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RESUMO

A espécie vegetal a ser estudada, Aeschynomene martii Benth, do género
Aeschynomene, familia das Leguminosae, possuem compostos bioativos com
grande potencial farmacolégico a serem usados. O estudo teve como objetivo avaliar
as atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria, antioxidante e toxicologica do caule e
casca da A. martii Benth, coletada na regido da Floresta Nacional Contendas do
Sincora (FLONA). O extrato etandlico foi preparado por maceracdo e submetido a
extracdo por particdo. Apds a evaporacdo, foram obtidas as quatro fracdes do
extrato bruto com o0s seguintes rendimentos: 13,21% (hexano), 40,92%
(diclorometano), 30,68% (acetato de etila) e 8,10% (butanol) em relacdo ao peso do
extrato bruto 17,03 g. A prospeccao fitoquimica das fracdes foi realizada por CCD
com reveladores especificos. As fracdes de hexano e diclorometano tiveram seus
perfis cromatograficos avaliados por CG-EM com destaque para a identificacdo de:
estigmasterol, pB-sitosterol, lupenona, 3,3'.4'5,5',7-hexametoxiflavona, além dos
acidos graxos. A atividade antioxidante foi avaliada por teste do sequestro do radical
livre DPPH, o extrato etandlico e as fracdes ndo apresentaram atividade antioxidante
significativa (p < 0,05), além de serem classificadas quanto & concentragdo inibitéria
(boa, média e baixa, respectivamente). Para 0s ensaios antinociceptivo e anti-
inflamatorio foram utilizados camundongos machos adultos Balb/c. O efeito
antinociceptivo foi avaliado pelos testes: Contorcdo abdominal induzido por &cido
acético 0,6%, onde todas as fracdes (25 mg/kg) promoveram reducao significativa
das respostas nociceptivas (p < 0,05). Injecdo intraplantar de formalina 1,5%, na
fase 1 e 2, as fragdes (25 mg/kg) reduziram o numero de “flinches”, em comparacéao
ao controle negativo (p < 0,05), quando comparadas ao grupo controle positivo
morfina, as fracdes de diclorometano e butanol ndo apresentaram diferenca
estatistica (p < 0,05), o edema de pata formado reduziu significativamente nas
fracOes (25 mg/kg) de hexano, diclorometano e acetato de etila (p < 0,05). No Von
Frey eletrbnico por injecéo intraplantar de carragenina (Cg), todas as fracbes (25
mg/kg) foram capazes de reduzir significativamente a hipernocicepcao (p < 0,05).
Para a determinacdo da atividade anti-inflamatéria foram realizados testes de:
Migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, onde todas as fracdes (25
mg/kg) apresentaram reducao significativamente a migragdo de neutrofilos em (p <
0,05); Determinagéo dos niveis de nitrito, todas as fracdes (25 mg/kg) apresentaram
reducado significativa (p < 0,05). Avaliacdo da permeabilidade vascular por azul de
Evans, que mostrou uma significativa reducdo do extravasamento do corante no
liquido peritoneal (p < 0,05). Para determinacgéo da toxicidade frente a Artemia salina
Leach, as classificacfes de toxicidade das fracdes foram ativa no extrato etanolico e
hexano, moderada em diclorometano e inativa em acetato de etila e butanol. Os
resultados permitem considerar que a A. martii Benth € uma promissora fonte natural
para a identificacdo de novos compostos bioativos e agentes terapéuticos, bem
COmo uma espécie promissora para uso guanto fitoterapico.

Palavras-chave: Aeschynomene martii Benth, Antinociceptiva. Anti-inflamatdria.
Antioxidante. Tripa de Galinha.



MORBECK, Lorena LObo Brito. Evaluation of anti-inflammatory, antinociceptive,
antioxidant and toxicological activity of the ethanolic extract and of the stem and bark
fractions of Aeschynomene martii Benth. 2018. Thesis (Master) - Multidisciplinary
Health Institute, Federal University of Bahia, Vitoria da Conquista, 2018.

ABSTRACT

The plant species to be studied, Aeschynomene martii Benth, of the genus
Aeschynomene, family of Leguminosae, possess bioactive compounds with great
pharmacological potential to be used. The objective of this study was to evaluate the
antinociceptive, anti-inflammatory, antioxidant and toxicological activities of A. martii
Benth stem and bark, collected in the Contendas do Sincora National Forest region
(FLONA). The ethanolic extract was prepared by maceration and subjected to
partition extraction. After evaporation, the four fractions of the crude extract were
obtained in the following yields: 13.21% (hexane), 40.92% (dichloromethane),
30.68% (ethyl acetate) and 8.10% (butanol) relative to the weight of the crude extract
17.03 g. The phytochemical exploration of the fractions was performed by CCD with
specific developers. Fractions of hexane and dichloromethane had their
chromatographic profiles evaluated by GC-MS, with the emphasis on the
identification: stigmasterol, p-sitosterol, lupenone, 3,3',4',5,5',7-hexamethoxyflavone,
besides the acids fatty acids. The antioxidant activity was evaluated by the DPPH
free radical sequestration test, the ethanolic extract and the fractions showed no
significant antioxidant activity (p < 0.05), besides being classified as inhibitory
concentration (good, medium and low, respectively). For the antinociceptive and anti-
inflammatory assays adult male Balb/c mice were used. The antinociceptive effect
was evaluated by the following tests: 0.6% acetic acid-induced abdominal contortion,
where all fractions (25 mg/kg) promoted a significant reduction in nociceptive
responses (p < 0.05). Intraplantar injection of formalin 1.5%, in phases 1 and 2, the
fractions (25 mg/kg) reduced the number of flinches in comparison to the negative
control (p < 0.05), when compared to the positive control group morphine,
dichloromethane and butanol fractions did not present statistical difference (p < 0.05),
the paw edema formed significantly reduced in the fractions (25 mg/kg) of hexane,
dichloromethane and ethyl acetate (p < 0.05). In the electronic Von Frey by
intraplantar injection of carrageenan (Cg), all fractions (25 mg/kg) were able to
significantly reduce hypernociception (p < 0.05). For the determination of anti-
inflammatory activity, tests were performed: Neutrophil migration to the peritoneal
cavity, where all fractions (25 mg/kg) showed a significant reduction in neutrophil
migration in (p < 0.05); Determination of nitrite levels, all fractions (25 mg/kg)
presented a significant reduction (p < 0.05). Evaluation of vascular permeability by
Evans blue, which showed a significant reduction of dye extravasation in the
peritoneal fluid (p < 0.05). To determine the toxicity to Artemia saline Leach, the
toxicity classifications of the fractions were active in ethanolic extract and hexane,
moderate in dichloromethane and inactivated in ethyl acetate and butanol. The
results allow us to consider that A. martii Benth is a promising natural source for the
identification of novel bioactive compounds and therapeutic agents, as well as a
promising species for use as a herbal remedy.

Keywords: Aeschynomene martii Benth. Antinociceptive. Anti-inflammatory.
Antioxidant. Chicken bowel.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo € um conjunto complexo de interacdes entre fatores e células
que podem surgir em qualquer tecido em resposta a lesGes traumaticas, infecciosas,
pés-isquémicas, toxicas ou autoimunes (FRANKLIN; XU; DUMAN, 2017). Estes
estimulos resultam na liberacdo de mediadores quimicos exdgenos e enddgenos
que, por sua vez, dao origem aos sinais cardinais iniciais de inflamacéo como, rubor,
calor, tumor, dor e perda de fungéo, descrito por Celsus no primeiro século (GANDHI
et al., 2015).

Os mediadores exogenos atuam de forma quimiotatica para recrutar
primeiramente neutréfilos no local da lesdo que fagocitam os invasores e detritos
celulares gerados (PAN et al., 2017). Dentro dos neutréfilos, os fagossomas recém-
formados, amadurecem formando fagolisossomos por fusdo com gréanulos
lisossémicos, que contém enzimas degradativas e produzem espécies reativas de
oxigénio (ROS) para eliminar os invasores ou degradar restos celulares (MANGGE,
2014).

Dentre os sinais cardinais da inflamacao descritos, a dor faz parte de um
deles (BASBAUM et al., 2010). De tal modo que a liberacao de mediadores quimicos
no processo inflamatério leva a sensibilizacdo dos nociceptores que sao, um
subconjunto especializado de neurbnios sensoriais que medeiam a dor e inervam
densamente os tecidos periféricos. Os varios subconjuntos de nociceptores existente
podem responder a estimulos nocivos mecanicos, quimicos ou térmicos (PINHO-
RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

Neste contexto, existe uma grande necessidade em desenvolver novos
medicamentos que busquem modular a funcéo celular especifica de determinadas
patologias (PATRIDGE et al.,, 2016). Logo, estima-se que aproximadamente 40%
dos medicamentos disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir
de fontes naturais, assim subdivididos: 25% de plantas, 12% de microrganismos e
3% de animais (CALIXTO, 2001). Além disso, nas ultimas décadas, o interesse
populacional pelas terapias naturais tem aumentado significativamente nos paises
industrializado estando em expansdo o0 uso de plantas medicinal e fitoterapico
(CORREA; RODRIGUES; BARBANO, 2016).
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O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma
rica diversidade étnica e cultural detém um valioso conhecimento tradicional
associado ao uso de plantas medicinais, tendo potencial necessario para
desenvolvimento de pesquisas com resultados em tecnologias e terapéuticas
apropriadas (MARREIROS et al., 2015).

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e no
desenvolvimento de drogas, ndo somente quando seus constituintes sdo usados
diretamente como agentes terapéuticos, mas também como matéria prima para a
sintese, ou modelos de compostos farmacologicamente ativos (LI; WENG, 2017).

As potencialidades no uso das plantas medicinais encontram-se longe de
estar esgotadas. Portanto novos estudos visando o conhecimento de novas
moléculas com atividade terapéutica ou aplica¢des tecnoldgicas no desenvolvimento
de fitoterapicos com maior eficiéncia de acao, precisam ser elucidados (PATRIDGE
et al., 2016). Buscando garantir a necessaria seguranca, eficacia e qualidade dos
medicamentos, a promocdo do uso racional e o acesso da populacdo aqueles
considerados essenciais (CORREA; RODRIGUES; BARBANO, 2016).

As mais importantes fontes de principio ativo encontram-se na diversidade de
plantas com propriedades medicinais, por isso, levantamentos etnofarmacoldgicos
sdo importantes para o conhecimento e estudo de espécies com finalidades
medicinais (WENG; PHILIPPE; NOEL, 2012). As praticas médicas populares utilizam
elementos naturais com fins farmacoldgicos, para tratamento de doencas, devido
muitas vezes ao baixo custo em comparacdo alguns medicamentos sintéticos o que
leva a reducdo de gastos, assim a constante busca por novos medicamentos com
base nestas praticas tradicionais, tem-se mostrado promissoras. A relacdo entre as
pessoas e as plantas usadas na terapéutica local € um dos principais focos de
interesse da etnobotanica (MARREIROS et al., 2015).

A etnobotéanica é a ciéncia que utiliza de diversas abordagens para ampliar o
conhecimento sobre o0 uso da biodiversidade através dos saberes locais,
empregando diferentes estratégias, principalmente para a selecdo de espécies
propicias a bioprospeccdo (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010). Nesse
sentido, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada por
meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho de 2006, estabelece diretrizes e linhas

prioritarias, para o desenvolvimento de agbes e acesso seguro além do uso racional
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de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil (CORREA; RODRIGUES; BARBANO,
2016).

E importante o desenvolvimento de novas tecnologias e inovacdes que visam
fortalecer as cadeias e arranjos produtivos, ao uso sustentavel da biodiversidade
brasileira (HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010). Desta forma o presente estudo
baseia-se 0 no fato de haver poucos trabalhos na literatura relacionados a espécies
do género Aeschynomene, em especial A. martii Benth. Muitos dos artigos estéo
relacionados mais com a identificacéo e classificacdo botanica, sendo que existem
poucos estudos relacionados sua atividade bioldgica.

Estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa ao qual estou
inserida, mostraram que o0 extrato etandlico do caule de A. martii apresentou
atividade antinociceptiva significativa reduzindo as contor¢cbes abdominais em
camundongos (12,5 e 50 mg/kg), bem como diminuiu os episodios de flinches no
teste de formalina, na fase 1 caracterizada pela dor de origem neurogénica (0,39 e
6,25 mg/kg) e na fase 2 caracterizada pela dor de origem inflamatéria (0,78 e 6,25
mg/kg), também conseguiu diminuir a hiperalgesia observada no teste de
hipernocicepcdo mecéanica (1,56 mg/kg). Em relacdo a atividade anti-inflamatoria do
extrato, o0 mesmo foi capaz de inibir o recrutamento de neutrdfilos (1,56 e 3,13
mg/kg) e diminuir o extravasamento peritoneal (12,5 mg/kg) (OLIVEIRA; YATSUDA,;
CRUZ, 2016).

Neste contexto, os resultados revelaram que A. martii Benth € uma espécie
rica em atividade biologica, sendo promissor o fracionamento, isolamento e
identificacdo de seus compostos bioativos. Dando continuidade as pesquisas o
presente trabalho teve objetivo avaliar a atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva,
antioxidante e toxicolégica do extrato etandlico e fracdes do caule e casca da A.
martii Benth, popularmente conhecida como tripa de galinha, coletada na regido de
semiarido (caatinga) de Contendas do Sincora (BA), devido a sua ampla distribuicao

na regiao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ATIVIDADE BIOLOGICA E O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

As plantas medicinais sdo empregadas no tratamento de véarias doencas
humanas desde tempos imemoriais, sendo reconhecidas por suas propriedades
terapéuticas. Durante séculos, em todo o mundo usavam-se a fitoterapia tradicional
para tratar variados tipos de doencas. Nesta vertente, muitos estudos validaram o
uso de produtos fitoterapicos no tratamento de diversas enfermidades (LI; WENG,
2017).

O reino vegetal continua a servir como uma fonte importante para entidades
guimicas que apoiam a descoberta de drogas. As ricas tradicdes da fitoterapia,
desenvolvidas por tentativa e erro em seres humanos ao longo de milhares de anos,
contém inestimaveis informagfes biomédicas que aguardam para serem
descobertas, utilizando-se abordagens cientificas modernas (SILVA et al., 2015).

Quando utilizados por seres humanos, esses compostos muitas das vezes
interagem com alvos proteicos ou alteram o crescimento de organismos comensais,
patogénicos ou parasiticos que vivem dentro do corpo humano, o que, por sua vez,
afeta a saude levando ao estado de doenca (WENG; PHILIPPE; NOEL, 2012).

As plantas produzem um repositorio de substancias quimicas estruturalmente
diversas, tradicionalmente conhecidas como metabdlitos secundarios, pois muitas
delas ndo estdo diretamente envolvidas no metabolismo central. A expansdo da
diversidade associada a metabdlitos secundarios reproduz a principalmente a
adaptabilidade das plantas terrestres (CARTAXO; DE ALMEIDA SOUZA; DE
ALBUQUERQUE, 2010).

Novos ramos metabdlicos surgiram continuamente ao longo da evolucédo das
plantas terrestres, resultando em um repertorio contemporaneo de metabdlitos
especializados, alguns dos quais sdo compartilhados entre varios grupos
taxondmicos, enquanto outros existem apenas em uma Unica espécie (CARTAXO;
DE ALMEIDA SOUZA; DE ALBUQUERQUE, 2010). Como exemplo, a morfina um
analgésico alcaloide benzilisoquinolina, provém da extracdo da planta Papaver

somniferum, sendo aprovada para uso em 1827, foi a primeira molécula isolada



19

derivada de plantas. Desde entdo, muitas drogas foram descobertas a partir de
plantas (PATRIDGE et al., 2016).

A moderna industria farmacéutica surgiu no inicio do século XIX, e foi
parcialmente impulsionada pela pesquisa em busca de novos agentes terapéuticos a
partir de plantas medicinais. Assim, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou
novas entidades moleculares de fontes naturais, 25% s&o derivados de produtos
naturais de plantas (PATRIDGE et al., 2016).

Certamente, os produtos naturais aprovados pelo FDA sao melhores
caracterizados, como parte de um programa para isolar e estudar novos produtos
naturais, embora alguns permanecam descritos como misturas complexas
(PATRIDGE et al.,, 2016). Em muitos sistemas fitoterapicos tradicionais, uma
prescricdo frequentemente compreende varias substancias misturadas em uma
determinada propor¢cdo compondo uma unica formula, em que cada substancia em
isolamento as vezes ndo possui atividades terapéuticas, destacando o fendmeno
conhecido como o efeito combinatorio (LUCIANO; FERRAZ; SECA, 2015). Postula-
se que a eficacia farmacoldgica pode aumentar a partir da acao simultanea de varios
produtos quimicos, e/ou a¢ao sinérgica em um unico composto. (WENG; PHILIPPE;
NOEL, 2012).

