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RESUMO

CONCEICAO, ALEXSANDRO MACHADO.”Efeitos antinociceptivo, anti-inflamatorio e
antioxidante da entrecasca da Maytenus rigida Mart. (Celastraceae).” Sergipe: UFS,

2010. (Dissertacdo — Mestrado em Ciéncias da Saude).

A Maytenus rigida Mart., conhecida popularmente como “bom-nome”, “cabelo de negro”,
“casca grossa” e “pau de colher”, € uma espécie da familia Celastraceae que apresenta ampla
distribuicdo na regido nordeste. Na medicina popular é indicada para o tratamento de
inflamacdes, dores, infecgdes urinarias, entre outras. O presente estudo teve como objetivo
contribuir para o conhecimento das a¢des antinociceptiva, anti-inflamatdria e antioxidante da
entrecasca da M. rigida. Para tanto, os animais foram pré-tratados por via oral com o extrato
etanolico bruto (EE) da entrecasca desta planta nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg e
utilizados em modelos experimentais de nocicepcdo (contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético, placa quente e formalina em camundongos), inflamacdo (edema de pata e
peritonite induzidos por carragenina em ratos) e oxidacdo (método de sequestro do radical
livre DPPH). No modelo de contorc¢des abdominais, o EE quando administrado em dose Unica
por via oral, apresentou atividade inibitdria sobre as contor¢des induzidas por acido acético
nas doses de 200 e 400 mg/kg (P < 0,01). O pré-tratamento dos animais com o EE aumentou o
tempo de laténcia no modelo de placa quente nas doses de 200 e 400 mg/kg (P < 0,05),
sugerindo uma acdo central. No modelo de formalina, o EE apresentou atividade inibitoria em
ambas as fases do teste: na primeira fase nas doses de 200 e 400 mg/kg (P < 0,01) e na
segunda fase nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (P < 0,05). Utilizando o modelo de edema de
pata induzido por carragenina para avaliar uma possivel atividade anti-inflamatoria,
observamos que a administracdo oral do EE aos animais néo foi capaz de inibir a formacdo de
edema na pata de ratos. Entretanto, o pré-tratamento dos animais com o EE foi efetivo em
reduzir a migracdo de leucocitos para a cavidade peritoneal de ratos em todas as doses
utilizadas (P < 0,01). Nossos resultados sugerem que o EE da entrecasca da M. rigida
apresenta atividades antinociceptiva, central e periférica, e anti-inflamatdria com inibigcdo da

migracéo de células, devido, a0 menos em parte, a sua agdo antioxidante.

Palavras-chave: Atividade antinociceptiva; anti-inflamatéria; antioxidante; Maytenus rigida;

Celastraceae.
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ABSTRACT

CONCEICAO, ALEXSANDRO MACHADO.” Antinociceptive, anti-inflammatory, and e
antioxidant effects of the inner bark of Maytenus rigida Mart. (Celastraceae).” Sergipe:
UFS, 2010. (Dissertation — Master in Health Sciences).

Maytenus rigida Mart., populary known as “bom-nome”, “cabelo de negro”, “casca grossa”,
and “pau de colher” is a species of Celastracae family that is widely distributed in the
northeast. In folk medicine, it is indicated for the treatment of inflammation, pain, and
infections such as in the urinary tract. This study aimed to contribute to the knowledge of the
antinociceptive, anti-inflammatory, and antioxidant actions from the bark of M. rigida. To this
end, the animals were pretreated orally with the crude ethanol extract (EE) of the inner bark of
this plant at the doses of 100, 200, and 400 mg / kg and used in experimental models of
nociception (writhing induced by acetic acid, hot plate and formalin in mice), inflammation
(paw edema and carrageenan-induced peritonitis in rats) and oxidation (method of the
scavenging of DPPH radical). In the writhing model, oral administration of the EE showed
inhibitory activity on the writhing induced by acetic acid at the doses of 200 and 400 mg / kg
(P <0.01). Pretreatment of animals with EE increased the latency time on hot plate at the
doses of 200 and 400 mg / kg (P <0.05), suggesting a central action. In the formalin model,
the EE had inhibitory activity in both test phases: the first phase at the doses of 200 and 400
mg / kg (P <0.01) and the second phase at the doses of 100, 200, and 400 mg / kg (P <0.05).
Using the model of paw edema induced by carrageenan to evaluate a possible anti-
inflammatory activity, we observed that oral administration of the EE was not able to inhibit
the formation of edema in rats. However, pretreatment EE was effective in reducing the
migration of leukocytes into the peritoneal cavity of rats at all doses used (P <0.01). Our
results suggest that the EE of M. rigida inner possesses antinociceptive, anti-inflamatory and

antioxidant activities.

Key-words: Antinociceptive activity; anti-inflammatory; antioxidant; Maytenus rigida;
Celastraceae.
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1 INTRODUCAO

A inflamacéo é a resposta de um tecido vivo e vascularizado a um agente infeccioso, a
um antigeno ou mesmo a um estimulo irritante de natureza fisica, quimica ou traumatica. Esta
resposta se manifesta pela presenca de eritema (rubor), calor (aumento de temperatura na
regido inflamada), tumor (edema), dor e perda de fungdo do tecido ou Orgdo afetado
(CARVALHO, 2004).

Na tentativa de inibir o processo inflamatdrio, os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs) constituem em um grupo heterogéneo de moléculas com propriedades anti-
inflamatoria, analgésica e antipirética eficazes. Desafortunadamente, a frequéncia dos efeitos
adversos descritos em seu uso continuado é alta (BJORKMAN, 1996; WALLACE, 1997).

Por outro lado, devido ao melhor conhecimento que se tem adquirido sobre a
fisiopatologia do processo inflamatério, tem-se sugerido diversos niveis de atuacdo ou
estratégia na busca de novos farmacos anti-inflamatérios, dirigidos ao controle de
mecanismos especificos relevantes na resposta inflamatdria.

Existem numerosos agentes, obtidos de fontes naturais, de grande diversidade
qguimica, que envolvem diferentes tipos de principios ativos. Entre eles se encontram
triterpenos, esterdides, lactonas, sesquiterpenos, flavondides, cumarinas e alcal6ides que tém
demonstrado atividade anti-inflamatoria em varios modelos de inflamacdo, atuando sobre
distintos mediadores deste processo (WAGNER, 1989; LYSS et al., 1997). Isto constituiria
uma fonte de novos agentes que poderiam exercer sua atividade anti-inflamatoria por
mecanismos distintos aos dos farmacos AINES ja existentes na terapéutica.

Desta forma, nos ultimos anos, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo
de plantas preconizadas pela medicina popular para validar a sua utilizacdo como fitoterapico
seguro e eficaz, tendo em vista que o uso popular de uma determinada planta ndo é suficiente
para valida-la como fitoterapico. Deste modo, o emprego de técnicas modernas de
farmacologia, bioquimica, toxicologia e biologia molecular renovaram o interesse na procura
de novos medicamentos ou de prototipos de novos farmacos a partir de produtos naturais
(CALIXTO, 2000a).

Durante toda a evolucdo da humanidade, as popula¢fes vém construindo e

transformando os conhecimentos relacionados a natureza e os incorporando aos seus modos
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de vida. Conhecer esses ‘“saberes” tradicionais ¢ necessario para conservacdo da
biodiversidade, pois permite identificar melhor o uso das espécies nativas e as pressdes a que
elas estdo submetidas. As plantas medicinais tém sido usadas em paises em desenvolvimento
como uma alternativa no tratamento de doencas. Muitos extratos e 6leos essenciais isolados
de plantas tém apresentado atividades bioldgicas in vitro e in vivo, o que justifica pesquisas
baseadas no conhecimento da medicina popular (MARTINEZ et al., 1996). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento no mundo dependem da medicina tradicional para suas necessidades basicas
de saude, sendo que 85% dessas praticas envolvem plantas medicinais (BRASIL, 2006a).

Esses dados indicam o potencial de uso de plantas como fonte de novas drogas ainda
inexploradas, fato este evidenciado pelo numero de espécies de plantas existentes e pelo fato
de apenas uma pequena porcentagem ter sido investigada através de ensaios quimicos e,
menor nimero ainda, do ponto de vista biofarmacoldgico.

Desta forma, com o objetivo de contribuir para um maior esclarecimento de plantas
medicinais usadas pela populacdo no combate da dor e da inflamacéo, e validar as atividades
anti-inflamatorias e analgésicas atribuidas ao uso da Maytenus rigida, utilizou-se o extrato
etandlico (EE) da entrecasca desta planta em modelos in vivo de nocicepc¢do (contorcBes
abdominais, placa quente e formalina) e de inflamagdo (edema de pata e peritonite), além de
ensaio avaliacdo in vitro para avaliar a atividade antioxidante (analise quantitativa de

sequestro do radical DPPH).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Inflamacéo

A palavra inflamag&o, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo, area em
chamas. Apresenta-se como uma reacdo complexa a VArios agentes nocivos, como
microrganismos e células danificadas, que consiste de respostas vasculares, migracao,
ativacdo de leucdcitos e reagdes sisttmicas (TROWBRIDGE; EMLING, 1998), sendo
considerada uma resposta fisioldgica desencadeada por lesdo tecidual ou estimulos
antigénicos e que muitas vezes pode ser prejudicial ao organismo (SCHMID-SCHONBEIN,
2006; RAO et al., 2007).

Clinicamente, a inflamacdo caracteriza-se por apresentar cinco sinais cardinais:
eritema, edema, calor, dor e perda da funcdo (HEIDLAND et al., 2006), provenientes da
dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por acdo de mediadores
inflamatdrios. Com aumento da temperatura, as reacdes metabdlicas ocorrem com maior
rapidez e liberam calor adicional. O edema surge com aumento da permeabilidade vascular
(VERGNOLLE, 2008).

