significativa da migracdo leucocitaria pelo o
bloqueio de algumas dessas fases para lesdo tecidual induzida. Esse resultado revela a
especificidade da acdo promovida pelo EHFTF em influenciar o estabelecimento do processo

inflamatorio por meio da diminuigdo da migracdo de leucdcitos.
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Essa reducdo fomentada pelo extrato pode ser mediada por bloqueio das vias das
prostaglandinas, pois nesse teste 0 processo de migracao pode ser inibido por diversos AINES
que sdo inibidores das prostaglandinas e parece estar principalmente relacionada com a
reducdo/inibicdo de PGF,, (MENEZES; et al., 2005), e como foi demonstrado acima nos
testes anteriores o0 extrato possivelmente apresenta acdo sobre as protaglandinas, o que pode
estar inibindo o extravasamento leucocitario por essa via, como também pela via do NO, pois
este € responsavel também pela interferéncia no recrutamento leucocitario (MONCADA;
PALMER; HIGGS, 1991) podendo o extrato estar inibindo essa via e consequentemente a
migracdo dessas células. Isso sugere e reforca que o mecanismo de acao esta relacionado com
a inibi¢ao das PG’s e/ou NO.

O desenvolvimento do edema de orelha induzido por 6leo de créton é mediada
principalmente pela serotonina e histamina (PARVEEN et al., 2007). Nesse teste o tratamento
topico com EHFTF néo inibiu a formacdo do edema, seguindo perfil semelhante ao obtido
com o controle negativo do teste, pois o efeito principal da formacéo desse edema se deve a
serotonina e histamina como citado acima, e nos testes anteriores o extrato tem mostrado
inatividade sobre essas aminas, além disso, possa ser que 0 extrato possua compostos com
baixa absor¢do cutanea, o0 que pode ser uma possivel explicacdo para a ineficacia do mesmo
para a via de administracdo topica, dando indicios que 0 extrato ndo possui acgdo
antiinflamatdria e antiedematogénica a nivel tépico, somente a nivel sistémico (v.0.), mas
para comprovar isso € indispensavel realizar outros modelos de inflamacdo cutanea ou de
edema de orelha induzido por variados agentes irritantes.

Esse estudo demonstrou, a partir dos dados, que as substancias presentes nesse extrato,
tais como: taninos, flavanoides, triterpendides e saponinas, sdo responsaveis pelo potencial
terapéutico antiinflamatério, ja que na literatura essas substancias, possui esse efeito
confirmado como mostra os estudos de Mello e Santos (2001); Emin; Oliveira; Lapa, (1994);
Ikeda et al. (2008), Sparg et al. (2004), respectivamente. Assim pode-se inferir que o EHFTF
apresenta diversas substancias de produtos do metabolismo secundario com diferentes
propriedades antinflamatorias e que age por mecanismos de forma sinérgica ou nao.

Além disso, os constituintes do EHFTF, como compostos fendlicos (taninos),
flavandides, triterpendides apresenta excelente atividade antioxidante, comprovado por meio
dos estudo de Rocha, et. al, (2011); Fang et. al, (2011); Quiao, et. al (2015), respectivamente.
A atividade antioxidante, por usa vez promove reducdo da formacao de radicais livres, no
qual estes s@o responsaveis por promover, facilitar ou coparticipar do desenvolvimento do
processo inflamatdrio e de lesdo tecidual (FERREIRA, et. al, 2007).
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Por isso o isolamento de maneira apropriada dos constituintes ativos pode ajudar na
pesquisa de drogas e novos compostos com atividade anti-inflamatoria, onde se faz necessario
também estudos com constituinte ativo relacionados com a modulacdo de enzimas e
substancias pré-inflamatorias para entender o mecanismo de a¢do em relagdo ao observado na
atividade anti-inflamatoria descrita pelo o extrato.

O presente estudo acende perspectivas propedéuticas ao uso do extrato de Tocoyena
formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum. como agente antiinflamatério com caracteristicas
semelhantes em alguns testes a indometacina, no qual a comprobacdo deste evento requer
outras investigacOes, e também novos estudos necessitam serem efetivados para detecgdo e

esclarecimento dos possiveis mecanismo de acao da substancia em estudo.

CONCLUSAO

Conclui-se, portanto, que o Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa
(Cham. & Schlecht.) K. Schum apresenta baixa toxicidade aguda e atividade anti-inflamatoria

aguda com possivel acdo sobre a via das prostaglandinas e/ou 6xido nitrico.
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4.2 ARTIGO 2

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E GASTROPROTETORA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Tocoyena formosa (Cham. &
Schlecht.) K. Schum.

Francisco Rafael Alves Santana Cesario?, Thais Rodrigues de Albuquerque?, Maria Rayane
Correia de Oliveirat, Giovana Mendes de Lacerda?, Lindaiane Bezerra Rodrigues?, Anita

Oliveira Brito Pereira Bezerra Martins?, Irwin Rose Alencar de Menezest

1 Departamento de Quimica Biol6gica, Programa de Pds-Graduacdo em Bioprospec¢do
Molecular, Laboratorio de Farmacologia e Quimica Molecular Universidade Regional do
Cariri, Universidade Regional do Cariri, 63105-000, Crato, CE, Brasil

RESUMO: A Ulcera péptica é uma desordem gastrica que afeta milhdes de pessoas em todo o
mundo, e tém sido uma das causas mais importantes de morbidade e mortalidade. Diversos
medicamentos sdo utilizados para o tratamento da Ulcera péptica, contudo, causam muitos
efeitos colaterais. Neste sentido, novos estudos se torna necessario para que novas alternativas
terapéuticas sejam descobertas. Os produtos naturais representam uma importante alternativa
para o descobrimento de compostos com atividade gastroprotetora. Sobre a Tocoyena formosa
(Cham. & Schltdl.) K. Schum ndo existem estudos em lesdes gastricas, sendo esta muito
ressaltada na medicina tradicional para morbidades inflamatérias e sintomas géastricos. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante e gastroprotetora do
extrato hidroalcodlico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht) K. Schum
(EHFTF). Para avaliacdo da atividade antioxidante foram realizados os testes de FRAP e
DPPH, e para avaliacdo da atividade gastroprotetora foram realizados os testes de inducdo de
lesdo géstrica por etanol, etanol acidificado, indometacina e barreira fisica. No teste FRAP, o
EHFTF apresentou ECs, de 558.66 uM FeSQO,/g e a vitamina C apresentou ECsy de 867.52
uM FeSO4/g. No teste de DPPH, o EHFTF apresentou 1Csy de 189.78 pg/ml e a vitamina C
apresentou 1Cso de 89.79 pg/ml. Nos testes de indugdo de lesdo por etanol todas as doses
apresentaram significancia em relagdo ao controle; no teste de lesdo gastrica induzida por
etanol acidificado e indometacina, apenas a dose de 200mg/kg apresentou significancia. No

teste de barreira fisica, 0 EHFTF apresentou evidencias da formacao de camada protetora no
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muco, agindo na protegédo local. Conclui-se, portanto, que o0 EHFTF possui atividade

antioxidante e gastroprotetora.

Palavras-chave: Ulceras péptica, Tocoyena Formosa, Antioxidante, Gastroprotecao.

INTRODUCAO

O estilo de vida moderno influencia e contribui no aparecimento de diversas doengas,
principalmente aquelas do trato gastrointestinal (TGI). A Ulcera péptica constitui uma
desordem TGI que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo, e tém sido uma das causas
mais importantes de morbidade e mortalidade (DONATINI; et. al. 2009). A Ulcera péptica é
causada devido ao desequilibrio entre os fatores que agridem e aqueles que defendem a
mucosa gastrica (HAFEZ; et al., 2013).

Apesar de ja existirem diversos medicamentos para o tratamento da Ulcera péptica, 0s
mesmos causam muitos efeitos colaterais, o que torna necessario a realizacéo de estudos para
gue novos compostos sejam descobertos, e para que esses efeitos colaterais sejam
minimizados e talvez totalmente eliminados, trazendo assim uma melhoria na salde da
populacdo (BRAZ; et al., 2013).

O aparecimento das espécies reativas de oxigénio é um processo normal advindo do
metabolismo celular, porém quando ha excesso dessas espécies, acaba levando a lesdes e
principalmente na formacdo de Ulceras gastricas (SUZUKI; et al., 2012). Dessa forma, o0s
antioxidantes atuam promovendo a salde tecidual e prevencdo de lesGes, uma vez que estes
evitam a formacdo de radicais livres por promoverem sua decomposi¢do. Varios estudos tem
mostrado o surgimento de novos antioxidantes naturais, que atuam na reducdo de doencas
(FERREIRA,; et al., 2007; DO; et al., 2015; SMITH; et al., 2015).

A Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schun é uma pequena arvore ornamental
popularmente conhecida como "Jenipapo do campo", possui vegetacdo fisionomicamente
floristica diversificada sendo muito impressionante e tem flores amarelas e verdes
(HAMERSKI; et al., 2008) sendo usada na medicina popular do Nordeste do Brasil como
anti-inflamatorio no tratamento das dores reumaticas (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006).

Este estudo ira investigar o efeito antioxidante e gastroprotetor contra em lesbes
gastrica do extrato hidroalcoolico das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K.

Schum avaliando fatores fisicos e quimicos induzidos em modelos Ulcera gastrica em ratos.



89

MATERIAL E METODOS
Material botanico

As folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram coletadas na
Chapada do Araripe, localizada no municipio de Crato-CE, regido do Cariri, sul do Ceara,
nordeste do Brasil. Uma amostra representativa da espécie (Exsicata) contendo fruto foi
encaminha para identificacdo junto ao Herbario Dardano de Andrade Lima da Universidade
Regional do Cariri - URCA. O material botanico foi seco por 48hs a temperatura ambiente;
logo apos foi pesado e triturado, sendo em seguida submetido a extracdo em solvente etanol e
agua destilada (na proporcéao 1:1), por um periodo de 72h. O extrato hidroalcoolico formulado
foi filtrado para retencdo de material sélido, onde o filtrado, concentrado por destilacdo do
solvente em evaporador rotativo a uma temperatura entorno dos 50°C a 40rpm. O extrato final
foi concentrado em banho-maria (50°C) por 72h, apds foi congelado e liofilizado. O material
final foi acondicionado em frasco ambar e refrigerado sendo solubilizado antes da experiéncia

e centrifugado, se necessario.
Prospeccdo quimica qualitativa

A prospeccdo fitoquimica do extrato e das fracOes foi realizada para determinacéo de
compostos secundarios presentes no EHFTF, segundo a metodologia de Matos (2002), sendo
avaliada a existéncia das principais classes, como: Fenois, Taninos, Antocianinas,
Antocianidinas, Flavandides, Leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, alcaloides,
Esterdides, Triterpendides e Saponinas. Essa metodologia aborda a observacdo visual de

coloracdes e formacao de precipitados ap0s a exposicao a reagentes quimicos especificos.

Determinacdo da atividade antioxidante pelo método de Reducdo do Ferro - Ferric
Reducing Antioxidant Power (FRAP)

O método FRAP baseia-se na redugdo de elétrons e a reagdo ocorre pela formacéo do
complexo TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) mais Fe** (cor amarela) com o antioxidante
presente, no qual faz com que o ferro seja reduzido (coloracdo azul). O reagente FRAP foi
preparado através da mistura de 25 ml de tampdo acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 ml de
solugéo TPTZ (10 mM de TPTZ em HCI 40 mM) e 2,5 ml de FeCl; (20 Mm) em solugéo
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aquosa e aquecida a 37°C/30 min em banho Maria. Para analise, aliquotas de 100uL do
EHFTF (nas concentracdes de 400, 200, 100, 50 e 25 pg/ml), 270uL de dgua destilada e 3 ml
de reagente FRAP foram adicionadas aos tubos de ensaio (em triplicata) por 30min em
temperatura ambiente.

A curva de calibracdo foi feita utilizando uma solucéo de sulfato ferroso diluida para
obter pontos da curva: 200, 500, 1000, 1500 ¢ 2000uM. Para analise, 90 uL de cada ponto da
curva, 270 uL de 4gua destilada e 2,7 ml do reagente FRAP foram pipetados nos tubos de
ensaio (em triplicata) a 37°C/30 min em banho Maria. A curva de calibra¢do foi determinada
por regressdo linear para obtencdo da equacdo da reta. As leituras das absorbancias foram
realizadas em espectrofotdmetro calibrados a 593 nm de comprimento de onda. Os resultados
foram expressos como media + erro padrdo da média de micro mols de ferro®* por grama da
amostra (umol Fe**SO*/g) (RUFINO et al., 2006)

Determinacéo da Atividade Antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante do EHFTF foi determinada através da capacidade do mesmo
de sequestrar ou consumir o radical estavel livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) por
fotocolorimetria in vitro. Para analise, as amostras foram colocadas em placas de 96 pocos,
onde foram adicionadas 50pl de cada concentragéo do EHFTF (400, 200, 100, 50, 25 pg/ml)
+ 50ul de solvente (4gua) e 100ul de solucdo de DPPH (30mg/ml) em triplicata; como
controle positivo foi utilizado 50ul de &cido ascérbico de cada concentracdo (400, 200, 100,
50, 25 pg/ml) + 50ul de solvente (dgua) e 100ul de solucdo de DPPH em triplicata. Para os
controles foram utilizados: 100ul dos respectivos solvente em 100ul de solucdo de DPPH,
para cada grupo tratado foram realizados testes em branco com solventes (etanol e agua,
respectivamente) mais as amostras. Para cada po¢o da placa o volume final foram de 200 pl.
Apos o tempo de estabilizacdo de 30min (em ambiente escuro), as leituras foram realizadas
usando o comprimento de onda de 517 nm em leitor de placa de ELISA. A curva padréo foi
determinada por leituras sucessivas no mesmo comprimento de onda (517nm). A absorbancia
foi lida sendo a atividade antioxidante convertida em porcentagem de inibicdo. (RUFINO et
al., 2007)

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, de idade adulta, com peso de 20-30g

provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte - FMJ. Os
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animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno com tampa de aco inox, forradas
com maravalha autoclavada. O fotoperiodo foi de um ciclo claro/escuro de 12/12 h diarias. Os
animais foram mantidos em jejum de sélidos por um periodo de 16-18 h antes do
experimento. A agua filtrada foi fornecida ad libitum para os animais. Os animais foram
manipulados de acordo com procedimentos para o uso cientifico de animais estabelecido pela
lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Utilizacdo de Animais da Universidade Regional do Cariri — URCA com processo sob N°
00198/2014.1.

Lesdo gastrica induzida por etanol

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucdo salina (0,9%,
0,1ml/10g v.o; controle negativo); Omeprazol (30mg/kg v.o.; controle positivo) e EHFTF nas
concentracdes de 200, 100 e 50 mg/kg v.o. 1 h antes da inducdo da ulcera. Logo apds, foi
administrado o etanol na dose de 0,2 ml v.o. (1h ap6s os tratamentos) em todos 0S grupos;
posterior a inducdo (30min apds o etanol) os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, sendo em seguida laparatomizados para resseccdo dos seus estbmagos, lavados em
solucdo fisioldgica de 0,9%, abertos pela grande curvatura e analisados pelo o método
informatizado. (ROBERT et. al.,1979)

Leséo géstrica induzida por etanol acidificado com &cido cloridrico

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucdo salina (0,9%,
0,1ml/10g v.o.; controle negativo), Omeprazol (30mg/kg v.o.; controle positivo) e EHFTF nas
concentragfes de 200, 100 e 50mg/kg v.o. 1h antes da inducdo da Ulcera. Logo apds, foi
administrado o etanol acidificado (0,3M de HCL em etanol 60%) na dose de 0,2 ml v.o. (1h
apos os tratamentos) em todos 0s grupos; posterior a inducdo (1h apds o etanol acidificado) os
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, sendo em seguida laparatomizados
para resseccdo dos seus estdbmagos, lavados em solucéo fisiologica de 0,9%, abertos pela
grande curvatura e analisados. (MIZUI et.al, 1987)
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Lesdo gastrica induzida por indometacina

Os camundongos foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em cinco
grupos (n=6), os mesmos foram pré-tratados com administracdo de solucdo salina (0,9%,
0,1ml/10g v.0.; controle negativo), Omeprazol (30mg/kg v.o.; controle positivo) e EHFTF nas
concentragfes de 200, 100 e 50mg/kg v.o. 1h antes da inducdo da Ulcera. Logo apds, foi
administrado a indometacina 10mg/kg na dose de 0,2 ml v.o. (1 h apds os tratamentos) em
todos os grupos; posterior a inducéo (3h apds a indometacina) foram repetidos os tratamentos
e os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical ap6s 6h da inducdo, sendo em
seguida laparatomizados para resseccdo dos seus estbmagos, lavados em solugéo fisiologica
de 0,9%, abertos pela grande curvatura (DJAHANGUIRI et. al, 1969) e analisados a partir de
escores (pontos de 1 a 6 de acordo com as lesBes apresentadas) previamente estabelecidos
segundo o método de LAPA, et al. (2008)

Barreira fisica

Com a finalidade de analisar o possivel mecanismo do EHFTF envolvido no efeito
gastroprototetor por atuacdo a nivel local e/ou sisttmico realizou-se o teste de barreira fisica.
Neste teste foi utilizada a dose de 200 mg/kg do EHFTF, por apresentar uma significativa
protecdo gastrica (dose eficaz) em todos os outros testes nos modelos classicos de leséo
gastrica realizados anteriormente.