2.1.1Plantas Medicinais

No Brasil, as informagOes acerca das plantas medicinais surgem de uma
miscigenacdo de conhecimentos, oriundos de povos indigenas, europeus e
africanos. A principal razdo pela qual a populacéo € adepta a utilizacdo de espécies
vegetais para tratamento de doencas, é devido ao baixo custo em comparacao aos
medicamentos sintéticos o que leva a reducdo de gastos com estes produtos
(CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

As mais importantes fontes de principio ativo do planeta encontram-se na
diversidade de plantas com propriedades medicinais, por isso, levantamentos
etnofarmacologicos séo importantes para o conhecimento e estudo de espécies com
finalidades medicinais, vez que sao fontes potenciais de compostos terapéuticos
(SILVA et al., 2014).
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O uso das plantas medicinais no combate as doencas ou na manutencgéo da
saude foi reconhecido pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) em 1978, quando
o 6rgdo, através de comunicados e resolucdes, expressou sua posicao frente a
necessidade de valorizar 0 uso das plantas medicinais no ambito sanitario (BRASIL,
2006). A OMS recomenda entdo, aos 6rgdos de saude publica de cada pais, que
procedam ao levantamento das plantas utilizadas na medicina tradicional no ambito
regional, identifique-as botanicamente e estimulem seu uso (SAUDE, 2016).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada através
do decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, considera a utilizagdo das plantas
medicinais como uma estratégia para o fortalecimento da agricultura familiar,
geracdo de emprego e renda, uso sustentavel da biodiversidade brasileira, avanco
tecnoldgico e melhoria da atencéo a saude da populacéo brasileira (BRASIL, 2006).

Com o aumento da capacitacdo nas Instituicdes Universitarias, cresce a
possibilidade de pesquisa e desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos
nacionais (CORREA; RODRIGUES; BARBANO, 2016). Muitos estudos buscam
estratégias que consistem em submeter as preparacfes de espécies vegetais, tais
quais usadas pela populacdo em geral, a uma completa bateria de testes
farmacoldgicos, toxicoldgicos, pré-clinicos e clinicos, através dos quais procuram a

confirmacé&o ou nao da propriedade terapéutica atribuida (OCHWANG'l et al., 2014).

2.1.2 Toxicidade de plantas medicinais

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundérios que
frequentemente sdo relacionados a mecanismos de protecdo da planta contra
predadores e patégenos (SILVA; TUROLLA, 2004). As espécies toxicas sdo aquelas
capazes de produzirem compostos que podem causar alteracdes metabdlicas
prejudiciais ao homem e aos animais. A toxicidade apresentada por uma espécie
vegetal pode estar relacionada a fatores associados ao individuo, a planta, ao modo
de exposicdo e a questdes ambientais (PEREIRA et al., 2016).

O surgimento do conceito de “natural” em muito contribuiu para o aumento do
uso das plantas medicinais nas ultimas décadas. Para muitas pessoas esse conceito
significa a “auséncia de produtos quimicos”, que sdo aqueles que podem causar
algum dano ou, de outra forma, representa perigo (CAMPANA, 2016).
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Espécies consideradas téxicas produzem metabdlitos secundéarios que pela
inalacdo, ingestdo ou contato podem causar alteracbes patoldégicas em homens e
animais e, em alguns casos, pode levar a seérios disturbios no organismo e até
mesmo o Obito (CAMPANA, 2016). Desde antigamente as plantas toxicas sao
utilizadas pelo homem, seja para uso em casos de envenenamentos intencionais,
tais como, homicidio e suicidio, uso indiscriminado, utilizac&o indigena para cacga ou
ainda, como recurso terapéutico e desenvolvimento de novos farmacos (PEREIRA et
al., 2016).

O estudo das plantas toxicas vem ganhando importancia, pois, além de
esclarecer diferentes aspectos dos casos de intoxicacdes pode ainda fornecer
compostos lideres para o desenvolvimento de farmacos (SILVA; TUROLLA, 2004).
Um exemplo da utilizacdo de plantas toxicas na descoberta de novos medicamentos
foi o desenvolvimento dos bloqueadores neuromusculares a partir do curare. Os
trabalhos com o curare da espécie Strychnos e Chondodendron deram inicio aos
estudos sobre a relacdo entre estrutura quimica e atividade biologica (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006).

Existe um numero cada vez maior de estudos cientificos que comprovam a
toxicidade de plantas antes usadas sem restricbes e de forma indiscriminada
(VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). No Brasil, na década de 80, o confrei (Symphytum
officinale L. Boraginaceae) foi disseminado como planta para a cura de diversas
doencas, inclusive o cancer. Estudos posteriores demonstraram o risco do uso
interno desta planta, altamente hepatotoxica devido a alcaloides pirrolizidinicos
(CAMPANA, 20186).

O desconhecimento por parte da populacdo sobre efeitos secundarios e
toxicidade de espécies utilizadas habitualmente pode levar a consequéncias sérias
(OLIVEIRA, 2006). A intoxicacdo, aguda ou crdnica, causada por plantas é dificil de
ser diagnosticada assim como a associagao entre 0s sintomas e 0 consumo e/ou
contato com algumas espécies é dificil de ser estabelecida (MARIA, 2011).

Desta forma, o diagnéstico deve ser baseado na maior quantidade possivel
de dados, sobretudo naqueles obtidos nos exames clinicos. As analises
toxicologicas e os dados epidemiologicos também podem ajudar o diagndstico de
intoxicacdo ou na identificacio de casos de abuso de espécies vegetais. O

tratamento nos casos de intoxicagdo, geralmente é sintomatico e de suporte, e 0
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conhecimento das plantas tdxicas da regido, em particular as ornamentais, pode ser
de grande auxilio (MARIA, 2011).

Apesar da crescente importancia dos medicamentos fitoterapicos,
relativamente poucos estudos sao realizados a fim de comprovar sua eficacia e
seguranca, sendo que muitas plantas ainda sao utilizadas com base somente no seu
uso popular bem estabelecido. Portanto as plantas medicinais vém desempenhando
um grande papel na medicina moderna, sendo fontes naturais que fornecem
compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais eficazes ou
menos toxicos (PEREIRA et al., 2016).

Diante da grande importancia dos medicamentos fitoterapicos, testes
toxicoldgicos devem ser executados segundo protocolos da regulamentacédo federal
vigente, sendo extremamente necessarios para consolidar essa lacuna frente ao uso
das plantas medicinais (CAMPANA, 2016).

2.2 Aeschynomene martii Benth

A espécie a ser estudada pertence ao género Aeschynomene, familia das
Leguminosae, subfamilia Faboideae. De acordo com Fan e Lin (2013) as Fabaceae
sdo consideradas a maior familia no Brasil, com 2.100 espécies e 188 géneros, dos
quais 31 sdo endémicos, estando representada em todos os biomas brasileiros. As
andlises filogenéticas tém demonstrado que Fabaceae é uma familia monofilética,
com subfamilia Faboideae, estando representada por 28 tribos, 478 géneros e
13.800 espécies (FAN; LIN, 2013).

Em 1859, na Flora Brasiliensis de Martius, foram descritas 24 espécies, oito
das quais novas para a Ciéncia. Em 1938, foi proposta uma divisdo do género em
duas seccOes: Eu-aeschynomene L. e Ochopodium. Logo em 1955, foi realizada
uma revisdo do género, renomeando a seccdo Eu-aeschynomene como
Aeschynomene, estimando cerca de 350 espécies distribuidas nos tropicos e em
locais relativamente mais quentes das zonas temperadas sendo que, para o

continente americano, foram listadas 160 espécies (SOUZA et al., 2012).
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Figura 1 — Planta A. martii Benth. em seu habitat, na Floresta Nacional
Contendas do Sincora (FLONA), Contendas do Sincora- BA.

Fonte: Fotografia da espécie vegetal no FLONA feita pela autora.

Estudos fitoquimicos da familia Leguminosae demostraram a presenca de
compostos alcaloides na casca; isoflavona, triterpenos e alguns diterpenos
(COELHO et al., 2005). O diterpeno 14,15-epoxigeranilgeraniol e alguns derivados

isolados tém sido associados a atividade protetora contra a penetracdo de cercarias
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de Schistossoma mansoni. O furano-diterpeno 6q, 7 B-di-hidroxivouacapan-17 sédio-
oato, apresentou atividade anti-inflamatéria no edema de pata produzido pela
carragenina (DUTRA,; LEITE; BARBOSA, 2008).

Embora sua flora seja amplamente utilizada em medicina domeéstica, na
literatura h& poucos trabalhos que buscam comprovar o potencial medicinal da
utilizacdo da A. martii Benth, assim alguns estudos sobre a sua familia ja foram
descritos. Estudos com as fracdes do extrato de Pterodon pubescens Benth,
apresentaram efeitos antinociceptivos periféricos e/ou centrais através de doses
muito baixas, justificando seu uso popular em disturbios da dor (COELHO et al.,
2005). Ja com os extratos alcoodlicos de Pterodon pubescens Benth. (Leguminosae)
apresentaram potente acdo antiedematogénica aguda e tdpica, destacando a fracao
de hexano (SILVA et al., 2004).

Estudo com extrato etandlico das sementes de Pterodon emarginatus Vogel.
(Leguminosae), demostraram atividade bactericida para Staphylococcus aureus, e
suas fracbes hexanica e butandlica apresentarem uma potente atividade
leishmanicida (DUTRA et al., 2009). Os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivo
foram inibidos pelo extrato alcodlico da casca e caule de Pterodon emarginatus
Vogel. destacando as propriedades de acdo analgésica e anti-inflamatéria (DE
MORAES et al., 2009). O género Pterodon spp., (Leguminosae), apresentaram em
estudos propriedades antirreumaticas, analgésicas e anti-inflamatorias (HANSEN;
HARAGUCHI; ALONSO, 2010). Estudos com Aeschynomene indica L. promoveram
efetivamente a cicatrizacao de feridas reduzindo a formacgao da cicatriz, por diminuir
a producao de colageno | / lll, e inibir a expressdo de TGF-B1, além de acelerar a

transicao de fenotipos de macréfagos M1 para M2 (LEI et al., 2018).

2.3 INFLAMACAO

A inflamacdo e morte celular resultam de respostas teciduais contra
infecgbes, injurias quimicas e lesdes fisicas. Em organismos multicelulares, uma
ampla gama de vias de sinalizagdo atuam em conjunto para controlar o processo
que normalmente leva a recuperacdo do tecido lesado e a cicatrizagcdo (CRESPO
YANGUAS et al., 2017).
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Apresentando acgdo altamente regulada, inicia ap6s uma leséo tecidual ou
infeccéo, e tem como principal funcdo a eliminacédo dos insultos patogénicos e dos
tecidos danificados, no entanto se ocorrer de forma inadequada e persistente, gera
mais danos teciduais (NATHAN, 2002). Conta ainda com a acao de células
especificas como os neutréfilos, mondcitos e macréfagos, que sdo cruciais para a
efetiva eliminacdo de patdgenos e detritos celulares (SERHAN; CHIANG; VAN
DYKE, 2008).

O influxo de células no local da atividade inflamatéria e a presenca da
multiplicidade de mediadores inflamatorios resultam nos sinais cardinais de
inflamacé&o: vermelhiddo, inchaco, calor, dor e perda de funcdo (KVIETYS;
GRANGER, 2014). Embora projetado para serem prejudicial aos patdégenos, as
atividades celulares envolvidas na resposta inflamatoria e os mediadores quimicos
produzidos podem causar danos aos tecidos do hospedeiro (PAPAYANNOPOULOQOS,
2017).

No entanto, a inflamacdo é normalmente autolimitada e se resolve, muitas
vezes rapidamente. I1sso ocorre porque varios mecanismos de feedback negativo
sdo ativados a medida que a inflamacgéo segue seu curso (PAPAYANNOPOULOS,
2017). Estes incluem a secrecdo de citocinas anti-inflamatérias e mediadores
lipidicos que atuam para inibir a sinalizacéo pro-inflamatdéria; assim como a perda de
receptores para mediadores inflamatorios; e a ativacao de células reguladoras que
amortecem a atividade dos tipos de células pré-inflamatérias (INNES; CALDER,
2018).

A reducédo de processos regulatérios pode resultar em inflamacado excessiva,
inadequada ou continua, que pode causar danos irreparaveis aos tecidos do
hospedeiro (INNES; CALDER, 2018). No entanto seus pontos de checagem, e sinais
de ativacdo, atuam em conjunto com sinalizagcbes de moléculas responsaveis por
suprimir ou ativar as resposta inflamatorias (GANDHI et al., 2015).

Como uma visdo geral, o processo inflamatério ocorre mediante processos
coordenados comecgando pelo reconhecimento do dano tecidual e subsequente
inducdo de recrutamento de neutréfilos (fase 1), os mecanismos subjacentes ao
recrutamento de mondocitos mediados por neutroéfilos (fase 1), os sinais derivados de

fagdcitos que anulam o recrutamento de neutrdfilos (fase lll) e, finalmente, término
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da resposta inflamatoéria por macrofagos que adotam um perfil anti-inflamatério apés
a ingest&o de neutrdfilos apoptoticos (fase IV) (MOCSAI, 2013; NATHAN, 2002).

O inicio das respostas inflamatorias deve ser rigidamente regulado para evitar
danos consideraveis. Sinais moleculares gerados em resposta a dano tecidual e/ou
invasdo microbiana sdo reconhecidos por células apresentadoras de antigenos
(APCs), tais como macréfagos residentes ou células dendriticas (DCs), devido a sua
localizacdo estratégica nas proximidades do local da lesdo (KOLACZKOWSKA,;
KUBES, 2013).

A morte celular necroética resultante de infeccao ou lesédo leva ao rompimento
das membranas celulares seguida da liberagdo de componentes citoplasmaticos e
nucleares, que contém padrdes moleculares associados a danos (DAMPSs). Os
DAMPs séo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS)
como Toll-like receptor-9 (TLR9) expressos pelos leucécitos e promovem a producao
de citocinas pro-inflamatorias, como a interleucina-1 (IL-1) (NATHAN, 2002;
TAYLOR; COLGAN, 2017).

Outro evento chave na inflamacéo inclui a liberacdo extracelular de ATP do
tecido lesado, promovendo finalmente a maturacdo e subsequente secrecdo das
citocinas proé-inflamatdrias, incluindo interleucinas1 alfa e 1 beta (IL1a / 1B) bem
como IL18. O primeiro sinal depende da ativagao do fator nuclear kappa B (NF-kB),
que € desencadeado pela ligacdo de padrdes moleculares associados a danos
(DAMPSs) ou padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS) a receptores
Toll-like (TLRs) (TAYLOR; COLGAN, 2017).

O NF-kB também pode ser ativado por citocinas da familia TNF, ligante CDA40,
fator de ativacéo de células B e ativador de receptor do ligante NF-kB. A ativacao do
NF-kB induz a expressdo de TNF-a e as formas prematuras de IL1B e IL18
(SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). Diante de todo esse conjunto de acoes, 0
primeiro passo na resposta inflamatoria resulta no suprimento aumentado de sangue
para o local da inflamagdo e um aumento na permeabilidade da parede vascular,
permitindo que o plasma e moléculas grandes atravessem o endotélio, havendo a
liberacdo desses mediadores no local da inflamacéao (KVIETYS; GRANGER, 2014).

Os leucacitos (globulos brancos) migram da corrente sanguinea para o local
da leséo. Processo promovido pela liberacdo de substancias quimicas que atuam

como quimiotaticos de leucocitos para o local da inflamagdo e pela regulacéo
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positiva de moléculas de adesdo no endotélio que permitem a fixacao transitoria de
leucécitos no endotélio (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).

A adesdo e extravasamento de neutrofilos depende em grande parte da
expressdo de P-selectina (também conhecida como CD62P), molécula de adesao
intercelular 1 (ICAM1, também conhecida como CD54) e ICAM2 (também conhecida
como CD102) pelo endotélio; ICAM1 e ICAM2 sao reconhecidos pelas integrinas 2
CD11b — CD18, que sao expressas pelos neutréfilos (SOEHNLEIN et al., 2017). O
recrutamento de neutréfilos € promovido por agentes quimiotaticos, como o
componente C5a do complemento, o leucotrieno B4, o fator ativador de plaguetas
(PAF) e o CXCL8, muitos dos quais sdo derivados de células residentes em tecidos
ou subgrupos de leucdcitos infiltrantes (CRESPO YANGUAS et al., 2017).

Os neutrofilos ativados liberam mediadores quimicos no local da inflamacéo.
Esses mediadores podem incluir lipidios como as prostaglandinas, leucotrienos,
endocanabindides, fator ativador de plaquetas, peptideos, citocinas, quimiocinas,
espécies reativas de oxigénio como o anion superoxido e peroxido de hidrogénio, os
derivados de aminoacidos como as histaminas, 0xido nitrico e as enzimas proteases
de matriz (INNES; CALDER, 2018).

