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RESUMO

GOUVEIA, M. G. S. EFEITO ANTINOCICEPTIVO, ANTI-INFLAMATORIO
E ANTIOXIDANTE DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS DE
COMBRETUM DUARTEANUM CAMBESS (COMBRETACEAE). Dissertacdo
de Mestrado em Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sergipe, 2011.

A familia Combretaceae compreende 20 géneros com cerca de 600
espécies, 0 maior dos quais é o género Combretum, com cerca de 370 espécies.
Combretum duarteanum Cambess é uma planta medicinal do norte e nordeste do
Brasil, conhecida popularmente como "Vaqueta” ou "Caatinga-branca”. As infusdes
preparadas com a parte aérea do C. duarteanum s&o usadas na medicina popular para
o0 tratamento da dor e como sedativo. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
antioxidante, antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato etanolico das folhas de C.
duarteanum (EEC). A atividade antioxidante foi investigada in vitro usando o ensaio
da lipoperoxidacéo e teste para investigacdo da atividade sequestradora de radicais
hidroxila (*OH) e 6xido nitrico (NO). Nestes protocolos, o0 EEC apresentou efeito
sobre a lipoperoxidacdo, com acdo sequestradora dos radivais NO e *OH. A
atividade antinociceptiva foi investigada utilizando os testes das contorgfes
abdominais induzidas pelo acido acético, formalina e placa quente em camundongos.
O EEC (100, 200 e 400 mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o comportamento
nociceptivo dos animais (38,1, 90,6 e 97,8%, respectivamente). Este extrato também
reduziu o tempo em que o animal lambeu a pata na 12 fase (30,5 e 69,5%, 200 e 400
mg/kg) e 22 fase (38,1, 90,6 e 97,8%, todas as doses) do teste da formalina. O EEC
aumentou o tempo de permanéncia dos animais na placa quente, efeito este que foi
revertido pela naloxona, sugerindo a participacdo do sistema opidide no mecanismo
de acdo do EEC. A administracdo do EEC (200 e 400 mg/kg; i.p.) exibiu atividade
anti-inflamatoéria frente ao edema de pata induzido pela carragenina e &cido
araquidénico em ratos. Esses resultados indicam que o EEC possui atividade
antinociceptiva mediada por vias centrais, com possivel participacdo do sistema
opidide. Além de acéo antinociceptiva e anti-inflamatoria associadas a mecanismos
periféricos, com provavel acdo inibitéria da sintese de prostaglandinas e pela
contribuicdo do seu potencial antioxidante.

Palavras-Chave: Combretum duarteanum, plantas medicinais, atividade

antinociceptiva, antioxidante, anti-inflamatéria.



ABSTRACT

GOUVEIA, M. G. S. ANTINOCICEPTIVE, ANTI-INFLAMMATORY AND
ANTIOXIDANT EFFECTS OF ETHANOLIC EXTRACT OF COMBRETUM
DUARTEANUM CAMBESS (COMBRETACEAE). Dissertacdo de Mestrado em
Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sergipe, 2011.

Combretum duarteanum Cambess is a medicinal plant from north and northeast of
Brazil, know popularly as “Vaqueta” or “Caatinga-branca”. Infusions prepared with
the aerial parts (stems and leaves) of C. duarteanum are used in folk medicine for the
treatment of pain and as sedative. The objective of this study was to evaluate the
antinociceptive, anti-inflammatory and antioxidant potentials of ethanolic extract of
Combretum duarteanum (EEC). The antioxidant activity was investigated in vitro
using lipid peroxidation, hydroxyl radical-scavenging, and scavenging activity of
nitric oxide (NO) assays. EEC possesses a strong antioxidant potential according in
these tests, and also presented scavenger activity of NO and hydroxyl. The
antinociceptive activity was investigated using acetic acid-induced writhing,
formalin, and hot plate tests in mice. EEC (100, 200, and 400 mg/kg; i.p.)
significantly reduced the number of writhes (38.1, 90.6, and 97.8%, respectively),
This extract also decrease the number of paw licks during phase 1 (30.5 and 69.5%,
higher doses) and phase 2 (38.1, 90.6, and 97.8%, all doses) of a formalin test. EEC
increased the latency of animals in the hot plate, effect that was reversed by
naloxone, suggesting the involvement of opioid system in its mechanism of action.
Administration of the EEC (200 and 400 mg/kg; i.p.) exhibited an anti-inflammatory
activity in the carrageenin and arachidonic acid-induced rat paw edema test. These
results indicate that the EEC has antinociceptive activity mediated by central
pathways, with possible participation of the opioid system. Besides, antincociceptiva
and anti-inflammatory effects associated with peripherals mechanisms, with
inhibitory action of prostaglandin synthesis and the contribution of its antioxidant
potential.

Key words: Combretum duarteanum, medicinal plants, antinociceptive activity,

antioxidant, anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos naturais pela humanidade se confunde com sua propria
historia. A busca por alivio e cura de doencgas atraves da ingestdo de ervas e folhas
talvez tenha sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais
(VIEGAS-JUNIOR et al., 2006).

A utilizagdo de produtos naturais como matéria-prima na busca de
substancias com atividade bioldgica, especificamente os farmacos, tem sido
extensamente relatado ao longo dos anos (SIMOES et al., 1999). Os produtos
naturais sdo fontes de novas substancias bioativas potencialmente Gteis como
farmacos, principalmente os metabdlitos oriundos de plantas e microorganismos
(STROBEL et al., 2004). Nesse sentido, estudos tém mostrado o significante papel
dos produtos naturais na pesquisa de novas drogas, tanto na descoberta quanto no
desenvolvimento.

Por exemplo, cerca de 60-75% das novas drogas utilizadas no tratamento de
cancer e doencas infecciosas sdo de origem natural (NEWMAN et al., 2003). Para
ilustrar o papel dos produtos naturais e dos seus derivados, na década de 1980,
somente nos Estados Unidos, o mercado de preparacdes fitoterapicas aproximava-se
de 8 bilhdes de ddlares/ano (CARLINI, 1988). J& no ano 1999 chegou a valores
préximos de 12 bilhdes de délares/ano (CALIXTO, 2000). Entre 2001 e 2002 quase
um quarto dos farmacos mais vendidos no mundo eram obtidos diretamente ou
derivados de fontes naturais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

Em 2006 o mercado mundial de fitoterapicos movimentou cerca de US$ 22
bilhdes/ano. No Brasil, esse mercado tem movimentado US$ 400 milhdes/ano
(TOMAZZONI et al., 2006). E estimado que cerca de 25% de todos 0s
medicamentos modernos sdo direta ou indiretamente derivados de plantas. Outro
aspecto importante deve-se ao crescente interesse mundial nos ultimos anos do uso
de fito farmaco como medicamentos complementares ou alternativos na prevencéo
ou alivio de muitas doencas. Por exemplo, nos Estados Unidos, 24% das prescri¢coes
médicas utilizam um ou mais principios ativos derivados de plantas e 2,5% utilizam
0 seu extrato bruto (CALIXTO et al., 1998).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), devido a pobreza e

falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 65% a 80% da populacéo
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mundial que vive em paises em desenvolvimento dependem essencialmente das
plantas medicinais como primeiro tratamento de saide (CALIXTO, 2000). Esse
mercado t&o rico e prospero tem impulsionado varias pesquisas. Nos Ultimos anos,
um grande namero de estudos cientificos tem se concentrado nas chamadas terapias
tradicionais como importante fonte para pesquisas (CARLINI, 2003). A busca de
novas drogas a partir de produtos naturais tem como alicerce a descoberta de drogas
eficazes para o combate de diversas condicfes patoldgicas a custos menores; estudos
sobre a biodiversidade e a preservacdo das espécies; falta de acesso da maioria da
populacdo aos medicamentos modernos e a descoberta de moléculas quimicas
basicamente impossiveis de serem sintetizadas com apreciavel acdo bioldgica
(SILVA et al., 2005; BARBOSA-FILHO et al., 2006).