Esses efeitos sdo estabelecidos por eicosandides classicos, como as prostaglandinas e
leucotrienos, que exercem importantes fun¢ées como mediadores locais e exercem expansivas
acOes em resposta de interesse na inflamagdo. Estudos recentes tém identificado novos
mediadores quimicos, como as citocinas (interleucina—10, fator de crescimento ) e gases
(6xido nitrico) (SERHAN; CHIANG, 2004).

Os mediadores da inflamacdo, portanto, sdo substancias formadas e liberadas,
concomitante ou sequencialmente, no local da lesdo. A origem destes mediadores pode ser
plasmatica (fatores do complemento e bradicinina) ou celular (histamina, serotonina,
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, fator ativador plaquetario (PAF) e etc). Os
mediadores estdo envolvidos na génese e manutencdo dos eventos caracteristicos da reacdo
inflamatdria e se ligam a receptores especificos nas ceélulas-alvos podendo, inclusive,
estimular a liberacéo de outros mediadores (ZHOU et al., 2007).

O processo inflamatério consiste na primeira linha de defesa a estimulos lesivos

exogenos (agentes infecciosos, traumas fisicos ou quimicos) ou enddgenos (imunoldgicos,
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neuroldgicos) com finalidade de reconstruir a estrutura e a fungdo do tecido ou 6rgao afetado
(GARCIA-LEME et al., 1993) (Figura 1).

Independentemente da natureza do estimulo desencadeante, as células ativadas do
sistema fagocitico mononuclear (mondcitos circulantes e macrofagos teciduais) iniciam a
cascata de eventos, secretando, em uma etapa inicial, citocinas da familia da interleucina (IL)-
1 e fator de necrose tumoral (TNF). Estas moléculas tém acdo pleiotropica, tanto local como
sistemicamente. Localmente, agem sobre células da matriz ou estroma tecidual,
principalmente fibroblastos e células endoteliais, causando a liberacdo de um segundo
conjunto de citocinas que incluem, além das proprias IL-1 e TNF, também IL-6 e IL-8, e as
proteinas inflamatéria de macréfago (MIP) e quimiotdtica de mondcito (MCP)
(VOLTARELLI, 1994).

Este processo pode ser dividido em trés diferentes fases: inflamacao aguda, inflamacéo
cronica e resposta imune. A divisdo das inflamacGes aguda e crbnica é baseada na duracéo e
caracteristicas patolégicas da reacdo. A inflamacdo aguda tem uma duracdo relativamente
curta, de minutos, algumas horas ou alguns dias, e suas caracteristicas sdo a exsudacdo de
liquido e de proteinas plasmaticas (edema) e a migracdo de leucdcitos, predominantemente de
neutréfilos. A inflamacdo cronica, por outro lado, tem uma duracdo maior e associa-se, em
termos histolégicos, com a presenca de linfocitos e de macréfagos e com proliferagdo de
vasos sanguineos e de tecido conjuntivo (ROBBINS et al., 1996).

A resposta imune aparece, quando as células imunologicamente competentes sdo
ativadas em resposta aos organismos estranhos, ou substancias antigénicas liberadas durante a
resposta inflamatoria aguda ou crénica. A resposta imune pode ser dividida em respostas inata
e adaptativa; o sistema imune inato € ativado imediatamente ap6s uma infeccdo,
desencadeando a resposta do hospedeiro ao microorganismo infectante e emitindo um sinal de
ativacdo para a resposta imunoldgica adaptativa. Eventos como a vasodilatagdo,
permeabilidade vascular aumentada e infiltracdo celular sdo parte da resposta imune inata, e
seus componentes celulares primarios sdo 0os macréfagos, células dendriticas, células natural
Killer (NK) e neutrofilos. Proteinas efetoras circulantes como o sistema complemento,
reagentes de fase aguda e a cascata de coagulacdo tém importante funcdo na imunidade inata.
A resposta imunoldgica adaptativa ou especifica so é desencadeada apos 0 reconhecimento do
patégeno pela resposta imune inata, a qual deflagra todo um conjunto de reacdes
singularmente especificas contra o invasor e também torna as a¢Ges dos componentes da

resposta inata muito mais eficazes. Os linfécitos sdo os principais componentes celulares da
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resposta adquirida, sendo divididos em linfocitos B, responsaveis pela resposta humoral, isto
é, producdo de anticorpos; linfdcitos T, que fazem a inducdo da resposta e sdo responsaveis
pelas reacbes imunologicas mediadas por células; e as células NK, células linfoides ativas na
resposta inata (DI VAIO; FREITAS, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

2.2 Dor e Nocicepcao

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser definida
como uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a lesdo tecidual real ou
potencial, ou descrita como tal”. Constitui um importante sistema de alarme do organismo
para sinalizar a existéncia de ameaca a integridade tissular, sendo assim um dos sinais
caracteristicos da resposta inflamatdria. Sempre que uma célula ou vérias células em um
tecido sdo lesadas, diversas substancias sao liberadas. Uma injuria periférica ou em um nervo
faz com que varios mediadores inflamatdrios sejam liberados, sensibilizando varios receptores
da dor (nociceptores) (KATZUNG, 2000; DELEO; WINKELSTEIN, 2002).

Neste sentido, a dor parece ser influenciada por fatores tanto fisioldgicos (sensoriais)
guanto psicologicos, e a nocicepcao refere-se apenas a parte fisiologica da dor, sem levar em
consideracdo os aspectos psicolégicos que também influenciam na percepcéo final da dor. De
fato, o componente sensorial da dor é denominado nocicep¢do, ou seja, a sensacdo
determinada pela estimulacdo das fibras aferentes primérias. Assim, enquanto a dor envolve a
percepcao de um estimulo aversivo, a nocicepcao refere-se as manifestagdes neurofisioldgicas
geradas pelo estimulo nocivo. Em animais, a dor é avaliada indiretamente através da
observacdo comportamental evidenciada como por exemplo, 0 massagear ou lamber a area
afetada evidenciada; desta maneira, modelos animais de dor, sdo de fato, modelos de
nocicep¢do (TJOLSEN; HOLE, 1997).

A dor se inicia em terminagdes nervosas especificas, denominadas de nociceptores, as
quais se encontram distribuidas por todo o corpo e transmitem as mensagens sob a forma de
impulsos elétricos ao longo dos nervos até a medula espinhal e, em seguida, ao cérebro.
Algumas vezes, o sinal desencadeia uma resposta reflexa ao chegar a medula espinhal.
Quando isto ocorre, um sinal é imediatamente reenviado ao longo de nervos motores até o
local original da dor, desencadeando a contragcdo muscular. Um exemplo de resposta reflexa é

a reacdo imediata de afastamento quando tocamos inadvertidamente alguma coisa muito
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quente. Somente quando o cérebro processa o sinal e o interpreta como dor, o individuo passa
a ter uma percepgéo consciente da mesma (GOODMAN; GILMAN, 1996).

As fibras nervosas que transmitem as informacgdes sensitivas sdo classificadas de
acordo com sua espessura. As duas fibras de menor calibre, as fibras Ad e C, sdo fibras
nociceptivas (HOLDEN et al., 2005). As fibras As séo mielinizadas e conduzem as sensagcoes
dolorosas bem localizadas; as fibras C sdo desmielinizadas, apresentam menor velocidade de
conducdo e sdo responsaveis por transmitir um sinal doloroso difuso (VALE, 2000;
PHILLIPS; CURRIER, 2004; DELEO, 2006) (Figura 2).

Ganglio dorsal

Coluna

Nervo periférico espinhal

Neurénio pré-
ganglionar
simpatico

Figura 2: Aferéncias medulares dos nociceptores, mostrando as
sinapses das fibras.
Fonte: Adaptado de Markensos (1996).

A transducdo do estimulo doloroso ocorre nas terminagdes nervosas das fibras C néo-
mielinizadas e nas fibras Aé mielinizadas. A maioria dos nociceptores responde a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos, razdo pela qual sdo chamados de nociceptores polimodais
(LEE et al., 2005).

Vérios mediadores quimicos conhecidos presentes no local lesado podem estimular o0s
nociceptores e, portanto, promover a dor. Dentre os mediadores inflamatérios incluidos neste
grupo estdo a histamina (que também causa prurido) e a bradicinina (BK) (MAYER et al.,
2007). A BK atua através de receptores ligados a proteina G, produzindo uma variedade de
efeitos pré-inflamatorios que incluem vasodilatagcdo e edema. A bradicinina também estimula
atividade enzimaética da fosfolipase A, ligada a membrana que, por sua vez, provoca a
desesterificacdo da membrana levando a liberacdo do acido araquiddnico livre (acido

icosatetraendico) e a biossintese subsequente de prostaglandinas (por exemplo, PGE)),
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prostaciclinas (PGl,) e tromboxanos (TX) pela ciclo-oxigenase (COX). As prostaglandinas
sdo potentes vasodilatadoras e importantes mediadores na dor inflamatéria (WIENECKE et
al., 2008).

Quanto a origem da dor, caracteriza-se por apresentar quatro tipos principais de dor: a
“dor nociceptiva”, que se origina devido a estimulacdo excessiva dos nociceptores localizados
na pele, visceras e outros 6rgdos; a “dor neurogénica”, que reflete o dano de tecido neuronal
na periferia ou no sistema nervoso central, “dor central”; a “dor neuropatica”, que acontece
devido a uma disfuncdo ou dano de um nervo ou grupo de nervos; ¢ a “dor psicogénica”, que
ndo é procedente de uma fonte somatica identificavel e que pode refletir fatores psicologicos
(MILLAN, 1999).