Os neutrofilos sdo células de vida curta que sdo recrutadas no inicio da
resposta inflamatéria. Eles usam uma grande variedade de mecanismos
inflamatorios, alguns dos quais sdo potencialmente prejudiciais para o hospedeiro, e
assim a ativacao de neutrdéfilos tem que ser rigidamente controlada para evitar danos
excessivos aos tecidos (PAPAYANNOPOULOS, 2017). Os neutréfilos, monécitos e
macréfagos séo células fagocisticas totalmente relacionadas, que cooperam durante
o inicio, progressao e resolucdo da inflamacdo, desta forma € notério que 0s
neutréfilos e macréfagos formam uma parceria intrincada em locais de danos
(SOEHNLEIN et al., 2017).

Durante a fase de inflamacdo, os neutréfilos aprimoram as atividades
macrofagicas que visam eliminar o estimulo inicial. Durante a fase de resolucéo, os
neutréfilos que morrem transmitem um sinal importante que reprograma macrofagos
para promover a cicatrizacdo (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010). Durante a resolucao
da inflamacg&o, um conjunto de acdes impede a infiltracdo adicional de neutrdfilos e

promove a remocao de detritos do local inflamado, assim restaurando a homeostase
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do tecido e, ao mesmo tempo, promovendo a captacdo e eliminacdo de células
apoptoticas (JURANOVA; FRANKOVA; ULRICHOVA, 2017).

Os mediadores lipidicos parecem ter um papel fundamental nesse processo,
e a resolucdo da inflamacdo é acompanhada por uma mudanca ativa nos tipos de
mediadores lipidicos encontrados no local inflamado. Durante a resposta inflamatoria
inicial, as prostaglandinas e os leucotrienos que amplificam a inflamacdo sao
gerados por varios tipos de células, incluindo células endoteliais, neutrdfilos,
monocitos e macrofagos (KVIETYS; GRANGER, 2014). Em seguida, a
prostaglandina E2 (PGE2) e a PGD2 promovem gradualmente a sintese de
mediadores com atividade anti-inflamatéria e de pré-resolucdo, como as lipoxinas.
Este processo é conhecido como interruptor de classe do mediador lipidico (INNES;
CALDER, 2018).

Dentro de todo esse contexto apresentado, observamos que a inflamacéo é
uma resposta imune essencial que permite ao hospedeiro eliminar uma grande
variedade de substancias nocivas. Em condicfes agudas, o estimulo é percebido
por receptores de reconhecimento de padrbes, levando a cascatas de sinalizacéao
que induzem a liberacdo de mediadores inflamatorios, como eicosanoides e
citocinas. Esses mediadores recrutam neutréfilos, mondcitos e macrofagos para o
local da inflamacéo para eliminar o estimulo (KVIETYS; GRANGER, 2014; MOWAT,;
SCOTT; BAIN, 2017)

Neste processo ocorre a depuracdo de neutréfilos, sendo um sinal importante
para a mudanca do perfil de macrofagos inflamatérios, fornecendo uma fonte
continua de citocinas importantes para os estimulos de fibroblastos e proliferacdo de
gueratindcitos, neutralizando os sinais inflamatérios e promovem o reparo tecidual
(SOEHNLEIN et al., 2017).

2.3.1 O Estresse Oxidativo e a Inflamacéao

Os radicais livres possuem diferentes papéis no organismo e encontram-se
envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular,
sinalizacao intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes. Entretanto,
seu excesso apresenta efeitos deletérios, tais como danos ao DNA, proteinas e

organelas celulares e membranas, provocando alteracdes na estrutura e funcoes
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celulares (ALVES et al., 2010). Para combater os radicais livres 0s organismos vivos
produzem substancias que sao capazes de regenerar ou prevenir 0s danos
oxidativos, exercendo seu papel como antioxidante (PAN et al., 2017).

O estresse oxidativo e a inflamacdo estdo intimamente inter-relacionados,
uma vez que o0 estresse oxidativo pode causar inflamacao, que por sua vez pode
induzir o mesmo. Tanto o estresse oxidativo quanto a inflamacg&o causam danos as
células incluindo o endotélio (SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). A disfuncéo
endotelial, por sua vez, promove um ambiente pro-inflamatério, como evidenciado
pelo aumento da expresséo endotelial de moléculas de adesao e pelo desequilibrio
de metabdlitos do &cido araquiddnico e moléculas quimiotaticas (SITI; KAMISAH;
KAMSIAH, 2015).

Os mediadores inflamatérios sdo o0s principais fatores néo enzimaticos
envolvidos em muitas doencas inflamatérias, juntamente com a imunomodulagéo
associada e o estresse oxidativo. O Oxido Nitrico (NO) é um gas liberado a partir da
reacao de oxigenacdo do aminoacido L-arginina, mediada pela enzima NO-sintase
constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS), em pequenas quantidades em condi¢des
fisiologicas e, em maiores quantidades, em condi¢cbes patoldgicas, como no
processo inflamatério e choque séptico (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003)
(LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008).

Apresenta um papel dubio, as vezes benéfico, outras vezes prejudicial ao
organismo. Estd envolvido no relaxamento vascular e tem um papel de grande
importancia na protecdo do vaso sanguineo. O 6xido nitrico (NO) constitui um dos
mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares (DIETRICH et al.,
2015).

Em concentracgdes fisioldgicas € um importante mediador citotoxico de células
imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patégenos e células tumorais. Possui,
ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos processos biolégicos
essenciais. No entanto em altas concentracdes o NO é potencialmente téxico. A
toxicidade se faz presente particularmente em situagcdes de estresse oxidativo,
geracdo de intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante
(DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

Desta forma, o NO é o principal mediador citotoxico de células imunes

efetoras ativadas e constitui a mais importante molécula reguladora do sistema
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imune. Tem um papel como mensageiro/modulador em diversos processos
biolégicos essenciais (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). O alto nivel de NO
produzido por macréfagos ou por neutrofilos ou outras células ativadas, podem
também lesar células saudaveis vizinhas, sendo este mecanismo um dos
responsaveis pelos processos inflamatérios e autoimunes (WORDS, 2000).

Todas as células que participam da resposta inflamatéria podem produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS) apds a ativacdo podem levar a acbes que
resultam em falhas de barreira endotelial associada a inflamacdo (DE GONZALO-
CALVO et al., 2010). Contudo em células endoteliais h4 expresséo e producdo de
endotelina-1 (ET-1), sdo aumentadas pelo dano tecidual e patogenias, ativando a
formacdo de ROS, aumentando a atividade da NADPH oxidase, causando estresse
oxidativo, formando uma retroalimentacdo positiva da lesdo e disfuncdo oxidativa
endotelial, sendo um potente peptideo vasoconstritor com propriedades pro-oxidante
e pro-inflamatorias (SITIl; KAMISAH; KAMSIAH, 2015).

A ET-1 reduz as propriedades vasodilatadoras endoteliais por induzir a
redistribuicdo da sintese do oxido nitrico endotelial (eNOS) da membrana plasméatica
para a mitocondria através da fosforilagdo da eNOS, reduzindo assim a
biodisponibilidade do NO (MANGGE, 2014).

Indiretamente, as ROS podem alterar a funcédo de barreira promovendo a
adesdo e a migracdo transendotelial de leucécitos, via aumento da transcricdo de
moléculas de adeséo nas células endoteliais (EC) sensiveis ao oxidante, induzindo
vias de sinalizagcdo que regulam a biossintese de mediadores inflamatoérios e
ativando proteases latentes tais como metaloproteinase de matriz (KVIETYS;
GRANGER, 2014).

2.4 DOR E NOCICEPCAO

O comité de taxionomia da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP) conceitua a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano.”;
conceitua também nocicepgao como “o processo neural de codificagdo de estimulos
nocivos” (IASP, 1994).
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Classicamente, a dor foi conceituada do ponto de vista restrito do
processamento nociceptivo. O campo gerou amplo conhecimento sobre a
transducdo, transmissdo e processamento da medula espinhal dos sinais
nociceptivos relacionados a dor aguda e crbnica; da mesma forma, estudos em
animais revelaram propriedades dos aferentes primarios, seus circuitos da medula
espinhal e vias especializadas relacionadas no cérebro que mediam o
comportamento semelhante a dor (BALIKI; APKARIAN, 2015).

A ativacdo de nociceptores e vias nociceptivas podem causar dor, por outro
lado, amplas evidéncias indicam que 0s nociceptores podem estar ativos na
auséncia de percepcao da dor (BASBAUM et al.,, 2010). A nocicepcao ocorre
continuamente na auséncia da percepcdo da dor e € um processo fisiologico
fundamental que subconscientemente fornece informacdes mais veridicas e
instantaneas que protege o organismo de danos nos tecidos (HERNANDEZ-
PORRAS et al., 2017).

Do ponto de vista mecanicista, presumimos que 0S comportamentos
modulados pela nocicepcéo, na auséncia de dor, dependem de repertérios habituais
ja estabelecidos (BASBAUM et al., 2010). Em contraste, quando a dor € evocada,
ela d& origem a nova aprendizagem, sensibilizacdo nociceptiva periférica e medular
além da aprendizagem emocional que é potencializada pela saliéncia e estimulo
percebido do evento aversivo. No entanto, em geral, o funcionamento nociceptivo e
seus mecanismos subjacentes, na auséncia de dor, ultrapassam o entendimento
atual e exigem mais investigacdo (HERNANDEZ-PORRAS et al., 2017).

A capacidade de detectar estimulos nocivos é essencial para a sobrevivéncia
e 0 bem-estar de um organismo. O sistema nervoso detecta e interpreta uma ampla
gama de estimulos térmicos e mecéanicos, bem como irritantes quimicos ambientais
e enddgenos (TEIXEIRA, 2001).

Quando esses estimulos sao intensos geram dor aguda e, no quadro de lesao
persistente, os componentes do sistema nervoso periférico e central da via de
transmissao da dor exibem plasticidade, aumentando os sinais de dor e produzindo
hipersensibilidade. Quando a plasticidade facilita os reflexos de protecédo, pode ser
benéfica, mas quando as mudancas persistem, pode ocorrer uma condi¢cdo de dor
crénica (MITSI; ZACHARIOU, 2016).



32

No entanto a definicdo padrédo de dor enfatiza sua subjetividade que por sua
vez, implica uma experiéncia consciente. A dor é uma sensacao complexa que se
manifesta de muitas maneiras diferentes. Os estimulos nociceptivos sdo geralmente

categorizados nos seguintes tipos: inflamatoérios, neuropaticos e nociceptivos.

2.4.1Mecanismos Neurais da Nocicepc¢éao

A nocicepcdo é o processo pelo qual estimulos térmicos, mecanicos ou
quimicos intensos sdo detectados por uma subpopulagdo de fibras nervosas
periféricas, chamadas nociceptores (BASBAUM et al., 2010). Os corpos celulares
dos nociceptores estao localizados nos ganglios da raiz dorsal (DRG) do corpo e do
ganglio trigeminal da face, e possuem um ramo axonal periférico e central que inerva
seu 6rgao-alvo e a medula espinhal, respectivamente (MCENTIRE et al., 2016).

Existem duas classes principais de nociceptores. A primeira inclui aferentes
mielinizados de didmetro médio (Ad) que medeiam a dor “primeira” aguda, bem
localizada ou rapida. Estes aferentes mielinizados diferem consideravelmente do
diametro maior e conduzem rapidamente fibras AR que respondem a estimulagao
mecanica indcua (isto é, toque leve). A segunda classe de nociceptor inclui fibras “C”
nao mielinicas de pequeno didmetro que transmitem dor mal localizada, “segunda”
ou lenta (RAZAVI; HOSSEINZADEH, 2017).

Os nociceptores sdo excitados apenas quando as intensidades dos estimulos
atingem a faixa nociva, sugerindo que eles possuem propriedades biofisicas e
moleculares que lhes permitem detectar seletivamente e responder a estimulos
potencialmente lesivos (BASBAUM et al., 2010).

Estudos eletrofisiolégicos subdividiram ainda mais os nociceptores Ad em
duas classes principais. Tipo | (HTM: nociceptores mecéanicos de alto limiar)
respondem a estimulos mecanicos e quimicos, mas possuem limiares de calor
relativamente altos (> 50 ° C). Os nociceptores Ad do tipo Il tém um limiar de calor
muito mais baixo, mas um limiar mecéanico muito alto (RAZAVI; HOSSEINZADEH,
2017). A atividade deste aferente quase certamente medeia a "primeira” resposta da
dor aguda ao calor nocivo. De fato, o bloqueio de compressao das fibras nervosas
periféricas mielinizadas elimina a percepcdo da dor de primeira ordem, mas ndo a
dor de segunda ordem (BORSOOK et al., 2013).
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A caracterizagédo da neuroanatomia e molecular dos nociceptores demonstrou
ainda mais sua heterogeneidade, particularmente para as fibras C. Por exemplo, a
chamada populagéo “peptidérgica” dos nociceptores C libera os neuropeptideos, a
substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP); eles também
expressam o receptor de neurotrofina TrkA , que responde ao fator de crescimento
nervoso (NGF) (BASBAUM et al., 2010). Os nociceptores também podem ser
distinguidos de acordo com a sua expressao diferencial de canais que conferem
sensibilidade ao calor (TRPV1), frio (TRPMS8), meio acido (ASIC), e uma série de
irritantes quimicos, associados a fungdo especifica na detec¢cdo de modalidades de
dor distintas (MCENTIRE et al., 2016).

A transducdo nociceptiva existe como um componente essencial da via
nociceptiva, que consiste em transducdo, transmissao, modulacdo e percepcao
nociceptiva. Refere-se ao processo pelo qual os estimulos externos sédo convertidos
em sinais elétricos que podem ser percebidos como dor. A transducdo € uma parte
indispensavel do processo de deteccdo de estimulos externos: sem transducao, o
corpo humano perderia a capacidade de provar, tocar, ouvir, ver ou sentir dor
(HERNANDEZ-PORRAS et al., 2017).

Ocorre quando, em resposta a um estimulo fisico, 0s processos
somatossensoriais faciltam a abertura de canais bloqueados por ions. Isso
transforma um estimulo fisico em um sinal eletroquimico que pode ser transmitido e
percebido por centros nervosos de ordem superior (BASBAUM et al., 2010). No
inicio do processo de transducdo, o estimulo sensorial gera uma mudanca
conformacional no receptor molecular, levando uma modificacdo do potencial de
membrana na célula receptora. No neurdnio sensorial tipico, a parte da célula onde
ocorre a transducdo sensorial, fica muitas vezes, distante do terminal sinaptico
(MAZZA; FROT; REY, 2018).

O potencial de receptor precisa ser convertido em uma série de propagacao
dos potenciais de agdo, o qual por sua vez carrega o sinal ao longo do axénio a
sinapse. A transducé&o nociceptiva envolve principalmente terminagcées nervosas
livres (fiboras C e AQ) que se espalham entre as ceélulas epidérmicas, 6rgaos
somatossensoriais e envolvem o sistema nervoso periférico e central (HERNANDEZ-
PORRAS et al., 2017). Alguns nociceptores que néo sao estimulados, normalmente,

disparam poucos ou nenhum potencial de acdo e a sua resposta a lesdo tecidual é
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um aumento da taxa de disparo da propagacdo dos potenciais de ag¢ao junto ao
axonio das células (MITSI; ZACHARIOU, 2016).

2.4.2InteracOes Entre Dor e Inflamacgéo

A dor inflamatéria corresponde a liberacdo de mediadores inflamatorios, como
interleucinas, prostaglandinas e citocinas entre outros, que sensibilizam os
neurénios nociceptivos. Os mediadores envolvidos na génese da dor inflamatéria
também desempenham um papel essencial no desencadeamento de outros eventos
inflamatérios, incluindo edema e migracdo de leucécitos (JI; XU; GAO, 2014).

Ha& consenso na literatura que a hipernocicepcao inflamatéria ocorre, pelo
menos em parte, como consequéncia da sensibilizacdo dos nociceptores aferentes
primarios. Este fenbmeno tem sido atribuido & acdo direta de mediadores
inflamatoérios sobre 0s seus receptores presentes ha membrana dos nociceptores
(SERHAN; CHIANG; VAN DYKE, 2008). Isso diminui o limiar do nociceptor, com um
aumento na excitabilidade da membrana neuronal. No entanto, parece que 0S
estimulos inflamatérios ndo induzem diretamente a liberacdo de mediadores de agéo
direta. Em vez disso, uma cascata coordenada de citocinas precede sua liberagcao
(CUNHA et al., 2008).