Os animais foram separados aleatoriamente, pesados e divididos em trés grupos (n=6),
0s mesmos foram pré-tratados com administracdo de solugdo salina (0,9%, 0,1ml/10g; v.o.;
controle negativo), EHFTF 100mg/kg v.o. 1h antes da inducdo da Ulcera e EHFTF 100mg/kg
i.p. 30min antes da inducdo da Ulcera. Logo apds, foi administrado o etanol na dose de 0,2 ml
v.0. em todos 0s grupos; posterior a inducdo (30 min ap6s o etanol) os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, sendo em seguida laparatomizados para ressecgdo
serdo seus estdbmagos, lavados em solucdo fisiologica de 0,9%, abertos pela grande curvatura

e analisados pelo o método informatizado. (LAPA, et al., 2008).

Analise informatizada das lesdes gastricas induzidas

Os estdbmagos foram estirados em uma placa de Scanner® onde foram captadas

imagens e digitalizadas em um computador para analise, medicdo e quantificacdo das das
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lesbes macroscopicas (face glandular) com o uso de um programa de planimetria

computadorizada (ImageJ®).

Andlise estatistica

Foi empregado o programa Software GraphPad Prism versdao 6.0, onde os dados
paramétricos foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para a verificacao
das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada analise de variancia (ANOVA) de uma
ou duas vias conforme o protocolo experimetal, seguido do teste de Tukey de multiplas

comparagdes. Para todas as analises foi considerado significativo p<0,05.

RESULTADOS

Material boténico e prospeccdo quimica qualitativa

A coleta das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum teve uma
pesagem de 2.240g, ap6s os procedimentos de preparacdo do material botanico e extracao
hidroalcodlica obteve-se um resultado de 209,82g, dessa forma, o rendimento obtido foi de
9,36%.

A prospeccdo quimica qualitativa do Extrato Hidroalcoolico das folhas de Tocoyena
formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foi capaz de identificar as seguintes classes de
metabolitos secundérios: taninos condensados, flavonoides, flavondis, xantonas, chalconas,
auronas, flavononois, flavonas, Flavononas, Leucoantocianidinas catequinas, Triterpendides

pentaciclicos, Saponinas.

Atividade antioxidante pela reducéo do ferro (FRAP)

A atividade antioxidante avaliada através da reducdo do ferro, em todas as doses
testadas do EHFTF, apresentaram significancia em relacdo ao controle negativo (FeSO,) e
positivo (Vitamina C). Quando comparado ao controle negativo, as doses de 25 e 50 pg/mL
apresentaram significancia de p<0,05 e as doses de 100, 200 e 400ug/mL apresentaram
significancia de p<0,0001. Em relagdo ao controle positivo, as doses de 25 e 400ug/mL

apresentaram significancia de p<0,001, enquanto que as doses de 50, 100 e 200ug/mL
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apresentaram significancia de p<0,0001 (Figura 1). Dessa forma, o EHFTF mostrou atividade

antioxidante mais eficaz do que a vitamina C.

O Feso,

E vitaminc (1Ic5,=867.52 uM Feso,/g)

B eqrTr 1c50=558.66 uM Feso,/g)

e

Absorbance (593 nm)

Concentracdopg/ml

Figura 1. Efeito do extrato na atividade antioxidante pelo método de reducéo de ferro (FRAP).
Cada coluna representa a média da absorbancia em relagdo as concentragoes testadas. Dados
expressos como Média + Erro Padrdo da Meédia (EPM), *p<0,05, ****p<0,0001, quando
comparados com o controle negativo (FeSO,); ###p<0,001, ####p<0,0001, quando comparados ao
Controle Positivo (Vitamina C) ANOVA Two-Way seguido do Teste de multiplas comparacoes de
Dunnett’s.

Atividade antioxidante pelo método DPPH

No teste de DPPH, a vitamina C nas diferentes concentragdes apresentou significancia
em relacdo ao EHFTF em todas as doses testadas. A vitamina C na dose de 25 pg/ml
apresentou inibicdo de 46,53%, o EHFTF de 29,25%; na dose 50 pg/ml a 63,07% , o
EHFTTF de 29,93%, 100 pg/ml a vitamina C apresentou inibicdo de 67,50% e o EHFTF de
24,91%; nas doses de 200 e 400 pg/ml apresentaram inibicdo de 71,94% e 75,28%,
respectivamente para vitamina C, e de 52,69% e 57,36% respectivamente para o0 extrato
(Figura 2).
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Figura 2. Efeito do extrato na atividade antioxidante pelo método DPPH. Cada coluna representa
a média do percentual de inibicdo em relacdo as concentracfes testadas. Dados expressos como
Média + Erro Padrdo da Média (EPM), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, do Controle Positivo
(Vitamina C) quando comparados ao EHFTF, ANOVA Two-Way seguido do Teste de multiplas
comparacdes de Sidak’s.

Lesdo gastrica induzida por etanol absoluto e etanol acidificado

No grupo que recebeu solucdo salina os estbmagos apresentaram uma maior area
lesionada, com média de 1.367 + 1,38 cm?. O grupo que recebeu Omeprazol, farmaco de
referéncia, apresentou média de 0,6621 + 0,12 cm? apresentando uma reducdo da area
ulcerada de 51,56%, com significancia p<0,01 quando comparado ao controle negativo. O
grupo que recebeu o EHFTF na dose de 50 mg/kg apresentou uma média de 0,7497 + 0,06
cm?, apresentando uma reducdo da &rea ulcerada de 44,11%, apresentando significancia de
p<0,0001. No grupo que recebeu o0 EHFTF na dose de 100 mg/kg, a area ulcerada teve uma
média de 0,8586 + 0,12 cm?, apresentando uma reducdo da area ulcerada de 37,19%, com
significancia de p<0,001. O grupo que recebeu o EHFTF na dose de 200 mg/kg, apresentou
uma média de 0,6627 + 0,08 cm?, apresentando uma reducdo da area ulcerada de 51,52%,
com significancia de p<0,01 em relagéo ao grupo salina. (Figura 3A)
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Figura 3. Efeito do extrato administrado por via oral sobre as lesdes gastricas Induzidas por Etanol (n=6) (A) e
Etanol Acidificado (n=6) (B). Cada coluna representa a média da &rea lesionada em relagdo aos grupos tratados.
Dados expressos como Média = Erro Padrdo da Média (EPM), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, quando
comparados com o Controle Negativo (Salina) A e B: ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas
comparacdes de Tukey e Teste t pareado.

O grupo que recebeu apenas salina apresentou uma maior area lesionada com média
de 0,7868 + 0,11 cm? O grupo que recebeu Omeprazol, farmaco de referéncia, apresentou
uma média de 0,3204 + 0,1158 cm?, apresentando uma reducdo da &rea ulcerada de 59,28%
com significancia de p<0,05 em relacdo ao controle negativo. Os grupos que receberam o
EHFTF nas doses 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram as respectivas médias 0,5783 + 0,11
cm?; 0,4588 + 0,08 cm?; 0,3998 + 0,06 cm?. Onde apenas a dose de 200 mg/kg reduziu a &rea
ulcerada em 49,18% e apresentou significancia de p<0,05 em relacdo ao grupo salina. (Figura
3B)

Lesdo gastrica induzida por indometacina

No grupo que recebeu apenas solucdo salina as areas ulceradas apresentaram maior
pontuacdo no escore adotado, com média de 6 + 0,54 pontos. O grupo que recebeu Omeprazol
apresentou média de 4,125 + 2,05 pontos, com significancia de p<0,05 em relagdo ao controle
negativo. Os grupos que receberam o EHFTF nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram
respectivamente as seguintes médias: 5,477 + 0,43 pontos; 4,475 + 0,66 pontos; 3,425 + 0,29
pontos. Apenas a dose de 200 mg/kg reduziu a area ulcerada em 42,91% e apresentou

significancia em relagdo ao grupo salina, de p<0,01 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do extrato administrado por via oral sobre as lesdes gastricas Induzidas por
Indometacina (n=6). Cada coluna representa a média da area lesionada em relagdo aos grupos
tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM), *p<0,05, **p<0,01,
quando comparados com o Controle Negativo (Salina), ANOVA One-Way seguido do Teste de
multiplas comparagdes de Tukey.

Barreira fisica

O grupo que recebeu solucdo salina apresentou uma maior média, a qual foi de 1,074 +
0,15 cm?. O grupo o qual recebeu 0 EHFTF intraperitoneal apresentou média de 0,827 + 0,10
cm?, e 0 grupo que recebeu o EHFTF via oral apresentou média de 0,604 + 0,07 cm?. As vias
pelas quais o EHFTF foi administrado mostrou significancia em relagcdo ao grupo salina,
podendo inferir que a contribui¢do para barreira fisica é consideravel apesar de haver uma

discreta acdo pela via sistémica (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do extrato administrado por via oral e intraperitoneal sobre a formacéo de
barreira fisica (n=6). Cada coluna representa a média da area lesionada em relagdo aos grupos
tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrédo da Média (EPM), *p<0,05, quando
comparados com o Controle Negativo (Salina), ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas
comparacdes de Tukey e Teste t pareado.

DISCUSSAO

A pesquisa envolvendo o uso das plantas medicinais para cura e prevencgéo de doencas
estd em ocorrendo em todo o mundo (ABDELWAHAB, et. al, 2013), pois 0s compostos
oriundos das plantas tém grande potencial para prevenir e curar doencas. (MALL, 2015).
Diante disso, esse estudo foi realizado e mostra pela primeira vez que o extrato obtido a partir
das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum (EHFTF) promove um efeito
antioxidante e gastroprotetor significante em testes experimentais in vitro e in vivo,
respectivamente.

Os resultados mostram que o EHFTF apresentou atividade antioxidante, pois na
determinacdo dessa atividade, quando avaliada através do método de apreensdo do radical
livre DPPH, o extrato demonstrou captura-lo, verificado e determinado através da quantidade
inibida e do grau de descoloracdo da amostra com DPPH. Quando estimada pelo método de
reducdo do teor de ferro (FRAP), o EHFTF demonstrou reduzir o FeSQO,, verificado e
determinado atraveés da leitura das absorbancias. Ambos os métodos, apresentaram correlagédo
demonstrando atividade antioxidante do EHFTF mesmo seguindo metodologias diferentes.

O EHFTF possui as seguintes classes de metabdlitos secundario: taninos condensados,
flavondides, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavonondis, flavonas, Flavononas,

Leucoantocianidinas catequinas, Triterpenoides pentaciclicos, Saponinas. A atividade
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antioxidante do EHFTF pode estar relacionada a sua composicdo fitoquimica, que apresentam
atividade antioxidante.

Essa atividade antioxidante pode estar relacionada aos compostos fendlicos presentes
como os taninos. (SOCHOR, et.al, 2010), pois o EHFTF contém taninos condensados que sdo
compostos fenolicos de alto peso molecular e sdo antioxidantes naturais (KATIKI, et. al,
2013; ROCHA, et. al, 2011; ESPINOZA, et. al, 2015; SMITH, et. al, 2015). A observacao de
uma relacdo entre a atividade antioxidante e o contetdo de fenois presentes na amostra, indica
que os compostos fendlicos se tornam um dos principais componentes responsaveis pela
capacidade antioxidante verificada nos testes (RUDNICKI et al., 2007).

O EHFTF contém catequinas, que também apresenta atividade antioxidante descritas
na literatura conforme os estudos de Mika et. al, (2015). Além disso, possui também
triterpendides que, de acordo com experimentos realizados por Quiao, et. al (2015), sdo
bastante eficazes como antioxidantes. Além da atividade antioxidante, os triterpendides
possuem diversas atividades farmacologicas comprovadas, tais como: anti-inflamatoria, anti-
microbiana e anti-ulcerogénica. (NAUMOSKA, et. al, 2015).

Os flavonoides ja sd@o conhecidos pela sua potente atividade antioxidante (FANG et.
al, 2011; PETERS, et. al, 2015; TRISTCH, et. al, 2015). A acdo antioxidante dos flavonoides
pode se dar através da sua capacidade de reducdo ou pela sua interacdo no meio redox
intracelular. (FERREIRA, et. al, 2015). Alem disso, os flavonoides sdo utilizados no
tratamento de infecgdes e em doengas do trato gastrintestinal. (CUSHNIE, 2011).

Esses compostos podem atuar sequestrando ou inibindo a atuacdo dos radicais livres
guando submetidos a analises in vitro, sugerindo a possibilidade de diferentes mecanismos
responsaveis por esta potencialidade e por atuarem de forma sinérgica ou ndo (SOCHOR, et
al, 2010; FANG et. al, 2011)

A investigacdo da atividade antioxidante a partir de espécies vegetais em alteracoes
gastricas tem demonstrado elevada importancia, em funcdo dessa intensa proeminéncia de que
0 estresse oxidativo regula os mecanismos de inUmeras morbidades que afetam o estdémago,
incluindo a ulcerogénese. Por isso, o estudo farmacoldgico de plantas com potencial
antioxidante leva a investigar também a propriedade antiulcerogénica, pois esta morbidade
decorrem do estresse oxidativo. (CARVALHO, 2004). Neste sentido, também buscou-se
realizar estudos da atividade antiulcerogénica do EHFTF em modelos experimentais de Ulcera
gastrica induzida pela administracdo oral de etanol absoluto, etanol acidificado e

indometacina.
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O modelo de ulcera induzido por etanol promove uma diminuicdo nos fatores de
defesa, tais como a reduc¢do da producdo de muco e microcirculacdo da mucosa e aumento
consideravel producéo de radicais livres, (ABDELWAHAB et. al, 2013; ISHIDA et. al, 2010)
a alteracdo desses fatores é decorrente principalmente da infiltracdo de neutréfilos, no qual
s&o um dos principais mediadores do processo inflamatério e responsaveis pela liberacdo das
especies reativas de oxigénio (radicais livres), (ABDULLA, 2009) no qual estas espécies
induz a reducdo da atividade da enzima Superoxido Dismutase (SOD) o que promove danos a
mucosa levando a ulceracdo gastrica em reposta a esse agente lesivo (SZELENYI; BRUNE,
1988). Esses danos iniciam-se com uma lesdo microvascular, no qual leva a formacgdo de
edema na mucosa e aumento da permeabilidade vascular, com consequentemente reducdo na
producdo de muco e bicarbonato. Esse efeito causado pelo etanol se deve a sua toxicidade
direta (ABDELWAHAB et. al, 2013).

O EHFTF pode estar atuando no aumento da produgdo de muco e bicarbonato, o que
ajuda a proteger a mucosa e como consequéncia reduz a toxicidade direta promovida pelo
etanol sobre as lesdes, ou pode estar tendo atuacdo na inibicdo/reducdo dos mediadores do
processo inflamatério ou neutralizando os radicais livres promovida pela liberacdo dos
neutrofilos, ja que o mesmo demonstrou acima atividade antioxidante.

O modelo induzido por etanol acidificado com acido cloridrico causa graves danos a
mucosa gastrica, pois sua administracdo ocasiona lesdes hemorragicas, causando necrose e
edema na mucosa (LIMA, et. al, 2009; AIRASHDI, et. al, 2012). O mecanismo pelo qual age
0 acido cloridrico ainda ndo é bem conhecido, porém, acredita-se que cause a producdo de
radicais livres, e as espécies de oxigénio que derivam desses radicais, causando a lesdo da
mucosa (HAMAUZO, et. al, 2007). Desta forma, acelera os danos que sdo causados pela
administracdo do etanol, que consequentemente acarreta na infiltracdo de células
inflamatdrias, edema e perda de células epiteliais (BATRAN, et. al, 2013; ABDELWAHAB
et. al, 2011; RIBEIRO, et. al, 2013). Além disso, esse modelo de Ulcera gastrica promove
alteracbes nos niveis de prostaglandinas, fatores de crescimento, Oxido nitrico e muco
(KOBAYASHI et al., 2001). A acdo gastroprotetora do EHFTF, neste modelo acima pode
estar relacionada a sua atividade antioxidante, visto que pode estar agindo na reducdo dos
radicais livres que sdo produzidos pelo &cido cloridrico e pelo o etanol e/ou por neutralizagdo
ibnica, tendo em vista que 0os componentes do extrato podem ter carater basico.