A dor pode ser subdividida em aguda e cronica. A aguda € de curta duracdo,
geralmente persistente apenas no periodo de duracdo do dano tecidual e representa uma
reacdo fisiologica natural do organismo. A dor cronica é evidenciada quando cessa a funcéo
dos mecanismos normais de cicatrizacdo e em doencas como artrite reumatoide, podendo
persistir por semanas, meses ou até mesmo anos (FANTONI; MASTROCINQUE, 2002;
HELLEBREKERS, 2002).

2.3 Radicais Livres e Substancias Antioxidantes

As moléculas organicas e inorganicas e 0os atomos que contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres
(HALLIWELL, 1994). Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas (POMPELLA, 1997). Os
radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana e o0 seu
alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o seu sitio de
formagdo (ANDERSON, 1996; YU; ANDERSON, 1997).

Os antioxidantes vegetais sdo de natureza muito variada, mas indubitavelmente, os
flavonoides constituem o grupo mais representativo encontrado com elevada diversidade de
formas (RICE-EVANS et al., 1995), com descri¢cdo de mais de quatro mil compostos distintos
(HARBORNE, 1988). Seguindo os flavondides, a variedade de quase mil tipos diferentes de
carotenoides descritos em plantas também chama a atencdo. Além destes dois grupos
principais, existem outros compostos encontrados em plantas com propriedades antioxidantes

ja descritas na literatura, como terpenoides, cumarinas, saponinas, curcuminas, acidos
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cafeicos, acidos hidrocinamicos, entre outros (RICE-EVANS et al., 1995; CHEN; HO, 1997;
IELPO et al., 1998; MANACH et al., 1998).

As propriedades antioxidantes dos flavonoides tém, assim, atraido a atencdo para
nutricdo preventiva, pois eles protegem os constituintes alimentares contra o dano oxidativo,
podendo também contribuir para a prevencdo de importantes patologias, como doencas
cardiovasculares, envelhecimento, canceres, entre outras. Existem vérios relatos que 0s
flavonoides exibem uma grande variedade de efeitos biologicos, incluindo acdes
antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antialérgica (HANASAKI; OGAWA; FUKUI,
1994) e vasodilatadora (DUARTE et al., 1993).

2.4 Plantas Medicinais: Breve Historico

Desde épocas remotas as plantas medicinais desempenham um importante papel na
humanidade. Registros da medicina demonstram que 0S povos egipcios, persas, hebraicos e
chineses utilizavam ervas para a cura de quase todos os tipos de enfermidades, conhecendo
seus beneficios e maleficios, através de relatos de determinadas plantas (VIEIRA, 2001).

Surge entéo a fitoterapia, que etimologicamente vem da palavra grega Phyton (plantas)
e Therapeia (tratamento), ou seja, tratamento atraves das plantas (GUYOT, 1990; MIGUEL,;
MIGUEL, 1999). Para a OMS, planta medicinal é todo e qualquer vegetal que possui
substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos, ou que sejam precursores de
farmacos semi-sintéticos.

De acordo com a definicdo da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, publicado pela
portaria n° 5 de janeiro de 1995, fitoterapico é todo medicamento tecnicamente obtido e
elaborado, empregando-se exclusivamente matérias primas vegetais com finalidade
profilatica, curativa ou para fins de diagnoéstico, com beneficio para o usuéario. Ja o
medicamento € um produto preparado seguindo procedimentos legais e que tenha sido
caracterizado em termos de sua eficécia, seguranca e qualidade (CALIXTO, 2000b).

A utilizacdo das plantas medicinais é uma pratica generalizada baseada na crenca
popular e nas varias formacdes culturais que as usam como recurso terapéutico. Apesar do
emprego empirico, as plantas medicinais continuam a ser usadas pela populacdo e jamais
foram completamente substituidas pelos farmacos sintéticos (COSTA, 1994; ROBBERS;
SPEEDIE; TYLER, 1997; SIMOES et al., 1999). Entre os fatores que motivam a sua

utilizacdo estdo a insatisfagdo com os resultados obtidos em tratamentos com a medicina
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convencional, os efeitos indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto dos
medicamentos sintéticos, a falta de acesso aos medicamentos e & medicina institucionalizada,
a consciéncia ecoldgica e a crenca popular de que o natural é inofensivo (RATES, 2001).

Ainda hoje, nas regiGes mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais. Além disso, as observagdes populares sobre 0 uso e a
eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacédo das virtudes
terapéuticas dos vegetais e auxilia 0s pesquisadores na selecdo de espécies para estudos
boténicos, farmacoldgicos e fitoquimicos (MACIEL; PINTO; VEIGA, 2002).

Estima-se que a porcentagem da populacdo que utiliza tratamentos ndo convencionais,
inclusive com plantas medicinais, € de 10% na Dinamarca, 33% na Finlandia, 49% na
Australia e 48% nos Estados Unidos (NATALIA et al., 2003). Na América Latina, estes
valores tendem a ser ainda mais altos, uma vez que nas regides tropicais, existem diversas
espécies de plantas medicinais de uso local, com possibilidade de geracdo de uma relacéo
custo-beneficio bem menor para a populacdo, promovendo salde a partir de plantas
produzidas localmente (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

Atualmente, ndo s6 no Brasil, mas também em diversos paises, um grande nimero de
vegetais vém sendo utilizado como fonte alternativa de medicamentos. Nos Estados Unidos,
cerca de 25% de todos os medicamentos comercializados contém, como principio ativo,
produtos de origem vegetal (FIEAM, 2002 apud LOURENZANI; LOURENZANI;
BATALHA, 2004). Trata-se do denominado mercado mundial de medicamentos fitoterapicos
que movimenta algo em torno de US$ 22 bilhdes ao ano. Com isso, este setor vem atraindo
cada vez mais o interesse dos paises desenvolvidos, chegando os Estados Unidos a
movimentar cerca de US$ 6,5 bilhdes em 2000 e a Europa, US$ 8,5 bilhGes, sendo a
Alemanha o maior mercado mundial (PINTO et al., 2002).

Diante da grande importancia dos medicamentos fitoterapicos a OMS vem
estimulando o uso da Medicina Tradicional/Medicina Complementar/Alternativa nos sistemas
de salde de forma integrada as técnicas da medicina ocidental modernas. Com base nesse
incentivo, o Ministério da Saude aprovou, em 03 de maio de 2006, a Portaria n° 971, ou
Politica Nacional de Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de
Saude. Essa portaria apresenta como um dos seus principais objetivos a prevengéo de agravos,

promoc&o e recuperagdo da saude, com énfase na atengdo bésica (BRASIL, 2006b).
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Ainda em 2006, o Decreto Federal de n°® 5.813 de 22 de junho de 2006 instituiu a
“Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos”, que se constitui parte essencial das
politicas publicas de saude, meio ambiente, desenvolvimento econémico e social como um
dos elementos fundamentais de transversalidade na implementacdo de aces capazes de

promover melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira (BRASIL, 2006c).

2.4.1 Produtos oriundos de plantas

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos compostos
com propriedades terapéuticas.

S&o inimeros 0s compostos extraidos de plantas empregados na preparacdo de agentes
terapéuticos que ja se encontram disponiveis no mercado farmacéutico. Muitos deles sdo
utilizados de forma pura ou associados a outras substdncias naturais ou sintéticas. Na
atualidade, aproximadamente 50% dos medicamentos utilizados sdo de origem sintética e
25% sao de origem vegetal, isolados ou produzidos por semissintese (CALIXTO, 2000b).

Desta forma, alguns potentes farmacos foram descobertos, e muitos deles ainda sdo
usados na terapéutica atual. Apenas para citar alguns exemplos, podemos mencionar a
Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida por “papoula”, planta usada
para a extracdo do Opio, cujo componente majoritario é a morfina, isolada em 1803 por
Setlrner, cujo principio ativo é empregado para combater a dor. Posteriormente, em 1932,
Robiquet isolou desta mesma planta a codeina, e a papaverina foi isolada em 1948 por Merck.
Outros exemplos marcantes sdo o da Digitalis purpurea L. e Digitalis lanata Ehr., plantas que
foram a origem da descoberta de medicamentos para o coracdo. Delas extraem-se glicosideos
cardiotdnicos chamados cardenolideos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina
(HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; SILVA; CARVALHO, 2004).

Podemos mencionar ainda outros exemplos de farmacos provenientes de plantas
medicinais como: forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores efeitos
contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores (DE SOUZA, 1993), a artemisinina,
presente  em Artemisia annua, que exerce potente atividade antimalarica
(KAMCHONWONGPAISON; MESHNICK, 1996), e o diterpeno anticancerigeno taxol,
isolado de plantas do género Taxus, que apds sua sintese em escala industrial, ja se encontra

disponivel no mercado farmacéutico, constituindo-se numa grande esperanca para pessoas
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portadoras de cancer nos ovarios e pulmdes (KINGSTON, 1991; CORREA, 1995). Varios
outros exemplos estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1: Exemplos de farmacos isolados de espécies vegetais.
Fonte: Simdes et al. (1999) e Yunes; Calixto (2001).