Os mediadores uma vez liberados pelas células imunes modulam a atividade
dos neurbnios nociceptores a sensibilidade da dor. Os nociceptores, por sua vez,
liberam neuropeptideos e neurotransmissores que sdo capazes de modular as
células imunoldgicas. Assim, a sinalizacdo neural pode definir o padrao de respostas
imunologicas e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento de doencas
inflamatorias locais e sistémicas (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).

A sensibilizac@o periférica mais comumente resulta de alteracfes associadas
a inflamacdo no ambiente quimico da fibra nervosa. Assim, o dano tecidual é
frequentemente acompanhado pelo acumulo de fatores enddgenos liberados de
nociceptores ativados ou células ndo neurais que residem dentro ou se infiltram na
area lesada incluindo mastocitos, basofilos, plaquetas, macréfagos, neutrofilos,
células endoteliais, queratinécitos e fibroblastos (MACHELSKA,; CELIK, 2016).

As células imunes liberam lipidios, citocinas e fatores de crescimento que tém

um papel fundamental na sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais do nociceptor,
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agindo nos tecidos periféricos e na medula espinhal, produzindo plasticidade
neuronal e dor (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017). Essa sensibilizacdo é
responsavel pela hiperalgesia termomecanica primaria e pela vasodilatacdo
observada em lesdes traumaticas, inflamatorias e isquémicas (JI; XU; GAO, 2014).

Fatores como substancias algiogénicas, incluindo bradicinina, acetilcolina,
prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrieno, tromboxanos, fator de ativagéo
plaguetaria, radicais acidos e os ions potassio, liberados no ambiente tecidual,
representam uma ampla gama de moléculas de sinalizacdo (MCDONALD et al.,
2014). Assim dentre essas interacfes (dor e inflamacdo) o sistema imunoldgico tem
um papel critico na dor ao liberar mediadores moleculares que podem sensibilizar
neurénios nociceptivos (MACHELSKA; CELIK, 2016).

Na inflamacdo neurogénica ja se tem a liberacdo de substancia P,
neuroquinina A e B e dos peptideos relacionados geneticamente a calcitonina
(CPGR), entre outros (MACHELSKA; CELIK, 2016). Esses sao liberados nos tecidos
pelas terminacGes nervosas dos aferentes nociceptivos e interagem com elementos
celulares envolvidos na inflamacéo (neutrofilos, linfocitos, plasmécitos, macréfagos,
fibroblastos, células de Schwann, etc.), atraindo ou ativando e instalado processo
inflamatoério de origem neurogénica (DONVITO et al., 2017; MACHELSKA; CELIK,
2016). Os neurdnios nociceptores também modulam as defesas do hospedeiro
contra as lesGes geradas bacterianas e fungicas, em alguns casos, a atividade
neural beneficia o hospedeiro, enquanto em outros, beneficia o patégeno (BALIKI;
APKARIAN, 2015).

Notavelmente, 0s nociceptores expressam um ou mais receptores da
superficie celular capazes de reconhecer e responder a cada um desses agentes
pré-inflamatérios (BASBAUM et al.,, 2010). As interacdes entre 0s neurdnios
nociceptores e as células imunes contribuem para a patologia em doencas
inflamatorias cronicas, incluindo artrite reumatoide, psoriase, doenca pulmonar
asmatica e colite (BUCKLE, 2015).

Visto que dada a capacidade do sistema nervoso de propagar sinais dentro
de milissegundos quando estimulados, 0s nociceptores estdo idealmente
posicionados para serem 0s primeiros a responder a patdégenos e lesfes teciduais.
Embora a dor seja critica para induzir mudancas comportamentais que evitem 0s

estimulos nocivos, também estd claro que a sensacdo de dor estd intimamente
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ligada as interagbes moleculares e celulares entre os sistemas nervoso e
imunoldgico (MITSI; ZACHARIOU, 2016).

Desta forma os neurbnios sensitivos nociceptivos protegem os organismos do
perigo, provocando dor e evitando a conducdo. A dor também acompanha muitos
tipos de inflamagéo e lesdo (BUCKLE, 2015). Portanto, as sinalizagdes entre os
neurbnios nociceptores e o sistema imunolégico é um aspecto fundamental da
inflamacédo, tanto aguda quanto cronica. Uma melhor compreensdo dessas
interacbes poderia produzir abordagens para o tratamento da dor cronica e das
doencas inflamatorias (PINHO-RIBEIRO; VERRI; CHIU, 2017).
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar as atividades, anti-inflamatéria, antinociceptiva, antioxidante e
toxicoldgica do extrato etandlico e fracbes da casca e caule, da Aeschynomene

martii Benth do semiérido da Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analisar os compostos fitoquimicos do extrato da Aeschynomene martii
Benth através de reacdes de caracterizacdo dos metabdlitos;

b) Identificar as substancias presentes no extrato da Aeschynomene martii
Benth por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa;

c) Avaliar a atividade anti-inflamatdéria e antinociceptiva in vivo das fracdes da
casca e caule da Aeschynomene martii Benth;

d) Avaliar a atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico e fracdes da
casca e caule da Aeschynomene martii Benth através do método do
sequestro do radical livre DPPH,;

e) Avaliar a toxicidade do extrato etandlico e fracbes da casca e caule da
Aeschynomene martii Benth, frente ao teste de letalidade Artemia salina

Leach.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1COLETA E IDENTIFICACAO DA ESPECIE VEGETAL

Para o curso desta pesquisa, a espécie vegetal estudada foi Aeschynomene
martii Benth; conhecida popularmente como “Tripa de Galinha”. Estudos
etnofarmacoldgico realizado no povoado de Palmeiras, na cidade de Contendas do
Sincora, regido do semiarido da Bahia, demostraram a utilizacdo de varias plantas
nativas pela populagdo (DUARTE et al., 2008). Porém a planta em estudo escolhida
para o trabalho A. martii, ndo apresentou indicacdo de uso medicinal pela
populacao, sendo escolhida devido a sua grande distribuicdo no FLONA e pela falta
de estudos biolégicos dessa espécie vegetal.

A espécie vegetal foi coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincora
(FLONA), sendo uma area de reserva ambiental com cobertura florestal de espécies
predominantemente nativas com bioma caatinga, e tem como objetivo basico o uso
multiplo sustentavel dos recursos florestais e a pesquisa cientifica, com énfase em
métodos para exploracao sustentavel de florestas nativas. Essa area de preservacao
ambiental ja foi estudada quanto a composicdo da cobertura vegetal de 11034,34
hectares e seus limites que, indo para o leste, faz divisa através do riacho da
Goiabeira, que também divide o municipio de Contendas do Sincora e de Tanhacu,
parte do oeste é dividida pela Ferrovia Centro Atlantica (FCA) e os limites do oeste
estdo proximos a serra da Cabeca Inchada (MATTEI, et al., 2006).

Para a coleta da planta, foram concedidos pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), o Registro para coleta de
material botanico, fungico e microbiolégico (N 12292-1) e a Autorizacdo para
atividade com finalidade cientifica (N 13258-1). A espécie foi fotografada,
devidamente localizada (S 13° 55 03 e W 041° 06’ 87.1) e catalogada, tendo sido
depositado a exsicata no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
(UESB), campus de Vitéria da Conquista, sob coordenacdo do Prof. Avaldo de
Oliveira S. Filho. As exsicatas foram preparadas seguindo as orientacdes de Mori
(1989) e a identificagéo taxondmica foi feita por comparacdo no herbario e atravées
de literatura (MORI, 1989). O registro das exsicatas depositadas sdo 0os nimeros de
vouchers 4921- 4926.
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4.2PREPARO DO EXTRATO, FRACOES E ANALISE FITOQUIMICA

4.2.1 Preparo do Extrato Etandlico e das Fragbes Organicas

O extrato etandlico da Aeschynomene martii Benth foi preparado a partir da
casca e caule da planta seca moida e colocada em maceragdo juntos com etanol
PA, sob agitacdo esporadica. Apoés filtracdo, o extrato foi concentrado em
evaporador rotativo até eliminacdo do etanol, fornecendo o extrato bruto seco, que
foi colocado em uma estufa a 40°C para secagem. O extrato seco solubilizado em
etanol e 4gua (1:1) foi particionado com solvente de polaridade crescente, dando
origem as fracdes de hexano, diclorometano, acetato de etila, e butanol, que foram
concentradas em evaporador rotativo para eliminacdo dos solventes, e apos
concentradas as fracdes calculou-se seu rendimento. Posteriormente foram diluidas
e testadas farmacologicamente nas doses previamente determinadas (CELEGHINI,;
VILEGAS; LANCAS, 2001; DUARTE et al., 2008; YATSUDA et al., 2005). A principio
as doses testadas foram determinadas de acordo com os resultados obtidos com o
extrato bruto ap6s uma triagem (OLIVEIRA; YATSUDA; CRUZ, 2016).

4.2.2 Anélise Fitoquimica Preliminar do Extrato com Reacdes de Caracterizacao

dos Metabélitos

As andlises fitoquimicas possibilitam a revelacdo qualitativa das diferentes
classes de metabolitos secundarios presentes nas varias fraccbes da
Aeschynomene martii Benth, como polifendis, taninos, saponinas, flavonoides,
esteroides e alcaloides (BROSSI, 1988; COSTA, 2001; REGO, 2012; WAGNER,;
BLADT, 2001) como descrito pelos autores. Para a realizagdo desses foi utilizada a
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para melhor identificagéo.

Para a detecgcdo de polifendis foi utilizado a fase movel de acetato de etila:
acido férmico: acido acético: agua (100:11:11:27). A placa cromatografica foi
revelada pulverizando uma mistura de 1:1 das solu¢cbes aquosas de ferrocianeto de
potassio 1% (m/v) e cloreto de ferro 2% (m/v) nas placas (Anexo A), que foram

analisadas. O aparecimento de manchas azuladas indica a presenca de polifendis.
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Para a deteccdo de saponinas foi utilizada como fase mével cloroférmio:
metanol (9:1) eluindo duas vezes. As saponinas foram visualizadas pela
pulverizacdo de acido sulfarico concentrado em etanol a 5% (v/v) apdés aquecimento
das placas a 110 °C, durante 5 minutos. O aparecimento de manchas de coloracéo
roxo berinjela, no visivel, indicaréa a presenga de saponinas.

Para a deteccdo de taninos foi utilizada como fase mével acetato de etila:
acido formico: acido acético: agua (10:11:11:27). O revelador utilizado foi solugéo
metandlica de cloreto férrico a 2% (Anexo A).

Para a analise de flavonoides e acidos fendlicos foi utilizado a fase movel
acetato de etilo: hexano (7:1). Na placa de silica, foi pulverizado o reagente cloreto
de aluminio em etanol a 1% (m/v). A visualizacdo das manchas foram sob luz
Ultravioleta (BIOTEC®), a 366 nm. Os flavonoides apareciam como manchas verdes
fluorescentes enquanto que os acidos fendlicos surgiam como manchas azuis
fluorescentes.

Para a andlise de esterdides foi utilizado como fase movel hexano: acetato de
etilo (8:2). O reagente de Liebermann-Burchard (Anexo A) foram pulverizado na
placa que foi levada ao aquecimento a 110°C durante 5 minutos. O aparecimento de
manchas roxas no visivel indicara a presenca de esteroides.

Para a deteccéo de alcaloides foi utilizada como fase movel acetato de etila:
metanol: agua (4:1:2). O reagente de Wagner (Anexo A) foi pulverizado na placa e o
aparecimento de manchas castanho-avermelhadas, no visivel, indicara a presenca

de alcaloides.

4.2.31dentificacdo de Substancias Presente em A. martii Benth por CG-EM

As fases de hexano e diclorometano do caule e casca da Aeschynomene
martii Benth foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM).

Antes de serem analisadas por CG-EM, as amostras foram submetidas a
derivatizacao por sililacdo. Para esta reacéo foi pesado 3 mg da amostra em frasco
reativo, onde foram adicionados 100 yL da mistura reacional de N,O-Bis(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) contendo 1% de trimetilclorosilano (TMCS) (Sigma-
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Aldrich®) e 60 uL de piridina. Essa mistura foi aquecida a 70 °C por 30 minutos e 1
ML da mistura foi injetado no CG-EM (CRUZ, 2013).

A temperatura do injetor foi 290 °C com temperatura inicial de 80 °C por 5
min, aumentando de 80 °C a 285 °C na razdo de 4 °C/min. A temperatura final
permaneceu em 285 °C por 40 minutos. A temperatura do detector foi de 290 °C e a
temperatura na interface do sistema CG-EM foi de 290 °C. O detector de massas
operou com ionizagcao por impacto de elétrons (70 eV) e varredura de massas entre
o intervalo de 30 a 600 Da. A identificacdo dos compostos foi realizada por meio da
comparacao dos espectros de massas das amostras, com aqueles existentes no
banco de dados do aparelho (NIST 08, FFNSC1.3 e WILEYS).

4.3BIOENSAIOS

4.3.1 Atividade Antioxidante - Teste do Sequestro do Radical Livre DPPH

Esse teste avalia a habilidade da substancia testada de sequestrar o radical
livre estavel DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), baseado na mudanca de cor de uma
solucdo composta pelo radical estavel, de cor violeta, quanto a adicdo de
substancias que podem ceder um &atomo de hidrogénio (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995). Seguindo a metodologia de Sousa e colaboradores
(2007) com pequenas adaptacdes, o ensaio do DPPH-« foi realizado com as fases
organicas, sendo preparada uma solucdo metandlica de DPPHe (40 pg/mL) e
solugdes com as fases (50, 100, 150, 200, 250 yg/mL) em MeOH. As medidas das
absorbancias das misturas reacionais, constituidas de 200 uL de metanol para o
controle e 200 pL de cada solugcao metandlica dos extratos + 1800 pL da solucéo
DPPH+ adicionados em cada cubeta, foram realizadas apdés 30 minutos de
incubacéo da reagdo a temperatura ambiente e protegida da luz. As misturas foram
colocadas em cubetas e suas medidas foram feitas a 515 nm em espectrofotbmetro.
Neste ensaio, utilizou-se acido galico e o acido ascoérbico como padrdes, nas
mesmas concentracdes das fases. Todas as analises foram realizadas em triplicatas
(SOUSA et al., 2007).
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O percentual de sequestro do radical livre DPPH+ (%SRL), foi calculado como:

%SRL = [(AC - AA) / AC] X 100
Onde:
AC = Absorvancia final do controle

AA = Absorvancia da amostra no tempo final.

A concentracao eficiente, quantidade de antioxidante necessaria para reduzir
a concentracao inicial de DPPH em 50% (CEso), foi calculada por regresséo linear a
partir dos resultados encontrados do percentual de sequestro do radical livre
(%SRL), em gque o eixo da abscissa representou as concentracdes da amostra

(ug/mL) ou dos controles positivo e na ordenada.

4.3.2 Animais

Para todos os experimentos seguintes, foram utilizados camundongos
machos Balb-c (20-30 g), mantidos no biotério do Instituto Multidisciplinar de Saude
da Universidade Federal UFBA-IMS, aclimatados a 23 = 2 °C com umidade relativa
de 30 a 70%. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno contendo
maravalha na base da caixa, foi permitido livre acesso a comida (NeoVia, Socil) e
adgua. Todos os animais utilizados foram climatizados no laboratério pelo menos uma
hora antes dos testes, realizados na fase clara do ciclo. A intensidade dos estimulos
utilizados foram os minimos necessarios para demonstrar de forma consistente o
efeito dos tratamentos. Ao final de cada experimento, 0s animais foram
eutanasiados por profundidade anestésica com 60 mg/kg de Ketamina e 7,5 mg/kg
de xilazina.

Para realizacdo dos experimentos em modelo animal, o projeto foi aprovado
no Comité de Etica de Experimentacdo Animal da Universidade Federal da Bahia,

Campus Anisio Teixeira (processo n° 055/2018) (Anexo B).
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4.3.3 Teste de Contor¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

O efeito antinociceptivo foi avaliado pelo teste de contorcdo abdominal
induzida por acido acético. Foram utilizados grupos experimentais de até 06
camundongos, tratados por via subcuténea (s.c.) com veiculo (etanol 10%, v/v) e as
fracdo (25 mg/kg, s.c) de hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol advindas
do extrato etandlico da casca e caule. Apds 30 minutos, os animais foram colocados
em caixas separadas e receberam uma injecdo de acido acético 0,6% (Sigma-
Aldrich®), pela via intraperitoneal (i.p.) (0,1 mL/10g). As contor¢cOes da parede
abdominal, seguidas de contor¢des do tronco e extensao dos membros posteriores
produzidas foram contadas durante 20 minutos como indicativo de nocicepc¢ao
(KOSTER et al., 1959; VACHER et al., 1964).