O dano gastrico induzido por indometacina causa lesdo a mucosa devido a inibicéo da
ciclooxigenase (COX), e consequente reducdo de prostaglandinas e muco, dessa forma

reduzindo a resisténcia do epitélio contra os danos causados pelos agentes agressores da
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mucosa (WALLACE, 2012). As prostaglandinas sdo responsaveis pela modulagdo do fluxo
sanguineo e secrecdo de muco, bem como pela regulacdo do pH gastrico sendo assim um
importante protetor da mucosa gastrica, devido a sua acdo na manutencdo da integridade da
mucosa (CRISTIANS, et. al, 2013; JUNIOR et. al, 2014).

O EHFTF pode estar agindo no aumento da producdo das prostaglandinas, ou mais
precisamente os compostos fendlicos do extrato, pois estes promovem uma reducdo
significativa nos danos a mucosa gastrica com envolvimento de prostaglandinas (BARROS et
al., 2008). O extrato também por estar envolvido na modulagdo das enzimas COX’s, podendo
estar agindo inclusive na COX-2, ja que esta tem o potencial de formar a 15-Epi-R-Aylipoxina
um agente gastroprotetor potente (WALLACE, 2008).

Como citado acima, no modelo experimental de inducdo por etanol acidificado,
Kobayashi et al. (2001) afirma que neste modelo ocorra alteracbes nos niveis de
prostaglandinas e outros fatores causando a leséo, a acdo destas pode ser confirmado nesse
modelo de inducdo por indometacina, pois este modelo indica uma possivel reducdo da
camada protetora de muco-bicarbonato decorrente da inibicdo das prostaglandinas. Portanto,
ambos modelos evidenciam que o EHFTF apresentou uma significativa protecdo gastrica
principalmente na maior dose (200 mg/kg) por via das PG’s.

No teste de barreira fisica houve diferenca significativa entre as vias de administracao,
pois 0 grupo tratado com extrato por administracdo intraperitoneal demonstrou pouca
atividade antiulcerogénica diferentemente da administracdo por via oral. Neste sentido, 0s
resultados indicam que o EHFTF tem efeito exercido na protecdo gastrica por acdo local por
meio de barreira fisica, visto que observou-se uma reducdo dos danos fisicos e quimicos nos
testes. O EHFTF pode estar agindo diretamente na formacdo da barreira protetora por
complexagdo dos componentes presentes no extrato, mais precisamente 0S COMPOStOS
fenolicos com a barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio, ou seja, uma barreira adicional a
mucosa gastrica é formada aderente a camada protetora (complexo tanino-proteina/tanino-
polissacarido), sobre a mucosa lesada permitindo o processo de cura (DE JESUS; et al.,
2012). Resultados semelhantes também foram observados no trabalho de Duniji; et al. (1993).

Os resultados indicam também que o extrato tem um pequeno efeito exercido na
protecdo gastrica também por acdo sistémica de forma indireta na formacéo de barreira fisica,
pois o EHFTF e/ou os compostos fendlicos (taninos) pode estar agindo por via da PG’s (pois
ambos demonstraram agir por essa via) e as PG’s age na secre¢do de muco-bicarbonato e

consequentemente na formacao da barreira mucosa protetora.
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A acdo protetora local e/ou sistémica do EHFTF também pode estar relacionada com
0s constituintes do extrato, que por sua vez possuem propriedades antioxidantes. Ou seja, uma
significativa parte do efeito protetor observado pode ser devido a protecdo mecéanica local dos
compostos fendlicos e/ou sistemicamente pelas por PG’s, e pela atividade antioxidante que
pode estar agindo em ambas as vias potencializando ou ndo a acdo gastroprotetora. Porém

fazem-se necessarios mais estudos para confirmar este fato.

CONCLUSAO

A partir dos dados apresentados neste estudo pode-se concluir que EHFTF demonstrou
possuir atividade antioxidante, tanto para o método de FRAP, quanto para o meétodo de
DPPH. Para a atividade gastroprotetora, 0 EHFTF mostrou-se eficaz, apresentando melhor
resposta na dose de 200mg/kg em todos os testes de modelos classicos de indugdo de ulcera,
sendo essa atividade desempenhada possivelmente por atuar através do refor¢o da camada de

muco-bicarbonato com formacéo de barreira fisica.
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4.3 ARTIGO 3:

MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ANTINOCICEPCAO CAUSADA PELO
EXTRATO HIDROETANOLICO OBTIDO A PARTIR DAS FOLHAS DE
TOCOYENA FORMOSA (CHAM. & SCHLTDL.) K. SCHUM (JENIPAPO-BRAVO)
EM CAMUNDONGOS
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RESUMO: A dor ¢ um meio de sinalizacdo decorrente de episodios de estimulos nocivos,
que ativa reacfes na busca para suprimir a etiologia da dor e restaurar as lesées e/ou agravos.
Em tecidos ou o6rgdos lesionados esse estimulo faz com que ocorra sensibilizacdo de
nociceptores a estimulos que sdo inofensivos ou ndo causam dor. As plantas medicinais
tradicionalmente utilizadas como a Tocoyena formosa exibem atividade analgésica,
justificando, portanto, o desenvolvimento de estudos para investigar e comprovar esse
potencial terapéutico. Este estudo teve como objetivo avaliar por meio de modelos
experimentais farmacoldgicos em camundongos 0s mecanismos envolvidos na antinocicep¢ao
causada pelo Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K.
Schum. (EHFTF). O EHFTF nas doses de 200 e 400mg/kg diminuiram de forma significativa
em 93,94% e 60,61% as contorcdes abdominais por acido acético. O Extrato somente nas
doses de 200 e 400mg/kg produziu uma reducéo significativa do tempo de nocicepg¢éo na fase
neurogénica em 57,18% e 47,31% e inflamatoria em 42,97% b e 79,43% do teste de
formalina. O EHFTF nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg promoveu aumento no tempo de

reacdo da retirada da cauda e da pata em relacdo ao tempo de 30min a 120 ou 180min nos
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testes de nocicepcdo térmica (Tail Flick e Hot Plate). Quanto & hipernocicep¢do mecanica
avaliada no teste de Von Frey, o EHFTF também apresentou acgdes antinociceptivas
significativas. Por sua vez, o tratamento com o EHFTF ndo causou alteracdo significativa no
desempenho e coordenagdo motora verificado no teste de Rota Rod. Quanto aos mecanismos
de acdo antinociceptivo do EHFTF, os valores indicam o envolvimento dos sistemas opioide,
glutamatérgico, oxido nitrico/GMPc e vaniloide, evidente pelo fato de que as substancias
(Naloxona, L-arginina, Acido Ascorbico e Vermelho de Rutenio, respectivamente)
antagonizou as respostas mediadas por ativagdo de seus receptores e reverteu a antinocicepgéo
do extrato no teste de formalina. Conclui-se que o EHFTF apresenta antinocicepgédo

promovida pelos 0s mecanismos opioide, glutamatérgico, 6xido nitrico/GMPc e vanildide.

Palavras-chave: HPLC, Antinocicepc¢do, Tocoyena Formosa, Mecanismos.

INTRODUCAO

A dor é uma modalidade subjetiva que o corpo demonstra quando sujeito a um
estimulo que pode ser prejudicial. Em tecidos ilesos, esse estimulo ativa reacdes fisioldgicas
que previnem uma possivel lesdo. Em tecidos ou érgdos danificados ou lesionados esse
estimulo faz com que durante o processo inflamatorio ocorra sensibilizacdo de nociceptores
para responderem a estimulos que sdo inofensivos ou ndao causam dor normalmente
(SCHAIBLE; EBERSBERGER; NATURA, 2011)

A histéria da cura de lesGes e o0 uso de plantas medicinais na reparacdo de processos
dolorosos é tdo antiga quanto a histéria da humanidade. Na natureza existem muitas plantas
com essa acdo farmacoldgica; no Brasil, nesse sentido, se caracteriza por uma grande
variedade de plantas, embora a maioria delas sdo utilizadas sem base cientifica (FILIPINI; et.
al., 2012). Entre as muitas ervas medicinais, utilizadas pela populacdo com essa finalidade,
principalmente na regido do Cariri, Crato - CE, Brasil, encontra-se a Tocoyena formosa
(Cham. E Schlecht.) K. Schum.

Essa especie pertence a familia Rubiaceae e € popularmente conhecido como
"Jenipapo do campo" é uma pequena arvore ornamental, que cresce espontaneamente em
regides secas e tem flores amarelas e verde (HAMERSKI; et. al, 2008; BOLZANI, et. al.,
1997) sendo usada na medicina popular do Nordeste do Brasil como analgésico no tratamento
de dores reumaticas (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006; RIBEIRO et al 2014) e na cidade
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do Crato, na Regido do Cariri, sul do Ceard, Brasil, para o tratamento de dores lombares,
justificando portanto, a realizacdo de estudos para analisar essa potencialidade terapéutica.

A partir disso, e levando em consideracdo que nenhum estudo farmacoldgico tenha
sido realizado para esta espécie, este trabalho tem como foco avaliar por meio de modelos
experimentais farmacoldgicos em camundongos, os efeitos potenciais antinociceptivos do
Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum, e

investigar alguns dos possiveis mecanismos envolvidos nessa acdo do extrato.

MATERIAL E METODOS

Coleta do Material Boténico, Preparacdo do Extrato Hidroetandlico de Tocoyena
formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum.

As folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram coletadas na
chapada do Araripe, localizada no Nordeste do Brasil, sul do Ceara, na Regido do Cariri € no
municipio de Crato-CE, no Sitio Barreiro Grande (07° 21°44,0°S e 39° 28°41,0”"W com
altitude de 901m acima do nivel do mar) (Fonte: Google Earth). O material foi coletado com
caracteristicas no arbusto de flor e/ou fruto, no més de abril de 2014, e foi explorada sem
nenhum impacto a sua biodiversidade e sob autorizacdo do IBAMA N° 44.148-1. Uma
amostra representativa da espécie (Exsicata) contendo fruto foi encaminhada para
identificacdo junto ao Herbéario Déardano de Andrade Lima da Universidade Regional do
Cariri — URCA sob N° 2.770.

As folhas foram expostas aos raios solares para secagem por um periodo de 48h; logo
apos foram pesadas e trituradas, sendo em seguida submetido a extracdo em solvente etanol e
agua destilada (proporcao 1:1), por um periodo de 72h. O extrato hidroetandlico formulado
foi filtrado para retencdo de material sélido e submetido a adicdo de carvdo ativado
(10g/100ml) por 30min, apos isso, foi filtrado novamente para retencdo do carvao. Depois, foi
concentrado por destilacdo do solvente em evaporador rotativo a uma temperatura em torno
dos 60°C a 40rpm para promover a evaporacao do etanol. Em seguida o extrato foi posto em
banho-maria (60°C) de 24 a 72h para proporcionar evaporacao por completo de etanol, apos
24hs foi congelado e quando em estado sélido, foi colocado em processo de liofilizagdo por
72h sob temperatura de -61°C.
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Anélise por HPLC do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. &
Schlecht.) K. Schum.

Foram utilizados produtos quimicos de grau analitico, como o acetonitrilo, acido
acético, acido galico, acido clorogénico, &cido cafeico e acido elagico adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). A catequina, a quercetina, a luteolina e rutina foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). A CLAE foi realizada com um proeminente
amostrador automéatico Shimadzu (SIL-20A) sistema de HPLC (Shimadzu, Quioto, Japdo),
equipado com bombas alternativas Shimadzu LC-20AT, ligados a um desgaseificador (DGU
20A5) com um integrador (CBM 20%), um detector diodo de arranjo (SPD-M20A) e solucgédo
LC, 1,22 software SP1. As analises cromatograficas foram realizadas sob as condi¢des de
gradiente utilizando coluna C18 (4,6 mm x 250 mm) de fase inversa, com particulas de
didmetro embalado 5um; A fase movel foi agua contendo 2% de acido acético (A) e metanol
(B), e o gradiente de composicao foi a seguinte: 8% de B até 5 min e alteradas para se obter
20%, 30%, 50%, 60%, 70% , 20% e 10% de B a 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 min,
respectivamente, seguindo o método descrito por Silva et al. (2014) com ligeiras
modificagdes.

O extracto hidroalcodlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K.
Schum e a fase movel foram filtrados através de filtro de membrana de 0,45um (Millipore) e,
em seguida, desgaseificou-se por banho de ultrassons antes da utilizagdo, o extracto
hidroalcodlico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum foram
analisados a uma concentracdo de 20 mg/mL. A taxa de fluxo foi de 0,6 mL/min, o volume de
injeccdo foi de 50 uL e os comprimentos de ondas foram 270nm para o acido galico e &cido
elagico, 280 nm para a catequina, a 327 nm para o acido clorogénico e &cido cafeico e 365 nm
para a quercetina, a luteolina e rutina. Todas as amostras e fase movel foram filtrados através
de filtro de membrana de 0,45um (Millipore) e, em seguida, desgaseificou-se por banho de
ultrassons antes da utilizacdo. As solucBes estoques de referéncias padrdes foram preparados
na fase movel de HPLC numa gama de concentracdes de 0,020-0,350mg/ml para catequina, a
quercetina, a luteolina e rutina; e 0,025-0,300 mg/ml para elagico, galico, cafeico e acidos
clorogénicos. Os picos Cromatograficos foram confirmados por comparac¢do do seu tempo de
retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 500nm).

A Curva de calibragdo para acido galico: Y = 12609x + 1.358,5 (r = 0,9998);
catequina: Y = 13626x + 1197,6 (r = 0,9995); acido clorogénico: Y = 13074x + 1.258,3 (r =
0,9999); acido caféico: Y = 12745x + 1.236,9 (r = 0,9995); acido elagico: Y = 11873x +
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1.305,6 (r = 0,9998); rutina: Y = 13670x + 1.271,9 (r = 0,9999), luteolina: Y = 12745x +
1.308,5 (r = 0,9991) e quercetina: Y = 13165x + 1.175,8 (r = 0,9996). Todas as operacdes de
cromatografia foram realizados a temperatura ambiente e em triplicata. O limite de detec¢éo
(LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado com base no desvio padrdo das
respostas e a inclinagdo por meio de trés curvas de analise independentes. O LOD e o LOQ
foram calculados como 3,3 e 10 o/S, respectivamente, onde ¢ € o desvio padrao da resposta e

S € o declive da curva de calibracdo (SILVA; et al., 2014).

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, de idade adulta e com peso de 20 a
30g provenientes do Biotério Central da Universidade Regional do Cariri — URCA. Os
animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno com tampa de a¢o inox, forradas
com maravalha autoclavada. A temperatura ambiente e a quantidade de ruido foram mantidas
em condicBes ideais. O fotoperiodo foi de um ciclo claro/escuro de 12/12 h diérias. Os
animais foram mantidos em jejum de sélidos por um periodo de 8-12 h antes do experimento
e a agua filtrada foi fornecida ad libitum. Foram manipulados de acordo com procedimentos
para o uso cientifico de animais estabelecido pela lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 e em
concordancia com os Principios Eticos para 0 uso de Animais de Laboratorio preconizados
pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e submetido e aprovado pelo
Comisséo Etica em utilizacdo de animais da Universidade Regional do Cariri — URCA com
processo sob N° 00198/2014.1.