Farmaco Classe terapéutica Espécie vegetal
Acido salicilico, salicina Analgésico Salix alba
Artemisinina Antimalérico Artemisia annua
Atropina Anticolinérgico Anropa belladona
Capsaicina Anestésico topico Capsicum spp.
Cocaina Anestésico local Ernythroxylum coca
Colchina Anti-reumatico Colchicum autumnale

Digoxina, Digitoxina

Cardioténicos

Digitalis purpurea, D. lanata

Dicumarol Anticoagulante Melilotus officinalis
Efedrina Adrenérgico, broncodilatador Ephedra sinica

Emetina antiamebiano Cephaelis ipecacuanha
Ergotamina Bloquedor adrenérgico Claviceps purpurea
Escopolamina Antiparkinsoniano Datura spp.
Estrofantina Cardioténico Strophantus spp.
Fisostigmina Antiglaucomatoso Physostigma venenosum

Morfina, Codeina

Analgésico, antitussigeno

Papaver somniferum

Pilocarpina Antiglaucomatoso Pilocarpus jaborandi
Quinina Antimalarico Cinchona spp.
Reserpina Anti-hipertensivo Rauwolfia spp.
Riponinina Anticoncepcional Ocotea rodiei

Taxol (paclitaxel)

Tubocurarina

Anticincer

Bloqueador neuromuscular

Taxus brevifolia
Chondodendron tomentosum

Catharantus roseus

Vimblastina, vincrisina Antitumorais

2.4.2 Metabdlitos secundarios das plantas

As plantas sdo ricas em substancias que, aparentemente, ndo estdo diretamente
relacionadas com os processos metabolicos normais da fotossintese, respira¢do e crescimento
(EDWARDS; WRATTEN, 1981).

A maior parte das espécies de plantas superiores sdo capazes de biossintetizar e
acumular substancias com alguma atividade bioldgica em quantidades suficientes para serem

extraidas de forma econémica. Tais compostos sdo chamados metabdlitos secundarios, cujos
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produtos, embora ndo necessariamente essenciais para 0 organismo, garantem vantagens para
sua sobrevivéncia e perpetuacio da espécie no planeta (SIMOES et al., 2008).

Esses compostos podem ser utilizados diretamente ou transformados, sendo utilizados
na industria farmacéutica, cosmética, alimenticia e agroquimica. As funcbes que essas
substancias desempenham no organismo ndo sdo todas conhecidas, embora os avancos
cientificos na area tenham esclarecido muitas fun¢des desses compostos (CASTRO, 2004).

Os metabolitos secundarios produzidos por plantas, melhor conceituados segundo
Gottlieb, Kaplan e Borin (1996) como metabdlitos especiais, tiveram um papel fundamental
no desenvolvimento da quimica orgénica sintética moderna. Historicamente, o
desenvolvimento da quimica organica ocorreu paralelamente ao estudo de plantas,
principalmente a partir do século XIX, quando foram registrados os primeiros estudos sobre
plantas, com base cientifica. Isso resultou no isolamento de alguns principios ativos de
plantas, ja entdo conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas algumas
substancias que se consagraram como principios ativos eficazes, e que até hoje, ainda sdo

muito empregados no tratamento de certas doencas (WHEELWRIGH, 1974).

2.5 Breve revisdo sobre o género Maytenus

O género Maytenus (Celastraceae) ha muito tempo ja é utilizado na Africa do Sul
como remédio anti-inflamatorio e analgésico por via oral e topica. Dentre as espécies, a
Maytenus aquifolium, conhecida popularmente como “espinheira santa”, mostrou atividade
anti-inflamatoéria com o extrato hidroalcodlico (KIMURA et al., 2000).

Pesquisas revelam que a casca da arvore Maytenus senegalensis vem sendo usada em
regides africanas, pela medicina popular, para o tratamento de reumatismo, diarréia, dispnéia
e infeccdo de olhos (MATU; VAN STADEN, 2003). Segundo Sosa et al. (2007), o extrato da
raiz da Maytenus senegalensis apresenta propriedades anti-inflamatorias.

Outro representante deste género, a Maytenus guyanensis, é utilizada medicinalmente
como estimulante, relaxante muscular, no tratamento de reumatismo, artrites, hemorroidas e
rins, além de prevencdo de cancer, entre outras. Também foi demonstrado que esta espécie
possui acdo antioxidante (REVILLA, 2001; 2002).

Neste género destaca-se a espécie Maytenus rigida, que compreende aproximadamente
85 géneros. Essa familia € composta por aproximadamente 900 especies encontradas nas

regides tropicais e subtropicais de todo o mundo (JOLY, 1993)
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2.5.1 Maytenus rigida

A espécie Maytenus rigida Mart., conhecida popularmente como ‘“bom homem”,
“bom nome”, “cabelo de negro”, “casca grossa” e “pau de colher”, é encontrado na caatinga e
cerrado, com uma maior distribuicdo em todo o territorio brasileiro, com registros para todos
os estados do Nordeste e Sudeste (MARTIUS, 1840; SALES; MAYO; RODAL, 1998).

Apresenta-se como uma arvore de pequeno porte que normalmente ndo ultrapassa 0s
cinco metros de altura, apresenta folhas coriaceas com bordas espinhosas, com casca lisa e
fosca. A sua entrecasca apresenta aspectos terapéuticos, sendo empregado em casos de dores
em geral, em especial contra afec¢des gastricas (hiperacidez, Ulceras gastricas, duodenais e
gastrite crbnica), renais e uterinas, e suas folhas sdo utilizadas topicamente na cicatrizacdo em
problemas dermatoldgicos, em especial na Tinea pedis (“fricira”) (ANDRADE-LIMA et al.,
1979; MOTA; ALBUQUERQUE, 2002; AGRA; FRANCA; BARBOSA-FILHO, 2007;
AGRA et al., 2008). Estudos recentes relatam que a casca do caule da M. rigida possui

atividade antinociceptiva, avaliada pelo método de tail flick (DIAS et al., 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O presente estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos antinociceptivo, anti-

inflamatdrio e antioxidante do EE da entrecasca da M. rigida.

3.2 Objetivos Especificos

v Avaliar a atividade antioxidante do extrato etanélico e particdes da entrecasca da M.

rigida em modelo in vitro (analise quantitativa de sequestro do radical DPPH).

v Auvaliar a atividade antinociceptiva do extrato etanélico da entrecasca da M. rigida em

modelos in vivo (testes de contor¢@es abdominais, placa quente e formalina).

v Avaliar a atividade anti-inflamatdria do extrato etandlico da entrecasca da M. rigida

em modelos in vivo (edema de pata e peritonite).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Planta (coleta e identificacdo)

A entrecasca da planta Maytenus rigida Mart. (Celastraceae) foi coletada no municipio
de Jeremoabo, estado da Bahia, fazenda Barreirinhas, Reserva Arara-Azul-de-Lear (38°78’S,
10°26’0), em 21 de outubro de 2006. Um espécime foi registrado no herbario da
Universidade Federal de Sergipe, com o numero ASE 9613, e a identificacdo boténica
realizada pelo professor Dr. Carlos Dias da Silva Junior, do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Sergipe. As amostras foram secas em estufa (modelo MA-037) a
37°C, com renovacdo e circulagéo de ar por 48 h.

4.2 Preparacao do Extrato Etanolico e ParticGes

A entrecasca seca da M. rigida foi moida e o pé resultante (4546,0 g) foi submetido a
extracdo com etanol 90% em percolador de ago inoxidavel durante cinco dias. ApoOs
concentracdo do solvente em evaporador rotativo (50°C) sob pressao reduzida, obteve-se o
extrato etanolico bruto da entrecasca (2461,9 g / 54,16%). O extrato etandlico da entrecasca
(561,9 g) foi entdo ressuspenso em uma solucdo MeOH/H,0 (2:3) e submetido a parti¢éo
liquido-liquido com CgHy4 (35,1 g / 6,25%), CHCI3 (98,4 g / 17,51%) e AcOEt (143,4 g /
25,52%). A fase resultante, hidrometandlica (171,3 g / 30,49%), também foi utilizada nos
experimentos para avaliacdo da atividade antioxidante. O extrato etandlico e suas fases

obtidas, apos a particdo, foram secos.

4.3 Prospeccao Fitoquimica

O extrato da planta utilizada neste trabalho foi submetido a prospeccéo fitoquimica,
seguindo-se a descrigcdo de Matos (1997). Os métodos utilizados nesta abordagem sdo apenas

qualitativos, e a presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa do outro. Esta
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metodologia teve como objetivo detectar a ocorréncia de diversos constituintes quimicos
presentes no EE da entrecasca da M. rigida, onde para os testes sete por¢oes de 3-4 mL de

cada amostra, dissolvidos em etanol, foram colocados em tubos de ensaio numerados de 1 a 7.

4.3.1 Teste para fenois e taninos

O teste se baseia na capacidade do grupo dos taninos se complexarem com ions
metalicos (ferro, manganés, cobre e etc.) formando assim precipitados, e do cloreto de ferro
de oxidar os fendis. Estas reacdes sdo observadas pelo desenvolvimento de coloragdo verde a
marrom para derivados de catecol e azulado para derivados de pirogalol.

No tubo de ensaio de numero 1 foram adicionadas trés gotas de solugédo alcodlica de
FeCl3 1 mol L™ em HCI 60 mmol L™. Agitou-se bem e observou-se qualquer variagdo de cor
e/ou formacdo de precipitado escuro abundante. O resultado foi comparado com um teste em
branco, usando-se agua e FeCls.

A coloracéo variando entre azul e vermelho € indicativo de fendis. A formacéo de um
precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogélicos (taninos hidrolisaveis) e de
cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

4.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonodides

O teste se baseia na capacidade dos esqueletos flavénicos de mudarem de cor por
ressonancia eletrénica com equilibrio acido-base.