4.3.4 Nocicepcao Induzida Pela Injecao Intraplantar de Formalina

O modelo de nocicepcéo induzida pela formalina permite avaliar dois tipos
distintos de nocicepcgéo: a de origem neurogénica (estimulacdo direta das fibras
nociceptivas) e a de origem inflamatdria (caracterizada pela liberacdo de mediadores
inflamatorios). O comportamento de nocicepcao induzido por formalina foi avaliado
como descrito anteriormente (TJZLSEN et al.,, 1992). Um volume de 20 uL de
solucéo de formalina 1,5% foi injetado intraplantar (i.pl.) na superficie ventral da pata
direita dos animais pré-tratados 30 min antes com as fragfes da planta (25 mg/kg,
s.c.), veiculo (10% etanol, v/v, s.c.) e morfina (5 mg/kg, s.c.). Os camundongos foram
observados individualmente durante 30 min ap6s a inje¢cdo de formalina e o
comportamento da nocicepcao foi determinado pelo nimero de flinches, sacudidas,
mordidas e lambidas, na pata injetada durante o periodo de tempo de observacao. A
fase 1 (neurogénica) foi definida como 0-5 min apds a injecdo, e a fase 2
(inflamatdria) foi definida dos 05-30 min apoés a injecao.

Para avaliacdo do edema de pata induzido por formalina, apds o final do
experimento, os animais foram eutanasiados e as patas posteriores foram removidas
e pesadas em uma balanca analitica. O peso da pata que recebeu formalina foi
diminuido do peso da pata que néo recebeu injecéo, a fim de determinar a formacgéo

de edema. Os resultados foram expressos em gramas.
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4.3.5 Teste de Von Frey

Os filamentos Von Frey (FREY, 1896) é um método para determinar o limiar
de nocicepcdo mecanica. Essa técnica foi modificada em um método eletrénico
usado primeiramente em humanos e posteriormente em ratos (MOLLER;
JOHANSSON; BERGE, 1998). O limiar de nocicep¢ao mecanica foi medido pelo
método de Von Frey eletronico (NAPIMOGA et al., 2007). Os camundongos foram
colocados em gaiolas de acrilico (12 x 20 x 17 cm) com piso de grade de arame, 30
min antes do experimento para adaptacdo. O teste consistiu em produzir uma
pressao na pata do animal com um transdutor de forca de m&o adaptado com uma
ponta (0,8 mm? diametro da ponta, eletrdnica de Von Frey, Insight Equipamentos®,
Brasil). Um espelho inclinado sob a grade proporcionou uma viséo clara da pata dos
camundongos. O estimulo foi automaticamente interrompido com a retirada da pata
pelo animal, e a sua intensidade foi registrada pelo aparelho. O intervalo entre dois
ensaios consecutivos na mesma pata foi de pelo menos 1 min, totalizando seis
ensaios em cada animal. A forca maxima aplicada foi de 50 g. Os camundongos
foram pré-tratados com as fracdes da planta (25 mg/kg, s.c.) e veiculo (etanol 10%,
v/v) e depois de 30 min, foi injetado carragenina (100 pg/pata, i.pl.) na superficie
ventral da pata dos animais. Apés trés horas o teste Von Frey foi realizado. A
intensidade de hipernocicepc¢éo foi quantificada como a variagdo na pressao (A de
reacdo em gramas) obtida subtraindo-se o valor basal observado antes do
procedimento experimental (dia 0) do valor de pressdo obtido apds a administracéao

do estimulo que variaram de acordo com o tratamento (dia 1).

4.3.6 Avaliacdo da Permeabilidade Vascular

A permeabilidade vascular foi analisada pelo teste de azul de Evans
(THURSTON et al., 2000). Quinze minutos antes da administracdo das fracdes da
planta e do veiculo, o corante azul de Evans (50 mg/kg) foi diluido em 50 yL de
solugéo salina sendo injetado por via venosa no plexo ocular. As fragdes da planta
(25 mg/kg, s.c.) e o veiculo (etanol a 10% v/v) foram administradas por via
subcutédnea 30 minutos antes do estimulo inflamatoério (injecdo i.p de Cg, 500

pg/cavidade). Os camundongos foram sacrificados 3 h apos a administracdo de Cg e
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a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de PBS. O contetudo do azul de Evans (0
extravasamento de proteina plasmética) foi calculado usando uma curva padrao do
corante e a absorbancia de cada amostra foi mensurada a 620 nm por meio de um

espectrofotometro (Genesys©, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA).

4.3.7 Recrutamento de Neutrofilos para a Cavidade Peritoneal

Para a determinacdo da migracdo de neutrdéfilos para a cavidade peritoneal,
as fragoes de hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol da planta na dose
(25 mg/kg, s.c.) e o veiculo (etanol 10% v/v), foram administrados por via
subcutanea 30 minutos antes da administracdo do estimulo inflamatério, uma
injecao intraperitoneal (i.p.) de carragenina (Cg), 500 pg/cavidade. Os camundongos
foram eutanasiados 4 h ap6s a administracdo de Cg e as células da cavidade
peritoneal foram coletadas por lavagem da cavidade com 3 mL de tampéao fosfato
(PBS) contendo EDTA 1 mM (NUNES et al.,, 2009). O volume recuperado foi
semelhante em todos 0s grupos experimentais e correspondeu a aproximadamente
95% do volume injetado. A contagem total foi realizada em camara de Newbauer e a
contagem diferencial de células (100 células no total) foi realizada em laminas
preparadas em citocentrifuga e coradas com panético (Laborclin, Brasil). Os

resultados sédo apresentados como o numero de neutréfilos por cavidade.

4.3.8 Avaliacdo da Producdo do Oxido Nitrico (NO) por Determinacdo dos
Niveis de Nitrito

Os niveis indiretos de 6xido nitrico (NO) foram mensurados pelos niveis de
nitrito (NO7;), sendo subproduto do metabolismo de NO. O procedimento foi
realizado através da reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Cada uma das
amostras do lavado peritoneal (50uL), provenientes dos mesmos grupos do teste de
recrutamento de neutréfilos (4.4.4), reagiu com 50 pL de solugédo de 0,1% de
naftiletilienodiamina e com 50 pL de solugdo de 1% de sulfanilamida. No
procedimento, ocorre a formagédo de um composto azo estavel de coloracdo purpura
em que a sua absorbancia foi mensurada espectrofotometricamente em 540 nm.

Uma curva padrdo de nitrito de sédio (1,65 a 100 pMol) foi construida para
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quantificacdo dos niveis de nitrito nas amostras, os quais foram expressos em pMol.
A andlise de regressao linear foi usada para calcular as concentragdes de nitrito nas
amostras em relacdo a curva padrdao de nitrito de sédio. Os niveis de nitrito das

amostras foram expressos em, NO™, uMol e foram analisados estatisticamente.

4.3.9 Determinacao da Toxicidade

4.3.9.1 Teste de Letalidade Frente a Artemia Salina Leach

O teste de letalidade empregado foi adaptado do método descrito por Lhullier
e colaboradores (2006). Os ovos de Artemia salina (Miramar®) foram eclodidos em
um aquario, utilizando-se agua do mar artificial preparada com sal marinho (Ocean
Water - Alcon) de acordo com as especificacdes do fabricante nas concentracfes de
3,82 mg/mL. O sistema foi aerado com bomba especifica e os ovos foram
adicionados e iluminado com lampada 60W, de modo a atrair os crustaceos para
este local, apos a eclosdo. Os ovos foram incubados por 48 horas em temperatura
ambiente. As amostras foram estabelecidas a partir de uma solu¢éo estoque de 200
Mg/mL, preparada pela dissolugdo de 10 mg dos extratos, 50 mL de agua do mar
artificial e 500 pyL de dimetilsulfoxido (DMSO). A partir da solugéo estoque foram
obtidas, por diluicbes, solu¢cdes das fases nas concentragbes de 200, 100, 50, 25 e
12,5 ug/mL. O preparo do controle positivo seguiu a mesma metodologia do preparo
da solugdo mais concentrada (200 pg/mL), sem a presenca de qualquer uma das
fases organicas. O controle negativo foi a 4gua do mar artificial (LHULLIER, CINTIA;
HORTA, PAULO ANTUNES; FALKENBERG, 2006; MEYER et al., 1982).

ApoOs 48 horas de incubacdo, 10 crustaceos foram transferidos, com um
auxilio de uma pipeta Pasteur, para pequenos frascos de vidros contendo 10 mL das
solucbes das fases nas concentracdes previamente determinadas ou da solucéo
controle. Essas amostras foram mantidas sob iluminagdo a temperatura ambiente
por 24 horas e, apdés esse periodo, o0 niumero de nauplios sobreviventes foram
determinados com auxilio de uma lupa. A larva foi considerada morta caso néo
exibisse movimentos durante 10 segundos de observacdo. Todos 0s experimentos,

inclusive os de controle foram realizados em triplicata.
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Aos dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relacdo ao
aumento da concentragcdo do extrato da planta e suas fracdes, ajustou-se uma
equacdao linear simples, a qual foi utilizada para estimar a concentracdo de extrato
responsavel por matar 50% de nauplios, valor representativo da DLso. Utilizou-se
método grafico de analise para obtencéo da DLso (dose letal do extrato para 50% da

populacao).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as analises foram utilizado o programa GraphPad Prism® versao
5.00 (GraphPad®, La Jolla, CA92037, USA). Os valores foram considerados
significantes quando apresentaram p < 0,05.

Todas as variaveis foram testadas quanto a distribuicdo normal e variancia
homogénea. Quando a distribuicdo foi considerada normal e com variancia
homogénea utilizou o teste ANOVA One-Way, seguido do teste de Bonferroni ou
seguido do teste de Dunnet. Nos casos de distribuicdo ndo normal, foi utilizado

Kruskal-Wallis seguido por comparagdes multiplas pelo teste de Dunn’s.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE QUIMICA DA Aeschynomene martii Benth.

5.1.1 Rendimento do Extrato Etandlico e das Fra¢cdes da A. martii Benth.

O extrato etandlico do caule e casca da A. martii Benth, apos filtracdo, foi
concentrado, obtendo-se um rendimento de 5,73% em relacdo ao seu peso seco de
1000 g que foi macerado. Logo em seguida, aproximadamente 17,03 g desse extrato
etandlico foi submetido a extracdo por particdo, seguindo gradiente crescente de
polaridade, onde foram obtidas quatro fracdes com o0s seguintes rendimentos:
13,21% (hexano), 40,92% (diclorometano), 30,68% (acetato de etila) e 8,10%
(butanol). Observa-se que a fracdo de diclorometano possui 0 maior rendimento
(Tabela 1).

Tabela 1 — Rendimentos do extrato etandlico e de suas respectivas fracbes de
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol obtidos do caule e casca da
Aeschynomene martii Benth.

Rendimento do extrato/fragcdo da Aeschynomene martii Benth.

Parte da planta Extratos/Fragéo Rendimento (%)

Casca e Caule Extrato etandlico 5,73
Fracdo de hexano 13,21
Fracdo de diclorometano 40,92
Fracdo de acetato de etila 30,68
Fracdo de butanol 8,10

Rendimentos das amostras com base na metodologia de parti¢céo.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.2 Analise Fitoquimica do Extrato Etandlico e das Fragdes em CCD

A analise fitoquimica possibilita a identificacdo dos principais grupos de
metabdlitos secundarios que possam estar relacionados com as atividades
bioldgicas. A utilizacdo de reveladores especificos permite avaliar a presenca destes
grupos através do estudo dos perfis fitoquimicos nas placas de CCD. Os dados na

(Tabela 2) mostram uma composi¢cdo quimica complexa, evidenciado pela reagéo
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positiva para a presenca de todas as classes de metabdlitos secundérios avaliados,

como os polifendis, taninos, saponinas, flavonoides, esteroides e alcaloides.

Tabela 2 — Cromatografia de Camada Delgada com os perfis fitoquimicos, do extrato
etandlico e das fracdes do caule e casca da Aeschynomene martii Benth.

Aeschynomene Perfis fitoquimicos

martii Benth. Polifendis Taninos  Saponinas Flavonoides Alcaloides Esteroides
Extrato/fracdo

Extrato etandlico + + + + + +
Hexano + - + + - +
Diclorometano + + + + + +
Acetato de etila + + - + + .
Butanol + - + + + +

As amostras foram preparadas na concentracdo de 10 mg/mL em solvente apropriado e aplicadas
com volume de 10 uL em bandas de 7 mm em lamina de aluminio silica gel. A placa foi eluida com
sistema de solvente apropriado em cuba de vidro. Depois de eluida e seca observou-se em camara
de ultravioleta e/ou revelador de interesse. (+) reacdo positiva, indicando a presenca do grupo de
metabolitos secundarios; (-) reacdo negativa, indicando a auséncia do grupo de metabdlitos
secundarios.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.3 Analises de CG-EM das Fracdes do Caule e Casca da A. martii Benth.

A analise quimica das fracBes de hexano e diclorometano do caule e casca
da A. martii por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa,
possibilitou a identificacdo de 53 substancias no total.

Os padrbes de fragmentacdo de acordo com os resultados obtidos pela
técnica de CG-EM, foram identificados por comparacdo com dados obtidos (tempo
de retencdo e fragmentacdo ibnica) de padrdes auténticos. Alguns desses
fragmentos n&o foram identificados, indicando baixa similaridade da substéncia
analisada frente ao registro da biblioteca. Ao analisar a fragdo de hexano, foi
observado o total de 36 substancias, sendo 31 identificadas, totalizando um
percentual de 94,22% da amostra. Na fragdo de diclorometano, foi observado um
total de 17 substancias, sendo 08 identificadas, totalizando um percentual de
74,98% da amostra (Tabela 3).
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Tabela 3 — Substancias identificadas por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa, das fragoes de hexano e diclorometano do caule e casca
da A. martii Benth.

Percentual de area

presente nas fracdes de

Tempo de Substéncias Hexano e Diclorometano
Retencéo da A. martii Benth.
%PF-Hex %PF-Dic
14.795 ) Glicerol 0,48 -
31.400 Acido tetradecanoico 0,39 -
33.205 D-galactose - 0,55
34.400 Glucopiranose - 1,53
34.925 Hexadecanoato de etila 7,36 -
36.150 Acido hexadecandico 11,86 0,40
37.210 Heptadecanoato de etila 0,46 -
38.400 Acido heptadecanoico 0,69 .
38.765 Linoleate de etila 7,48 -
38.880 (Z2)Octadec-9-enoato de etila 4,45 -
39.250 Hexadecanoato de butila 0,51 -
39.445 Octadecanoato de etila 1,7 -
39.890 Acido (9,12-Z,Z)Octadeca-9,12-dienoico 9,08 -
39.995 Acido linolenico 6,46 .
40.540 Acido esteérico 2.92 -
42.805 9,12-Octadecadienoato de 2,3-didroxipropila 0,78 -
43.600 Eicosanoato de etila 0,43 -
44.565 Acido Eicosandico 0,7 -
47.470 Docosanoato de etila 1,22 -
47.620 Ester de acido graxo 1,74 .
48.315 Acido docosanoico 1,28 ;
49.385 Alfa-D-glucopiranosideo - 0,66
50.250 Acido diidroxifenilpropandico - 573
50.475 Diterpenoide 2,67 8,15
50.625 Ester de acido graxo 281 .
51.630 Diterpenoide - 47,38
51.075 Tetracosanoato de etila 2.4 -
51.505 3,3',4',5,5', 7-hexametoxiflavona 6,35 10,60
51.805 Acido tetracosanoico 1,73 -
54.425 Hexacosanoato de etila 2,22 -
55.075 Acido hexacosanoico 1,84 .
59.665 Estigmasterol 1,82 -
60.955 B-Sitosterol 4,55 -
61.620 Lupenona 1,53 -
71.010 Acetato de oleanolato de metila 3,29 -
73.220 Acetato de 28-oxours-12-en-3-yl 3,02 -
Identificados 94,22 74,98
Nao identificados 5,78 25,02

Legenda: PF-Hex (Percentual de area da fracdo de Hexano) e PF-Dic (Percentual de area da

fracdo de diclorometano). Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 2 — Cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa da fracdo de Hexano do caule e casca da A.martii Benth.
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Fonte: Dados da pesquisa

Figura 3 — Cromatograma obtido por Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massa da fracdo de Diclorometano do caule e casca da A.martii
Benth.
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Fonte: Dados da pesquisa

A partir da avaliacdo dos resultados obtidos e identificados pelo CG-EM das
fracbes de hexano e diclorometano a partir da planta A. martii, foi possivel a
identificacdo de alguns compostos, sendo 0s mais promissores representados no

Quadro abaixo.
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Quadro 1 — Substancias das fracdes do caule e casca da A. martii Benth
identificadas por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa.