Desta forma, tem-se evidenciado um crescente aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular para validar sua utilizacdo como fitoterapico
seguro e eficaz, tendo em vista que o0 uso popular de uma determinada planta ndo é
suficiente para valida-la como fitoterdpico. Desta forma, o emprego de técnicas
modernas de farmacologia, bioguimica, toxicologia e biologia molecular renovaram
0 interresse na procura de novos medicamentos ou protétipos de novos farmacos a
partir de produtos naturais (SIMOES, 1999; CALIXTO et al., 2000 ).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os possiveis efeitos
antinociceptivo, anti-inflamatorio e antioxidante de extrato etanolico bruto das folhas

de Combretum duarteanum Cambess.
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2.FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo de produtos naturais como matéria-prima na busca de
substancias com atividade bioldgica, especificamente os farmacos, tem sido
extensamente relatada ao longo dos anos. A importancia histérica das substancias
ativas obtidas de plantas como prot6tipo para o desenvolvimento de medicamentos,
ndo foi representada apenas pelo surgimento de novos grupos de compostos, mas
proporcionou a identificacdo de uma nova possibilidade terapéutica. (SIMOES et al.,
1999).

Desta forma, as plantas medicinais constituem uma fonte renovavel de onde
podem ser obtidos novos e eficazes medicamentos. A indicacdo de plantas
medicinais aumenta a opc¢do terapéutica, ofertando medicamentos equivalentes,
também registrados, com espectro de acdo mais adequado e, talvez com indicagcbes
terapéuticas complementares as medicagOes existentes sem substituir os
medicamentos ja comercializados e registrados (DI STASI, 1995; SIMOES et al.,
1999). Dentre os fatores que motivam a sua utilizacdo, estdo a insatisfacdo com os
resultados obtidos em tratamentos com a medicina convencional, os efeitos
indesejaveis e prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou incorreto dos medicamentos
sintéticos, a falta de acesso aos medicamentos e a medicina industrializada e a crenga
popular de que o natural é inofensivo (RATES, 2001).

Ainda hoje, nas regiGes mais pobres do Brasil e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercado
polpulares e encontradas em quintais residenciais. Além disso, as observacoes
populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma
relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas dos vegetais e auxilia 0s
pesquisadores na selecdo de espécies para estudos botanicos, farmcoldgicos e
fitoquimicos (MACIEL et al., 2002).

Atualmente, ndo s6 no Brasil, mas também em diversos paises, um grande
namero de vegetais vem 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 (LOURENZANI ;
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BATALHA, 2004). Trata-se do denominado mercado mundial de medicamentos
fitoterapicos que movimentam 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 bilhGes em 2000 (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 saude de forma integrada as técnicas da medicina ocidental modernas.
Com base nesse incentivo, 0 Ministério da Saude aprovou, em 03 de maio de 2006, a
portaria n°® 971, ou Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Salde. Essa portaria apresenta como um dos seus
principais objetivos a prevencao de agravos, promocao e recuperacdo da satde, com
énfase na atencdo basica (BRASIL, 2006a).

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 constitui
parte essencial das politicas publicas de salde, meio ambiente, desenvolvimento
econdmico e social como um dos elementos fundamentais de transversalidade na
implementacdo de agOes capazes de promover melhorias na qualidade de vida da
populacéo brasileira (BRASIL, 2006b).

Neste sentido, os produtos naturais tém contribuido fortemente no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas através de seus metabdlitos
secundarios. Estes sdo conhecidos por atuar de forma direta ou indireta no organismo
podendo inibir ou ativar importantes alvos moleculares e celulares, por exemplo:
mediadores inflamatérios (metabdlitos do acido araquidbnico, peptideos, citocinas,
aminoacidos excitatorios, entre outros), sobre a producdo ou acdo de segundos
mensageiros (como GMPc, AMPc, proteinas quinases e calcio, etc.), na expressao e
transcricdo de fatores como AP-1, NF-kB, e proto-oncogenes (c - jun, c-fos, and c-
myc), e na expressdo de moléculas pro-inflamatdrias como sintese do 6xido nitrico
(NOS), ciclooxigenase (COX-2), citocinas (IL-1beta, TNF-alfa, etc.), neuropeptidios
e proteases (CALIXTO et al., 2003).
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2.2. Produtos Naturais Oriundos de Plantas

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo
o0s estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas.

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 extragdo de Opio, CUjo componente majotario é a
morfina, isolada em 1803 por Setiirner, principio ativo 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 da Digitalis lanata Ehr, plantas que foram a origem da
descoberta de medicamentos para o coracdo. Delas extraem-se glicosideos
cardiotonicos chamados cardenolideos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a
digoxina (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; SILVA; CARVALHO,
2004).

Podemos ainda mencionar outros farmacos provenientes de plantas
medicinais como: forscolina, obtida de Coleus barbatus, que apresenta promissores
efeitos contra a hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores (DE SOUZA, 1993), a
artemisinina, presente em Artemisia annua, que exerce potente atvidade 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 portadoras de cancer nos ovarios e pulmdes (KINGSTON,
1991; CORREA, 1995)

Como descrito acima, os produtos naturais podem atuar em Vvarios sistemas
do organismo auxiliando, desta forma, na compreensdo de mecanismos moleculares
ou bioguimicos envolvidos em muitos processos fisioldgicos ou fisiopatologicos
(CALIXTO et al., 1998).

Todavia, os dados existentes na literatura sobre a atividade bioldgica de
plantas preconizadas pela populagdo, denominadas de plantas medicinais, sdo

insuficientes para garantir sua qualidade, eficacia e seguranca. Além disso, as plantas
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contém milhares de constituintes dos quais alguns apresentam relativa toxicidade,
como as plantas citotdxicas utilizadas no tratamento do céncer, os digitalicos e
alguns alcaloides, entre outros. Entretanto, os efeitos adversos dos agentes
fitoterapicos sdo menos frequentes quando comparados com as drogas sintéticas
(CALIXTO, 2000).

No Brasil, aproximadamente 84% das drogas atualmente no mercado séo
importadas e 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por 23% da
populacdo, o que faz com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais
sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro.
Assim, é inegadvel que a maioria da populacdo de baixa renda recorre as plantas
medicinais para tratamento dos seus males (ELISABETSKY; WANNMCHER,
1993; ELISABETSKY, 1999)

Dessa forma, observa-se um crescimento na utilizacdo de fitoterapicos pela
populacdo brasileira. Alguns fatores poderiam explicar o aumento do uso desses
medicamentos, como 0s avan¢os ocorridos na area cientifica que permitiram o
desenvolvimento de fitoterdpicos reconhecidamente seguros e eficazes, como
também uma forte tendéncia de busca, pela populacdo, por terapias menos agressivas
destinadas ao atendimento primario a saude (YUNES et al., 2001).

De acordo com a legislacdo em vigor no pais, entende-se como fitoterapico
"aquele medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
vegetais”. E caracterizado pelo conhecimento da eficicia e dos riscos do seu uso,
assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Sua eficacia e
seguranca sdo validadas através de levantamentos etnofarmacoldgicos de utilizagéo,
documentacBes tecnocientificas em publicacbes ou ensaios clinicos fase trés.
(BRASIL, 2004)

Silva et al. (2005) descreveram que, por suas propriedades terapéuticas ou
toxicas, as plantas adquiriam fundamental importancia na medicina popular. Com o
desenvolvimento das ciéncias naturais e do método cientifico na medicina, 0s
medicamentos de origem vegetal tornaram-se objeto de analise cientifica. Inameros
s80 0s registros que mostram a busca incessante, de plantas medicinais, para a cura
ou mesmo alivio de moléstias que tém atingido impiedosamente a humanidade. A
procura por novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos de plantas tem levado

a descoberta de muitas drogas clinicamente ativas. Diversas plantas da flora
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brasileira s&o utilizadas na medicina popular, mas muitas delas ainda necessitam de

estudos que déem suporte cientifico ao seu uso na terapéutica. (SILVA et al., 2005).

2.3 Plantas do género Combretum

A familia Combretaceae consiste em 18 géneros, sendo o maior deles o
género Combretum, o qual contém cerca de 370 espécies amplamente utilizadas na
medicina popular. Este género, cuja espécie € mais abundante, esta espalhado em
vérias partes da Africa (McGAW et al., 2001).