Na reacdo tomaram-se o0s tubos numerados de 2, 3 e 4. O tubo de nimero 2 foi
acidificado a pH 3 com HCI 3 mol L™ e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados, respectivamente, a
pH 8,5 e 11 com NaOH 1 mol L™ A observacdo de qualquer mudanca da coloragdo da

solucéo foi interpretada como mostrado a seguir (Tabela 2).

Tabela 2: Detecgdo colorimétrica de antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

Constituintes Cor
Acido pH=3  Alcalino pH=8,5 Alcalino pH=11

Antocianinas e antocianidinas Vermelha Lilas Azul-parpura
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Flavonas, flavonois e xantonas - - Amarela
Chalconas e auronas Vermelha - Vermelho Purpuro
Flavononois - - Vermelho Laranja

4.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

O teste se baseia na possibilidade de levar a hidrolise dos o-heterosideos flavénicos por
temperatura. As hidrolises alcalinas e &cidas facilitam a identificacdo dos nucleos flavonicos.

Para a reacdo, acidificou-se o conteido do tubo 5 com HCI 3 mol L™ até pH 1-3 e
alcalinizou-se o contetido do tubo 6 com NaOH 1 mol L™ até pH 11. Os tubos foram
aquecidos cuidadosamente. Modificacbes na coloracdo foram observadas, por comparagédo
com os tubos correspondentes usados no teste anterior. A interpretacdo dos resultados foi feita

como mostrado a seguir (Tabela 3).

Tabela 3: Deteccéo colorimétrica de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Constituintes Cor
Meio Acido Meio Alcalino
Leucoantocianidinas Vermelha -
Catequinas (taninos catéquicos) Pardo-amarelada -
Flavononas - Vermelho Laranja

4.3.4 Teste para flavonois, flavononas, flavonondis e xantonas

Essa reacdo baseia-se no fato de os derivados flavénicos de cor amarela reduzirem-se
adquirindo coloragdo avermelhada ou, no caso dos antocianicos, azulada, quando em solucéo
alcoolica &cida e em presenca de magnesio.

No tubo de ndmero 7, foram adicionados 10 mg de Mg granulado e 0,5 mL de HCI
concentrado. O término da reacdo foi indicado pelo fim da efervescéncia. A mudanca na cor
da mistura da reagdo nos tubos 5 e 7 foi observado por comparacdo. O aparecimento ou
intensificacdo da cor vermelha foi indicativo da presenca de flavonois, flavanonas,

flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios.
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4.3.5 Teste para esteroides e triterpendides (Liebermann-Buchard)

Essa reacdo € usada para verificar a presenca de nucleo esteroidal ou triterpenoidal.
Para o teste adicionaram-se 10 mL de uma solucdo etandlica de cada amostra em beckers e
deixou-se secar em banho-maria. O residuo seco de cada becker foi extraido trés vezes com
porcdes de 1-2 mL de CHCIj3. Os extratos foram separados em tubos diferentes e, em seguida
adicionaram-se algumas gotas de CHCI;. Filtrada a solucdo cloroférmica em um pequeno
funil fechado com uma bolinha de algod&o, coberta com miligramas de Na,SO, anidro, para
um tubo de ensaio bem seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente.
Adicionaram-se cuidadosamente trés gotas de H,SO,4 concentrado. Agitou-se suavemente e
observou-se o rapido desenvolvimento de cores. A coloracdo azul seguida da verde
permanente € um indicativo da presenca de esterdides livres. Coloracdo parda até vermelha
indica triterpendides pentaciclicos livres.

4.3.6 Teste para saponinas

Essa reacdo baseia-se no fato que os heterosideos saponosideos tém propriedades
detergentes e surfactantes, e quando tratados com HCI e aumento de temperatura ocorre
hidrolise das saponinas, precipitando as agliconas, e perdendo as propriedades detergentes.

Para o teste tomaram-se os residuos insoliveis em cloroférmio, separados no teste
anterior, solubilizou-se em &gua destilada e filtrou-se a solucdo para um tubo de ensaio.
Agitou-se fortemente o tubo com a solucdo, por dois a trés min e observou-se a formacao da
espuma.

O aparecimento de espuma persistente e abundante (colarinho) indica a presenca de
saponinas.

Para confirmar a presenca de saponinas, adicionaram-se 2 mL de HCI concentrado ao
contetdo do tubo de ensaio, o qual foi imerso por uma hora em banho-maria. Posteriormente,
neutralizando, resfriando-o e agitando-0 novamente.

A presenga de precipitado e a ndo formacao de espuma foram utilizadas para confirmar

a presenca de saponina.



32

4.3.7 Teste para alcaldides

Para o teste, as amostras foram dissolvidas em etanol e filtradas. Ao filtrado foi
adicionada uma solucdo de NH,OH 6 N até atingir pH 11 e foram extraidas as bases organicas
com trés porgdes sucessivas de 30, 20 e 10 mL de cloroformio, em um funil de separacéo
(reservou-se a fase aquosa para o teste para bases quaternérias). Retirou-se a solugédo
cloroférmica e filtrou-a com Na,SO, anidro para eliminar o excesso de agua. Separou-se 0
filtrado em duas porcBes. Uma das porcdes foi deixada secar para teste em cromatoplaca e da
outra porcao foram re-extraidas as bases orgénicas com trés pequenas porcdes sucessivas de
HCI diluido a 0,1 N. Dessa mistura foi descartada a solugdo cloroférmica e dividida a solugdo
aquosa 4acida em trés tubos de ensaio (evitando a presenca de solvente organico).
Adicionaram-se a cada tubo trés gotas dos reagentes de precipitagdo de alcaldides, “Hager”
(solucdo saturada de acido perico), "Mayer” (solugdo de iodeto de potéssio e cloreto de
mercurio) e “Dragendorff” (solugdo de iodeto de potassio e subnitrato de bismuto).

A presenca de precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos, sugere a

presenca de alcaldides.

4.4 Animais Experimentais

Os animais adultos jovens, camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss (20-30 g)
e ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar (120-180 g) de ambos os sexos, foram obtidos
do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe (Sdo Cristdvao, Brasil) e trazidos para
o biotério local do Departamento de Fisiologia, onde permaneceram por pelo menos dois dias
até o manuseio. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos e mantidos em caixas
plasticas (5 ratos ou 10 camundongos por caixa) em sala com temperatura controlada
(21£2°C), com agua e racdo ad libitum, sob ciclo claro/escuro de 12:12 h, e troca diaria da
serragem.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos durante o periodo das 8 as
17 h, e de acordo com as normas de procedimentos sobre cuidados com 0s animais do Comité
de Etica da Universidade Federal de Sergipe, para uso de animal em pesquisa, o qual segue 0s
principios de cuidados com animais de laboratério (CEPA, protocolo 15/08, aprovado em
10/06/2008, Anexo 1). Os animais submetidos a administracdo oral do extrato foram
colocados em jejum por 12 h e aclimatizados no laboratorio por pelo menos 2 h antes do
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experimento. Todos os esforgos foram realizados para minimizar o nimero de animais usados
e o sofrimento, sendo administrado anestésico quando necessario.

Posteriormente, ap0s 0 manuseio dos animais nos procedimentos in vivo, estes foram
eutanasiados com uma dose excessiva de anestésico e deslocamento cervical, acondicionados
em sacos plasticos brancos e guardados em freezer reservado para esta finalidade, até que
fossem descartados definitivamente conforme a rotina do Departamento de Fisiologia, pelo

servico de coleta seletiva de lixo bioldgico da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

4.5 Tratamentos

Os animais foram pré-tratados com o EE bruto da entrecasca da M. rigida em
diferentes doses (100, 200 e 400 mg/kg) ou com o veiculo (Tween 80 a 0,2% em salina, 10
mL/kg, controle) por via oral (v.0.) 1 h antes dos compostos. Grupos separados de animais
foram tratados com acido acetilsalicilico (AAS, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA,
300 mg/kg, v.o0., 60 min antes), dexametasona (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA, 2
mg/kg, s.c., 60 min antes) ou morfina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA, 10mg/kg,

i.p., 30 min antes), os quais foram utilizados como controles, dependendo do teste.

4.6 Avaliagdo da Atividade Antioxidante

4.6.1 Ensaio quantitativo da atividade antioxidante pelo radical DPPH

A anédlise da atividade antioxidante foi realizada de acordo com o método descrito
anteriormente por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) e Sanchez-Moreno, Larrauri e
Saura-Calixto (1998), com pequenas modificagdes. O sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH, Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) foi acompanhado pelo
monitoramento da diminuicdo na absorbancia a 515 nm, a qual ocorre devido a reducdo pelo
antioxidante.

A curva de calibracdo foi determinada por diluicbes da solucdo estoque do radical
DPPH (40 pg/mL) para concentragdes finais de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL. A absorbancia
de cada concentracdo padrdo foi monitorada por um espectrofotdmetro (UV BEL photonics

1105) a 515 nm. As medidas foram realizadas em triplicata com intervalos de 1 min. A
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equacdo da concentracdo x absorbancia da curva de calibracdo para o radical DPPH foi
C=110,547-0,02804A, onde C é a concentracdo do radical DPPH no meio, e A € a
absorbancia a 515 nm. O coeficiente de correlacdo foi R=0,9983.

Solucdes contendo 500 pg/mL do EE da entrecasca da M. rigida e das fracdes
hexanica, cloroférmica, acetato de etila e hidrometanolica foram preparadas em metanol e
diluidas nas concentracgdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 pg/mL.