HO
Estigmasterol B-Sitosterol
Encontrada em: PF-Hex Encontradas em: PF-Hex

Lupenona

3,3',4'5,5',7-Hexametoxiflavona

Encontrada em: PF-Hex Encontrada em: PF-Dic

5.2ENSAIOS USADOS PARA AVALIAR A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.2.1 Avaliacao da Atividade Antioxidante por DPPH

A atividade de sequestro de radicais livres DPPH foi realizada nas
concentracdes variando de 50 a 250 pg/mL. A Tabela 4 apresenta os valores de
CEso da Atividade Antioxidante (AA) obtidos pelo método do sequestro de radicais
livres (DPPH), fazendo uma comparacéo entre os valores de CEsp encontrados,

considerando o acido galico (AG) e o acido ascorbico (AAS) como padréo de
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referéncia. Onde, o extrato etandlico e as fracdes (hexano, diclorometano, acetato
de etila e butanol) do caule e casca da A. martii Benth ndo promoveram atividade
antioxidante significativa (p < 0,05), comparado aos padrdes testados.

Segundo Alves e colaboradores 2010, a atividade antioxidante pelo método
do DPPH pode ser classificada como: Boa se a CEsg da fase for até trés vezes
maiores a CEsg dos padrées (AAS-CEsp < 99,63 ug/mL) e (AA-CEsp < 51,39 pg/mL);
Média se o valor da CEsp encontrada for entre 3 a 7 vezes maior que a CEsg do
padrao (99,63 < AAS-CEsp < 232,47 pg/mL) e (51,39 < AA-CEsp < 119,91 pg/mL) e
baixa se a CEsg da fase for 7 vezes maior que a CEsp do padréo (AAS-CEsy > 232,47
ug/mL) e (AAS-CEso > 119,91 pg/mL) . Seguindo esse critério e considerando o
acido galico, como substancia padrao, as fracdes de diclorometano e acetato de etila
apresentaram média AA e o extrato etandlico e as fragcbes de hexano e butanol
apresentaram baixa AA. No entanto, considerando o acido ascoérbico, como
substancia padréo, a fragdo de acetato de etila apresentou boa AA; o extrato
etandlico e as fracdes de diclorometano e butanol apresentaram média AA; por fim a

fracdo de hexano apresentou baixa AA (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividade antioxidante utilizando o radical livre DPPH, do caule e casca
da Aeschynomene martii Benth.

Atividade antioxidante extrato/fracdo da Aeschynomene martii Benth

Parte da planta Extratos/Fracéo CEso (ug/mL) + DP*  Classificagdo CEsgg
AG | AAS
Casca e Caule Extrato etandlico 207,75 + 1,132 Baixa Média
Fracdo de hexano 1008,19 + 19,28" Baixa Baixa
Fracdo de diclorometano 118,76 + 2,71° Média Média
Fracdo de acetato de etila 66,31 + 0,64° Média Boa
Fragéo de butanol 231,79 + 1,042 Baixa Média
Padrdo antioxidante Acido Galico (AG) 17,13 £+ 0,14¢
Acido ascorbico (AAS) 33,21 +0,21¢

*Os resultados sdo expressos como média + Desvio padrdo (DP) (n = 3); A andlise estatistica foi
realizada por meio do teste ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Valores seguidos da mesma
letra ndo demonstraram diferenca significativa quando comparando os padrées, o0 extrato etandlico e
as suas devidas frac6es (p < 0,05).

FONTE: Dados da pesquisa.



54

5.3 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA
DAS FRACOES DO EXTRATO ETANOLICO DO CAULE E CASCA DA A.

martii Benth.

5.3.1 Contorc&do Abdominal Induzida por Acido Acético

Para avaliar o efeito antinociceptivo das fragdes da A. martii Benth, foi
realizado o ensaio de contorcdo abdominal induzida por acido acético que induz
nocicepcao visceral. Todas as fracfes do extrato etandlico (25 mg/Kg) do caule e
casca da A. martii Benth promoveram uma reducéo significativa (p < 0,05) no
namero de episédios de contorcdo abdominal em comparacao ao grupo tratado com

o veiculo (etanol 10%, v/v) de acordo com a Figura 4.
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Figura 4 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth no teste de contor¢do abdominal induzida por &acido acético (0,6%)
em camundongos. Os animais foram pré-tratados, de acordo com os grupos, com as fracdes do
extrato (25 mg/Kg, s.c.) e o veiculo (VH, etanol 10%, v/v). Os resultados sdo apresentados como
médias = E.P.M. da contorcdo em camundongos (n = 6). A analise estatistica foi realizada por meio
do teste ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. As variagBes diferem respectivamente de forma
significativa onde: (*) p < 0,05, quando comparado o grupo dos camundongos tratados com a fracéo
ao grupo veiculo.
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5.3.2 Nocicepcgao Induzida Pela Injecao Intraplantar de Formalina

Para avaliar a nocicepg¢do neurogénica e inflamatoria foi realizado o teste da
formalina, com as fracdes da A. martii Benth. No teste da formalina (Figura 5), os
resultados podem ser avaliados em duas fases diferentes de nocicepcao, a primeira
fase consiste na nocicep¢do neurogénica nos primeiros 05 minutos do teste, na
segunda fase consistem na nocicepc¢do inflamatoéria apresentada entre os 05 e 30
minutos do inicio do teste.

Na primeira fase, as quatro fracdes (hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol) do caule e casca da A. martii Benth (25 mg/kg) promoveram uma reducéo
significativa no numero de “flinches” induzidas pela formalina quando comparadas
ao grupo tratado com veiculo, controle negativo (p < 0,05), quando comparadas ao
grupo morfina controle positivo, as fracdes (hexano, acetato de etila e butanol)
promoveram reducao significativa (p < 0,05), e apenas a fracdo de diclorometano
ndo apresentou diferenca estatistica (p < 0,05), supondo que essa fracdo possui
acao igual ou semelhante a morfina um potente analgésico opioide na reducédo da
dor de origem neurogénica (Figura 5).

J& na segunda fase, as quatro fracées (hexano, diclorometano, acetato de
etila e butanol) do caule e casca da A. martii Benth (25 mg/kg) promoveram uma
reducdo significativa no numero de “flinches” induzidas pela formalina quando
comparadas ao grupo tratado com veiculo, controle negativo (p < 0,05), quando
comparadas ao grupo morfina controle positivo, as fragdes (hexano, diclorometano e
acetato de etila) promoveram reducao significativa (p < 0,05), e apenas a fracao de
butanol ndo apresentou diferenca estatistica (p < 0,05), supondo que essa fracédo
possui acdo igual ou semelhante a morfina um potente analgésico opioide na

reducado da dor de origem inflamatoria.
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Figura 5 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth na resposta & nocicep¢do induzida pela injecao intraplantar de
formalina 1,5 % em camundongos. Os animais foram pré-tratados por administracdo subcuténea das
fracbes da planta (25 mg/kg), (VH) veiculo (etanol 10%, v/v) ou (+) morfina (5 mg/kg). Os resultados
sdo apresentados como média + E.P.M. (n = 6) do nimero de flinches, sacudidas e lambidas da pata
injetada por um periodo de 30 min. A andlise estatistica foi realizada por meio do ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado ao grupo de camundongos tratado com as
fracdes ao veiculo. # p < 0,05, quando comparado a morfina com o grupo dos camundongos tratados
com as fracoes.

Considerando o fato de que a primeira fase do teste de formalina resulta
essencialmente, da estimulacdo direta dos nociceptores e a segunda fase do teste
envolve um periodo de sensibilizacdo durante o qual ocorrem os fendmenos
inflamatorios, os resultados sugerem que o efeito antinociceptivo das fracdes de
hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol do caule e casca sdo mediados,
em parte, por compostos com propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas

presente nestas fragoes.

5.3.2.1 Edemade patainduzido por formalina

Ao final do experimento de Formalina (5.3.2), as patas posteriores foram
removidas e pesadas em uma balanca analitica. O peso da pata que recebeu

formalina foi diminuido do peso da pata que ndo recebeu injecdo, a fim de
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determinar a formacdo de edema. Os resultados foram expressos em gramas
(Figura 6). As fracdes (hexano, diclorometano e acetato de etila) do caule e casca da
A. martii Benth (25 mg/kg), demostraram uma reducdo na formacdo do edema
gquando comparado ao grupo que recebeu o tratamento com o veiculo (p < 0,05).
Das quatros fragbes ativas na segunda fase, apenas a fragdo de butanol nédo
conseguiram diminuir a formacdo de edema na pata quando comparado com o

grupo veiculo (p < 0,05).
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Figura 6 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth no edema de pata induzido por formalina 1,5%. Os animais foram
pré-tratados por administragdo das fracdes (25 mg/kg, s.c.), ou (VH) veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.).
Apés a contagem dos flinches, os animais (n = 6) foram sacrificados e as patas retiradas e pesadas, e
0 edema da pata calculado pela diferenca entre as duas patas em gramas. Os resultados sdo
apresentados como média + E.P.M. A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o grupo de camundongos tratados
com as fragcBes ao veiculo.

5.3.3 Teste de Von Frey

Também foi avaliado o efeito antinociceptivo sobre o mecanismo de
nocicepcdo mecanica. A nocicep¢do mecanica induzida por Cg foi realizada por
meio do teste de Von Frey. As fragcdes (hexano, diclorometano, acetato de etila e
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butanol), do caule e casca da A.martii Benth (25 mg/Kg), administrada 30 min antes
da injecdo intraplantar de Cg, reduziu significativamente a intensidade de
hipernocicepcdo dos animais quando comparada com o grupo veiculo (p < 0,05),

conforme apresenta a Figura 7.

Carragenina (100 ug/pata)

Intensidade de Hipernocicepcao
A limite de retirada de pata (g)

A. martii Benth
(casca e caule)
25 mg/kg

Figura 7 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth na inibicdo da nocicep¢cdo mecénica pelo teste de Von Frey. Os
camundongos foram tratados com as fragfes (25 mg/kg, s.c.) ou veiculo (VH, etanol 10%, v/v, s.c.),
30 minutos antes da injecéo i.pl. de Cg (Cg, 100 pg/pata). As respostas hipernociceptivas foram
avaliadas 3 h ap6s estimulo. Os resultados sao apresentados como média + E.P.M. (n = 6). A analise
estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando
comparado o grupo de camundongos tratados com as fragfes ao veiculo.

5.3.4 Avaliacao da Permeabilidade Vascular

Além da migragdo de neutrdfilos, outro importante parametro a ser avaliado
no processo inflamatorio € o extravasamento vascular. Desta forma, foi avaliada a
hipotese de que as fracbes de hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
obtidos do caule e casca da A. martii Benth, poderiam reduzir a permeabilidade

microvascular induzida por Cg. A Figura 8 apresenta que o pré-tratamento com 25
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mg/Kg das fracdes (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) demostraram
uma significativa redugdo do extravasamento do corante azul de Evans no liquido

peritoneal em comparacgéo ao grupo veiculo (p < 0,05).
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Figura 8 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth na permeabilidade vascular, teste de azul de Evans. Os animais
foram pré-tratados por administracéo das fra¢des (25 mg/kg, s.c.) ou veiculo (VH, etanol 10%, vl/v,
s.c.), 30 min antes da injecdo de Cg (500 mg/cavidade, i.p.). O aumento da permeabilidade vascular
foi avaliado apds 4 h. Os resultados sédo apresentados como média + E.P.M. da concentragcédo de
corante azul de Evans (n = 6). A analise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido
pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o grupo de camundongos tratados com as
fracdes ao veiculo.

5.3.5 Recrutamento de Neutréfilos para a Cavidade Peritoneal

Para avaliar o efeito anti-inflamatorio das fragbes de hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol obtidos do caule e casca da A. martii Benth, primeiro foi
avaliado o efeito na migracdo de neutrofilos induzida pela carragenina na cavidade
peritoneal do camundongo (Figura 9). Todos os grupo tratado com as fracbes na
dose de 25 mg/kg apresentaram reducgdo significativa na migracdo de neutréfilos

comparado ao grupo tratado com o veiculo (p < 0,05).
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Figura 9 — Efeito das fracdes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B) do
caule e casca da A. martii Benth sobre a migragdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida
por carragenina (Cg). Grupos de camundongos (n = 6) foram pré-tratados por via subcutanea com
administrag&o das fracdes (25 mg/kg) ou (VH) veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.), 30 min antes da Cg (500
pg/cavidade) induzir a peritonite. Cada valor representa a média + E.P.M. A andlise estatistica foi
realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. * p < 0,05 quando comparado o
grupo tratado com fragao ao grupo veiculo.

Tem sido demonstrado que os neutrofilos desempenham um papel relevante
na génese da nocicepcéo inflamatoria induzida por Cg uma vez que estas células
sao fonte de citocinas hipernociceptivas ou mediadores hipernociceptivos de acao
direta (CUNHA et al., 2008). Mediante este fato e aos resultados encontrados, foram

feitas fotomicrogarfia dos grupos testados apresentados na (Figura 10).



61

Figura 10 — Fotomicrografia das fragBes (25 mg/kg) do caule e casca da A. martii Benth sobre a
migragdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal induzida por carragenina (Cg). A area total dos
campos microscopicos foi observada em microscépio éptico, cuja imagem foi capturada por camera
de alta resolucdo e digitalizada através do Software Ifinity Analizy® (aumento de 20x). Legenda: (a)
Veiculo (etanol 10%, v/v), (b) Fracdo de Hexano; (c) Fracdo de Diclorometano; (d) Fracdo de Acetato
de Etila; (e) Fracdo de Butanol; (*) Neutrdéfilos; (#) Outros tipos celulares.

5.3.6 Avaliacdo da Producéo do Oxido Nitrico (NO)

A producdo do NO foi avaliada indiretamente pela quantificagdo da
concentracéo de nitrito, utilizando o lavado peritoneal, dos grupos determinados pelo
teste de recrutamento de neutréfilos. O alto nivel de NO produzido por macrofagos,

neutrofilos e células ativadas, pode também lesar células saudaveis vizinhas, sendo
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este mecanismo responsavel pela maioria de processos inflamatoérios e autoimunes.
Todos os grupo tratado com as fragbes (hexano, diclorometano, acetato de etila e
butanol) obtidos do caule e casca da A. martii Benth na dose de (25 mg/kg),
apresentaram reducédo significativa em comparacédo ao grupo tratado com o veiculo
(p < 0,05). Desta forma as fracOes ativas do extrato, podem levar a inibicdo da
sintese de nitrito mediada por células imunes entre elas os neutréfilos e macrofagos,

reduzindo assim os estimulos inflamatdrios presentes (Figura 11).
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Figura 11 — Efeito das fragbes de hexano (H), diclorometano (D), acetato de etila (AE) e butanol (B)
do caule e casca da A. martii Benth sobre a producdo do NO, avaliada indiretamente pela
quantificacdo da concentracdo de nitrito por espectrofotometria usando a reacéo de Griess. Grupos
de camundongos (n = 6) foram pré-tratados por via subcutdnea com administracdo das fracfes (25
mg/kg) ou (VH) veiculo (etanol 10%, v/v, s.c.), 30 min antes da Cg (500 pg/cavidade) induzir a
peritonite, sendo coletado o lavado peritoneal para a quantificacdo. Cada valor representa a média +
E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por meio do teste ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *
p < 0,05 quando comparado o grupo tratado com fracdo ao grupo veiculo.

5.4DETERMINACAO DA TOXICIDADE

5.4.1 Teste de letalidade frente a Artemia salina Leach

O teste de letalidade da Artemia salina L. (BST) tem sido usado como

bioensaio a fim de determinar a toxicidade pela estimativa da dose letal média
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(DLso), Ou seja, a concentracdo em que ha morte de 50% da populagédo de A. salina.
As substancias que apresentam DLs,>1000 pg/ml séo consideradas inativas frente a
A. salina e aquelas que apresentam DLs,<100 pg/ml sdo consideradas muito ativas.
Substancias que apresentam o DLs, entre 100 e 1000 ug/ml sédo consideradas
moderadamente ativas (ANDERSON et al., 1991; DAVID et al., 2001; MEYER et al.,
1982). Os controles positivo (DMSO + agua salina artificial) e negativo (agua salina
artificial), ndo apresentaram nenhuma letalidade a A. salina L., frente o ensaio.

Os resultados mostraram que o extrato etandlico e a fracdo de hexano
indicam uma elevada toxicidade, a fracdo de diclorometano indica moderada
toxicidade e as fracdes de acetato de etila e butanol ndo apresentam toxicidade de
acordo com a tabela 5 (ANDERSON et al., 1991; DAVID et al., 2001; MEYER et al.,
1982).

Tabela 5 — Resultados do teste de letalidade frente A. salina para o extrato etandlico
e as fracOes do caule e casca da A. martii Benth.