Drogas

Todos os compostos puros foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO,
EUA). Os farmacos foram recentemente preparados no dia dos experimentos e administrado
por injec¢do subcutanea (s.c.), injeccdo intraperitoneal (i.p.) ou oral (v.0.), num volume de
0,1mL/10g de peso corporal. Os animais do controle receberam 0 mesmo volume de solugéo

salina estéril, ou veiculo.
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Protocolos Experimentais

Avaliacdo das Respostas Antinociceptiva do Extrato Hidroetanolico das Folhas de

Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Teste de Contorgdes Abdominais Induzidas por Acido Acético

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6) tratados com veiculo (Salina 0,9%, 10
mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com indometacina (10 mg/kg v.o., controle
positivo) respectivamente. Depois de 60 minutos (exceto o grupo que recebeu morfina - 30
min) dos tratamentos, todos os animais receberam injecédo de acido acético diluido em solucao
salina (1,2%; 100 ml/10 g, i.p.) e durante 30 minutos, as contor¢fes foram contadas, cada
contorgdo é definida como um contracdo da parede abdominal seguida de extensdo por pelo
menos uma das patas traseiras. (KOSTER; ANDERSON, DE BEER, 1959)

Teste da Formalina

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6) tratados com veiculo (Salina 0,9%, 10
mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com morfina (5 mg/kg s.c., controle
positivo) respectivamente. Uma hora ap6s os tratamentos o0s animais receberam a
administracao intraplantar de 20uL de solu¢do de formalina a 2,5% sob o coxim plantar da
pata traseira direita. Imediatamente apos, foi cronometrado o tempo, em segundos, que 0S
animais lambiam a pata injetada. Estes sinais sdo respostas nociceptivas promovidas pela
formalina durante suas duas fases: a primeira fase de nocicepcédo varia de zero a 5min apés a
injecdo, chamada de fase neurogénica ou inicial, e a segunda fase de inflamatdria ou tardia, e
avaliada entre 15 e 30min. (HUNSKAAR; et al, 1985)

Teste de placa quente

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6) tratados com veiculo (Salina 0,9%, 10
mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com morfina (5 mg/kg s.c., controle
positivo) respectivamente. Cada animal foi aclimatado durante 10 min a temperatura ambiente
no aparelho. Logo apds, a placa foi aguecida a uma temperatura entre 52-54 °C. Cada animal

foi colocado na placa, e foi acionado o temporizador para medir o tempo de laténcia de
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retirada da pata. O tempo foi cronometrado até ao inicio do reflexo de retirada observado e
considerado como limiar de sensibilidade térmica. O tempo de permanéncia maximo caso 0
animal ndo mostrasse nenhuma reacdo foi de 30 s, para impedir queimaduras nas patas. O
teste foi realizado ap6s a obtencdo de duas basais (com intervalo de 30 min) e ap6s 0s
tratamentos cada animal foi avaliado 30, 60, 120 e 180 min. (BEIRITH,; et al., 1998)

Teste de retirada de cauda

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6) tratados com veiculo (Salina 0,9% 10
mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com morfina (5 mg/kg s.c., controle
positivo) respectivamente. Os camundongos foram colocados em um aparelho de estimulo
nociceptivo (analgesimetro térmico) que contém uma fonte térmica luminosa e um suporte
para encaixe da cauda do camundongo. A avaliacdo do tempo (s), que o animal leva para
retirar a cauda do local de incidéncia do estimulo térmico doloroso. A intensidade do calor é
regulada para fornecer laténcias basais entre 4 a 6 s, ou seja, os camundongos com laténcia
basal superior a 7 e inferior a 3 s, foram descartados. A cauda foi colocada no aparato, a fonte
térmica nociva foi acionada e o crondmetro foi disparado até a retirada da cauda (periodo de
laténcia). O teste foi realizado apds a obtencdo de duas basais (com intervalo de 24h) e apds
os tratamentos cada animal foi avaliado 30, 60, 120 e 180 min. Apo6s os tratamentos, foi
estabelecido o periodo maximo de laténcia de 30s a fim de se evitar lesdo tecidual
(D’AMOUR e SMITH, 1941; LAPA,; et al., 2008).

Teste de de nocicepg¢do mecanica por pressao - von frey

Os animais foram divididos em 5 grupos (n=6) tratados com veiculo (Salina 0,9% 10
mL/kg v.0.), EHFTF (400, 200 e 100 mg/kg v.0.) e com indometacina (10 mg/kg v.o.,
controle positivo) respectivamente. Depois de 60 minutos dos tratamentos, todos os animais
receberam injecdo de 20uL de Formalina (2,5% i.pl.) na pata traseira direita. Os animais
foram colocados individualmente em caixas de vidro em uma superficie elevada e coberto
com uma malha de arame. Foram aplicados estimulos com o filamento do aparelho de
resisténcia de VVon Frey na superficie plantar injetada. A forca em questdo pode ser alcancada
pela retirada da pata do filamento pelo o animal (CUNHA, et al., 2004). Foram consideradas
como respostas positivas, aquelas em que o animal realizou movimentos de retirada apos

estimulagdo mecanica. Todo teste foi realizado ap6s a obtencdo de duas basais (com intervalo
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de 30 min) e apds os tratamentos cada animal foi avaliado 1h, 2h, 3h 4h e 24 h. (YOWTAK et
al., 2011; MARTINOV; et. al., 2013)

Teste de Rota Rod

Esse teste permitiu avaliar se o EHFTF promove relaxamento muscular ou sedacéo
interferindo no efeito antinocipceptivo. Para esta avaliagdo, os camundongos foram
selecionados em uma sessdo de treino 24 h antes do experimento. Os animais foram colocados
sobre uma barra giratéria de 2,5 cm de didmetro, elevada a 25 cm, os que foram capazes de
permanecer na barra (16 rpm/180 s) foram selecionados como aptos para 0 experimento.
Decorrido as 24 h, os animais foram divididos em trés grupos (n=9) e tratados com veiculo
(Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), diazepam (5 mg/kg i.p) e EHFTF (200 mg/kg v.0.); ap6s 1h a
salina ou EHFTF e 30 min para o diazepam cada animal foi testado no aparelho, onde foi
registrado o numero de quedas sofridas (limite maximo de 3 quedas/animal) e o tempo de
permanéncia durante 1 min (DUNHAM e MIYA, 1957).

Possiveis Mecanismos de Acdo do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena

formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum na Antinocicepcao.

Em todos os testes, os antagonistas foram administrados 15 min antes do extrato e
agonistas. O EHFTF (200mg/kg v.o., menor dose efcaz) foi administrado 1h antes e o0s
farmacos agonistas/antagonistas da nocicep¢do 30 min antes (injecdo i.p.) da injecdo i.pl. do
agente nociceptivo. A escolha das doses dos agonistas e antagonistas nociceptivos foi baseada
em dados da literatura e testes anteriormente realizados em nosso laboratério. Foram
investigadas a participacdo das vias de transmissdo nociceptiva: opidide, colinérgica,
adrenérgica al e a2, serotoninérgica, 6xido nitrico, adenosina, dopaminérgica, glutaminérgica

e vaniloide.

Participacéo do sistema Opidide

Os animais foram divididos em 6 grupos (n=8), onde os trés primeiros grupos foram
tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200 mg/kg v.0.) e com morfina
(agonista opioide; 5 mg/kg s.c.) respectivamente, e os outros trés foram tratados da mesmas

forma, porém, com administragdo prévia de 15 min com o antagonista opidide, naloxona
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(4mg/kg i.p.). Uma hora apos os tratamentos com veiculo ou EHFTF e 30 min apds a morfina

os animais foram avaliados em relacdo a nocicepc¢éo induzida pelo o Teste de Formalina.

Participacao do Sistema al-Adrenérgico

Os animais foram divididos em 6 grupos (n=8) onde os trés primeiros grupos foram
tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200 mg/kg v.0.) e fenilefrina
(agonista al; 10mg/kg i.p.) respectivamente, e os outros trés foram tratados da mesmas forma,
porém, com administragdo prévia de 15 min com o antagonista al prazosina (0,15mg/kg i.p.).
Uma hora ap6s os tratamentos com veiculo ou EHFTF e 30 min apds a fenilefrina, os animais
foram avaliados em relagéo a nocicepg¢éo induzida pelo o Teste de Formalina.

Participacao do Sistema a2-Adrenérgico

Os animais foram divididos em 6 grupos (n=8) onde os trés primeiros grupos foram
tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200 mg/kg v.0.) e com clonidina
(agonista a2; 0,1 mg/kg i.p.) respectivamente, e 0s outros trés foram tratados da mesmas
forma, porém, com administra¢do prévia de 15 min com antagonista 02 ioimbina (0,15mg/kg
i.p.). Uma hora apds os tratamentos com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s a clonidina, 0s
animais foram avaliados em relacéo a nocicepcao induzida pelo o Teste de Formalina.

Participacéo do Sistema Colinérgico

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8), onde os trés primeiros
grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% 10 mL/kg v.0.), EHFTF (200 mg/kg v.0.) e
com acetilcolina (agonista colinérgico; 1,0 mg/kg i.p.) respectivamente, e os outros trés foram
tratados da mesmas forma, porém, com administragdo prévia de 15 min com o antagonista
ndo seletivo atropina (1,0mg/kg i.p.). Uma hora apds os tratamentos com veiculo ou EHFTF e
30 min ap0s a acetilcolina os animais foram avaliados em relacdo a nocicepcdo induzida pelo

0 Teste de Formalina.
Participacao do Sistema Serotoninérgico
Os animais foram divididos em 4 grupos (n=8), onde os dois primeiros grupos foram

tratados com p-clorofenilalanina (PCPA, inibidor da sintese de serotonina;100mg/kg i.p., 1

vez ao dia/4 dias consecutivos) e os outros dois foram tratados com Salina 0,9% (10ml/kg i.p.,
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1 vez ao dia/4 dias consecutivos). Apos 30min do Ultimo tratamento com PCPA e salina o0s
animais receberam veiculo (Salina 0,9% v.0.) e EHFTF (200mg/kg v.0.). Uma hora ap0s 0s
tratamentos com veiculo ou EHFTF os animais foram avaliados em relacdo a nocicepc¢édo

induzida pelo o Teste de Formalina.

Participacdo da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (n=8), onde os trés primeiros
grupos foram tratados com veiculo (Salina 0,9% v.0.), EHFTF (200 mg/kg v.0.), L-NOARG,
(inibidor da oxido nitrico sintase- NOS; 75 mg/kg, i.p.), respectivamente, e 0s outros trés
foram tratados da mesma forma, porém com administracdo prévia de 15 min com L-Arginina
(substrato da NOS; 600mg/kg i.p.). Uma hora apds os tratamentos com veiculo ou EHFTF e
30 min apds a L-NOARG os animais foram avaliados em relacdo a nocicepgao induzida pelo

o Teste de Formalina.

Participacao do sistema Adenosinérgico

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com veiculo (Salina
0,9% 10 mL/kg v.0.), cafeina (10 mg/kg ip), EHFTF (200 mg/kg v.o.) e cafeina (10 mg/kg ip)
mais EHFTF (200 mg/kg, v.0.). A cafeina foi administrada 15 min antes do tratamento com
EHFTF. Uma hora ap6s o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min apds a cafeina, os

animais foram avaliados em relacdo a nocicepcdo induzida pelo o Teste de Formalina.

Participacdo do sistema Dopaminérgico

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com veiculo (Salina
0,9% 10 mL/kg v.0.), haloperidol (um antagonista ndo-seletivo dos receptores de dopamina;
0,2 mg/kg i.p.) EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e haloperidol (0,2 mg/kg i.p.) mais EHFTF (200
mg/kg, v.0.). A haloperidol foi dada 15 minutos antes do tratamento com EHFTF. Uma hora
apos o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s a haloperidol, os animais foram
avaliados em relagdo a nocicepcdo induzida pelo o Teste de Formalina, descrito

anteriormente.
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Participacéo do sistema Glutaminérgico

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com veiculo (Salina
0,9% 10 mL/kg v.0.), Acido ascorbico (um antagonista dos receptores de NMDA, 100 mg/kg
i.p.), EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e Acido ascorbico (100 mg/kg i.p.) mais EHFTF (200 mg/kg,
v.0.). O Acido ascorbico foi dado 15 min antes do tratamento com EHFTF. Uma hora ap6s o
tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s o Acido ascorbico, os animais foram
avaliados em relagdo a nocicepgao induzida pela inje¢@o intraplantar de 20 pl a 20 pmol/pata
de glutamato tamponado e foram analisados por 15 min. O tempo (s) que o animal lambeu a
pata foi considerado como sugestivo de dor. (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002)

Participacao do sistema Vaniloide (TRPV-1)

Os animais foram divididos em quatro grupos (n=8) e tratados com veiculo (Salina
0,9% 10 mL/kg v.0.), Vermelho de Ruténio (antagonista TRP nado seletivo; 3 mg/kg, i.p.),
EHFTF (200 mg/kg, v.0.), e Vermelho de Ruténio (3 mg/kg i.p.) mais EHFTF (200 mg/kg,
v.0.). O Vermelho de Ruténio foi dado 15 min antes do tratamento com EHFTF. Uma hora
apos o tratamento com veiculo ou EHFTF e 30 min ap6s o Vermelho de Ruténio, os animais
foram avaliados em relagdo a nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de 20 pl a 5,2
nmol/pata de capsaicina (agonista de receptor TRPV1) e foram analisados por 5 min. O tempo
(s) que o animal lambeu a pata foi considerado como sugestivo de dor. (SANTOS,
CALIXTO, 1997)

Analise estatistica

Foi empregado o programa “Software GraphPad Prism” versdo 6.0, onde os dados
paramétricos serdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). Para a verificacdo
das diferencas estatisticas entre 0os grupos sera realizada analise de variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias conforme o protocolo experimetal, seguido do teste de Tukey de maultiplas
comparacg0es; exceto para os valores da DI50 (ou seja, a dose capaz de promover reducdo da
resposta nociceptiva em 50% em rela¢do ao controle) que foram apresentadas como médias
geométricas acompanhadas por seus respectivos limites de confianca de 95%, os valores de
DI50 foram determinados por regresséo linear a partir de experimentos individuais, usando o

software GraphPad. Para todas as anéalises sera considerado significativo um p<0,05.
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RESULTADOS

Analise HPLC do Extrato Hidroetanolico das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. &
Schlecht.) K. Schum

A impressdo digital do HPLC do Extrato Hidroalcoodlico das Folhas de Tocoyena
formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum revelou a presenca do &cido galico (tg = 12,39 min;
pico 1), catequina (tr = 17,83 min; pico 2), o acido clorogénico (tg = 22,15 min; pico 3), acido
caféico (tgr = 25,67 min; pico 4), &cido elagico (tg = 33,81; pico 5), a rutina (tg = 42,95 min;
pico 6), quercetina (tg = 52,89 min; pico de 7 ) e luteolina (tR = 57,73 min; pico 8), (Figura
1). A curva padrao de calibracdo foram obtidos por regressao linear da curva: acido galico: Y
= 12609x + 1358.5 (r = 0.9998); quercetina: Y = 13626x + 1197.6 (r = 0.9995); acido
clorogénico: Y = 13074x + 1258.3 (r = 0.9999); acido caféico: Y = 12745x + 1236.9 (r =
0.9995); acido elagico: Y = 11873x + 1305.6 (r = 0.9998); rutina: Y = 13670x + 1271.9 (r =
0.9999), luteolina: Y = 12745x + 1308.5 (r = 0.9991) e quercetina: Y = 13165x + 1175.8 (r =
0.9996) (Tabela 1; Figura 1).

T
u] 10 20 a0 40 an G0 70 a0 min

Figura 1: Representacéo do perfil de cromatografia liquida de alto desempenho do extrato hidroalcodlico
das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum. O &cido galico (pico 1), catequina (2 pico),
acido clorogénico (3 pico), acido caféico (4 pico), &cido eldgico (pico 5), a rutina (pico 6), quercetina (pico
7) e luteolina (pico 8).
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Tabela 1: Impresséo digital da composi¢do quimica da CLAE do Extrato Hidroalcodlico
das Folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum

Compostas Extrato Hidroalcoodlico LOD LOQ
ma/g % ug/mL ug/mL
Acido Gaalico 3.49 +£0.02° 0.34 0.017 0.053
Catequina 9.21 +0.01° 0.92 0.025 0.083
Acido Clorogénico  21.73 +0.01° 2.17 0.009 0.034
Acido Caféico 13.86 + 0.03° 1.38 0.018 0.057
Acido Elégico 3.91 +£0.01° 0.39 0.023 0.079
Rutina 9.68 +0.01° 0.96 0.011 0.036
Quercetina 17.54 +0.03° 1.75 0.032 0.105
Luteolina 25.09 + 0.02f 2.50 0.026 0.091

Os resultados sdo expressos como media + desvio padréo (DP) de trés determinacfes. Médias
seguidas por letras diferentes, diferenciadas pelo Teste de Tukey p<0,05.

Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva em Camundongos

Teste das Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

O EHFTF na dose 200 e 400mg/kg diminuiu de forma significativa as contorcbes
abdominais, onde foram constatadas respectivamente redugdes de 60,61% (13,0 + 1,549
contorcdes) e 93,94% (2,0 £ 1,291 contorgOes) em relagdo ao grupo tratado com salina (33,0
+ 1,633 contorgdes). O controle positivo tratado com indometacina (10mg/kg, v.0.) promoveu
inibicdo de 93,46% (2,167 + 0,7032 contor¢des) (Figura 2). A dose inibitoria 50%, obtida foi
de 184,98 mg/kg, v.o. (Log Dose mg/kg, v.0.)
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Figura 2: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a nocicep¢do abdominal induzidas por &cido
acético em camundongos (n=6). Cada coluna representa a média do NUmero de contorc¢des abdominais.
Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM) ****p<0,0001, ***p<0,001, quando
comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA One-Way seguido do Teste de mdultiplas
comparacdes de Tukey.