A populagdo do sul da Africa emprega as plantas pertecentes a familia
Combretaceae para muitos propdsitos medicinais como o tratamento de varios tipos
de dor (incluindo as dores abdominais, dor nas costas, dor de ouvido, dor de dente e
de cabeca), esquistossomose, tosse, resfriados, conjuntivites, diarréia, dismenorréia,
parasitoses intestinais, infertilidade na mulher, lepra, pneumonia, mordida de cobra e
escorpido, caxumba, sifilis, febre e fraquezas em geral (WATT; BREYER-
BRANDWIIK, 1962; KOKWARO, 1976; GELFAND et al., 1985; HUTCHINGS et
al., 1996; VAN WYK et al., 1997; McGAW et al., 2001).

Varias investigacGes sobre a atividade antimicrobiana dos membros da
familia Combretaceae tém sido realizadas. Demostrou-se que a atividade
antibacteriana esta presente em extratos das folhas, dos ramos e dos frutos e foram
isolados trés compostos ndo identificados com atividade antibacteriana das folhas de
Combretum zeyheri (BREYTENBACH; MALAN, 1989; McGAW et al., 2001).

Aléem disso, foi também demostrado que a Combretum erythrophyllum
apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Esta atividade parece ser dependente de flavondides encontrados nesta
planta, entre eles destacam-se a apigenina, genkwanina, 5-hidroxi-7,4-metoxiflavona,
rhamnocitrina, kaempferol, quercetina-5,3-dimetileter e rhamnazinae, entre outros
(ALEXANDER et al., 1992; MARTINI; ELOFF, 1998; MARTINI et al., 2004). E
importante salientar que todos estes compostos apresentam atividade significativa
contra o Vibrio colerae e Enterococos faecalis, com valores de CIM (concentracéo
inibitoria minima) na faixa de 25-30 pg/ml (MARTINI et al., 2004).

Katerere et al (2003) mostraram que quatro triterpenos pentaciclicos isolados

das folhas da espécie Cobretum imberbe, dos quais dois sdo novos glicosideos
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derivados do acido 1a,3p,23-trihidroxiolean-12-en-29-6ico (&cido hidroxiimbérbico),
também apresentaram atividades antibacterianas e, particularmente, o &cido
imbérbico apresentou potente atividade contra Mycobacterium fortuitum e
Staphylococcus aureus.

Além disso, foi demonstrada atividade antifingica de sete espécies da familia
Combretaceae e sugere-se que esta atividade seria devido a presencga de taninos e
saponinas nos extratos destas espécies de plantas (BABA-MOUSSA et al., 1999).

Outros estudos tém demonstrado a atividade anti-inflamatoria de algumas
espécies deste género. Entre essas, destaca-se a Combretum micranthum em que
demonstrou atividade anti-inflamatéria com o extrato metandlico das folhas, nas
doses de 50 e 100 mg/kg, no modelo de edema de pata induzido por carragenina; e
também, nas mesmas doses, 0 extrato inibiu 0 aumento da permeabilidade vascular
induzida pelo &cido acético e na dose de 100 mg/kg inibiu a formacdo de granuloma
em ratos de forma similar a indometacina (5 mg/kg) (OLAJIDE, 2003).

Outras espécies que apresentaram alta atividade anti-inflamatdria foram a
Combretum piculatum, Combretum mossambicence, Combretum imberbe, e
Combretum molle. Essa Ultima espécie, juntamente com a Combretum apiculatum,
também apresentou atividade antibacteriana significativa (McGAW et al., 2001).

A atividade antimicética das plantas de género Cobretum também foi
avaliada, sendo que as combretastatinas, isoladas da espécie Combretum caffrum,
associadas ao fosfato como pro-drogas tém sido eficazes quando testadas
clinicamente no tratamento de tumores so6lidos. Consequentemente, esses compostos
sdo mais interessantes do que outros agentes anti-mic6ticos e outra vantagem é que
também sdo inibidores da angiogénese. Além disso, a sua eficacia esta sendo
avaliada no tratamento da retinopatia diabética, que ¢ uma das maiores causa de
cegueira (CIRLA; MANN, 2003).

Trabalhos fitoquimicos tém sido realizados com Combretum e diferentes
espécies do género, as quais possuem varios compostos quimicos bioativos
(MASIKA; AFOLAYAN, 2002). Alguns destes compostos sdo: cicloartano,
damarano e oleano triperndides, flavonoides, dibenzil aromaticos, estilbenos,
fenantrenos, lignanas e aminoacidos os quais sdo encontrados em varias espécies do
género Combretum (CHOWDHURY ; ISLAM, 2004).
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2.3.1 Combretum duarteanum Cambess

A espécie Combretum duarteanum é caracterizada botanicamente como:
arbusto ereto a escandente, de até 1,5 m de altura; planta lepidota, tricomas
escamosos, hialinos ou ferrugineos, revestindo caules, ramos, folhas, botdes e frutos;
caule e ramos estriados, cinéreos. Folhas opostas, curto-pecioladas (Figura 1A e B).
Flores de 8-9 mm de comprimento, esverdeadas; bractéola de 1,1-2 mm
comprimento, espatulada, com apice acuminado (LOIOLA et al., 2007).

Espécie exclusiva da América do Sul, com registro na Bolivia, Paraguai e
Brasil (EXELL, 1953). Segundo Loiola & Sales (1996), ocorre no Brasil nas regides
Norte (Para), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Piaui),
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias e Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais e Sdo
Paulo). A presenca desta espécie associada a ambientes de caatinga foi reportada
para os estados da Bahia, Paraiba, Pernambuco e Sergipe (LOIOLA; SALES, 1996).

Figuras 1A e B. Partes aéreas e caule de Combretum duarteanum Cambess.
(Foto: J. F. TAVARES, 2008)

Nascimento et al. (1990) investigaram a atividade antimicrobiana e a
citotoxicidade de extratos de 30 espécies de plantas, relatando que apenas C.
duarteanum demonstrou atividade antimicrobiana. Albuquerque et al. (2007)
relataram que as folhas e flores de C. duarteanum Cambess possuem atividade
expectorante.
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2.4. Dor e nocicepgao

Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, a dor pode ser
definida como uma “experiéncia sensorial ¢ emocional desagradavel, associada a
leséo tecidual real ou potencial, ou descrita como tal”. Constitui um importante
sistema de alarme do organismo para sinalizar a existéncia de ameaga a integridade
tissular, sendo assim um dos sinais caracteristicos da resposta inflamatoria. Sempre
que uma célula ou varias células em um tecido sdo lesadas, diversas substancias sao
liberadas. Uma injaria periférica ou um nervo faz com que vérios mediadores
inflamatorios sejam liberados, sensibilizando varios receptores da dor (nociceptores)
(KATZUNG, 2000; DELEO; WINKELSTEIN, 2002). Entretanto, a dor € uma
experiéncia complexa gue ndo envolve apenas a transducdo do estimulo nociceptivo
ambiental, mas também cognitivo e emocional processado pelo cérebro (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Os receptores da dor na pele e em outros tecidos estdo presentes em
terminacbes nervosas livres e sensiveis a estimulos dolorosos. A atividade no
nociceptor e a via nociceptiva e outros processos neurofisioldgicos induzidos pelo
estimulo doloroso é chamado de nocicep¢do (DICKENSON; BESSON, 1997).

A dor é usualmente desencadeada pela ativacdo de nociceptores especificos
(dor nociceptiva). Entretanto, ela pode ser resultante de lesdo nas fibras sensoriais, ou
dano ocasionado no SNC (dor neuropatica) (MILLAN, 1999).

Além disso, segundo Dickenson & Besson (1997), algumas alteragdes podem
ocorrer como 0 aumento da resposta a um estimulo normalmente doloroso, o qual é
denominado de hiperalgesia. Esta, normalmente € decorrente de importantes
mudangas no processo central de sinalizacdo da dor. QOutras alteracGes sensoriais
também podem aparecer, entre elas a alodina que se refere a dor evocada por
estimulo in6cuo (MILLAN, 1999).