Atividade antioxidante extrato/fragdo da Aeschynomene martii Benth

Extratos/Fragao DLso (Mg/mL) Classificag&o da Toxicidade
Extrato etandlico 33,63 Muito ativa

Fracao de hexano 83,63 Muito ativa

Fracdo de diclorometano 106,45 Moderadamente ativa
Fracdo de acetato de etila 1615,92 Inativa

Fragéo de butanol 1438,94 Inativa

Tabela 5 - Aos dados de porcentagem de larvas de Artemia salina mortas, em relagcdo ao aumento da
concentracdo do extrato da planta e suas fragdes, ajustou-se uma equacéo linear simples, a qual foi
utilizada para estimar a concentracdo de extrato responsavel por matar 50% das artemias valor
representativo da DLso (dose letal do extrato para 50% da populagdo), sendo os resultados
compilados nesta tabela.

Fonte: Dados da pesquisa.



64

6 DISCUSSAO

O Brasil é considerado um dos paises de maior biodiversidade do planeta por
possuir cerca de 20% do numero total de espécies do mundo (SILVA et al., 2014).
Porém, parte desta diversidade de espécies ainda ndo foi investigada em relacéo as
suas potencialidades terapéuticas, embora este seja um processo que vem
evoluindo significativamente (ALBUQUERQUE, 2010). As plantas medicinais sao
importantes para a pesquisa farmacologica e o desenvolvimento de novas drogas,
ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para
compostos farmacologicamente ativos (CORREA; RODRIGUES; BARBANO, 2016).
Através de métodos de triagem farmacoldgicos a pesquisa de produtos naturais tem
proporcionado a descoberta de substancias farmacologicamente ativas, com
importantes aplicagcbes tanto na area experimental como na identificacdo de
principios ativos de interesse terapéutico (SILVA et al., 2014).

Neste contexto, a avaliacdo do potencial da atividade biol6gica do extrato e
fracOes de A. martii Benth do semiarido da Bahia, é de grande interesse cientifico,
ambiental, tecnolégico e econdmico. Para tanto, foram realizados estudos com o
extrato etandlico e com as fracées do caule e casca preparados a partir da espécie
coletada na Floresta Nacional Contendas do Sincord, para a deteccdo de
substancias quimicas presentes e a avaliacdo das atividades antinociceptiva, anti-
inflamatoria, antioxidante e toxicologica.

Neste estudo, todas as classes de metabdlitos secundarios foram
investigados a partir das andlises fitoquimicas com a aplicacdo de testes analiticos
padrbes que detectaram as presencas de polifendis, flavonoides, saponinas, taninos,
esteroides e alcaloides no extrato etandlico obtido do caule e casca da A. martii
Benth. As prospeccdes fitoquimicas e andlises por CG-EM das frac6es de hexano e
diclorometano, identificaram substancias quimicas importantes, pertencentes aos
grupos dos acidos graxos, esteroides e flavonas, o que permite apontar esse
material vegetal estudado como um futuro fitofarmaco.

Os éacidos graxos tém sido abordados em estudos como uma causa provavel
para incidéncia de patologias inflamatorias, uma vez que o0s eicosanoides
sintetizados a partir deles sdo agentes pro-inflamatorios. Por outro lado, estudos

mostraram que 0s precursores de eicosanoides tém atividades anti-inflamatorias e
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antinociceptivas (CERQUEIRA, 2017; MESQUITA et al., 2011), assim como usado
no tratamento de artrite reumatoide (ASIF, 2014), na asma caracterizada pela
inflamacé&o crénica das vias aéreas (SEWELL; MARKS; SEGAL, 2015), no cancer
com efeitos anti-proliferativos (STEPHENSON et al., 2013; XIA et al., 2006), nos
processos inflamatérios da obesidade (SIMOPOULOS, 2010), na sindrome de
resposta inflamatoria sistémica por sepse (SEKI et al., 2010), entre outros achados.

Dentre os esteroides, temos o B-sitosterol que existe amplamente em plantas
e € classificado como fitoesterol, tem demonstrado uma potente atividade
antioxidante (SEKI et al., 2010), antibacterianas (COPETTI, 2016; PAN et al., 2009),
atua na lesédo hepética inibindo a oxidacao e a inflamacéo (YIN et al., 2018), possui
atividades antimetastética avaliada in vitro (DEBELE; MEKURIA; TSAI, 2017), atuam
na atividade anti-inflamatéria de doenca pulmonar crénica (YUK et al., 2007) e atua
inibindo a inflamacdo das vias aéreas induzida pela ovalbumina (MAHAJAN;
MEHTA, 2011), além de sua interacdo com &cidos graxos que inibe os efeitos
oxidativos celulares (XU et al., 2011).

Ja4 o estigmasterol atua em conjunto com o p-sitosterol na terapia de
reposicdo hormonal de estrogénio (SRIRAMAN et al., 2015), possui potente
atividade antioxidante (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2018; AGATONOVIC-
KUSTRIN; MORTON, 2018), tem efeitos protetores contra sintomas psicoticos
induzidos por cetamina e nas alteracdbes comportamentais, bioquimicas e
histopatoldgicas (YADAV et al., 2018), além inibir respostas imunes inatas induzidas
por lipopolissacarideos em modelos in vivo (ANTWI et al., 2017).

A lupenona tem apresentado atividades como agente terapéutico e
guimiopreventivo para o tratamento da inflamacdo e do cancro (SALEEM, 2009),
possui efeito estimulador da captacéo de glicose em células do masculo esquelético
(KHAN et al., 2014), atua na resposta inflamatéria mudando o perfil dos macréfagos
para M2 em doencga intestinal (ZHU et al., 2016), assim como possui atuacdo direta
na atividade anti-ciclooxigenase levando & inibicdo da COX-2 (SANCHEZ-BURGOS
et al., 2015), além de auxiliar no processo cicatricial de feridas apresentando
atividades antioxidante e antibacteriano em conjunto (PATEL et al., 2018).

Muitos flavonoides apresentam inimeras propriedades farmacoldgicas, entre
elas atividade anti-inflamatoéria devido a inibicho das enzimas envolvidas no

metabolismo final do acido araquidénico (NAGEM, 2002). Dentre essa classe de
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flavonoides destaca-se a, 3,3.4'5,5,7-hexametoxiflavona que demonstrou em
estudos um potencial em induzir a inibicdo do crescimento de células cancerosas
humanas e ainda levam a apoptose através da modulacédo de funcdes mitocondriais
reguladas por espécies reativas de oxigénio (PAN et al., 2007), além disso, inibe a
producdo de NO induzida por LPS modulando a expressdo de iNOS através da
supressdo da atividade de NF-kp (KANG et al., 2013), e pode também suprimir
multiplos eventos moleculares oncogénicos em células de cancer de colon (QIU et
al., 2011), como até mesmo reduzir a incidéncia tumoral por ser um agente funcional
capaz de prevenir a tumorigénese associada a inflamacao, ao regular negativamente
a expressao inflamatéria da INOS e COX-2 (LAl et al., 2007).

Nos resultados das prospeccdes fitoquimicas muitas substancias que nao
foram identificadas das fracbes (hexano e diclorometano), apresentavam
caracteristicas similares aos diterpenos. Sendo assim, buscando uma melhor
elucidacdo dos constituintes da planta A. martii Benth, novas metodologias como:
Espectroscopia no Infravermelho (1V), Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nucear (RMN), entre outras técnicas futuramente serdo empregadas, visando a
identificacdo desses grupos funcionais.

Buscando o conhecimento sobre os possiveis potenciais de a¢édo da planta A.
martii Benth, o presente trabalho realizou um ensaio para avaliar a atividade
antioxidante do extrato etandlico e suas fracdes do caule e casca. A capacidade de
sequestrar o radical DPPH, baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto
antioxidante para um oxidante. Os radicais livres e outros oxidantes, vem sendo
considerados nos ultimos anos grandes causadores de varias doencgas, quando em
excesso, podendo gerar estresse oxidativo, nas quais os radicais livres causam
danos teciduais. O excesso desses radicais pode ser combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou adquiridos de forma exdégena (HARA et al., 2018;
NICKLISCH; WAITE, 2014).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas produzidas como
resultado do metabolismo celular normal do oxigénio em mamiferos (NICKLISCH,;
WAITE, 2014). Em niveis baixos ou moderados, os radicais livres exercem efeitos
benéficos nas respostas celulares e na funcdo imunoldgica, enquanto em altas
concentracbes geram estresse oxidativo, um processo deletério que pode danificar

todas as estruturas celulares e causar o surgimento e/ou progressdo de um numero
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crescente de doencas. O papel fundamental do estresse oxidativo na fisiopatologia,
que é desencadeado por um desequilibrio redox entre os radicais livres e
antioxidantes, constitui a base logica para abordagens terapéuticas antioxidantes
(PLANTIER et al., 2016).

Resultados apresentados quantitativamente na avaliacdo da capacidade dos
constituintes do extrato etandlico e fracdes (hexano, diclorometano, acetato de etila
e butanol) da A. martii em capturar radicais livres (DPPH), mostraram que nenhum
dos extratos da planta, foi capaz de inibir a oxidacéo, ou seja, de promover atividade
antioxidante em comparacéo aos padrdes testados. J4 qualitativamente de acordo a
classificacdo de Alves (2010), apenas a fracdo de acetato de etila em comparacao
ao acido ascorbico conseguiu apresentar uma boa atividade antioxidante. Assim, sé
€ possivel denominar antioxidantes, as substancias que apresentam em
concentracdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel, a capacidade de retardar
significativamente ou inibir a oxidag&o do substrato.

O presente estudo também buscou avaliar as propriedades antinociceptiva
e/ou anti-inflamatéria das frac6es do caule e casca da A. martii por meio de varios
modelos de inducdo da nocicepc¢éao e inflamacéo in vivo, na busca de novas opcdes
terapéuticas para o tratamento da dor e inflamacao a partir da utilizacéo de espécies
em evidéncia no FLONA.

O primeiro modelo experimental de nocicepcao realizado no presente trabalho
foi o de contorcbes abdominais induzidas por acido acético em camundongos. A
administracao intraperitoneal de agentes que irritam as membranas serosas provoca
um comportamento estereotipado que é caracterizado por contracdes abdominais e
reducdo na atividade motora. Esses comportamentos sdo considerados como
reflexos devido a dor visceral provocada (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001).
Apresenta-se como método simples e rapido para o rastreamento de novas drogas,
com resposta altamente sensivel, atuando como screening (HOSSEIN;
TAMADDONFARD; NASRIN, 2008).

Esse método envolve mecanismos complexos, incluindo a producdo de
citocinas proé-inflamatoérias e abertura de canais idnicos. O acido acético produz uma
resposta que depende da interacdo de varios neurotransmissores e
neuromoduladores que determinam a nocicep¢do, o que faz esse modelo sensivel

as substancias analgésicas de acdo central e/ou periférica com 0os mais variados
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mecanismos de acdo (PERAZA et al., 2007). Os macréfagos peritoneais liberam as
citocinas TNFa, IL-1B e IL-8/CXCL8, que além de sensibilizar e estimular os
neurbnios aferentes primarios resulta no aumento da liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios tais como o0 aspartato e o glutamato no fluido
cérebro espinhal (ARAGAO et al., 2017; MCENTIRE et al., 2016). Os mastdcitos
também liberam as mesmas citocinas que os macréfagos, além de outras
interleucinas como, IL-4, IL-13, IL-9 e diversos mediadores (GATIS-CARRAZZONI et
al., 2018).

A excitabilidade neuronal é alterada pela interacdo direta dos protons
resultantes a resposta do acido acético que despolarizam neurbnios sensoriais
diretamente pela ativacdo de um canal ndo seletivo catiénico cutaneo, visceral ou
outros tipos de fibras C aferentes periféricas (ALVES, 2016). Além também de ser
resultante na liberagao de diversos mediadores inflamatérios como a PGE2 e PGF2a
(GATIS-CARRAZZONI et al., 2018). Sendo assim, o modelo de contor¢do induzido
por acido acético é sensivel as substancias analgésicas de acao periférica, bem
como as de acao central. Os efeitos algicos do acido acético podem ser evitados
por drogas como os anti-inflamatérios esteroidais e ndo esteroidais, além de
analgésicos centrais como a morfina (DOS SANTOS et al., 2010).

Contudo os resultados demostraram que as fracdes (hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol) do caule e casca da A. martii (25 mg/kg), foram capazes
de reduzir a resposta nociceptiva comportamental induzida pelo acido acético.
Portanto é provavel que a acdo antinociceptiva do extrato da A. martii esteja
relacionada com a presenca de diterpenos (OLIVEIRA et al., 2014) onde seus
mecanismos de efeitos analgésicos podem-se induzido pela diminuicdo da producao
de prostaglandinas responsaveis pela dor. Assim acredita-se que a resposta
antinociceptiva envolva inibicdo direta ou indireta da liberagcdo de mediadores pro-
inflamatorios, que estimulam terminagcées nociceptivas ou até mesmo promovam
uma modulacgédo central na transmisséao.

A injecéo intraplantar de formalina é um ensaio experimental que permite em
resposta determinar o comportamento nocivo em camundongos. Tem sido
amplamente utilizada por avaliar dois tipos diferentes de tipologias da dor, sendo
elas relacionadas as respostas a nocicepcdo e a inflamacdo. Como principal

vantagem consiste na quantificacdo muito objetiva do comportamento associado a
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dor em resposta aos estimulos nocivos (LOPEZ-CANO et al., 2017). No geral, o
teste da formalina pode ser considerado uma abordagem experimental facil para
determinar a atividade analgésica sendo considerada uma ferramenta muito
poderosa na pesquisa pré-clinica para desenvolver novas drogas que reduza a
percepc¢éo da dor (nocicepcéo) (BORSOOK et al., 2013).

O modelo de formalina é amplamente utilizado para avaliar os efeitos de
compostos analgésicos, sua injecdo induz uma resposta de dor bifasica (GATIS-
CARRAZZONI et al., 2018). A primeira fase (0-5 min apés formalina) é a fase
neurogénica e é geralmente atribuida a um efeito direto do estimulo sobre os
neurdnios nociceptivos primarios que refletem dor periférica aguda, provavelmente
devido a ativacdo direta de nociceptores. A segunda fase (15-30 min apos a
formalina) é devida ao estimulo inflamatoério continuo e a sensibilizacdo nociceptiva
central, envolve o desenvolvimento subsequente de inflamacé&o, que é mediada por
liberacdo de varias citocinas e prostaglandinas (GATIS-CARRAZZONI et al., 2018;
MCNAMARA et al., 2007).

Na fase neurogénica, a nocicepcao ocorre devido a sensibilizacdo direta de
nociceptores aferentes priméarios de fibora C (BORSOOK et al., 2013). Isto sugere
que a atividade neural gerada durante a fase inicial da resposta a formalina é capaz
de produzir alteracdes na funcdo do SNC (isto é, sensibilizacédo central), que por sua
vez, influencia o processamento durante a fase tardia (LOPEZ-CANO et al., 2017).
Ao excitar 0os neurdnios sensoriais a formalina ativa diretamente o receptor de
potencial transitério (TRPAL1), um canal de céation que desempenha um papel
importante também na dor inflamatoria (MCNAMARA et al., 2007).

A segunda fase resulta na resposta inflamatéria causada pela acdo de
mediadores inflamatérios, ou até certo ponto, pela sensibilizacdo central dos
neurdnios do corno dorsal. Substancia P e bradicinina foram relatadas durante a
fase neurogénica, enquanto histamina, serotonina, prostaglandinas e também
bradicinina estavam envolvidos na fase inflamatoria (PING et al., 2018).

Neste teste € possivel entender a atuacdo de drogas de primeira fase com
acao central, como a morfina, que inibe a nocicepcdo em ambas as fases
igualmente. De fato, a existéncia dessas duas fases leva a possibilidade do estudo

de diferentes farmacos analgésicos, incluindo AINES, para decifrar o0 mecanismo de



70

acdo da droga ao longo do neuroeixo doloroso (BASBAUM et al., 2010; LOPEZ-
CANO et al., 2017)

O presente estudo indica que todas as fracdes (hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol) do caule e casca da A. martii (25 mg/kg), assim como o
controle positivo testado (morfina), reduziram o namero de flinches induzidas pela
formalina em ambas as fases. Assim, sugerimos que A. martii Benth atua de maneira
central e periférica, resultante por alguns de suas substancias atuarem na reducao
de mediadores inflamatorios originando a dor, como os acidos graxos sendo
percursores de eicosanoides com atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva
(CERQUEIRA, 2017; MESQUITA et al., 2011).

Visto também que a fracdes de diclorometano na primeira fase em relacdo ao
controle positivo morfina ndo apresentou diferenca estatistica, assim podemos
sugerir que 0 extrato pode esta atuando na inibicdo da estimulacdo quimica direta
dos nociceptores, principalmente das fibras C, sendo associada a liberacdo de
neuropeptideos e outras substancias que produzem respostas locais, denominada
de inflamac&o neurogénica (BATISTA et al., 2016). Ja na segunda fase a fracdo de
butanol ndo apresentou diferenca estatistica em relagédo ao controle positivo morfina,
supondo que o extrato esteja reduzindo a liberacdo de mediadores inflamatérios,
como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas que produzem
sensibilizacdo das vias periféricas e centrais de conducdo da dor de origem
inflamatoria (BATISTA et al., 2016).