Teste da Formalina

Os resultados mostram que o Extrato (200 e 400mg/kg) administrado por via oral
produz uma reducdo significativa (Figura 3) do tempo de nocicepcdo na fase neurogénica
(FASE 1, 0-5min) e na fase inflamatdria (FASE 2, 15-30min). Os valores de inibicdo para a
primeira fase nas respectivas doses de 100mg/kg, 200mg/kg e 400mg/kg foram 39.28%,
57.18% e 47,31%, ja para a segunda fase os valores de inibicdo foram de 59.91% para a dose
de 100mg/kg, 42.97% para 200mg/kg e 79,43% para 400mg/kg. A indometacina por sua vez,
promoveu uma inibi¢do de 58,40% na fase 1 e de 59,81% na fase 2.
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Figura 3: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a nocicepcédo na pata induzida por formalina
na Fase 1 (A) e na Fase 2 (B) em camundongos (n=6). A e B: Cada coluna representa a média do Tempo
de lambida de pata. Dados expressos como Média + Erro Padréo da Media (EPM) ****p<0,0001,
***p<0,001, **p<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA One-Way seguido
do Teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Teste placa quente

Os dados demonstram que o tratamento dos animais com EHFTF nas doses de 100,
200 e 400 mg/kg, (Figura 4) aumentou de maneira significativa a laténcia de resposta dos
animais ao estimulo térmico do teste apds 30min da administracdo dos tratamentos
(respectivamente, 15,63 + 1,20s; 14,75 + 1,81s; 13,00 * 0,65s), onde essa laténcia aumentou
em decorréncia do tempo até os 180 min (18,00 + 2,15s; 22,25 + 3.44; 12,50 £ 0,53s) com
excecdo apenas do grupo de 400mg/kg que regride nas ultimas analises. Da mesma forma, o0s
animais tratados com morfina (5mg/kg, i.p.) tiveram a reatividade reduzida significativamente
a partir dos 30min (20,38 £ 2,74s) progredindo em relacdo ao tempo (180 min = 22,13 £
2,83).
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Figura 4: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a nocicep¢do térmica na pata induzida por
placa quente em camundongos (n=6). 1° basal: -1h (1h antes dos tratamentos), 2° basal: -30min (30min
antes dos tratamentos). Cada coluna representa a média do Tempo de laténcia de pata em relacdo ao
tempo. Dados expressos como Média £ Erro Padrdo da Média (EPM) ****p<0,0001, ***p<0,001,
**n<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA Two-Way seguido do
Teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Teste de retirada de cauda

Os dados apresenta resultados significantes sobre o efeito do tratamento dos
camundongos com EHFTF nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (v.0.), no aumento da resposta
ou tempo de reacdo (retirada da cauda) em relacdo ao tempo (Figura 4). A laténcia de retirada
da cauda dos animais tratados na dose de 400mg/kg comecou a partir de 30min (1,833 +
0,24s) e em todas as doses (100, 200 e 400 mg/kg) a partir de 60min (1,01 £ 0.21s, 1,60 +
0,28s, 1,683 + 0,2s, respectivamente) e teve um aumento significativo até 120 min depois
(1,80 £ 0,4s, 1,917+ 0,34, 2,70 + 0,26s, respectivamente). Além disso, os resultados indicam
que as doses de 100 e 200 mg/kg ndo alteraram a laténcia de retirada da cauda dos animais
submetidos ao teste nos primeiros 30min. A Morfina 5mg/kg (i.p.) manifesta seu efeito

protetor maximo aos 120 min de sua ag&o inicial.
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Figura 5: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a nocicepcao térmica na calda induzida por
analgesimetro térmico em camundongos (n=6). 1° basal: -24h (24h antes dos tratamentos), 2° basal: -
30min (30min antes dos tratamentos). Cada coluna representa a média do Tempo de laténcia de calda em
relacdo ao tempo. Dados expressos como Média + Erro Padréo da Média (EPM) ****p<0,0001,
***n<0,001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA Two-Way
seguido do Teste de multiplas comparacfes de Tukey.

Teste de de nocicep¢do mecanica por pressao - von frey

Os resultados demonstram que, quanto a hipernocicep¢do mecanica, o EHFTF
administrado por via oral apresenta acGes antinociceptivas significativas. Essas acGes do
extrato e da indometacina durou até 24 h (Figura 6), entretanto o EHFTF na dose de
200mg/kg revelou um efeito antinociceptivo marcante desde a 2h apds sua administracdo
(0,09524 £ 0,39), o que foi diferente do obtido para a indometacina que apresenta resultados
significantes apenas na 3° hora ap06s sua administracdo (0,5048 + 0,52), e para 0 EHFTF nas
doses de 400mg/kg que tem seu efeito inicial na 4° h (0,02857 + 0,63) e 100mg/kg com 24h
apos a administracdo (1,433 £ 0,47) em relacdo ao grupo controle (Salina), que revelou pouca

ou nenhuma diminuicdo na resposta a pressao.
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Figura 6: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a hipersensibilidade mecénica na pata
induzida por formalina em camundongos (n=6) e analisada por aparelho de Von Frey. Cada coluna
representa a média do Tempo de laténcia de pata em relagdo ao tempo. Dados expressos como Média +
Erro Padrdo da Média (EPM) da média da diferenca da pata lesionada com a mesma em estado basal (A),
***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, quando comparados com o controle negativo (Salina), ANOVA Two-Way
seguido do Teste de Tukey.

Teste de Rota Rod

O tratamento de camundongos com EHFTF, 60 min antes, ndo causou alteracdo
significativa no desempenho e coordenacdo motora em comparagdo com 0 grupo controle
negativo (Salina), quando avaliado o tempo de permanéncia na barra rotatoria (Figura 7B) e o

namero de quedas do aparelho de Rota-Rod (Figura 7A).
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Figura 7: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a Avaliacdo do desempenho motor em
camundongos (n=6), por meio do teste de Rota Rod. A: Cada coluna representa a média do numero de
quedas em relacéo aos grupos tratados. B: Cada coluna representa a média do Tempo de permanéncia em
relagdo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM), ****p<0,0001,
***p<0,001, quando comparados com o controle positivo (Diazepam). A e B: ANOVA One-Way seguido
do Teste de multiplas comparaces de Tukey.

Possiveis Mecanismos de Acdo do Extrato Hidroetandlico das Folhas de Tocoyena

formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum na Antinocicepcao.

Participacéo do sistema Opidide

Os dados (Figura 8) mostram que o pré-tratamento dos camundongos com o EHFTF
apresenta uma significante antinocicep¢éo, mas quando tratados com naloxona previamente a
administracdo do EHFTF houve uma reversdao a antinocicepcdo causada pelo mesmo na
primeira fase do Teste de Formalina. A administracdo de naloxona produziu uma inibicao
significativa da antinocicepgéo induzida por morfina quando avaliado na primeira fase na dor

induzida por formalina.
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Figura 8: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema opidide na nocicep¢do de pata
induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de nocicepc¢éo
em relacdo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM),
***p<0,001, **p<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina); ####p<0,0001, ##p<0,01,
quando comparados antagonista+agonista vs. Agonista. ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas
comparagdes de Tukey.

Participacdo do Sistema al-Adrenérgico

O Tratamento dos camundongos com prazosina 15 min antes, inverteu
significativamente a antinocicep¢do promovida pela fenilefrina, 0 mesmo tratamento com
prazosina ndo antagonizou o efeito antinociceptivo originado pelo o EHFTF na primeira fase

do teste de formalina (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema al-adrenérgico na nocicepgao de
pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepgdo em relagéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padréo da Média (EPM),
****n<0,0001, quando comparados com o controle negativo (Salina); ####p<0,0001, quando comparados
antagonista+agonista vs. Agonista. ANOVA One-Way seguido do Teste de mdultiplas comparagfes de
Tukey.

Participacdo do Sistema a2-Adrenérgico

A administragdo aos camundongos de ioimbina 15 min antes reverteu
significativamente a antinocicepcao promovida pela clonidina, Em contraste, a ioimbina néo
modificou o efeito antinociceptivo causado pelo o EHFTF na primeira fase do teste de

formalina (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema o2-adrenérgico na nocicep¢ao de
pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepgdo em relagéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrédo da Média (EPM),
****n<0,0001, **p<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina); ###p<0,001, quando
comparados antagonista + agonista vs. Agonista. ANOVA One-Way seguido do Teste de mdultiplas
comparagdes de Tukey.

Participacao do Sistema Colinérgico

O pré-tratamento dos camundongos com atropina previamente a administracdo do
EHFTF ndo alterou significativamente o efeito antinociceptivo do mesmo, ja a administracdo
de atropina produziu uma inibicdo significativa da antinocicep¢do induzida por acetilcolina

quando avaliado na primeira fase do Teste de Formalina (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema colinérgico na nocicepcao de pata
induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de nocicep¢ao
em relacdo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM), *p<0,05,
quando comparados com o controle negativo (Salina); #p<0,05, quando comparados antagonista+agonista
vs. Agonista. ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Participacdo do Sistema Serotoninérgico

A Figura 12 mostra que o pré-tratamento de animais com Salina (1X por dia/4 dias
consecutivos) ndo alterou a antinocicepcdo causada pelo o EHFTF, e que o pré-tratamento dos
animais com PCPA (1X por dia/4 dias) ndo impediu significativamente a antinocicepc¢do

causado pelo EHFTF, quando avaliado na primeira fase da dor induzida por formalina.
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Figura 12: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema Serotoninérgico na nocicepcéo de
pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepgdo em relagéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padréo da Média (EPM),
**n<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina+Salina); #p<0,05, quando comparados
com o controle negativo (PCPA+Salina). ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas comparacdes de
Tukey.

Participacdo da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc

O tratamento dos animais com L-arginina 15 minutos antes, inverteu
significativamente o efeito antinociceptivo causado por L-NOARG, mas também alterou
significativamente a acdo antinociceptiva provocada pelo o EHFTF quando analisado contra a

primeira fase do teste de formalina (Figura 13)
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Figura 13: Efeito do extrato administrado por via oral sobre a via L-arginina - Oxido Nitrico na
nocicepcdo de pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do
Tempo de nocicepcdo em relacdo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da
Média (EPM), *p<0,05, ***p<0,001, quando comparados com o controle negativo (Salina); ####p<0,0001,
quando comparados Agonista+agonista vs. Agonista, #p<0,05, quando comparados Agonista+antagonista
vs. Antagonista. ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas comparacfes de Tukey.

Participacao do sistema Adenosinérgico

O tratamento dos animais com cafeina 15 minutos antes, ndo inverteu
significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo o EHFTF quando analisado na

primeira fase do teste de formalina (Figura 14)
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Figura 14: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema Adenosinérgico na nocicep¢ao de
pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepg¢do em relagdo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM),
*p<0,05, quando comparados com o controle negativo (Salina). ANOVA One-Way seguido do Teste de
multiplas comparacdes de Tukey.

Participacdo do sistema Dopaminérgico

O tratamento dos animais com Haloperidol previamente a administragdo do EHFTF

ndo modificou o efeito antinociceptivo causado pelo o EHFTF quando analisado contra a

primeira fase do teste de formalina (Figura 15)
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Figura 15: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema Dopaminérgico na nocicep¢do de
pata induzida por formalina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepgdo em relagéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padréo da Média (EPM),
*p<0,05, **p<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina). ANOVA One-Way seguido do
Teste de multiplas comparacdes de Tukey.

Participacdo do sistema Glutamatérgico

Os dados demonstram que o tratamento dos animais com o EHFTF exibe um
significante efeito antinociceptivo no processo de nocicepg¢do induzida por glutamato, porém
quando tratados com Acido Ascorbico 15 min antes da administracdo do EHFTF, ocorre uma

inversdo dessa antinocicepcédo (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema Glutamatérgico na nocicepgéo de
pata induzida por glutamato em camundongos (n=8). Cada coluna representa a média do Tempo de
nocicepcdo em relacéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM),
*p<0,05, **p<0,01, quando comparados com o controle negativo (Salina). ##p<0,01, quando comparados
Antagonista + Agonista vs. Agonista (controle positivo). ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas
comparacdes de Tukey.

Participacéo do sistema Vaniloide (TRPV-1)

Os dados (Figura 17) mostram que o pré-tratamento dos camundongos com o EHFTF
apresenta um significante efeito antinociceptivo na nocicepc¢do induzida por capsaicina, mas
quando tratados com Vermelho de Ruténio previamente a administracdo do EHFTF, ocorre

uma reversao dessa antinocicepgao.
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Figura 17: Efeito do extrato administrado por via oral sobre o sistema Vanil6ide (TRPV-1) na nocicep¢ao
de pata induzida por capsaicina em camundongos (n=8). Cada coluna representa a media do Tempo de
nocicepcdo em relacéo aos grupos tratados. Dados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM),
****n<0,0001, ***p<0,001, quando comparados com o controle negativo (Salina). ##p<0,01, quando
comparados com o controle positivo. ANOVA One-Way seguido do Teste de multiplas comparacdes de
Tukey.

DISCUSSAO

Esse estudo exibe pela primeira vez, a acdo antinociceptiva do extrato hidroetandélico
das folhas de Tocoyena formosa (Cham. & Schlecht.) K. Schum (EHFTF) e sua influéncia em
diferentes vias nociceptivas.

Quando administrado por via oral este promoveu um efeito antinociceptivo
significante em teste quimico experimental de nocicepcao por acido acético em camundongos,
com uma possivel acdo central (LAPA; et al., 2008). A administracdo do mesmo também
gerou uma reducdo significativa contra as duas fases (dor neurogénica e inflamatoria) na
indugéo de nocicepgdo por formalina intraplantar, sugerindo que o EHFTF possui um efeito
analgésico neurogénico e inflamatério assim como central e periférico (OKPO; FATOKUN;
ADEYEMI, 2001), respectivamente.

O EHFTF tambem foi significantemente eficaz na producdo da antinocicepgdo em
relacdo aos estimulos fisicos de nocicepcdo térmica: no teste de Tail Flick e Hot Plate, a
resposta nocifensiva reflexa de retirada da fonte de calor foi prolongada tendo efeito

equivalente a morfina. Nesse sentido, 0 EHFTF demonstrou um efeito analgésico de acéo
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répida e prolongada com predominéncia de atuacdo a nivel medular e central, pois ambos 0s
testes possuem mediacéo a esse nivel (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001)

Em relacdo a hipernocicepcdo mecanica, o Extrato apresentou significativa eficacia
antinociceptiva, no qual esta evidéncia baseia-se na observacéo das laténcias da sensibilidade
tecidual em relacdo a linha de base em todos 0s pontos de tempo testados. Essa agdo confirma
o efeito do extrato a nivel medular e central, pois a hipernocicepcao avaliada pelo o teste de
Von Frey ¢ realizado a nivel cutaneo, onde os dermatomos sensoriais, que sao territorios
inervados por cada nervo espinhal, sdo responsédveis pela sensibilidade e apresentam
substancial sobreposicdo na regido da pele (PURVES, et al. 2005), mas com administragcéo do
EHFTF esta hipersensibilidade pode estar sendo revertida com sua acdo a nivel medular.

Os resultados demonstram que o sistema Opioide esta envolvido na antinocicepcao
produzida pelo EHFTF por meio da modulacdo deste sobre os receptores opidides. Essa a¢ao
ja era esperada pelo o extrato, pois em testes anteriores 0 mesmo revelou resultados
equivalentes a morfina e apresentou uma acdo antinociceptiva de integracdo central (nos
Testes de Contorgdes, Formalina, Hot Plate, Tail Flick) (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001; LAPA; et al., 2008), o que é caracteristica do mecanismo de acdo dos analgésicos
opidides (SCHUMACHER; BASBAUM; WAY, 2012)

A via L-arginina/Oxido nitrico/GMPc esta relacionada também a antinocicepgéo
ocasionada pelo extrato. Esta afirmacdo deriva do fato que, o substrato da sintese de 6xido
nitrico (NO), a L-arginina, inverteu significativamente a antinocicep¢do promovida pelo o
EHFTF; dando fortes indicios que o mesmo promove inibicdo ou reducdo da sintese e/ou
liberacdo de NO para promover a inibi¢do da nocicepcéo.