A sensacdo de dor nos alerta para uma real ou provavel lesdo e desencadeia
respostas apropriadas para proteger o organismo. Contudo, frequentemente a dor
torna-se cronica e debilitante em substituicdo a sua funcdo de atuar como um sistema
de aviso. A transcri¢do para a fase cronica envolve mudangas na medula espinhal e
encéfalo, mas ocorre modulagdo significativa nos locais onde as mensagens da dor

sdo iniciadas no nivel do primeiro neurdnio sensorial (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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O estimulo doloroso é propagado através de fibras aferentes primarias C ou
AJd. Estas sdo fibras mielinizadas, que rapidamente conduzem o estimulo. As fibras C
sdo amielinizadas e conduzem o estimulo nociceptivo com baixa velocidade; esse
grupo é conhecido como nociceptores polimodais C (PMN) (JULIUS; BASBAUM,
2001).

As fibras C e Ad transferem a informagdo nociceptiva para a lamina
superficial (lamina | e 1), lamina profunda (V e VI) no corno dorsal, e também para
a lamina circumcanular (lamina X). Por outro lado, as fibras Ad sdo fibras de maior
calibre, mielinizadas e de rapida condutancia e transmitem a informacéo de estimulos
mecanicos indcuos para a lamina profunda (111 e 1V) (MILLAN, 2002).

As fibras aferentes primarias (PAFs) podem estimular diretamente neurdnios
de projecdo, 0s quais retransmitem a mensagem para o cérebro, ou indiretamente
enviam a mensagem para outros neurbnios de projecdo via interneuronios
excitatorios. Além disso, as PAFs também podem estimular interneurénios
inibitdrios os quais integram com os neurdnios de projecdo (MILLAN, 2002).

As fibras primérias fazem uma sinapse no corno dorsal da medula espinhal
com neurdnios de segunda ordem, predominantemente na lamina Il (substancia
gelatinosa) da medula espinhal. Os neurdnios de segunda ordem cruzam a medula
espinhal para ascender no trato espinotalamico chegando até principalmente no
tdlamo. No talamo, neurdnios de terceira ordem emitem axonios através da capsula
interna ao cdrtex somatosensor, onde a somatizacdo do estimulo nocivo ocorre, ou
emitem axoénios ao giro cingulado anterior, onde existe 0 componente emocional da
dor (RUSSO; BROSE, 1998).

Além disso, o trato espinotalamico parece emitir axdnios ao mesencéfalo e a
ponte rostral, fazendo sinapses em complexos nucleares, incluindo o nicleo magno
da rafe e o ndcleo reticular gigantocelular. Ambas as estruturas parecem estar
envolvidas na regulagdo nociceptiva descendente dos neurdnios de segunda ordem
(RUSSO e BROSE, 1998; BESSON, 1999; MILLAN, 1999).

As vias aferentes da dor sdo constituidas de diferentes tratos ascendentes que
formam dois sistemas filogenéticos distintos. O primeiro, mais antigo, passa atraves
da regido medial da medula espinhal, sendo formado pelos tratos:
paleoespinotalamico,  espinoreticular, espinomesencefalo, espinoparabrachio-

amigdaloide, espinobrachio-hipotalamico e espinotalamico. O outro sistema, mais
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recente, ocupa a regido lateral da medula espinhal e consiste no trato
neoespinotalamico, espinocervical e pds-sinaptico no corno dorsal (ALMEIDA et al.,
2004).

As vias descendentes originadas de estruturas cerebrais tém um importante
papel na modulagdo e integracdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal da
medula. Vias serotonérgicas e em menor proporcdo as vias dopaminérgicas
compreendem o0s maiores componentes dos mecanismos descendentes (MILLAN,
1999).

De fato, vias descendentes também podem modular a nocicepcéao interagindo
com Vvérios elementos neuronais no corno dorsal: (1) terminais das PAFs; (2)
neurdnios de projecdo; (3) interneurbnios excitatorios; (4) terminais de outras vias
descendentes. E importante mencionar que os neurdnios de projecéo e interneurdnios
especificos para a nocicepcdo, estdo predominantemente localizados na lamina
superficial, respondendo somente a estimulos dolorosos, enguanto outros,
principalmente na lamina profunda, sdo excitados somente por estimulos indcuos
(MILLAN, 2002).

Observando os mecanismos envolvidos na transmisséo do processo doloroso
descrito acima, pode-se afirmar que a dor ndo é uma sensacdo uniforme, a qualidade
da dor e o inicio das respostas de protecdo sdo determinados por muitos fatores
dentro da medula espinhal e estruturas do cérebro, envolvidos na integracdo e
modificacdo da sinalizacdo nociceptiva (DICKENSON; BESSON, 1997).

Neste sentido, existem varias fontes importantes onde os mediadores que
participam da resposta nociceptiva sdo gerados como: tecido lesado, sistema
vascular, células imunes, tecidos adjacentes, nervos sensoriais e simpaticos. Esses
mediadores atuam em receptores amplamente distribuidos no organismo. Alguns
desses receptores sdo acoplados a proteinas G e induzem a formacdo de segundos
mensageiros. Outros receptores sdo acoplados a canais iGnicos que regulam a
permeabilidade e a concentracdo celular de ions (DICKENSON; BESSON, 1997).

Alguns desses mediadores que estimulam o tipo quimico de dor incluem:
bradicinina (BK), serotonina (5-HT), histamina, ions potassio, acidos, acetilcolina e
enzimas proteoliticas. Além destas, as prostaglandinas (PGs) e a substancia P (SP)
acentuam a sensibilidade das terminagbes da dor (GUYTON; HALL, 2002;
MILLAN, 1999, 2002).
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O aminoécido glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no sistema
nervoso central de mamiferos que permite a entrada do sinal nociceptivo para a
medula espinhal e € encontrado nos terminais nervosos dos neurénios nociceptivos
espinhais (WESTLUND et al., 1992; BROMAN; ADAHL, 1994; VALLANO,
1998).

2.5. Inflamacéo

A palavra inflamagdo vem do grego phlogosis e do latim flamma, significa
fogo, area em chamas. Apresenta-se como uma reacao complexa a varios agentes
nocivos, como microrganismos e células danificadas, que consiste de respostas
vasculares, migracdo, ativacdo de leucocitos e reacfes sistémicas (TROWBRIDGE;
EMLING, 1998), sendo considerada uma resposta fisioldgica desencadeada por leséo
tecidual ou estimulos antigénicos e que muitas vezes pode ser prejudicial ao
organismo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; RAO et al., 2007)

Clinicamente, a inflmacéo caracteriza-se por apresentar cinco sinais cardinais:
eritema, edema, calor, dor e perda da fungdo (HEIDLAND et al., 2006), provenientes
da dilatacdo de arteriolas e aumento da permeabilidade vascular por agdo de
mediadores inflamatérios. Com o 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 acdes em resposta de interesse na inflamacdo. Estudos
recentes tém identificado novos mediadores quimicos, como as citocinas
(interleucina-10, fator de crescimento beta) e gases (0xido nitrico), alem de novas
funcbes para nucleosideos e nucleotideos no processo inflamatério (SERHAN;
CHIANG, 2004).

Os mediadores da inflamacéo, portanto, sdo substancias formadas e liberadas,
concomitantemente 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

plaquetério-PAF e etc). Os mediadores estdo envolvidos na génese e manutencao dos
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eventos caracteristicos de reacdo inflamatdria e se ligam a receptores especificos nas
células-alvos podendo, inclusive, estimular a liberacdo de outros mediadores (ZHOU
etal., 2007).

O processo inflamatdrio consiste na primeira linha de defesa a estimulos
lesivos exdgenos (agentes infecciosos, traumas fisicos ou quimicos) ou enddgenos
(imunoldgicos, neuroldgicos) com finalidade de reconstruir a estrutura e fungéo do
tecido ou orgao afetado (GARCIA-LEME et al., 1993).

Independentemente da natureza do estimulo desencadeante, as células
ativadas do sistema fagocitico mononuclear (mondcitos circulantes e macréfagos
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 prépias IL-1 e TNF, também IL-6 e IL-8, e as proteinas inflamatdrias de
macrofago (MIP) e quimiotatica de mondcito (MCP) (VOLTARELLI, 1994).