O desaparecimento do radical DPPH foi monitorado pela diminui¢do na absorbancia a
515 nm, a qual foi registrada ap6s 0, 1, 5 e 10 min, e subsequentemente a cada 10 min, até
completar 60 min (SOUSA et al., 2007). O controle negativo foi 0 metanol puro usado para
dissolver as amostras, enquanto o controle positivo foi o &cido galico (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) dissolvido em metanol nas concentraces de 5, 10, 15, 20, 25 e 30
pg/mL. A mistura metanol e amostra foi utilizada como branco.

A concentragdo do radical DPPH na mistura de reacdo foi calculada da curva de
calibracdo, onde a [DPPH] é expressa em pg/mL. A porcentagem de DPPH remanescente
(%DPPHRggm) foi calculada de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), como
demonstrada a seguir: %DPPHgem = [DPPH]t / [DPPH]1o X 100, onde T é o tempo no qual a
absorbancia foi determinada (1-60 min) e Ty € 0 tempo zero. A quantidade de antioxidante
necessaria para diminuir a concentracéo inicial do radical DPPH em 50% (ICs) foi calculada
pela realizacdo grafica da %DPPHggyv no tempo de 60 min versus varias concentracdes de
cada amostra. Os resultados estdo expressos como ug de antioxidante / mL de DPPH = desvio
padrdo. Os valores de absorbancia observados em todas as amostras (30 ug/mL) no tempo de

60 min foram transformados em porcentagem de inibicéo (IP).

4.7 Avaliacéo da Atividade Antinociceptiva

4.7.1 Teste das contorcbes abdominais

As contorgdes abdominais foram induzidas pela administracéo intraperitoneal (i.p.) de
uma solucdo de &cido acético a 0,6% (Merck, Damstadt, Alemanha, 0,1 mL/10 g) em
camundongos, 60 min ap6s a administragdo por v.o. do EE da entrecasca da M. rigida (100,
200 ou 400 mg/kg, n = 6), AAS (300 mg/kg, n = 6) ou veiculo em solucdo de salina a 0,9%
(tween 80 a 0,2%, 0,1 mL /10 g, grupo controle negativo, n = 6).
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Em seguida o ndmero das contor¢Bes abdominais foi observado, em cémaras
individuais, por um periodo de 20 min, iniciando logo ap6s a administracdo do acido acético
(KOSTER; ANDERSON; BEER, 1959). As contor¢cdes abdominais consistem de uma

contracdo da musculatura abdominal junto com um estiramento de membros posteriores.

4.7.2 Teste da formalina

Este teste de nocicepcdo foi induzido pela administracdo de formalina a 1% (Baker,
Santo Amaro, Brasil, 20 uL), injetada por via subplantar (s.pl.) em uma das patas posteriores
dos camundongos, ap6s a administracdo do EE bruto da entrecasca da M. rigida (100, 200 ou
400 mg/kg, v.0., 60 min antes, n = 6), veiculo (tween a 0,2% em salina, 0,1 mL/10 g, v.0., 60
min antes, n = 6), AAS (300 mg/kg, v.o., 60 min antes, n = 6) ou morfina (10 mg/kg, i.p., 30
min antes, n = 6).

O tempo que o animal passou lambendo e/ou mordendo sua pata foi cron6metrado em
dois periodos: durante a primeira fase (0-5 min apés a injecdo de formalina), e durante a
segunda fase (20-25 min apds a injecdo de formalina) (DUBUISSON; DENNIS, 1977).

4.7.3 Teste de placa quente

No modelo da placa quente a nocicepcdo foi induzida por um estimulo térmico em
placa quente de aluminio, aquecida a 55 + 0,5°C, em camundongos, apds a administracdo do
EE bruto da entrecasca da M. rigida (100, 200 ou 400 mg/kg, v.0., 60 min antes, n = 6), tween
0,2% em salina 0,9% (v.0., 60 min antes do primeiro estimulo térmico, n = 6) ou morfina (10
mg/kg, i.p., 30 min antes do primeiro estimulo térmico, n = 6).

Foi observado, por um tempo méaximo de 30 s, o tempo do aparecimento de reacGes
(laténcia, em s) ao estimulo térmico da placa quente, como sapatear ou lamber as patas. Esta
reacdo foi tomada como indice de nocicep¢do (EDDY; LEIMBACH, 1953). As medidas
foram realizadas individualmente nos tempos de 0, 30, 60 e 120 min apds o primeiro estimulo

térmico.
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4.8 Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatoria

4.8.1 Edema de pata induzido por carragenina

No modelo de edema de pata foi utilizado a carragenina na concentragcdo de 1%
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA), administrada no volume de 0,1 mL/animal na
regido subplantar da pata traseira direita do rato, segundo 0 método descrito anteriormente por
Winter et al. (1962), com pequenas modificacdes (Figura 3).

Os ratos foram pré-tratados por v.0. 1 h antes com o EE bruto da entrecasca da M.
rigida (100, 200 ou 400 mg/kg, n = 6), AAS (300 mg/kg, grupo padrédo, n = 6) ou tween 0,2%
em salina a 0,9% por v.0. 60 min antes do agente edematogénico (grupo controle negativo, n
= 6).

O edema da pata foi medido através de um hidropletismémetro (modelo 7150, Ugo
Basile, Italia), observando-se o deslocamento da coluna de liquido, imediatamente antes da
injecdo subcutanea do agente edematogénico carragenina (HARRIS; SPENCER, 1962).
Medidas do volume da pata foram novamente realizadas em intervalos regulares de 1, 2, 3 e 4
h apds a injecdo da carragenina.

Também foram calculados os valores de area sob a curva (ASC) no intervalo de 0 a 4

h, utilizando a regra trapezoidal, para cada grupo.

Local da injegao

Local de administragcao da carragenina

Figura 3: Local de administracéao da carragenina na regido subplantar de ratos.
Fonte: Adaptado de Buritova et al. (1996).
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4.8.2 Peritonite em ratos

A migracdo de leucocitos foi induzida pela injecdo de carragenina (500 ug/cavidade,
i.p., 500 uL) na cavidade peritoneal de ratos 1 h apds a administracdo do EE bruto da
entrecasca da M. rigida (100, 200 ou 400 mg/kg, v.0., n = 6), dexametasona (2 mg/kg, s.c., n
= 6, controle positivo) ou tween 0,2% em solucgéo salina 0,9% (veiculo, v.o., n = 6), de acordo
com a técnica descrita anteriormente por Bastos et al. (2007).

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sddico (50 mg/kg, i.p.) e
eutanasiados por deslocamento cervical 4 h ap6s a injecdo de carragenina. Posteriormente,
solucdo salina contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 1 mM, i.p., 10 mL) foi
injetada e massagem suave foi realizada para uma subsequente coleta do fluido peritoneal, o
qual foi centrifugado (1.000 rpm, 5 min) a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em 1 mL de salina. Uma aliquota de 10 uL da
suspensdo foi diluida em 190 pL de solucdo de Turk e as células totais foram contadas em
camara de Neubauer, sob microscopio 6ptico.

Os resultados estdo expressos como numero de leucécitos/mL. A porcentagem de
inibicdo de leucdcitos = (1 — T/C) x 100, onde T representa a contagem de leucocitos dos

grupos tratados e C representam a contagem de leucécitos do grupo controle.

4.9 Analise Estatistica

Os resultados das atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria estdo expressos como
média £ erro padrdo das médias (E.P.M.). A atividade antioxidante foi avaliada usando o
programa Origin 7.5 (Microcal, Northampton, MA, USA) e os valores estdo apresentados
como média + desvio padrdo (triplicata). A avaliacdo estatistica dos dados foi realizada
usando a andlise de variancia (ANOVA) para multiplas comparacfes, seguida do teste de

Tukey. Valores de P menores que 0,05 serdo considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Prospeccéo Fitoquimica

A andlise fitoquimica do EE da entrecasca da M. rigida mostrou a presenca de fenois
totais, taninos, flavonas, flavonondis, xantonas, heterosideos flavonodides, esteroides,
triterpendides e heterosideos saponinicos. Na particdo hexanica encontram-se apenas
esteroides e triterpendides. Fendis totais, flavonas, flavonondis e xantonas sdo encontrados na
particdo cloroférmica. J& na particdo acetato de etila foram encontradas quantidades de fendis
totais, taninos, flavonas, flavanonois, xantonas e heterosideos flavondides. Em adicdo, a
particdo hidrometanolica mostrou quantidades de fendis totais, taninos, flavonas, flavononais,
xantonas, heterosideos flavondides e heterosideos saponinicos.

Os resultados das analises dos constituintes quimicos do EE e parti¢cbes da entrecasca

da M. rigida encontram-se dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Prospeccao fitoquimica do EE e parti¢cdes da entrecasca de M. rigida.

Entrecasca da M. rigida

Classe de EE | Particéo Particdo Particdo Acetato Particdo
substancia Hexéanica | Cloroférmica de Etila Hidrometanolica
Fenois totais + - + + +
Taninos + - - + +
Flavonas,
Flavanonais e + - + + +
Xantonas

Heterosideos

Flavondides + - - + +

Esterdides e

Triterpendides + + - - -

Heterosideos

Saponinicos + - - - +

- Negativo, + positivo.
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5.2 Atividade Antioxidante

A quantidade de radical DDPH que reagiu com a particdo hexanica (30 pg/mL, 60
min) foi baixa (37,30%), enquanto que para as particdes cloroférmica, acetato de etila e
hidrometanolica foram consumidas 79,52%, 64,42% e 94,43% do radical DPPH,
respectivamente (Tabela 5). O EE bruto da entrecasca da M. rigida consumiu 93,80% do
radical DPPH, apresentando uma resposta similar ao controle positivo &cido galico (96,24%,
30 pg/mL, 60 min, Tabela 5).