O NO, por sua vez, modula o mecanismo de dor também por meio de neur6nios na
medula espinhal através da ativacdo de receptores de NMDA (MELLER; GEBHART, 1993).
Como o extrato mostrou inibir essa via, isso revela que sua acdo ocorre ou inibindo
diretamente o NO suficiente para evitar a ativa¢do nociceptiva da via glutamatérgica ou age
inibindo diretamente a via glutamatérgica. Ou seja, 0 extrato pode atuar em ambas as vias,
pois 0 mesmo também reduziu de forma significativa a resposta nociceptiva causada pelo
glutamato (via glutamatérgica), ou pode estar agindo em uma Unica via € uma pode estar
inibindo a outra, ja que as duas tem acdo conjunta e interligada na transmissdo aferente
nociceptiva como mostra os estudos de Carvalho e Lemdnica (1998). Resultados semelhantes
também foram observados no trabalho de Beirith et al. (2002) pois ele mostra que a resposta
nociceptiva provocada pelo glutamato esta relacionado com sitios espinhais e supra-espinhais

e sua acao € mediada pela liberagdo de NO ou outra via regulada por um nitro derivado.
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O estudo da via glutamatérgica mostra que Extrato pode atuar por interagdo direta por
antagonismo dos receptores de NMDA, impedindo a transducao da dor. Isso explica o poder
antinociceptivo do mesmo no modelo de inducdo por acido acético, pois este acido é
responsavel por estimular o aumento da liberagdo de glutamato no fluido cerebroespinal
(FENG et al., 2003). Além disso, acredita-se que haja uma facilitacdo produzida por NMDA
nos reflexos térmicos agudos (MELLER; GEBHART, 1993), 0 que pode explicar a atividade
antinociceptiva do EHFTF nos testes de Tail Flick e Hot Plate.

Os resultados fornecem dados sélidos também a cerca do envolvimento do sistema
Vanil6ide na antinocicepc¢éo causado pelo extrato, esse fato € evidenciado pelo o Vermelho de
ruténio que numa dose conhecida por promover antinocicep¢do e antagonizar a acdo da
capsaicina no receptor TRPV-1 (SANTOS; CALIXTO, 1992) reduziu eficazmente as
respostas antinociceptivas provocada pelo o extrato de forma consistente.

A inibicdo da via vanildide pelo o EHFTF confirma o que ocorreu no modelo de
inducdo por acido acetico, pois esse acido é responsavel pela ativacdo direta de canais
catiénicos nao-seletivos como o TRPV1 (JULIUS; BASBAUM, 2001). J& era esperado que o
extrato tivesse agdo por essa via, pois esses receptores sdo ativados por calor a uma
temperatura a partir de 43°C (TOMINAGA,; et al., 1998), e 0 extrato apresentou atividade
antinociceptiva nos testes de Tail Flick e Hot Plate em que os camundongos sdo submetidos a
temperatura em torno de 52-54°C.

A ativacdo de varias vias supracitadas pode ser devido ao fato do extrato agir a nivel
de SNC o que leva sua agdo se propagar por outros sistemas que atuam centralmente e que
podem ou ndo estarem exercendo esse efeito antinociceptivo de forma sinérgica, além disso, o
EHFTF é um extrato bruto, no qual possui varios tipos de compostos bioativos, em
comparagdo com as drogas de referéncia, por isso faz-se necessario estudos com 0s
constituintes isolados do extrato.

A luteolina, por exemplo, um flavandide que é um dos principais compostos do
extrato, pode estar envolvido na acdo antinociceptiva observada pelo o EHFTF, ja que essa
substancia tem acdo farmacoldgica antinociceptiva comprovada conforme os estudos de
Buyukokuroglu; et al. (2008), podendo atuar na antinocicepgdo por modular a expressao da
oxido nitrico sintase induzivel (NOS induzivel) (LIANG; et al., 1999) o que pode levar a
reducdo ou inibicdo do 6xido nitrico.

Além disso, a luteolina pode inibir diretamente a proteina quinase C (PKC) (HEITZ et
al., 2000) e/ou podem inibir o IPs-quinase (Fosfoinositidio 3-quinase) com subsequente

inibicdo da PKC (AGULLO et al., 1997), essa acdo tambem pode explicar o mecanismo de
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antinocicep¢do do EHFTF, ja que a PKC esta envolvida em multiplas vias de transmissdo
aferente da dor. A luteolina também mostrou melhorar a hipernocicep¢do pelo menos em
parte, atraves da ativacao de receptores GABA A (HARA et al., 2014).

O é4cido clorogénico, um composto fendlico que é um dos principais compostos do
extrato também demonstrou ter atividade antinociceptiva conforme os estudos de Santos et al.
(2006). Da mesma forma, o acido cafeico e seus derivados revelaram ter acdo antinociceptiva
(SANTOS et al., 2005) por promover inibicdo da atividade da proteina quinase C e A (PKC e
PKA) (NARDINI et al., 2001), podendo seu efeito antinociceptivo também esté relacionado a
LOX/COX e/ou receptores Opidides (GAMARO, et al., 2011; SHIN et al. 2004)

A quercetina também apresentou efeitos antinociceptivos significativos (SANTOS,
2000) e demonstrou agir possivelmente pela modulacao das vias adrenérgicas (KAUR et al.,
2005), ou por inibicdo de COX e de NO (MUTOH et al., 2000) ou por inibir
significativamente a atividade de IP3-quinase com consequente inibicdo da PKC (AGULLO et
al., 1997), o que por sua vez, promove efeito na reducdo da nocicepcao ja que esses fatores
(PG’s, NO e PKC) estdo implicados no mecanismo de transmisséo aferente da dor de algumas
vias.

Diante dos dados literarios apresentados acima, a a¢do dos principais constituintes
presentes no EHFTF demonstra estarem envolvidos nos mecanismos de ac¢do antinociceptivo
desse estudo.

Assim, muitos outros estudos utilizando outros modelos nociceptivos sdo necessarias
para conclusdo final sobre os mecanismos de antinocicepcdo de EHFTF e de seus principais
constituintes, no qual permitird compreender acbes subjacentes aos efeitos obtidos nesse

estudo.

CONLUSAO

Conclui-se, portanto, que o Extrato Hidroalcotlico das Folhas de Tocoyena formosa
(Cham. E Schlecht.) K. Schum. possui atividades antinociceptiva com carater predominante a
nivel central/medular, envolvendo como mecanismo de acao a ativacdo dos sistemas opidide,
glutamatérgico, L-Arginina/NO e Vanildéide (TRPV1) sendo que para essa atividade séo
atribuidos a possivel agdo dos flavonoides, em especial a luteolina, presente no extrato. Ao
todo, o presente estudo indica claramente que as aplicacfes tradicionais e farmacoldgicas do
conhecimento medicinal desta espécie pode ser de potencial interesse no desenvolvimento de

novos agentes clinicamente relevantes para o tratamento da dor aguda e sub-cronica.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que:

O EHFTF revelou os seguintes compostos quimicos a partir da prospeccao
fitoquimica: Taninos condensados, Flavonas, Flavonois, Xantonas, Chalconas,
Auronas, Flavonondis, Leucoantocianidinas, Catequinas, Flavononas, Triterpendides
pentaciclicos, Saponinas.

A CLAE do EHFTF quantificou os seguintes compostos fenolicos: acidos galico,
clorogénico, elagico e cafeico, e os flavonoides: quercetina, rutina e luteolina.

O EHFTF demonstrou possuir atividade antioxidante, tanto para o método de FRAP,
quanto para 0 método de DPPH.

O extrato apresenta baixa toxicidade nas doses testadas, através da administracdo por
via oral, com DL50 acima de 5000mg/kg

Apresenta atividade antiinflamatoria aguda com possivel acdo sobre a via das
prostaglandinas e 0xido nitrico a partir dos constituintes ativos do extrato.

N&o demonstra atividade antiedematogénica e antiinflamatéria topica verificado no
Teste de Edema de orelha.

O EHFTF mostrou atividade gastroprotetora em todos os testes de modelos classicos
de induc&o de ulcera, apresentando melhor resposta na dose de 200mg/kg

O EHFTF demonstrou agir: na gastroprotecdo: localmente por formacdo de barreira
fisica, sendo essa atividade desempenhada possivelmente pelos compostos fendlicos
por reforco da camada de muco-bicarbonato (por meio do complexo tanino-complexo
de proteina/tanino-polissacarido); e de forma sistémica por meio das PG’s e/ou sua
atividade antioxidante agindo em ambas as vias de forma sinérgica ou néo.

Possui atividade antinociceptiva detectados a partir dos Testes de Formalina,
Contorcdes Abdominais, Tail Flick, Hot Plate e VVon Frey, com carater predominante a
nivel medular e central.

A administracdo sistémica (v.0) na dose testada ndo produz disfuncdo motora ou
qualquer efeito colateral detectavel verificado no teste de Rota Rod.

Tem como mecanismo de acdo a ativacdo dos sistemas opioide, glutamatérgico, L-
Arginina/NO e Vanildide (TRPV1) sendo que para essa atividade é atribuida a

possivel acdo dos flavonoides, em especial a luteolina, presente no extrato.



REFERENCIAS




150

6. REFERENCIAS

ABACIOGLU N.; et al. Role of L-arginine/nitric oxide pathway in the antinociceptive
activities of morphine and mepyramine in mice. Arzneimittel Forschung. vol. 51. Pp: 977—
83. 2001.

ABBAS, A. K. Imunologia celular e molecular. 7. ed. Rio de Janeiro: Elsevier, 2011.

ABDELWAHAB, S. I.; et al. The methanolic extract of Boesenbergia rotunda (L.) Mansf.
and its major compound pinostrobin induces anti-ulcerogenic property in vivo: Possible
involvement of indirect antioxidant action. Journal of Ethnopharmacology. 2011.

ABDELWAHAB, S. |.; et al. Gastroprotective mechanism of Bauhinia thonningii Schum.
Journal of Ethnopharmacology. v. 148. Pp: 277-286. 2013.

ABDULLA, M. A_; et al. Evaluation of the anti-ulcer activities of Morus alba extracts in
experimentally-induced gastric ulcer in rats. Biomedical Research. vol. 20. n. 1. pp. 35-39.
20009.

AGUAYO, O; et. al. Causes of non-variceal upper gastrointestinal bleeding. Rev. Cir. Parag.
vol. 37.n.1. 2013.

AGULLDO, G.; et al. Relationship between flavonoid structure and inhibition of phosphatidey-
inositol-3-kinase: a comparison with tyrosine kinase and protein kinase C inhibition. Biochem
Pharmacol. vol. 53. Pp: 1649-1657, 1997.

AIRASHDI, A. S.; et al. Mechanisms of Gastroprotective Effects of Ethanolic Leaf Extract of
Jasminum sambac against HCI/Ethanol-Induced Gastric Mucosal Injury in Rats. Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine. Pp: 1-15. 2012.

ALVES-NETO, O .; COSTA, C. M. C .; TEIXEIRA, M. J. Pain: Principles and Practice.
Porto alegre: Artmed, 2009. cap.19, p.265-279.

BABA, H.; SHIMOIJI, K.; YOSHIMURA, M. Norepinephrine facilitates inhibitory
transmission in substantia gelatinosa of adult rat spinal cord (part 1): effects on axon terminals
of GABAergic and glycinergic neurons. Anesthesiology. vol. 92. Pp: 473-484. 2000.

BACIGALUPO, N.M. Rubiecaea. In: BURKART, A. (Ed.). lllustrated Flora of Entre Rios
(Argentina): Volume VI, Part VI, Dicotiledoneas Metaclamideas. Buenos Aires: Coleccion
Cientifica del I.N.T.A, 1974. Pp: 3-50.

BARROS, M. P; et al. Evaluation of antiulceractivity of the mains phenolic acids found in
Brazilian Green Propolis. Journal of Ethnopharmacology. vol. 120. Pp: 372-377. 2008

BATRAN, R. A,; et al. Gastroprotective effects of Corchorus olitorius leaf extract against
ethanol-induced gastric mucosal hemorrhagic lesions in rats. Journal of Gastroenterology
and Hepatology. vol. 28. Pp: 1321-1329. 2013



151

BEIRITH A.; SANTOS, A. R. S.; CALIXTO J. B. Mechanisms underlying the nociception
and pawoedema caused by injection of glutamate into the mouse paw. Brain. Res. vol. 924.
Pp: 219-28. 2002.

BEIRITH, A.; et al. Spinal and supraspinal antinociceptive action of dipyrone on formalin,
capsaicin and glutamate tests. Study of the mechanism of action. Eur. J. Pharmacol. vol.
345. Pp: 233-245, 1998.

BIRDANE, F. M; et. al. Beneficial effects of Foeniculum vulgare on ethanol-induced acute
gastric mucosal injury in rats. World J. Gastroenterol. vol. 13. n. 4. Pp: 607-11. 2007.

BOESS, F.G.; MARTIN, I. L. Molecular biology of 5-HT receptors. Neuropharmacology.
vol. 33. Pp: 275-317, 1994.

BOLZANI, V. S.; et al. Iridoids From Tocoyena Formosa. Phytochemistry, vol. 46, n. 2. Pp:
305-30, 1997.

BRAZ, D. C.; OLIVEIRA, L. R. S.; VIANA, A. F. S. C. Antiulcerogenic activity of aqueous
extract of Bryophyllum pinnatum (Lam.) Kurz. Rev. Bras. Pl. Med. vol. 15. n. 1. pp.86-90.
2013.

BRITO-JUNIOR, F. E.; et al. Protective effects of Croton campestris A. St-Hill in different
ulcer models in rodents: Evidence for the involvement of nitric oxide and prostaglandins.
Journal of Ethnopharmacology. vol. 153. Pp: 469-477. 2014.

BUYUKOKUROGLU, M. E. et al. Antiinflammatory and Antinociceptive Properties of
Luteolin Diglucuronide and Apigenin Diglucuronide Obtained from Perilla nankinensis.
Asian Journal of Chemistry. vol. 20, n. 3. Pp: 1900-1906. 2008.

CARVALHO, J. C. T. Fitoterapicos anti-inflamatdrios: aspectos quimicos, farmacoldgicos
e aplicacOes terapéuticas. Ribeirdo Preto, SP, Tecmedd, 2004.

CARVALHO, W.; LEMONICA, A. L. Central Mechanisms Of Transmission And Pain
Modulation. A Therapeutic Review. Rev. Bras. Anestesiol. vol. 48. n. 3. Pp: 221-240. 1998.

CASTRO, L. P. Mecanismos de defesa da mucosa gastroduodenal: uma visdo atual. AMB
Rev. Assoc. Med. Bras. Sdo Paulo. vol. 34. n. 1. Pp: 5-13, jan.- fev. 1988.

CASTRO, R. A. Avaliacdo do Potencial Analgésico e Anti-inflamatério do Composto
Pirazolico 1,5-difenil-3-hidrazinopirazol(a) — DHP. UFRRJ. Instituto de Veterinaria.
Curso de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria. Dissertacdo. 2011

CHIQUIERI, A., DI MAIO, F. R., PEIXOTO, A. L. A distribuicdo geogréafica da familia
Rubiaceae Juss. na Flora Brasiliensis de Martius. Rodriguésia. vol. 55. n. 84. Pp: 47-57.
2004.

COELHO, V. P. M., AGRA, M. F., BARBOSA, M. R. V. Estudo farmacobotanico das folhas
de Tocoyena formosa (Cham. & Schitdl.) K.Schum. (Rubiaceae). Rev. Bras. Farmacogn. vol.
16. n. 2: abr/jun. 2006



152

COTRAN, R. S .; KUMAR, V .; COLLINS, T. Structural and Functional Pathology. 6th ed.
Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2005.

CRISTIANS, S.; NAVARRETE, A.; MATA, R. Gastroprotective effect of Hintonia latiflora
and Hintonia standleyana aqueous extracts and compounds. Journal of
Ethnopharmacology. 2013. vol. 145. Pp: 530-535.

CRUVINEL, W. M.; et al. Sistema imunitario — parte I. Fundamentos da imunidade inata com
énfase nos mecanismos molecuares e celulares da resposta inflamatoria. Rev. Bras.
Reumatologia, vol. 50, n. 4. Pp: 434-461, 2010.

CUNHA, T. M.; et. al. Dual Role of Hidrogen Sulfide in mechanical inflammatory
Hipernocipcetion. European Journal of Pharmacology. vol. 590. Pp: 127-135, 2004.

CUSHNIE, T. P. T.; LAMB, A. J. Recent advances in understanding the antibacterial
properties of flavonoids. International Journal of Antimicrobial Agents. vol. 38. pp. 99-
107. 2011.

D’AMOUR, F.E.; SMITH, D.L. A method for determining loss of pain sensation. J
Pharmacol. Exp. Ther. vol. 72. Pp: 74-79, 1941.

DAVID, J. M.; et al. Flavondide e triterpenos de Stigmaphyllom paralias. Quim. Nova. vol.
26. n.4. pp: 484-487. 2003.

DE JESUS, N. Z. T., et al. Tannins, peptic ulcers and related mechanisms. International
journal of molecular sciences, vol. 13. n. 3. Pp: 3203-3228. 2012.

DELPRETE, P. G. Rubiaceae. In: SMITH, N. P.; et al. Flowering Plant Families of the
American Tropics. Pp: 328-333. Princeton University Press/New York Botanical Garden
Press. 2004.

DI ROSA, M.; GIROUD, J. P.; WILLOUGHBY D. A. Studies on the mediators of the acute
inflammatory response induced in rats in different sites by carrageenan and turpentine. J.
Pathol. vol. 104. Pp: 15-29. 1971.