Este proceso pode ser dividido em trés diferentes fases: inflamagéo aguda,
inflamag&o cronica e resposta imune. A divisdo das inflamagdes aguda e crénica é
baseada na duracdo e caracteristicas patoldgicas da reacdo. A inflamagdo aguda tem
uma duracéo relativamente curta, de minutos, algumas horas ou alguns dias, e suas
caracteristicas sdo a exsudacdo de liquido e de proteinas plasmatica (edema) e a
migracdo de leucocitos, predominantemente de neutrdfilos. A inflamacéo cronica,
por outro lado, tem uma duragdo maior e associa-se, em termos histoldgicos, com a
presenca de linfécitos e de macréfagos e com proliferacdo 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 a
resposta imunoldgica liberadas durante a resposta inflamatdria aguda ou cronica. A
resposta imune pode ser dividida em resposta inata e adaptativa; o sistema imune
inato € ativado imediamente apds uma infeccdo, desencadeando a resposta do
hospedeiro ao microorganismo infectante e emitindo um sinal de ativacdo para a
resposta iminoldgica adaptativa. Eventos como vasodilatacdo, permeabilidade

vascular aumentada e infiltracdo celular é parte da resposta imune inata, e seus
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componentes celulares priméarios sdo os macrofagos, células dendriticas, células
natural Killer (NK) e neutréfilos. 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 s6 é desencadeada apds o
reconhecimento do patdgeno pela resposta imune inata, a qual deflagra todo um
conjunto de reacdes singularmente especificas contra o invasor e também torna as
acOes dos componentes da resposta inata muito mais eficazes. Os linfdcitos sao os
principais componentes celulares da resposta adquirida, sendo divididos em
linfocitos B, responsaveis pela resposta humoral, isto é, producdo de anticorpos;
linfécitos T, que fazem a inducdo da resposta e sdo responsaveis pelas reacoes
imunoldgicas mediadas por células; e a células NK, células linféides ativas na
resposta inata (DI VAIO; FREITAS, 2001; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).
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3. OBJETIVO

3.1 GERAL
- Auvaliar os efeitos antinociceptivo, antioxidante e anti-inflamatorio do extrato
etanolico obtido das folhas de Combretum duarteanum Cambess (EEC) in

Vivo e in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Auvaliar o efeito antinociceptivo do (EEC) em testes de nocicepcdo induzida
por estimulos quimicos (&cido acético e formalina) e térmicos em

camundongos;

- Verificar a atividade antioxidante do EEC sobre a lipoperoxidacdo e atividade

sequestradora através de ensaios in vitro;

- Auvaliar o possivel efeito anti-inflamatério do EEC nos testes de edema de

pata induzidos por carragenina e acido araquidénico;

- Contribuir para o estudo farmacol6gico da espécie.
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Abstract

The antioxidant, antinociceptive, and anti-inflammatory activities of the ethanolic
extract from leaves of C. duarteanum (EEC) were assessed in rodents through in
vitro tests. The antioxidant activity was investigated in vitro using TBARS, hydroxyl
radical-scavenging, and scavenging activity of nitric oxide (NO) assays. The
antinociceptive activity was investigated using acetic acid-induced writhing,
formalin, and hot plate tests in mice. The anti-inflammatory activity was assessed
using carrageenan-induced hind paw edema in rats and arachidonic acid-induced rat
paw edema. EEC possesses a strong antioxidant potential according to the TBARS,
NO, and hydroxyl radical-scavenging assays; it also presented scavenger activity in
all in vitro tests. Following intraperitoneal (i.p.) injection, EEC (100, 200, and 400
mg/kg) significantly reduced the number of writhes (38.1, 90.6, and 97.8%,
respectively) in a writhing test, and the number of paw licks during phase 1 (30.5 and
69.5%, higher doses) and phase 2 (38.1, 90.6, and 97.8%, all doses) of a formalin test
when compared to the control group. Since naloxone (1.5 mg/kg, i.p.) antagonized
the antinociceptive action of EEC (400 mg/kg), this suggested, at last, participation
of the opioid system. Administration of 200 and 400 mg/kg (i.p.) of the EEC
exhibited an anti-inflammatory activity in the carrageenin test, which was based on
interference with prostaglandin synthesis, as confirmed by the arachidonic acid test.
Together, these results indicate that properties of EEC might be further explored in
order to achieve newer tools for treatment of inflammatory painful conditions,

including those related to pro-oxidant states.

Keywords: Combretum duarteanum, medicinal plants, antioxidant, anti-

inflammatory, pain.
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1. Introduction

Medicinal plants, those considered possessing therapeutic properties, have
been used since the beginning of human civilization for treating different diseases,
and their use as an effective strategy for the promotion of human health has
significantly increased in recent years. This fact is related to several factors,
including the safety, effectiveness, and better quality control of the phytomedicines
available on the market today.>® Although in recent years notable progress has been
made concerning the development of natural therapies, there is an urgent need to
discover effective and potent analgesic and anti-inflammatory agents.*®

The plants of the family Combretaceae comprise 20 genera with
approximately 600 species, the largest of which are Combretum, with about 370
species, and Terminalia, with about 200 species.”® Some species of Combretum have
a broad spectrum of biological activities, including antibacterial, antiprotozoal,
anticancer, cytotoxic, analgesic, and anti-inflammatory.”**?

Combretum duarteanum Cambess is a plant from the north and northeast of
Brazil, known by the popular name of “vaqueta” or “caatinga-branca”.®*® Infusions
prepared with the aerial parts (stems and leaves) of C. duarteanum are used in folk
medicine for the treatment of pain and as sedative.®** We found no relevant literature
substantiating the botanical, chemical, and pharmacological studies of this species.

Free radicals and related reactive species are strongly involved in several
pathological and physiological processes, including cancer, cell death, inflammation,
and pain.*® Many natural products exert significant redox activities, which are related
to their therapeutical properties or even a possible toxic effect.'® The evaluation of

the redox properties of such compounds is crucial for both understanding the
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potential mechanisms of their biological actions and to determine possible toxic or
harmful side-effects. Considering the lack of experimental evidence and scientific
investigations on the possible therapeutic and/or redox properties of C. duarteanum,
the purpose of the present study was to evaluate the redox properties plus the
possible antinociceptive and anti-inflammatory effects of the ethanolic extract

obtained from the leaves of C. duarteanum (EEC) in rodents.

2. Material and Methods

2.1. Plant material

Leaves of C. duarteanum were collected in the region around Serra Branca,
Paraiba, Brazil, during March 2007. The plant was identified by Prof. Maria de
Fatima Agra (PhD) from the Federal University of Paraiba, and a voucher specimen

was deposited at the Lauro Pires Xavier Herbarium (JPB) (Voucher N° 6767).

2.2. Preparation of EEC
Leaves of C. duarteanum were dried in an oven at 40" C, and subsequently

pulverized. The plant material was cold macerated with ethanol 95% for 72 h and the
extract was concentrated using a rotary evaporator. A dry solid (40 g) was obtained

corresponding to a yield of 10%.

2.3. Chemicals
Sodium nitroprusside, FeSO,4, Griess’ modified reagent, 2-deoxyribose, 2-
thio-barbituric acid, AAPH (2,2’-azobis[2-methylpropionamidine]dihydrochloride),

trichloroacetic acid, trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilic
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acid), acetic acid, norhydroguaiaretic acid, and polyoxyethylene-sorbitan monolate
(Tween 80) were purchased from Sigma Co. (USA). Morphine (MOR), naloxone
(NAL), and aspirin (acetylsalicylic acid) were purchased from Unido Quimica
(Brazil). All drugs and the EEC were administered intraperitoneally (i.p.) in volumes

of 0.1 ml/10g (mice) and 0.1 mlI/100g (rats).