De acordo com os valores de 1Csp, a concentragcdo de antioxidante necessaria para
diminuir em 50% a concentracéo inicial do radical DPPH € superior para a particdo hexanica
(P < 0,05). As ICs; para 0 EE bruto e particdes cloroférmica, acetato de etila e

hidrometandlica foram estatisticamente similares ao apresentado pelo acido galico (Tabela 5).

Tabela 5: Atividade antioxidante do EE e particdes da entrecasca da M. rigida
determinado através da reducéo do radical livre DPPH.

Amostras IP (%) 1Cs (Lg/mL DPPH)
Extrato Etandlico bruto 93,80 889+ 1,87°
Particdo Hexanica 37,30 229,38 +8,42°
Particdo Cloroférmica 79,52 15,66 +1,54°
Particdo Acetato de Etila 64,42 15,24+ 1,87°
Particdo Hidrometandlica 94,43 12,09+ 1,93°
Acido Galico 96,24 9,33+ 0,22°

Valores com letras diferentes séo diferentes estatisticamente; P < 0,05 em relagé&o ao controle
acido galico. IP das amostras (30 pg/mL) foram calculados no tempo de 60 minutos. 1Csg das
amostras foram calculadas no tempo de 60 min utilizando DPPH na concentracdo de 40
ug/mL.
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5.3 Atividade Antinociceptiva

5.3.1 Teste de contorcbes abdominais

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram o efeito do EE da entrecasca da M.
rigida sobre o numero de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético. As doses de
200 e 400 mg/kg reduziram (P < 0,01) o nimero de contor¢des abdominais em 34,1 e 40,0%,
respectivamente, quando comparadas ao grupo controle. O AAS (300 mg/kg) exibiu
significativa inibicdo de 75,9% (P < 0,001) sobre as contor¢cdes abdominais, quando

comparada ao grupo controle (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do EE da entrecasca da M. rigida no comportamento nociceptivo de
camundongos avaliado no modelo de contorg¢des abdominais induzidas por acido aceético.
A nocicepcéo foi registrada pelo numero de contor¢des observadas durante 20 min apés a
injecdo i.p. do &cido acético. Os grupos de animais foram pré-tratados com veiculo (C, grupo
controle), acido acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg) ou EE (100—400 mg/kg), por v.o., 60 min
antes do agente irritante. Cada coluna representa a média £+ E.P.M. Os asteriscos denotam
diferencas estatisticas, *P < 0,01 e **P < 0,001, em relagdo ao grupo controle. ANOVA
seguida pelo teste de Tukey (n = 6 animais/grupo).
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5.3.2 Teste da formalina

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que no teste da formalina o EE da
entrecasca da M. rigida administrado aos animais produziu uma inibicdo na primeira fase
(fase neurogénica) nas doses de 200 e 400 mg/kg (P < 0,01, n = 6), e na segunda fase
(inflamatdria) em todas as doses administradas (100, 200 e 400 mg/kg, P < 0,05), quando
comparado ao grupo controle. O AAS (300 mg/kg, v.0., 60 min antes) causou inibi¢do apenas
na segunda fase da nocicepgdo induzida pela formalina (P < 0,001, n = 6) e a morfina (10

mg/kg, i.p., 30 min antes) causou inibicdo significativa em ambas as fases (P < 0,001, n = 6,

Figura 5).
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Figura 5: Efeito do EE da entrecasca da M. rigida no comportamento nociceptivo de
camundongos avaliado no modelo de nocicepc¢do induzido pela formalina. Os grupos de
animais foram pré-tratados com veiculo (C, grupo controle, 10 mL/kg, v.0., 60 min antes),
acido acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg, v.o., 60 min antes), morfina (Morf, 10 mg/kg, i.p., 30
min antes) ou EE da entrecasca da M. rigida (100-400 mg/kg, v.o., 60 min antes), contra a
primeira fase (0-5 min) ou fase tardia (20-25 min) da nocicepcéo induzida por formalina.
Cada coluna representa a media £ E.P.M. Os asteriscos denotam diferencas estatisticas, *P <
0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relagdo ao respectivo grupo controle. ANOVA seguida
pelo teste de Tukey (n = 6 animais/grupo).
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5.3.3 Teste de placa quente

Os resultados sumarizados na Figura 6 mostram que no teste de placa quente o pré-
tratamento dos animais com o EE da entrecasca da M. rigida na dose de 200 mg/kg prolongou
de maneira significativa o tempo de laténcia (tempo que 0S animais necessitam para
manifestar uma reacdo estereotipada ao estimulo térmico) em 120 min (P < 0,01), j& na dose
de 400 mg/kg prolongou de maneira significativa nos tempos de 30, 60 e 120 min (P < 0,05),
apos o primeiro estimulo térmico. A morfina mostrou-se eficaz em todos 0s tempos
observados (P < 0,001).

309 220 min
E23 30 min
254 CII60 min
- 3120 min
2 20-
g
2 - ek
g 15 T
2 i
3 10- _ -.-=I=
5-
0
C 100 200 400

EE da entrecasca da M. rigida (img/kg)

Figura 6: Efeito do EE da entrecasca das M. rigida no comportamento nociceptivo de
camundongos no teste da placa quente. A nocicepcao foi avaliada como a laténcia (tempo
de reacdo, s) dos animais elevarem as patas da placa aquecida a 55+0,5°C. Os grupos de
animais foram pré-tratados com veiculo (C, grupo controle, v.0., 60 min antes), morfina
(Morf, 10 mg/kg, i.p., 30 min antes) ou EE da entrecasca da M. rigida (100-400 mg/kg, v.o0.,
60 min antes), e medidas foram realizadas nos tempos de 0, 30, 60 e 120 min apds o0 primeiro
estimulo térmico. Cada coluna representa a média = E.P.M. Os asteriscos denotam diferencas
estatisticas, *P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relacdo ao respectivo grupo controle.
ANOVA seguida pelo teste de Tukey (n = 6 animais/grupo).
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5.4 Atividade Anti-inflamatoria

5.4.1 Edema de pata em rato

No edema de pata induzido por carragenina o pré-tratamento dos animais com o EE da
entrecasca da M. rigida (100, 200 e 400 mg/kg) néo foi capaz de inibir a formacédo do edema
quando comparado ao grupo controle (Figura 7). Entretanto, o pré-tratamento de ratos com o
AAS (300 mg/kg, v.0, 1 h antes) inibiu significativamente a resposta edematogénica

provocada pela carragenina nos tempos de 2, 3 (P <0,05) e 4 h (P <0,01) (Figura 7).
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Figura 7: Curva tempo-resposta do EE da entrecasca da M. rigida sobre o edema de
pata em rato induzido pela carragenina. Grupos de ratos foram pré-tratados com veiculo
(grupo controle, 10 mL/kg, v.0.), acido acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg, v.0.) ou EE da M.
rigida nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (v.0.), 60 min antes do edema de pata induzido por
carragenina. Medidas foram realizadas nos tempos de 0, 1, 2, 3 e 4 h ap6s a injecdo s.pl. de
carragenina (1%, 100 uL). Cada valor representa a média + E.P.M. Os asteriscos denotam
diferencas estatisticas, *P < 0,05 e **P < 0,01 em relagéo ao grupo controle. ANOVA seguida
pelo teste de Tukey (n = 6/grupo).
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A ASC média encontrada em ratos tratados com carragenina foi de 2,47+ 0,32 mL x h
(n=6). Baseado nos valores da ASC, o AAS (300 mg/kg, n = 6) causou inibicdo de 60,7% (P
<0,001) (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do EE da entrecasca da M. rigida sobre o edema de pata em rato
induzido pela carragenina apds 4 h. Grupos de ratos foram pre-tratados com veiculo (C,
grupo controle, 10 mL/kg, v.0.), &cido acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg, v.0.) ou EE da
entrecasca da M. rigida nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (v.0.), 60 min antes do edema de
pata induzido por carragenina (1%, 100 uL). Medidas foram realizadas nos tempos de 0, 1, 2,
3 e 4 h apds a injecdo s.pl. de carragenina, e a ASC calculada no periodo de 0 a 4 h. Cada
valor representa a média + E.P.M. O asterisco denota diferenga estatistica, *P < 0,01 em
relacdo ao grupo controle. ANOVA seguida pelo teste de Tukey (n = 6 animais/grupo).

5.4.2 Peritonite induzida por carragenina em ratos

No modelo de peritonite induzida por carragenina os animais que foram pré-tratados
com EE da entrecasca da M. rigida nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (v.0.) apresentaram
uma diminuicéo significativa na migracao de leucocitos de 23,4, 22,7 (P < 0,01) e 42,9% (P <

0,001), respectivamente, quando comparada com o grupo controle, demonstrando inibig&o no
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processo inflamatoério (Figura 9). A droga padrdo dexametasona (2 mg/kg, n = 6) inibiu em
61,7% (P < 0,001) a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal (Figura 9).
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Figura 9: Efeito do EE da entrecasca da M. rigida na atividade anti-inflamatoria em
ratos avaliado no modelo de peritonite induzida por carragenina. Os grupos de ratos
foram pré-tratados com o EE da entrecasca da M. rigida (100, 200 ou 400 mg/kg, n = 6) foi
administrado por v.0. 60 min antes da injecdo da carragenina a 1%. Outro grupo de animais
recebeu dexametasona (dexa, 2 mg/kg, s.c., n = 6, controle positivo) ou veiculo (v.0., n = 6,
controle negativo) 60 min antes do agente inflamatério. Os asteriscos denotam diferencas
estatisticas, *P < 0,01 e **P < 0,001, em relacdo ao grupo controle. ANOVA seguida pelo
teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho, a planta M. rigida, utilizada popularmente no combate a dor e a
inflamacéo, foi avaliada em trés diferentes modelos de nocicepgédo (contor¢des abdominais,
testes da placa quente e da formalina) e em dois modelos de inflamagéo (edema de pata e
peritonite induzidos por carragenina), além da atividade antioxidante.