DIAS, Q. M.; PRADO, W. A. Envolvimento dos sistemas descendentes noradrenérgico e
serotoninérgico no controle GABAEérgico espinal da dor induzida por ligadura de nervo
em ratos. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Universidade de Sao Paulo (USP).
Ribeirdo Preto, SP, Brasil. 2009.

DJAHANGUIRI, B.; SCAND, J. The production of acute gastric ulceration by indomethacin
in the rat. Gastroenterology. vol. 4. Pp: 265-257. 1969.

DO, T. D. T.; et al. Antioxidant capacity and vitamin E in barley: Effect of genotype and
storage. Food Chemistry. 2015. v. 187. pp. 65-74

DONATINI, R. S; e al. Atividades antitlcera e antioxidante do extrato de folhas de
Syzygium jambos (L.) Alston (Myrtaceae). Rev. bras. farmacogn. vol. 19, n. 1a, pp: 89-94.
2009.


http://www.bv.fapesp.br/pt/instituicao/1518/faculdade-de-medicina-de-ribeirao-preto-fmrp/
http://www.bv.fapesp.br/pt/instituicao/1518/faculdade-de-medicina-de-ribeirao-preto-fmrp/

153

DRAY, A. Mechanism of action of capsaicin-like molecules on sensory neurons. Life
Sciences, vol. 51. n. 23. pp: 1759-1765, 1992.

DRUMMOND, J. P. Neurophysiology. In: DRUMMOND, J. P. Acute pain: clinical
pathophysiology and therapy. Sao Paulo: Atheneu. 2000.

DUNHAM, N.W.; MIYA, T. S. A note on a simple apparatus for detecting neurological
deficit in rats and mice. Journal of the American Pharmacists Association, vol. 46. pp:
208-209, 1957.

DUNJI, B. S.; et al. Green Banana Protection of Gastric Mucosa against Experimentally
Induced Injuries in Rats. Scandinavian Journal of Gastroenterology. vol. 28. n. 10.
Pp: 894-898. 1993.

ELIZABETSKY, E.; et al. Analgesic activity Psychotria colorata. J. Ethnopharmacol. vol.
48. Pp: 77-83. 1995.

EMIN, J. A. S; OLIVEIRA, A. B.; LAPA, A.J. Anti-inflammatory activity of hesperidin. J.
Pharm. Pharmacol. vol. 46. Pp:118-122. 1994.

ESPINOZA, M. C. F.; et al. Grape seed and apple tannins: Emulsifying and antioxidant
properties. Food Chemistry. 2015. vol. 178. Pp: 38-44.

EVERAERTS W.; et al. (). "The capsaicin receptor TRPV1 is a crucial mediator of the
noxious effects of mustard oil". Curr. Biol. 21. vol. 4. Pp: 316-21. February, 2011.

FANG, S.; et al. Provenance and temporal variations in selected flavonoids in leaves of
Cyclocarya paliurus. Food Chemistry. vol. 124. Pp: 1382-13832011.

FENG, Y.; CUI, M., WILLIS, W. Gabapentin markedly reduces acetic acid-induced visceral
nociception. Anesthesiology. vol. 98. Pp: 729-33. 2003

FERREIRA, S. H. Between understanding and confusion: allodynia and hyperalgesia. vol.
31.n. 3.2003.

FERREIRA, I. C. F. R.; et al. Free-radical scavenging capacity and reducing power of wild
edible mushrooms from northeast Portugal: Individual cap and stipe activity. Food
Chemistry. vol. 100. Pp:. 1511-1516. 2007.

FERREIRA, S. H. et al. Inflammatory pain. In: ALVES-NETO, O .; COSTA,C. M. C
TEIXEIRA, M. J. Pain: Principles and Practice. Porto alegre: Artmed, 2009. cap.19, p.265-
279.

FERREIRA, R. Q.; GRECO, S. J.; DELARMELINA, M.; WEBER, K. C. Electrochemical
quantification of the structure/antioxidant activity relationship of flavonoids. Electrochimica
Acta. 2015. v. 163. pp. 161-166

FILIPINI, C. B.; et. al. Avaliacdo da atividade protetora gastrica do extrato hidroalcodlico da
semente de girassol em ratas. Rev. Bras. Clin. Med. Séo Paulo. vol. 10. n. 2. Pp: 112-5.
2012.


http://informahealthcare.com/action/doSearch?Contrib=B.%2BS.%2BDunji
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/00365529309103131
http://informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/00365529309103131

154

FRANKLIN, K. B. J.; ABBOTT, F V. Pentobarbital, diazepam end ethanol abolish the
interphase diminution of pain in the formalin test: evidence for pain modulation by
GABA receptors. Pharmacol. Biochem. Behav. vol. 46. Pp: 661-66. 1993.

FRITSCHY, J. M. et al. GABAGg-receptor splice variants GBla and GB1b in rat brain:
developmental regulation, cellular distribution and extrasynaptic localization. European
Journal of Neuroscience. vol 11, n. 3. Pp: 761 —768. March 1999.

FURST, S. Transmitters involved in antinociception in the spinal cord. Brain Res. Bull. vol.
48. Pp: 129-141, 1999.

GAMARQO, G. D. et al. Effect of Rosmarinic and Caffeic Acids on Inflammatory and
Nociception Process in Rats. International Scholarly Research Network Pharmacology.
2011.

GANGADHARAN, V.; et al. Conditional gene deletion reveals functional redundancy of
GABAg receptors in peripheral nociceptors in vivo. Molecular Pain. vol. 5. Pp: 68. 20009.

GASSMANN, M.; BETTLER, B. Regulation of neuronal GABAg receptor functions by
subunit composition. Nature Reviews Neuroscience. Vol 13. Pp: 380-394. June 2012.

GIRAUD, A. S. Gastric mucosal healing: The role of the mTor pathway. Infection and
Immunity, Murdoch Childrens Research Institute, Royal Childrens Hospital, Parkville,
Victoria, Australia. J. Gastroenterol. Hepatol. vol. 27. pp. 1411-1416. 2012.

GOTTSBERGER, G.; EHRENDORFER, F. Hybrid speciation and radiation in the
neotropical woody genus Tocoyena (Rubiaceae). Plant. Syst. Evol. vol.181. Pp: 143-169.
1992

GRIVENNIKOV S. I.; GRETEN, F. R.; KARIN, M. Immunity, Inflammation and cancer.
vol. 140. n. 6. Pp: 883-99, 2010.

GUERRA; Y. P.; et. al. Scavenger effect of D-002 on hydroxyl radicals in the gastric mucosa.
Revista Cubana de Farmacia. vol. 46. n. 1. PP-87-96. 2012.

GUYTON, A. C.; HALL, J. E. Treaty of Medical Physiology. 12 nd. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2011. 1216 p.

HAFEZ, A. A, et al. Quality of life in peptic ulcer patients referring to Al-Zahra hospital of
Isfahan, Iran. Gastroenterology and Hepatology from bed to bench, vol. 6. n. 1. S87. 2013.

HAMAUZO, Y.; et al. Effect of pear (Pyrus communis L.) procyanidins on gastric lesions
induced by HCl/ethanol in rats. Food Chemistry. vol. 100. Pp: 265-263. 2007.

HAMERSKI, L.; et. al. Saponinas triterpénicas de Tocoyena brasiliensis Mart. (Rubiaceae).
Quim. Nova. vol. 28, n.4, pp. 601-604. 2005.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/ejn.1999.11.issue-3/issuetoc

155

HARA, K. et al. Effects of intrathecal and intracerebroventricular administration of luteolin in
a rat neuropathic pain model. Pharmacology Biochemistry and Behavior. Pp:125. 10/
2014.

HEITZ, A.; et al. Leotelin 3°-glucoronide, the major flavonoid from Melissa officinalis subdp.
officinalis. Fitoterapia. vol. 71. Pp: 201-202, 2000.

HOWE, J. R.; WANG, J. T.; YAKSH, T. L. Selective antagonism of the antinociceptive
effect of intrathecally applied a-adrenergic agonists by intrathecal prazosin and intrathecal
yohimbine. J. Pharmacol. Exp. Ther. vol. 224. Pp: 552-558, 1983.

HUNSKAAR, S., FASMER, O. B., HOLE, K. Formalin test in mice, a useful technique for
evaluating mild analgesics. J. Neurosci. Meth. vol. 14, pp: 69-76. 1985

IKEDA, Y.; MURAKAMI, A.; OHIGASHI, H. Ursolic acid na anti- and pro-inflammatory
triterpenoid. Molecular Nutrition & Food Research, vol. 52, Pp: 26-42, 2008.

INDRAN, M.; MAHMOOD, A. A.; KUPPUSAMY, U. R. Protective effect of Carica
papaya L leaf extract against alcohol induced acute gastric damage and blood oxidative stress
in rats. West. Indian med. J. vol. 57. n. 4. Pp: 323-326. 2008.

INTERNATIONAL Association for Study of Pain (IASP). Concensus development
conference statement: the integrated aproach to the management of pain. J. Accid. Emerg.
Med. vol. 6. n. 3. 1994.

ISHIDA, K.; et al. Effects of Artichoke Leaf Extract on Acute Gastric Mucosal Injury in Rats.
Bioll. Pharm. Bul. vol. 33. n. 2. Pp: 223-229. 2010.

JULIUS, D.; BASBAUM, A. I. Molecular mechanisms of nociception. Nature. vol. 413. n.
13. September 2001.

KATIKI, L. M.; et al. Anthelmintic effect of plant extracts containing condensed and
hydrolyzable tannins on Caenorhabditis elegans, and their antioxidant capacity. Veterinary
Parasitology. vol. 192. Pp: 218-227. 2013.

KATZUNG B. G.; MASTERS S. B.; TREVOR A. J. Basic e clinical pharmacology. 12 et.
Mc Graw Hill Lange, 2012.

KAUR, R. SINGH, D. CHOPRA, K. Participation of alfa-2 receptors in the antinociceptive
activity of quercetin. J. Med. Food. vol. 8. n. 4. Pp: 529-32. 2005.

KELLENDONK C.; et al. Transient and selective overexpression of dopamine D2 receptors
in the striatum causes persistent abnormalities in prefrontal cortex functioning. Neuron. vol.
49. Pp: 603-615. 2006.

KLINGER, M.; FREISSMUTH, M.; NANOFF, C. Adenosine receptors: G protein-mediated
signalling and the role of accessory proteins. Cell. Signal. vol. 14. 99-108, 2002.


http://www.researchgate.net/journal/1873-5177_Pharmacology_Biochemistry_and_Behavior

156

KOBAYASHI T.; et al. Teprenone promotes the healing of acetic acid-induced chronic
gastric ulcers in rats by inhibiting neutrophil infiltration and lipid peroxidation in ulcerated
gastric tissues. Pharmacological Research, vol. 43, pp: 23-30, 2001.

KONTINEN, V. K.; et al. Electrophysiological evidence for increased endogenous
GABAEergic but not glycinergic inhibitory tone in the rat spinal nerve ligation model of
neuropathy. Anesthesiology. vol. 94. Pp: 333-339, 2001.

KOSTER, R.; ANDERSON, M.; DE BEER, E.J. Acetic acid for analgesic screening.
Federation Proceedings, vol.18, pp: 412, 1959.

LAPA, A.J .; et al. Evaluation methods of the Pharmacological Activity of Medicinal Plants.
Sao Paulo, Sector of Natural Products, Department of Farmamcologia, UNIFESP / EPM,
2008.

LARA, D. R .; SOUZA, THE hypofunction adenossinérgica model for schizophrenia:
interactions between purinergic systems, glutamate and dopamine. Journal of Clinical
Psychiatry. 2001.

LE BARS, D.; GOZARIU, M.; CADDEN, S.W. Animal models of nociception.
Pharmacological Reviews, vol. 53, pp: 597-652, 2001.

LENT, R. One hundred billion neurons: Fundamental Concepts of Neuroscience. 2 nd. Sdo
Paulo: Atheneu. 2010. 786 p.

LIANG, Y. C,, et al. Suppression of inducible cyclooxygenase and inducible nitric oxide
synthase by apigenin and related flavonoids in mousemacrophages. Carcinogenesis, vol. 20,
n. 10, pp: 1945-1952, 1999.

LIMA, C. A. H,; et al. Antiulcerogenic action of ethanolic extract of the resin from Virola
surinamensis Warb. (Myristicaceae). Journal of Ethnopharmacology. vol. 122. Pp: 406-
409. 20009.

LIU, C.; CRAWFORD, J. M. O Trato Gastrointestinal. In: COTRAN, R. S.; KUMAR, V;
COLLINS, T. Patologia Estrutural e Funcional. 6 ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2005.

LUO, Z. D.; CIZKOVA, D. The Role of Nitric Oxide in Nociception. Basic Science and
Other Topics on Pain. Current Review of Pain, vol. 4. Pp:459-466. 2000.

MALL, B.; GAUCHAN, D. P.; CHHETRI, R. B. An ethnobotanical study of medicinal
plantas used by ethnic people in Parbat district of western Nepal. Journal of
Ethnofarmacology. vol. 165. pp. 103-117. 2015.

MALONE, M. H. ROBICHAUD, R. C. A hippocratic screen for pure or crude drug materials.
Lloydia. vol. 25. n. 4. Pp: 320-331, 1962.

MARTINOV, T.; et al. Measuring Changes in Tactile Sensitivity in the Hind Paw of Mice
Using an Electronic VVon Frey Apparatus. J. Vis. Exp. vol. 82. 2013.



157

MARTINS, M. A. Effect of glycine microinjection in the periaqueductal gray dorsolateral
mice in deep somatic pain model. Dissertation. Graduate Program in Biological Sciences
Center of Pharmacology. Federal University of Santa Catarina. Floriandpolis, SC. 2005.

MATOS, F. J. A. Introduction to Experimental Phytochemistry. 2nd ed. Fortaleza.
publishing: UFC, 2002.

MEDZHITOV, R. origin and physiological roles of inflammation. Nature. vol. 454. Pp: 428-
435, 2008.

MELLER, S. T.; GEBHART, G. F., Nitric oxide (NO) and nociceptive processing in the
spinal cord. Pain. vol. 52, n. 2, Pp. 127-136, 1993.

MELLO, J. C. P.; SANTOS, S. C. Taninos. In: SIMOES, C. M.; et al. Farmacognosia: da
planta ao medicamento. 3 ed. Porto Alegre: UFGRS/Ed.UFSC, 2001. cap. 24, p.517-543.

MENEZES, G. B.; et al. Inhibition of prostaglandin F (2-alpha) by selective cyclooxygenase
2 inhibitors accounts for reduced rat leukocyte migration. Inflammation, vol. 29. Pp:163-
169. 2005.

MENSE, S.; GERWIN, R. Central Nervous Mechanisms of Muscle Pain. Understanding the
Mechanisms: Springer-Verlag. 2010. Pp: 105-75.

MERSKEY, H.; BOGDUK, N. Classification of chronic pain: description of chronic pain
syndromes and definitions of pain terms. Seattle: IASP Press, 1994.

MIKA, M.; KOSTOGRYS, R. B.; ZAROW, M. F.; WIKIERA, A.; MASLAK, E. Anti-
atherosclerotic activity of catechins depends on their stereoisomerism. Atherosclerosis. 2015.
vol. 240. Pp: 125-130

MILLAN, M. J. Descending control of pain. Neurobiology. vol. 66. Pp: 355-474, 2002.

MILLAN, M. J.; et al. Pro and antinociceptive actions of serotonin (5-HT) 1A agonists and
antagonists in rodents: relationship to algesiometric paradigm. Behav. Brain Res. vol. 73. Pp:
69-77. 1995.

MISSALE, C.; et al. Dopamine receptors: from structure tofunction. Physiol. Rev. vol. 78.
Pp:189-225. 1998.

MIZUI, T; SHIMONO, N; DOTEUCHI, M. A possible mechanism of protection by
polyamines against gastric damage induced by acidified ethanol in rats: polyamine protection
may depend on its antiperoxidative properties. Japanese Journal Pharmacology. vol. 44.
Pp: 43-50, 1987.

MONCADA, S.; PALMER, R. M. J.; HIGGS, E. A. Nitric oxide: physiology,
pathophysiology and pharmacology. Pharmacological Reviews. vol. 43. n. 2. Pp: 109-142,
1991.

MONTEIRO, E. C. A,; et. al. Os antiinflamatorios ndo esteroidais (AINEs). Temas de
Reumatologia Clinica. vol. 9. n. 2. Maio de 2008.



158

MULLER, W. A. Leukocyte-endothelial cell interactions in the inflammatory response.
Laboratory Investigation. vol. 82. Pp: 521-533, 2002.