2.4. Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) assay

TBARS (thiobarbituric acid reactive species) assay was employed to
quantify lipid peroxidation'” and an adapted TBARS method was used to measure
the antioxidant capacity of EEC using egg yolk homogenate as a lipid rich
substrate.'® Briefly, egg yolk was homogenized (1% w/v) in 20 mM phosphate buffer
(pH 7.4), and 1 ml of homogenate was sonicated and then homogenized with 0.1 ml
of EEC at different concentrations. Lipid peroxidation was induced by addition of
0.1 ml of AAPH solution (0.12 M). Control was only EEC vehicle (ethanol 0.1%).
Reactions were carried out for 30 min at 37 °C. After cooling, samples (0.5 ml) were
centrifuged with 0.5 ml of trichloroacetic acid (15%) at 1200 x g for 10 min. An
aliquot of 0.5 ml from supernatant was mixed with 0.5 ml TBA (0.67%) and heated
at 95 °C for 30 min. After cooling, sample absorbance was measured using a
spectrophotometer at 532 nm. The results were expressed as percentage of TBARS

formed by AAPH alone (induced control).

2.5. Hydroxyl radical-scavenging activity
The formation of *OH (hydroxyl radical) from Fenton reaction was quantified
using 2-deoxyribose oxidative degradation.® The principle of the assay is the

quantification of the 2-deoxyribose degradation product, malondialdehyde, by its
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condensation with 2-thiobarbituric acid (TBA). Briefly, typical reactions were started
by the addition of Fe?* (FeSO, 6 mM final concentration) to solutions containing 5
mM 2-deoxyribose, 100 mM H,0,, and 20 mM phosphate buffer (pH 7.2). To
measure EEC antioxidant activity against hydroxyl radical, different concentrations
of EEC were added to the system before Fe?* addition. Reactions were carried out for
15 min at room temperature and were stopped by the addition of 4% phosphoric acid
(v/v) followed by 1% TBA (w/v, in 50 mM NaOH). Solutions were boiled for 15 min
at 95 °C, and then cooled to room temperature. The absorbance was measured at 532

nm and results were expressed as MDA equivalents formed by Fe?* and H,0,.

2.6. Scavenging activity of nitric oxide (NO)

Nitric oxide was generated from spontaneous decomposition of sodium
nitroprusside in 20 mM phosphate buffer (pH 7.4). Once generated, NO interacts
with oxygen to produce nitrite ions, which were measured by the Griess reaction.*
The reaction mixture (1 ml) containing 10 mM sodium nitroprusside (SNP) in
phosphate buffer and EEC at different concentrations were incubated at 37 °C for 1
h. A 0.5 ml aliquot was taken and homogenized with 0.5 ml Griess reagent. The
absorbance of chromophore was measured at 540 nm. Percent inhibition of nitric
oxide generated was measured by comparing the absorbance values of negative

controls (only 10 mM sodium nitroprusside and vehicle) with assay preparations.

Results were expressed as percentage of nitrite formed by SNP alone.

2.7. Animals
Male Swiss mice (27-32 g) and male Wistar rats (150-205 g), 2-3 months of

age, were used throughout this study. The animals were randomly housed in
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appropriate cages at 22 + 1 °C on a 12 h light/dark cycle (lights on 06:00-18:00) with
free access to food (Purina) and water. They were used in groups of 10 animals each.
In the carrageenan-induced hind paw edema test, rats were used in groups of 6
animals each. Experimental protocols and procedures were approved by the Federal

University of Sergipe Animal Care and Use Committee (CEPA/UFS N° 13/09).

2.8. Acetic acid-induced writhing

This test was done using the method described by Koster et al. and Broadbear
et al.®®?! Initially the mice were divided into five groups (n = 10). Subsequently,
EEC (100, 200, and 400 mg/kg), vehicle (saline/Tween-80 0.2%; control group), and
morphine (MOR, 5 mg/kg) were administered intraperitoneally (i.p.) 60 min before
an injection of 0.85% acetic acid (0.25 ml/animal). Each animal was isolated in an
individual observation chamber, and 15 min after acetic acid injection the cumulative

number of writhing responses was recorded for a period of 15 min.

2.9. Formalin test

The formalin test was carried out as described by Hunskaar and Hole.?? The
animals were divided into six groups (n = 10) and treated i.p. with vehicle (control),
EEC (100, 200, and 400 mg/kg), MOR (5 mg/kg), and 200 mg/kg of aspirin. After 60
min, twenty microliters of a 2.5% formalin solution (0.92% formaldehyde) in a
phosphate-buffer (pH 7.2) was injected into the dorsal surface of the left hind paw
using a microsyringe with a 26-gauge needle. The duration of paw licking was
measured at 0-5 min (first phase) and 15- 30 min (second phase) after formalin

administration.
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2.10. Possible antagonism of the EEC antinociceptive effect by pretreatment
with naloxone

Mice were i.p. pretreated (n = 10) with 1.5 mg/kg of naloxone (NAL), a
nonselective opioid antagonist, 15 min before the i.p. administration of vehicle
(control), EEC (400 mg/kg), or MOR (5 mg/kg). Subsequently, the acetic acid-

induced writhing test was performed as described above.

2.11. Hot plate test

The hot plate test was carried out as described by Eddy and Leimbach.?® In
this test, reaction of mice to painful stimulus was measured. Mice were placed
individually on the metal plate heated to 52 + 0.5 °C and covered with a glass
cylinder (25 cm high, 15 cm in diameter). The time (s) elapsing to the first pain
response (licking of the forepaws or jumping) was determined by a stopwatch and
then recorded. The experiments were conducted 60 min following the i.p.
administration of the EEC (100, 200, and 400 mg/kg). The effect of pretreatment
with naloxone (1.5 mg/kg, i.p.) on the antinociception produced by EEC (400 mg/kg)

and morphine (5 mg/kg, i.p.) was determined.

2.12. Rota-rod test

Initially, the mice able to remain on the Rota-rod apparatus (AVS®, Brazil)
longer than 180 s (9 rpm) were selected 24 h before the test.?* Then, the selected
animals were divided into five groups (n = 10) and treated i.p. with vehicle (control),
EEC (100, 200, and 400 mg/kg), and diazepam (3 mg/kg). Thirty minutes later, each
animal was tested on the Rota-rod and the time (s) they remained on the bar for up to

180 s was recorded after 60 min.
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2.13. Carrageenan-induced hind paw edema in rats

The acute hind paw edema was produced by injecting 0.1 ml of carrageenan
(prepared as 1% suspension in distillate water) locally into the plantar aponeurosis of
the right hind paw of rats.”> EEC (100, 200, and 400 mg/kg, i.p.) was administered to
different groups (n = 8) while the other groups served as negative and positive
controls and received vehicle (control) and the standard drug, aspirin (200 mg/kg,
i.p.), respectively. EEC and aspirin were administered 1 h prior to the injection of
carrageenan. The rat paw volume up to the ankle joint was measured using a
plethysmometer (LE 7500, PanLab, Spain) at O (just before) and 3 h after the
injection of carrageenan. Increase in the paw edema volume was considered as the

difference between 0 and 3 h.

2.14. Arachidonic acid-induced rat paw edema

Rat paw edema was induced in animal groups (n = 8) by subplantar injection
into the right hind paw with 0.1 ml 0.5% arachidonic acid dissolved in carbonate
buffer, pH 8.5. Norhydroguaiaretic acid (NDGA, 100 mg/kg) as reference and EEC
(200 and 400 mg/kg) were administered intraperitoneally 60 min before arachidonic
acid injection. Edema volume was measured by a plethysmography immediately
after arachidonic acid injection and at 30 min intervals thereafter for a period of 2

h.26

2.15. Statistical analysis
The obtained data were evaluated by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Dunnett's or Fisher's tests. In all cases differences were considered

significant if p < 0.05.
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The percent of inhibition by an antinociceptive agent was determined for the
acetic acid-induced writhing and formalin tests using the following formula:
Inhibition % = 100. (control-experiment)/control.?’ Percent inhibition of edema
volume between treated and control groups was calculated using the following
formula: Inhibition % = 100. (V. - Vy)/V.. Where V. and V; represent mean increase

in paw volume in control and treated groups, respectively.