Para avaliar a atividade antinociceptiva utilizou-se inicialmente o modelo de
contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético em camundongos, um modelo utilizado
para avaliar o potencial analgésico de drogas. Este estudo demonstrou que o EE da entrecasca
da M. rigida, quando administrado por via oral, foi capaz de produzir de forma significativa
efeito antinociceptivo neste modelo experimental. Este método é sensivel aos AINES e a
narcéticos, e outras drogas de acdo central (SANTOS; VEDANA; FREITAS, 1998;
REICHERT et al., 2001). Nossos resultados confirmaram estudos prévios da literatura, onde
demonstramos que o AAS causa significativa inibicdo da nocicepcao induzida pelo acido
acetico.

A literatura sugere que o acido acético atua indiretamente, causando a liberagdo de
mediadores enddgenos envolvidos na modulacdo da nocicepcao, incluindo a BK, serotonina,
histamina e prostaglandinas (PGs) que estimulam os neurdnios nociceptores (LEI et al.,
2008). Ribeiro et al. (2000) demonstraram que a atividade nociceptiva do acido acético pode
ser devido a liberacdo de citocinas, como IL-1 3, TNF-«e IL-8, a partir de macrofagos e
basofilos residentes na cavidade abdominal e, em conjunto com outros mediadores, podem
induzir & nocicepcdo, caracteristica observada nesse modelo. Portanto, os resultados
apresentados em estudos prévios e em nossos achados podem indicar que a acgdo
antinociceptiva do EE da entrecasca da M. rigida nas contor¢des abdominais induzidas por
acido acetico pode ser devido, ao menos em parte, a inibicdo da liberacdo de citocinas, como
IL-13, TNF-«, IL-8 e da COX por células peritoneais residentes. Entretanto, mais estudos
precisam ser realizados para confirmar esta hipétese.

O teste da formalina, outro modelo experimental para avaliar a atividade
antinociceptiva de substancias, € um modelo sensivel para varias classes de drogas
analgésicas. Este teste consiste em duas fases diferentes que sdo separadas por tempo: a

primeira fase (neurogénica), resultante da estimulagdo quimica direta dos nociceptores, e a
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segunda fase (nocicepc¢do inflamatdria), dependente da inflamacdo periférica e alteracfes no
processamento central da dor (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992). Portanto,
0 teste pode ser usado para esclarecer o mecanismo de um possivel efeito antinociceptivo de
um analgésico proposto (TJOLSEN et al., 1992). A literatura mostra que os AINEs, tais como
aspirina, acetaminofeno e diclofenaco, conhecidos por inibir a atividade da enzima COX, sdo
ineficientes ou causam pequena inibicdo na primeira-fase do teste de formalina
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; SANTOS; VEDANA; FREITAS, 1998). Entretanto, os AINEs
podem atenuar, de maneira dose-dependente, a segunda-fase da nocicepc¢do induzida pela
formalina (SANTOS; VEDANA,; FREITAS, 1998).

Os resultados do nosso estudo mostram que o EE da entrecasca da M. rigida quando
administrado por via oral foi capaz de inibir tanto a primeira-fase quanto a segunda-fase da
nocicep¢do induzida pela formalina em camundongos, semelhante a morfina. Morfina e
drogas opidides exercem suas atividades antinociceptiva atuando em receptores (u, k € ) e,
assim, modulando a transmissdo do estimulo, sem interferir na causa. Estes dados, em
conjunto, sugerem que o EE da entrecasca da M. rigida possa produzir uma acgdo
antinociceptiva através de participacdo de receptores opidides e/ou inibicdo da COX e,
consequentemente, da sintese de PGs. Entretanto, a possibilidade deste extrato estar agindo
via receptores opiodides e/ou COX precisa ser testada em experimentos futuros.

O EE da entrecasca da M. rigida inibiu a nocicepcdo causada no teste da placa quente,
0 que indica, a0 menos em parte, o efeito antinociceptivo, decorrente da atuacdo deste extrato
ao nivel de sistema nervoso central. Estes resultados corroboram com os resultados de Dias et
al. (2007) que demonstraram que o EE da entrecasca da M. rigida aumentou de forma
significativa o tempo de laténcia no teste de tail-flick. O teste da placa quente é um teste
seletivo para detec¢do de substancias analgésicas com efeito central, incluindo sedativos e
relaxantes musculares ou psicotomiméticos (EDDY; LEIMBACH, 1953; ANKIER, 1974).

Com o objetivo de comprovar a atividade anti-inflamatéria do EE da entrecasca da M.
rigida foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos. Este € um
modelo animal amplamente utilizado para a selecdo de compostos anti-inflamatérios e tem
sido frequentemente utilizado para avaliar o efeito antiedematogénico de produtos naturais. A
carragenina, um polissacarideo sulfatado extraido das algas marinhas, é usada como estimulo
inflamatdrio (diluida em 1-2 %) em modelos animais para testar substancias, provocando
inchaco e dor (COSTA et al.,, 2004). Sua administracdo na pata promove uma resposta

bifasica, com formac&o de edema e rdpida liberacdo de varios mediadores inflamatorios como
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a histamina, serotonina e BK (primeira fase), que posteriormente é sustentada pela liberacao
de PGs e oxido nitrico (NO) (segunda fase) produzida pelas isoformas induzivel das enzimas
COX (COX-2) e NO sintase (iNOS), respectivamente, com pico em 3 h, produzida por
isoformas da COX (COX-2) e NO sintase (iNOS), respectivamente (SEIBERT et al., 1994;
NANTEL et al., 1999). No presente estudo, observou-se que todas as doses utilizadas do EE
da entrecasca da M. rigida, quando administradas por via oral, ndo foram capazes de
apresentar atividade antiedematogénica em ratos. Entretanto, Santos et al. (2007)
demonstraram que 0 EE da entrecasca da M. rigida, administrado por via oral nas doses de
250 a 750 mg/kg, inibiu a formacdo de edema induzido pela carragenina. Isto confirma que as
acOes bioldgicas dos extratos de plantas dependem da dose empregada e do periodo e local de

coleta.

A carragenina promove uma resposta inflamatéria, associada a infiltragcdo de neutréfilos e & produgéo de

radicais livres derivados de neutréfilos, tais como peréxido de hidrogénio, radicais superéxido e hidroxila, bem

como a liberacdo de outros mediadores derivados de neutréfilos (DAWSON et al., 1991). A inflamacéo
induzida por carragenina envolve a migracao celular, exsudacdo de plasma e producdo de
mediadores, tais como NO, PGE,, IL-1, IL-6 e TNF-a (SALVEMINI et al., 1996; LORAM
et al., 2007). Estes mediadores sdo capazes de recrutar leucocitos, tais como neutréfilos, em varios modelos
experimentais. NO modelo de peritonite induzida pela carragenina em ratos, observou-se que 0
tratamento oral com todas as doses utilizadas do EE da entrecasca da M. rigida inibiu a
migracdo de leucdcitos induzida pela injecdo i.p. de carragenina, de forma similar a
dexametasona, uma droga anti-inflamatéria esteroidal. A dexametasona e outros
glicocorticoides inibem a liberacdo de mediadores inflamatérios de varias células, em
particular de leucdcitos, mastocitos, plaquetas, células endoteliais e macréfagos residentes,
além de serem potentes inibidores da enzima iINOS (KLIMENKO; PAVLOVA, 1999).

O EE da entrecasca da M. rigida também apresentou potencial antioxidante
demonstrado pelo método de DPPH. A capacidade antioxidante de varios metabotitos
secundarios confere um potencial terapéutico com atividades antinociceptiva e anti-
inflamatdria (LI et al., 2002). Tem sido demonstrado que os flavonoides e taninos sdo capazes
de inibir as isoformas induziveis das enzimas COX e/ou NOS, bem como outros mediadores
do processo inflamatério (CARVALHO, 2004). Portanto, podemos sugerir que o EE da
entrecasca da M. rigida pode estar agindo, a0 menos em parte, devido a presenca destes
metabdlitos e a sua a¢do antioxidante. Entretanto, esses dados precisam de confirmacéo.

Em resumo, demonstrou-se neste estudo que o EE da entrecasca da M. rigida

apresenta atividades antinociceptiva central e periférica, anti-inflamatoria e antioxidante,
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validando o uso popular desta planta para tratar processos dolorosos e inflamatorios.
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7 CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados apresentados neste trabalho, cujo objetivo central foi
avaliar as atividades antinociceptiva, anti-inflamatdria e antioxidante do EE da entrecasca da
M. rigida, podemos considerar que as atividades bioldgicas (antinociceptiva e anti-
inflamatdria) estdo relacionadas, ao menos em parte, a sua atividade antioxidante. Tais
resultados possibilitam reais condi¢es para que esta planta possa ser uma fonte abundante de
compostos ativos, cuja pesquisa aprofundada podera levar a descoberta de uma nova e melhor
alternativa terapéutica aos estados patolégicos com quadro inflamatério agudo, e futuramente,
até para doencas inflamatdrias cronicas debilitantes. Entretanto, devem ser realizados
experimentos adicionais para o melhor esclarecimento dos mecanismos de acdo envolvidos
nas atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva, bem como estudos de toxicidade e

seguranca para o Uso.
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