MUTOH, M. et al. Suppression by flavonoids of cyclooxygenase-2 promoter-dependent
transcriptional activity in colon cancer cells: structure-activity relationship. Jpn. J. Cancer
Res., vol. 91. pp: 686-91, 2000.

BRASIL. M. D. I. Ministério da Integracdo Nacional. Lei N° 11.794, de 8 de outubro de
2008. Programa de Sustentabilidade de Espacos Sub-Regionais — PROMESO.

NAUMOSKA, K.; VOVK, I. Analysis of triterpenoids and phytosterols in vegetables by thin-
layer chromatography coupled to tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography
A.vol. 1381. Pp: 229-238. 2015.

NEGUS, S. S., et al., Preclinical assessment of candidate analgesic drugs: recent advances and
future challenges. J. Pharmacol. Exp. Ther. vol. 319. n. 2. Pp: 507-14. 2006.

NEUGEBAUER, V. Metabotropic glutamate receptors — important modulators of nociception
and pain behavior. Pain. vol. 98. Pp: 1-8. 2002.

NICOLL, R. A. Introduction to Pharmacology of Drugs that act in the Central Nervous
System. In: KATZUNG B. G.; MASTERS S. B.; TREVOR A. J. Basic e clinical
pharmacology. 12 et. Mc Graw Hill Lange, 2012.

OECD. Guidelines for the Testing of Chemicals. Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-
Procedure (UDP). 425. Adopted: 3 October 2008.

OKPO, S. O.; FATOKUN, F.; ADEYEMI, O. O. Analgesic and anti-inflammatory activity of
Crinum glaucum aqueous extract. J. Ethnopharmacol. vol. 78. Pp: 207-211, 2001.

OLIVEIRA, L. F. S. Prospeccéo de novos produtos naturais e sintéticos bioativos com
atividade antimicrobiana frente a Helicobacter Pylori. Monografia. Universidade
Bandeirante de S&o Paulo. Sdo Paulo, 2010.

OLIVEIRA, L. M; SILVA, L. F. S. Mecanismos neurais e modula¢édo da dor. In: ALVES-
NETO. et al. Dor: Principios e Pratica. Sdo Paulo: ARTMED, 2009.

PAN, H. L., et al., Modulation of pain transmission 1 by G-protein-coupled receptors.
Pharmacol. Ther. vol. 117 n. 1. Pp: 141-61. 2008.

PARVEEN, Z.; et al. Antiinflammatory and analgesic activities of thesium chinese Turcz
extracts and its major flavonoids, kaampferol and kaempferol-3-O-glucoside. Yakugaku
Zasshi, vol.127. Pp:1275-1279, 2007.

PATAPOUTIAN, A., TATE, S., WOOLF C. J., Transient receptor potential channels:
targeting pain at the source. Nat. Rev. Drug. Discov. vol. 8. n. 1. Pp: 55-68. 2009.



159

PETERS, C. A.; et al. Production of Wilbrandia ebracteata extract standardized in flavonoids
and dihydrocurcubitacin and assessment of its topical anti-inflammatory activity. Industrial
Crops and Products. vol. 69. Pp: 123-128. 2015.

PETROFF, E. Y.; et al. Acid-sensing ion channels interact with and inhibit BK K+ channels.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. vol. 105. n. 8. Pp: 3140-4, 2008.

PETROIANU, A.; SILVA, S. V.; ALBERT]I, L. R. Mudancas nos padrdes epidemioldgicos
das ulceras pépticas nos ultimos 20 anos. Revista Brasileira de Medicina e Revista
Pediatria Moderna. S&o Paulo. vol. 59. n. 9. Pp: 667-669. 2002.

PRADO, A. L. Revisdo taxonémica do género Tocoyena aubl. (Rubiaceae) no Brasil.
Universidade Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. Programa de P6s-graduacdo em
Biologia Vegetal. Dissertagdo (mestrado). UNICAMP. 1987

PRUET, C. W, et al. Management of the airway in patients with angioedema. Laryngoscopie
vol. 93. Pp:749-754.1983.

PURVES, D.; et al. Neurosciences. Unit |, Chapter 7. 4 nd. Artmed, 2008.

QUIAO, A.; et al. Novel triterpenoids isolated from hawthorn berries functioned as
antioxidant and antiproliferative activities. Journal of Functional Foods. vol. 13. Pp: 308-
313. 2015.

RANG, H. P. et al. Pharmacology: Basic & Clinical. 12 nd. Rio de Janeiro: Elsevier, 2014.

RAO, C.V. et. al. Antiulcer activity of utleria salicifolia rhizome extract. Journal
Etnophamacology. vol. 91. Pp 243-249. Elsevier Ireland Ltd, 2004.

RATHMELL, J. P.; LAIR, T. R.; NAUMAN, B. The role of intrathecal drugs in the treatment
of acute pain. Anesth. Analg. vol. 101. n. 5. Pp: 30-43. 2005.

REIS, L. R. S. et al. Avaliacdo de plantas da familia Rubiaceae existentes no horto de plantas
medicinais da Embrapa Amazdnia Oriental. In: Congresso Nacional de Botanica, 54; Reunido
Amazonica de Botanica, 3, 2003.

ROBBRECHT, E. Tropical woody Rubiaceae. Opera Botanica Belgica. vol. 1. Pp: 1-271.
1988.

ROBERT, A.; et al. Cytoprotection by prostaglandins in rats: Prevention of gastric necrosis
produced by alcohol, HCI, NaOH, hypertonic NaCl and thermal injury. Gastroenterology.
vol. 77. Pp: 433-443. 1979.

ROCHA, A. P. C; et al. Dor: aspectos atuais da sensibilizacao periférica e central. Rev. Bras.
Anestesiol. vol.57, n.1, pp. 94-105. 2007.

ROCHA, W. S.; et al. Compostos fenolicos totais e taninos condensados em frutas nativas do
cerrado. Rev. Bras. Frutic. vol. 33. n. 4. Pp: 1215-122. 2011.


http://www.alice.cnptia.embrapa.br/alice/browse?type=author&value=REIS%2C%2BL.%2BR.%2BS

160

ROTH, J.; et al. Molecular aspects of fever and hyperthermia. Immunol. Allergy Clin. N.
Am. vol. 29. Pp: 229- 245, 20009.

ROVA J. H. E.; et al. A trnLFcpDNA sequence study of the Condamineeae-Rondeletieae-
Sipaneeae complex with implications on the phylogeny of the Rubiaceae. Amer J Bot. vol
89. Pp-145-159. 2002.

RUDNICKI, M.; et al. Antioxidant and antiglycation properties of Passiflora alata and
Passiflora edulis extracts. Food Chemistry. vol. 100. n. 2. Pp: 719-724. 2007.

RUFINO, M. S. M; et al. Metodologia cientifica:Determinacao da atividade antioxidante total
em frutas pela captura do radical livre. Embrapa. Julho, 2007.

RUFINO, M. S. M; et al. Metodologia cientifica:Determinacdo da atividade antioxidante total
em frutas pela método de reducéo de ferro (FRAP). Embrapa. 2006.

SALATINO A.; OLIVEIRA, A. F. M. Major constituents of the foliar apicuticular waxes of
species from the Caatinga and Cerrado. Zeitschrift fur Naturforschung C-A J. Biosci. vol. 55.
n. 9-10. Pp: 688-92. 2000.

SANTOS A. R. S, et al. Antinociceptive properties of the new alkaloid, cis-8, 10-di-
Npropyllobelidiol hydrochloride dihydrate isolated from Siphocampylus verticillatus:
evidence for the mechanism of action. J Pharmacol Exp Ther. 1999; vol. 289. Pp: 417-26.

SANTOS, A. R. S.; CALIXTO, J. B. Ruthenium red and capsazepine antinociceptive effect in
formalin and capsaicin models of pain in mice. Neurosci. Lett. vol. 235. Pp: 73-76, 1992.

SANTOS, A. R. S.; et al. Analysis of the mechanisms underlying the antinociceptive effect of
the extracts of plants from the genus Phyllanthus. Gen. Pharmacol. vol. 26. Pp: 1499-1506,
1995.

SANTOS, A. R. S;; et al. Antinociceptive properties of the new alkaloid, cis-8, 10-di-
Npropyllobelidiol hydrochloride dihydrate isolated from Siphocampylus verticillatus:
evidence for the mechanism of action. J. Pharmacol. Exp. Ther. vol. 289. Pp:417-26. 1999.

SANTOS, A. R. S; et al. Mechanisms involved in the antinociception caused by agmatine in
mice. Neuropharmacology. vol. 48. Pp:1021-34. 2005.

SANTOS, A. R.; CALIXTO, J. B. Further evidence for the involvement of tachykinin
receptor subtypes in formalin and capsaicin models of pain in mice. Neuropeptides, vol. 31,
n. 4, pp: 381-9, 1997.

SANTOS, M. D. et al. Evaluation of the anti-inflammatory, analgesic and antipyretic
activities of the natural polyphenol chlorogenic acid. Biological & Pharmaceutical Bulletin,
vol. 29. n. 11, pp: 2236-2240, 2006.

SANTOS, M. D.; et al. Analgesic activity of di-caffeoylquinic acids from roots of
Lachnophora ericoides (Arnica da Serra). Journal of ethnopharmacology. vol. 96. Pp: 545-
549. 2005.



161

SANTOS, L. B.; et al. Efficacy of extracts from plants of the Brazilian Pantanal against
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Rev. Bras. Parasitol. Vet. vol. 22, n. 4, pp: 532-538.
2013.

SASAKI, M.; et al. effects of 5-HT2 and 5-HT3 receptor on the modulationof nociceptiva
transmission in rat espinal cord according to the formalin test. Eur. J. Pharmacol. vol. 424.
Pp: 45-52, 2001.

SAUL, C; et. al. Redugéo da prevaléncia de Ulcera duodenal: um estudo brasileiro (anélise
retrospectiva na ultima década: 1996-2005). Arg. Gastroenterol. vol. 44. n. 4, Pp. 320-324.
2007.

SCHAIBLE, H. G.; EBERSBERGER, A.; NATURA, G. Update on peripheral mechanisms of
pain: beyond prostaglandins and cytokines. Arthritis Research and Therapy, vol. 13. Pp:
210. 2011.

SCHAIBLE, H. G.; RICHTER, F. Pathophysiology of pain. Langenbecks. Arch. Surg. vol.
389. Pp: 237-243, 2004.

SCHUMACHER, M. A,; BASBAUM, A. |.; WAY, W. L. Opioid Analgesics & Antagonists.
In: KATZUNG B. G.; MASTERS S. B.; TREVOR A. J. Basic e clinical pharmacology. 12
et. Mc Graw Hill Lange, 2012.

SERHAN, C. N.; CHIANG, N. Novel endogenous small molecules as the checkpoint
controllers in inflammation and resolution: entree for resoleomics. Rheum Dis Clin. North.
Am. vol. 30 n. 1. Pp: 69-95. 2004.

SHIN, K. M.; et al. Anti-inflammatory effect of caffeic acid methyl ester and its mode of
action through the inhibition of prostaglandin E, nitric oxide and tumor necrosis factor-«
production. Biochemical Pharmacology, vol. 68, n. 12, pp: 2327-2336, 2004.

SILVA, A. R. H.; et al. Biochemical and hematological effects of acute and sub-acute
administration to ethyl acetate fraction from the stem bark Scutia buxifolia Reissek in mice.
Journal of Ethnopharmacology. vol. 153. Pp: 908-916, 2014.

SILVA, L. P.; ANGELIS, C. D.; TOMA, W. Avaliacdo da dos mecanismos de acao
envolvidos nas atividades antiulcerogénica e cicatrizante do extrato etanolico obtido a partir
das folhas de Terminalia Catappa L. (combretaceae). Universidade Santa Cecilia. Revista
Ceciliana. vol. 2. n. 2. Pag. 20-22, 2010.

SMITH, H.; DOYLE, S.; MURPHY, R. Filamentous fungi as a source of natural antioxidants.
Food Chemistry. v. 185. pp. 389-397. 2015.

SOCHOR, J.; et al. Fully Automated Spectrometric Protocols for Determination of
Antioxidant Activity: Advantages and Disadvantages. Molecules. vol. 15. Pp: 8618-8640.
2010.

SOUZA, R. K. D. Etnofarmacologia de plantas medicinais do carrasco no Nordeste do Brasil.
Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de P6s-Graduagdo em Bioprospeccéao
Molecular da Universidade Regional do Cariri — URCA. Crato, 2012. 84p.



162

SPARG, S. G.; LIGHAT, M. E.; VAN STADEN, J. Biological activities and distribution of
plant saponins. Journal of Ethnopharmacology. vol. 94. n. 2-3. Pp: 219-243, 2004.

SUZUKI, H., et al. Roles of oxidative stress in stomach disorders. Journal of clinical
biochemistry and nutrition, vol. 50. n. 1. Pp: 35. 2012.

SZELENYI, I.; BRUNE, K. Possible role of oxygen free radicals in ethanol-induced gastric
mucosal damage in rats. Digestive Disease Science, vol. 33, n. 7, pp: 865-871, 1988.

TEDGUI, A.; MALLAT, Z. Anti-inflammatory mechanisms in the vascular wall. Cir. Res.
vol. 88, Pp: 877-887, 2001.

TIDBALL, J. G. Inflammatory processes in muscle injury and repair. Am. J. Physiol. Regul.
Integr. Comp. Physiol. vol. 288. n. 2. Pp: 345-53. 2005.

TJDLSEN, A, et al. The formalin test: na evaluation ofthe method. Pain, vol. 51, pp: 5-17,
1992.

TODD A. J. Neuronal circuitry for pain processing in the dorsal horn. Nat. Rev. Neurosci.
vol. 11. Pp: 823-836. 2010.

TOMINAGA, M. et al. The cloned capsaicin receptor integrates multiple pain-producing
stimuli. Neuron. vol. 21. n. 3. Pp: 531-543.

TOSTES, R. Inflamacéo: eventos essenciais. Universidade Federal do Parana. Disciplina de
patologia veterinaria. 2011.

TRISTCH, D.; et al. Flavonoids: True or promiscuous inhibitors of enzyme? The case of
deoxyxylulose phosphate reductoisomerase. Bioorganic Chemistry. vol. 59, pp: 140-144.
2015.

TUBARO, A. the croton oil ear test revisited. Inflammation Research. vol. 17. n. 3. Pp: 347-
349, 1986.

VACHER, P. J.; DUCHENE-MARULLAZ, P.; BARBOT, P. A. propos de quelques produits
usuels — comparaison de deux méthodes d’étude des analgésiques. Medicina Experimentalis.
vol.11. Pp:51-58, 1964.

VALLE CLARA, M.; et. al. Effects of D-002 on aspirin-induced ulcers and neutrophil
infiltration on the gastric mucosa. Rev. cuba. Farm. vol. 46. n. 2. Pp: 249-258, Apr.-June
2012.

VERRI-JR., W. A_; et al. Hypernociceptive role of cytokines and chemokines: targets for
analgesic drug development? Pharmacology & Therapeutics. vol. 112. n. 1, Pp: 116-138,
2006.

VIEIRA, L. M.; et al. Fenolicos totais e capacidade antioxidante in vitro de polpas de frutos
tropicais. Rev. Bras. Frutic. vol. 33. n. 3. pp. 888-897. 2011.



163

VOMERO, N. D.; COLPO, E. Cuidados Nutricionais na Ulcera Péptica. Arg. Bras. Cir. Dig.
vol. 27. n. 4. Pp: 298-302. 2014.

WALKER, E. A,; et al. Naltrexone and beta-funaltrexamine antagonism of the antinociceptive
and response rate-decreasing effects of morphine, dezocine, and dpropoxyphene.
Psychopharmacology. vol. 144. Pp: 45-53, 1999.

WALLACE, J. L. NSAID gastropathy and enteropathy: distinct pathogenesis likely
necessitates distinct prevention strategies. British Journal of Pharmacology. vol. 165. Pp:
67-74. 2012.

WALLACE, J. L. Prostaglandins, NSAIDs, and gastric mucosal protection: why doesn't the
stomach digest itself? Physiolological Reviews. october, vol. 88. n. 4. Pp: 1547-1565, 2008.

WINTER, C. A.; RISLEY, E. A.; NUSS, G. W. Carrageenin-induced edema in hind paw of
the rat as an assay for antiinflammatory drugs. Experimental Biology and Medicine, vol.
111. n. 3, Pp: 544-547, 1962.

YOWTAK, J.; et. al. Reactive Oxigen Species Contribute of Neuropathic Pain by Reducing
Spinal GABA release. International Association for the Study of Pain. vol. 152. n. 4. Pp.
844-852. 2011.

ZALDIVAR, F.; et al. Constitutive pro- and antiinflammatory cytokine and growth factor
response to exercise in leukocytes. J. Appl. Physiol. vol. 100. Pp: 1124-33. 2006.