3. Results and Discussion

Membrane lipids are the most susceptible target of free radical attack and
propagation in biological systems.?® Additionally, free radicals and related reactive
species are strongly involved in several pathological and physiological processes,
including cancer, cell death, inflammation, and pain.™>*° Thus, we assessed the
antioxidant potential of EEC by testing its ability to prevent oxidative damage to
lipids induced by a free radical source in vitro (AAPH). Quantification by TBARS
demonstrated that EEC exerts a significant antioxidant effect against peroxyl radicals
generated by AAPH, protecting lipids from oxidation in a dose-dependent fashion
(Figure 1). Trolox (300 pM), a synthetic analogue of vitamin E that protects
membranes from oxidative damage in vivo, was used as a general antioxidant
standard for comparison. Therefore, it is possible that EEC interacts more strongly
with specific types of lipids, and in a lipid-rich system, such as in the TBARS assay
lipids with lesser affinity to EEC and/or hydrophilic portions of amphipathic lipids, is
more susceptible to radical attack, allowing the initiation of lipoperoxidation chain

reaction.*®

INSERT FIGURE 1
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We next investigated the antioxidant potential of EEC against two different
reactive species in vitro. EEC exerted a significant scavenging effect against NO, but
higher concentrations reversed this NO-inhibiting effect and led to a small increase

in NO production compared to lower concentrations (Figure 2).

INSERT FIGURE 2

On the other hand, EEC had a strong scavenging effect against hydroxyl
radicals generated in vitro, in a dose-dependent fashion (Figure 3). These results
suggest that the protection against lipoperoxidation chain reactions observed in
TBARS assay is probably due to interaction of EEC components with hydroxyl
radicals, which is a reactive oxygen species (ROS), instead with NO, which is a
reactive nitrogen species (RNS). Although EEC demonstrated a NO-scavenging
effect at certain concentrations, some of its components probably enhance NO
production or cancel the effect of NO-scavengers in EEC when present at higher
concentrations. Shifts from antioxidant to pro-oxidant effects against specific
radicals are common when analyzing complex mixtures such as plant extracts, since
many components present different redox properties depending on their

concentrations. 81928

INSERT FIGURE 3

In the acetic acid-induced writhing test, the antinociceptive effect represented

by writhe reduction, elicited by 100, 200, and 400 mg/kg of EEC (1.5 + 0.6, 4.1



40

1.2, and 3.1 £ 0.9, respectively) in mice was similar to that of morphine 5 mg/kg (1.3
+ 0.5), a standard opioid drug, when groups were compared with control (12.6 + 2.7)
(Table 1). It was observed that naloxone (1.5 mg/kg, i.p.) antagonized the
antinociceptive response of morphine from 1.3 + 0.5 (with vehicle only) to 10.2 + 2.9
(with vehicle plus naloxone) writhes in the acetic acid-induced writhing test.
Similarly, naloxone antagonized the effect of EEC (400 mg/kg) (9.7 £ 4.7) when

compared with control (Table 1).

INSERT TABLE 1

Our results show that EEC produced a dose-dependent inhibition of the
inflammatory pain in mice as determined by a significant reduction in acetic acid-
induced abdominal writhing. Acetic acid-induced abdominal constriction is a
standard, simple, and sensitive test for measuring analgesia induced by both opioids
and peripherally acting analgesics.? This test, besides being the most appropriate

antinociceptive model for opioids, %

is also commonly employed as a visceral
inflammatory pain model.®! In acetic acid-induced abdominal writhing, pain is
elicited by the injection of an irritant such as acetic acid into the peritoneal cavity,
which produces episodes of characteristic stretching (writhing) movements, and
inhibition of the number of episodes by analgesics is easily quantifiable.'®*? Central
analgesic action was suggested by the blocking effect of naloxone, a specific
antagonist of morphinomimetic receptors.*

EEC significantly inhibited the licking response to the injected paw when 400

mg/kg (612.8 + 5.9 s) was administered i.p. in mice compared with the control group

(42.0 £ 7.2 s) in the first phase of the formalin test, respectively (Table 2). However,
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EEC (200 and 400 mg/kg) significantly (P < 0.001) inhibited the second phase. As
expected, morphine (5 mg/kg) also reduced the licking time in both phases of this
test (2.1 £ 0.9 s; 4.8 + 2.1 s), while aspirin (200 mg/kg) reduced it only during the
second phase (3.9 £ 1.6 s). EEC (100 mg/kg) did not produce any significant changes

in both phases of the formalin test.

INSERT TABLE 2

The advantage of using the formalin model of nociception is that it can
discriminate pain in its central and peripheral components.*** The test consists of
two different phases separated in time: the first one is generated in the periphery
through the activation of nociceptive neurons by the direct action of formalin, and
the second phase occurs through the activation of the ventral horn neurons at the
spinal cord level. Morphine, a typical narcotic drug, inhibits nociception in both
phases,® but drugs with peripheral action, such as indomethacin and corticosteroids,
inhibit only the second phase. Moreover, drugs such as acetylsalicylic acid and
paracethamol, which inhibit prostaglandin synthesis, block only the second phase of
the formalin test.”**’

The analgesic action presented by EEC involves supraspinal as well as spinal
components, as demonstrated by the utilization of the hot plate test.*® The results
suggest that EEC (100, 200, and 400 mg/kg, i.p.) has a central analgesic effect (Table
3), as evidenced by the prolonged delay in response time when mice were subjected

to a nociceptive stimulus during a hot plate test. This central analgesic action was

confirmed by the blocking effect of naloxone.*
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INSERT TABLE 3

In the rota-rod test, EEC treated mice did not show any significant motor
performance alterations with the doses of 100, 200, or 400 mg/kg (Data no shown).
As might be expected, the CNS depressant diazepam (3 mg/kg, i.p.), standard drug,
reduced the time of treated animals on the rota-rod after 60 min (41.5 + 10.5 s)
compared with the control group.

The mean increase in paw edema volume was about 0.89 + 0.15 ml in the
vehicle-treated control rats. EEC (200 and 400 mg/kg, i.p.) significantly (p < 0.05)
reduced the mean paw edema volume at 3 h after carrageenan injection. EEC (200
and 400 mg/kg, i.p.) exhibited anti-inflammatory activity with the percent inhibition
of paw edema of 53.9 and 56.2, respectively, as compared with the control group.
However, the standard drug, aspirin (200 mg/kg, i.p.) showed highly significant (p <

0.01) anti-inflammatory activity with the percent inhibition of 76.4 (Table 4).

INSERT TABLE 4

Various mediators are released by carrageenan in the rat paw. Thus, while the
initial phase may be due to the release of histamine and serotonin, kinins may play a
role in the middle phase®® and prostaglandins could be the most important mediators
in the final 3-5 h post-carrageenan response.’®*’ Table 4 shows that EEC more
strongly inhibited paw edema, suggesting that the extract has a possible selective
inhibitory effect on the release or actions of prostaglandin mediators. Besides, the
antioxidant action of EEC observed in the TBARS and NO assays suggests that this

extract may act as a protective agent against oxidative damage to membrane
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polyunsaturated fatty acids (PUFASs) such as arachidonic acid, which is a very
important component in the response to pain via the ciclooxygenase (COX)
pathway.**

Moreover, the paw edema induced by arachidonic acid is a widely used
method for distinguishing between 5-lipooxygenase and cyclooxygenase inhibitors.*
Subplantar injection of arachidonic acid produced significant edema as early as after

30 min and reached a peak at 90 min (200 and 400 mg/Kkg).

INSERT TABLE 5

The EEC (200 and 400 mg/kg) reduced edema formation when administered
intraperitoneally, similar to NDGA (reference drug) (Table 5). The rat paw edema
induced by arachidonic acid is perceptibly reduced by inhibitors of arachidonic acid
metabolism and by corticosteroids, and is insensitive to selective cyclooxygenase
inhibitors.”* On the basis of the present results, we may propose that EEC has an

anti-inflammatory action interfering with prostaglandin synthesis.

4. Conclusion

Our results support that the ethanolic extract of C. duarteanum (EEC)
exhibits an antioxidant action preventing lipoperoxidation, probably due to hydroxyl
radical scavenging activity, and a clear antinociceptive activity in mice. It probably
exerts its antinociceptive effect by central inhibitory mechanisms (opioid system)
and not due to changes in motor coordination. The probable anti-inflammatory

activity of the extract may play a role in action interfering with prostaglandin
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synthesis, and also might involve redox-mediated mechanisms. Further studies

currently in progress will enable us to understand the precise action mechanisms.
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Figure legends

List of abbreviations: (EEC) Ethanolic extract of C. duarteanum; (MOR) morphine; (NAL)
naloxone; (NDGA) Norhydroguaiaretic acid; (PUFAs) Polyunsaturated fatty acids; (RNS)
Reactive nitrogen species; (AAPH) 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihydrochloride; (LPO)
Lipid peroxidation; (MDA) Malondialdehyde; (NO) Nitric oxide scavenging assay; (OH)
Hydroxyl radical scavenging assay; (ROS) Reactive oxygen species; (TAR) Total antioxidant
reactivity; (TBA) Thiobarbituric acid test; (TRAP) Total antioxidant potential; (WHO)

World Health Organization’s .

Figure 1 - Thio-Barbituric Acid-Reactive Substances (TBARS) in vitro. A lipid-
rich system was incubated with a free radical source (AAPH) and the effect of
different concentrations of EEC on the lipoperoxidation was measured by
quantifying TBARS. Control is incubation medium without AAPH; other groups
contained AAPH alone or in the presence of different concentrations of EEC. Trolox
was used as standard antioxidant. Bars represent mean + SEM. *p<0.05,
***p<0.0001 (1-way ANOVA followed by Tukey’s multiple comparison posthoc

test).

Figure 2 - Nitric oxide (NO) scavenging assay. Nitric oxide is generated from
spontaneous decomposition of sodium nitroprusside (SNP) and interacts with oxygen
to produce nitrite ions, which are measured by the Griess reaction. SNP group is
sodium nitroprusside alone, other groups denote nitrite production by SNP in the

presence of different concentrations of EEC. Bars represent mean + SEM.
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***p<0.0001; *p<0.05. One-way ANOVA followed by Tukey’s multiple

comparison posthoc test was applied to all data.

Figure 3 - Hydroxyl radical-scavenging activity was quantified using 2-
deoxyribose oxidative degradation in vitro, which produces malondialdehyde by
condensation with 2-thiobarbituric acid (TBA). System is MDA production from 2-
deoxyribose degradation with FeSO, and H,O, alone. Other groups denote MDA
production by FeSO, and H,0, in the presence of different concentrations of EEC.
Bars represent mean £ SEM. ***p<0.0001; *p<0.05. One-way ANOVA followed by

Tukey’s multiple comparison posthoc test was applied to all data.
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TABLES

Table 1 - Effect of ethanolic extract of C. duarteanum (EEC), morphine (MOR) and

naloxone (NAL) on writhing induced by acetic acid.

Treatment Dose (mg/kg)  Number of writhings? % Inhibition
Vehicle - 126 +2.7 -

EEC 100 1.5+0.6° 88.1¢
EEC 200 41+1.2° 68.3¢
EEC 400 3.1+£0.9° 75.4°
EEC + NAL 400+ 1.5 9.7x4.7 23.0
MOR 5 1.3+05° 89.7¢
MOR + NAL 5+15 10.2+2.9 19.1
n=10

# Values represent mean = S.E.M.
®P < 0.05 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control
°P < 0.01 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control

9P < 0.01 (Fishers test), significantly different from control.
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Table 2 - Effect of ethanolic extract of C. duarteanum (EEC), morphine (MOR) and

aspirin on formalin-induced pain

Number of licks (s)

Dose : i
Treatment 0-5 min 15-30 min
(mg/kg) — . — ——
Score of pain % inhibition  Score of pain® %o inhibition

Vehicle - 420+7.2 - 540+11.2 -

EEC 100 45.0 + 6.6 -7.1 33.4+90.1 38.1¢
EEC 200 29.2+9.8 30.5¢ 5.1+ 4.4° 90.6'
EEC 400 12.8+5.9° 69.5° 1.2 +0.4° 97.8f
MOR 5 2.1+0.9° 95.0 48 +2.1° 91.1f
Aspirin 200 35.4+9.8 15.7 39+1.6° 92.8'

n=10

# Values represent mean = S.E.M.

PP < 0.05 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control
P < 0.001 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control
9P < 0.05 (Fishers test), significantly different from control.

P < 0.01 (Fisher's test), significantly different from control.

TP < 0.001 (Fisher's test), significantly different from control.
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Table 3 - Effect of ethanolic extract of C. duarteanum (EEC) or morphine (MOR) on

the hot plate test in the absence and presence of naloxone in mice.

Dose Reaction time (licking of the hind paws) (s)?
Treatment (mg/kg) Basall 0.5h 1h 1.5h
Vehicle - 75+21 98+1.8 8.9+11 7.7+16
EEC 100 6.8+3.7 11.7+16 153+1.4° 159x14
EEC 200 9.1+19 129+13 176+13° 14518
EEC 400 85+27 13.4+13 162+27° 18420
EEC + NAL 400+ 15 92%25 11.0+27 125%28 102+21
MOR 5 82433 255+3.6° 27.3x45" 29319
MOR + NAL 5+1.5 7.8+3.4 94+21 13.4 £33 8.8+39
n=10

# Values represent mean = S.E.M.
®P < 0.05 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control
°P < 0.01 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control

9P < 0.001 (one-way ANOVA and Dunnett's test), significantly different from control
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Table 4 - Effect of ethanolic extract of C. duarteanum (EEC) or aspirin on

carrageenan -induced hind paw edema in rats

Carrageenan -induced hind

Treatment Dose (mg/kg) paw edema volume (mi)? % inhibition
Vehicle - 0.89 £ 0.15 -

EEC 100 0.73+0.17 18.0
EEC 200 0.41+0.12° 53.9¢
EEC 400 0.39 + 0.09" 56.2"
Aspirin 200 0.21 +0.05° 76.4°
n=28

# Values represent mean = S.E.M.
PP < 0.05 (one-way ANOVA and Dunnett's test), significantly different from control
¢P < 0.01 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control

9P < 0.01 (Fishers test), significantly different from control.
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Table 5 - Effect of ethanolic extract of C. duarteanum (EEC) on arachidonic acid-

induced rat paw edema

Arachidonic acid-induced hind paw edema volume (ml)?

Time (min) EEC 200 EEC 400
Control NDGA

mg/kg mg/kg
30 0.31 +0.04 0.08 + 0.03¢ 0.26 + 0.09° 0.17 + 0.06°
60 0.51 +0.05 0.12 + 0.05° 0.29 +0.11° 0.23 +0.13¢
90 0.53 +0.04 0.18 + 0.10° 0.32 +0.07° 0.22 + 0.09¢
120 0.56 + 0.06 0.23 +0.12¢ 0.45 + 0.16 0.36 + 0.09°
% Inhibition® - 68.1 30.9° 48.7"

n=8

# Values represent mean = S.E.M.

® Percent inhibition of total edema response.

°P < 0.05 (one-way ANOVA and Dunnett’s test), significantly different from control
9P < 0.01 (one-way ANOVA and Dunnett's test), significantly different from control
¢ P < 0.05 (Fisher's test), significantly different from control.

P < 0.01 (Fishers test), significantly different from control.
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5. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que o
extrato etandlico do Combretum duarteanum, nas doses e concentragdes utilizadas,
apresentou significante atividade antioxidante, sendo capaz de prevenir a
peroxidacdo lipidica e promover o sequestro de espécies reativas ao nitrogénio e ao
oxigeénio, além de possuir atividade antinociceptiva periférica e central, e pelo menos
em parte envolve possivelmente mecanismos opidides. Este extrato também
apresentou efeito anti-edematogénico, possivelmente por sua capacidade de agir
sobre a producdo de mediadores envolvidos na resposta inflamatdria.

Por fim, este estudo demonstrou o efeito antinociceptivo da espécie
Combretum duarteanum. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a melhor
elucidacdo do mecanismo de acdo deste extrato e avaliagdo da sua seguranca

terapéutica.
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