Podemos inferir que essas fracdes (diclorometano e butanol) possuem agéo
semelhante ou igual a morfina um potente analgésico opioide de a¢ao central, que
em sua cascata de eventos levam ao fechamento de canais de calcio voltagem
dependente, reducdo na producdo de monofosfato de adenosina ciclico (AMPs) e
estimulo ao efluxo de potassio resultando em hiperpolarizacdo celular. Assim, o
efeito final € a reducdo da excitabilidade neuronal, e redugédo da neurotransmisséo
de impulsos nociceptivos (LEMONICA, 2008).

Ainda no teste da formalina, avaliou-se a formacéo do edema de pata. Este
teste experimental fundamenta-se no fato de que a administracdo de agentes
flogisticos local, como a formalina na pata de um animal, produzira uma reacéo

inflamatoria local caracterizada pela formacdo de edema, reprodutivel e facilmente



71

mensuravel, o qual se constitui como um sinal cardinal inflamatério (AGNEL ARUL
JOHN; SHOBANA, 2012).

O edema de pata € caracterizado em dois momentos, onde no primeiro temos
a liberacdo de mediadores que causam vasodilatacdo, seguido do aumento da
permeabilidade microvascular e no segundo momento a migracdo de células do
processo inflamatério (LEE et al.,, 2012). No modelo de edema de pata os efeitos
edematogénicos ocasionados pelos mediadores tais como carragenina, histamina,
PGE2 ou bradicinina, ocorrem por vias de sinalizacdes intracelulares. Por exemplo,
os receptores de histamina e PGE2 presentes nas membranas citoplasmaticas de
diversos tecidos sdo do tipo GPCR ligados a proteina Gag/11 e Gas,
respectivamente, os quais ativam a enzima fosfolipase C e adenililciclase (LEE et al.,
2012).

A reducdo do edema de pata promovido pelas trés (hexano, diclorometano e
acetato de etila) fragcbes (25 mg/kg) induzido por formalina sugere efeitos
antiedematosos no sitio inflamatdrio. Varios mecanismos poderiam explicar 0s
efeitos antiedematosos da inflamacao induzida por formalina (SINGH et al., 2010).
Podendo ocorrer, por inibicdo da ativacdo e o recrutamento de células imunes
periféricas para o local da inflamacdo, atenuando a liberacdo de citocinas
inflamatérias (TNF-a, IL-18) e a translocagdo do fator nuclear kB (NF-kB).
Destacando, a diminuicdo da infiltracdo de neutrofilos em lesbes da pele; e
reduzindo a liberacdo de neurotransmissores como SP, CGRP e glutamato dos
terminais nervosos sensoriais periféricos, onde 0s neurotransmissores liberados
contribuem para o edema induzido pela formalina (KVIETYS; GRANGER, 2014; LEE
et al., 2012)

Esses resultados apoiam a hipétese da participacdo dessas trés fracdes (25
mg/kg) do caule e casca em inibir a sintese de prostaglandinas ou agir em
mecanismos periféricos que promovem a sintese e a liberacdo de mediadores que
alteram a permeabilidade vascular, pois a formacdo de edema na pata é o resultado
de um sinergismo entre varios mediadores inflamatorios que aumenta a
permeabilidade vascular e o fluxo sanguineo (KVIETYS; GRANGER, 2014).
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Outro possivel mecanismo de acao das fracdes do extrato de A. martii pode
ser a inibicdo da sensibilizagdo ou da ativacdo dos nociceptores. A hipernocicepcao
inflamatoria resulta principalmente da sensibilizacdo dos neurbnios aferentes
induzida pela liberacdo de mediadores como PGs e aminas simpatomiméticas que
sensibilizam os neurénios nociceptivos periféricos (BUCKLE, 2015). A aplicagcéo de
um estimulo mecéanico nocivo pode ser progressiva onde as respostas produzidas
sdo em relacéo a intensidade e/ou duragéo do estimulo, desde reflexos. Desta forma
o estimulo é interrompido assim que uma resposta € obtida (LE BARS; GOZARIU;
CADDEN, 2001).

O tipo de estimulo mecénico usado na investigagdo de hipernocicepgéo foi o
von Frey, método utilizado para avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo
mecanico (SILVA et al., 2013). As alteracdes nos limiares nociceptivos sdo avaliadas
exercendo-se uma presséo linearmente crescente no centro da planta da pata do
animal até a producdo de uma resposta caracterizada como retirada e sacudida
(flinches). Os modelos experimentais baseados em testes mecanicos permitem a
avaliacdo do aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos indcuos (alodinia)
ou nocivos (hiperalgesia) (BALIKI; APKARIAN, 2015). Porém, além de estimulo de
nociceptores de fibras Ad e nociceptores de fibras C, também podem ser ativados os
mecanorreceptores, resultando em estimulos inespecificos que nem sempre refletem
a neurofisiologia da nocicepcao. Particularmente, o teste de von Frey, € usado para
avaliar através do estimulo mecénico in6cuo e crescente (alodinia mecanica) a
sensibilidade tecidual (SILVA et al., 2013).

As fracdes de (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) da A. martii
(25 mg/kg) caule e casca apresentaram um elevado efeito antinociceptivo em
modelos de nocicepcdo mecanica, no teste de Von Frey, podendo este dado estar
associado com a sua acgdo anti-inflamatoria, atribuidas a células imunes a exemplo
dos neutrdfilos, que séo fonte relevante de citocinas hipernociceptivas ou de
mediadores hipernociceptivos de acao direta, como as PGs (BASBAUM et al., 2010),
uma vez que os flavonoides agem na inibicAo das enzimas envolvidas no
metabolismo do acido araquidénico (NAGEM, 2002). Portanto os estimulos
inflamatorios induzem a liberacdo de mediadores pro-inflamatorios por células
residentes resultando na sensibilizagdo dos nociceptores ou sua ativagcédo direta

dependendo da intensidade de resposta ao estimulo (JI; XU; GAO, 2014).
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Um dos mecanismos da inflamacdo responsaveis pelo dano tecidual no
processo inflamatério, além de implicados na propria nocicepcao inflamatoria, é a
migracdo de neutréfilos (CUNHA et al., 2008). Os neutrdéfilos sdo o tipo leucocitario
mais abundante em circulacdo, constituem a primeira linha de reconhecimento e
defesa contra agentes infecciosos no tecido, tradicionalmente iniciam uma
inflamacdo aguda e sdo responsaveis por uma resposta imune proé-inflamatoria
eficaz (SILVA, 2015). O modelo experimental de inflamacdo aguda in vivo é bem
caracterizado, permitindo avaliar quantitativamente a correlacdo de migracao celular
apos um processo inflamatério agudo, induzido por agente irritante (carragenina)
aplicado no interior da cavidade abdominal (SILVA, 2015; WARD, 2010)

A carragenina (Cg), um polissacarideo extraido de algas, € utilizada para
avaliar a contribuicdo dos mediadores envolvidos nas alteragcdes vasculares
associadas com a inflamacdo aguda (WARD, 2010). A resposta inflamatéria a
carragenina consistiu de trés fases: A fase primaria mediada por histamina,
serotonina e 5-hidroxitriptamina, sendo seguida por uma fase secundaria mediada
por cininas, notavelmente a bradicinina enddgena néo peptidica produzida pela
calicreina. A fase final é atribuida a producdo local de prostaglandinas e
tromboxanos, derivado do acido araquiddnico pela acdo das enzimas cicloxigenase
(COX) (MORRIS, 2003). Assim a injecdo de carragenina no espaco pleural, induz
um processo inflamatério agudo envolvendo a migracdo celular, exsudacao de
plasma e producédo de mediadores, como o éxido nitrico, PGE2, IL-1p, IL-6 e fator de
necrose tumoral TNF-a. Esses mediadores sdo capazes de recrutar leucécitos,
como neutréfilos, em varios modelos experimentais (SILVA, 2015).

Na maioria dos tecidos, a cascata de recrutamento de leucécitos envolve as
seguintes etapas comumente reconhecidas: fixacao, rolagem, adeséo, rastreamento
e, finalmente, transmigracdo (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). E iniciado por
alteracdes na superficie do endotélio que resultam da estimulagdo por mediadores
inflamatorios (incluindo histamina, leucotrienos e citocinas) que sao liberados de
tecidos residentes por leucocitos sentinela quando entram em contato com
patogenos (KVIETYS; GRANGER, 2014). As células endoteliais também podem ser
ativadas diretamente pela deteccdo mediada por receptores de reconhecimento de
padrées (PRR) de patdégenos que aumentam a expressao de moléculas de adeséao e

em poucos minutos, regulam a P-selectina dos corpos de Weibel-Palade, e a E-
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selectina € sintetizada. Uma vez presentes na superficie endotelial, a P-selectina e
a E-selectina ligam-se aos seus ligantes glicosilados como a molécula de adeséo
intercelular endotelial-1 (ICAM-1), conduzindo a ancoragem de neutrofilos de fluxo
livre a superficie endotélio e sua posterior rolagem ao longo do vaso
(KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013).

De fato, a interacdo de neutréfilos recrutados no local da inflamagédo com
células residentes, mediadores inflamatorios locais e/ou matriz extracelular pode
levar a producdo de varios outros mediadores, incluindo citocinas/quimiocinas,
enzimas degradantes, espécies de oxigénio (ROS), nitrogénio e metaloproteases
que pode amplificar ainda mais a resposta inflamatéria e lesar o tecido circundante
(SOEHNLEIN et al., 2017).

O presente estudo demostrou que as fracdes (hexano, diclorometano, acetato
de etila e butanol) da A. martii (25 mg/kg) do caule e casca, reduziram de maneira
efetiva a migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal apés 4 h da inducéo
com a carragenina. Consequentemente pode ser atribuido principalmente a
supresséao da liberacdo das citocinas pro-inflamatéria TNF-a, IL-1B e IL-6 que estéo
envolvidas no recrutamento (SOEHNLEIN et al., 2017). Essa supressao pode ser
devido a presenca de substancias como as flavonas que inibe a enzima final do
acido araquidénico (NAGEM, 2002), modulando a expressao da iNOS através da
supressao de NF-kp (KANG et al., 2013) e através da lupenona mudando o perfil de
macrofagos M1 para M2 e consecutivamente as citocinas liberadas, agindo também
diretamente na via da COX-2 (ZHU et al., 2016).

A inibicdo da migracdo dos leucdcitos para a cavidade peritoneal pode ser
elucidada ndo somente pela inibicdo da producdo de substéncias quimioatraente,
mas também pela inibicdo da expressdo de moléculas de adesédo, uma vez que 0s
leucdcitos requerem substancias quimiotaticas que facilitem sua migracdo para o
local onde esta ocorrendo a injuria, para entdo, desencadearem seus efeitos na
tentativa de neutralizar o agente agressor (KVIETYS; GRANGER, 2014;
PAPAYANNOPOULOS, 2017).

O recrutamento de neutrofilos tem como fungéo induzir processos, que levam
0 aumento na permeabilidade dos vasos sanguineos locais e a liberacdo de
quimiocinas. Para o estudo da permeabilidade vascular, foi escolhido o método de

injecdo de azul de Evans, que baseia na sua ligacdo a proteina albumina (GEHLEN
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et al., 2004; WICK et al., 2018). Em condi¢des fisiologicas, o endotélio é
impermeavel a albumina, de modo que o azul de Evans se liga a albumina e néo
extravasa dos vasos. Em condicbes patolégicas que promovem O aumento da
permeabilidade vascular, células endoteliais parcialmente perdem seus contatos
proximos, tornando-se permeavel a pequenas proteinas como a albumina (WICK et
al., 2018).

As inflamacdes agudas caracterizam-se por fenbmenos exsudativos, em
decorréncia das alteracbes da permeabilidade vascular (SANTOS; MARTA;
CARNIO, 2013). Um aumento na permeabilidade endotelial é frequentemente
associado a desregulacdo da adesdo juncional, pela liberacdo de substancia P,
fatores fisico-quimicos, aumento da adeséo, migracdo transendotelial e a liberacdo
de uma variedade de mediadores solUveis por células inflamatorias residentes e/ou
circulantes, que ligam aos receptores especificos (KVIETYS; GRANGER, 2014).

Durante o processo da peritonite causado pela Cg ocorrem alteragbes que
levam a vasodilatacdo dos capilares na membrana (KVIETYS; GRANGER, 2014).
Esta condicdo permite o extravasamento de azul de Evans aos tecidos, onde em
estudo com as fracbes (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) da A.
martii (25 mg/kg) caule e casca demostraram uma potente capacidade em diminuir a
permeabilidade vascular evocada pela Cg. Assim é possivel supor que a
hexametoxiflavona que inibe a producdo de NO (PAN et al., 2007) e regula
negativamente a expressao inflamatoéria da iINOS e COX-2 (LAl et al., 2007), inibindo
a vasodilatacéo dos capilares na membrana peritoneal e da abertura dos poros dos
microvasos, por meio da reducdo na liberacdo de mediadores celulares e
inflamatorios, como neutrdéfilos e PGE2 (PAPAYANNOPOULOS, 2017).

Vimos que a inflamacdo induzida por Cg envolve a migracdao celular,
exsudacdo de plasma por meio do aumento da permeabilidade e producédo de
mediadores, entre eles o 0xido nitrico, sendo mediador capaz de recrutar leucqcitos,
como neutréfilos, em varios modelos experimentais (DIETRICH et al., 2015). Este
evento local induzido por Cg esta relacionado com a produgédo de radicais livres
derivados de neutrdfilos, tais como peroxido de hidrogénio, radicais superoxido e
hidroxila. Assim, o recrutamento dos neutrofilos resulta em danos e disfungdes nos
tecidos, subsequentes levar a morte celular por dano oxidativo ao DNA, proteinas e

peroxidacgao lipidica das membranas celulares (JADERT et al., 2012).



76

O nitrito € um metabdlito final da oxidacdo do NO, e por ser um produto
estavel, tem sido frequentemente usado como marcador da inflamacdo (WORDS,
2000). O NO constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra e
extracelulares e a sua sintese resulta da oxidacdo de um dos dois nitrogénios
guanidino da L-arginina, que é convertida em L-citrulina. Esta reagcdo € catalisada
pela enzima NO-sintase (NOS) (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Assim, as
isoformas da NOS sédo agrupadas em duas categorias, constitutiva (c-NOS),
dependente de ions calcio (Ca*'™) e de calmodulina, que estd envolvida na
sinalizacdo celular, e induzivel (i-NOS), produzida por macrofagos e outras células
ativadas por citocinas (DIETRICH et al., 2015).

O NO apresenta um papel dubio, as vezes benéfico, outras vezes prejudicial
ao organismo. Esta envolvido no relaxamento vascular e tem um papel de grande
importancia na protecdo do vaso sanguineo. Constitui um importante mediador
citotoxico de células imunes efetoras ativadas (JADERT et al., 2012). Possui, ainda,
um papel como mensageiro/modulador em diversos processos bioldgicos
essenciais. No entanto o NO é potencialmente toxico, a sua toxicidade se faz
presente particularmente em situagcbes de estresse oxidativo, geracdo de
intermediarios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante (MIYAMOTO et al.,
2011).

Os macrofagos sdo células fundamentais para o inicio e desenvolvimento das
respostas imune e inflamatéria, ndo somente por sua capacidade de apresentar
antigenos e produzir citocinas, como também por produzir grandes quantidades de
NO e espécies reativas de oxigénio (ROS) em adicdo a outros mediadores
inflamatorios. Macrofagos e outras células ativadas por citocinas sintetizam NO e O,~
resultando na formagédo de NO,™ (nitrito) e NO3™ (nitrato) (ZHONG et al., 2018). A
reacao de Griess, empregada no presente trabalho buscou avaliar indiretamente os
niveis de NO, através de uma reacao colorimétrica simples e confiavel, sendo que
sua Unica desvantagem reside no fato de que detecta somente nitrito (SZABO;
ISCHIROPOULOS; RADI, 2007). Como resultado, foi observado que as fragGes de
(hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) da A. martii (25 mg/kg) caule e
casca apresentaram uma reducdo significativa dos niveis de nitrito no lavado

peritoneal induzido pela Cg.
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Levando-se em conta a reducdo dos niveis de nitrito observado, supéem que
as fracbes do extrato da A. martii foram capazes de inibir a atividade da enzima
(INOS) que sintetiza 6xido nitrico nos macréfagos ativados, como também reduz a
liberacdo de mediadores citotdoxicos de células imunes efetoras ativadas, onde sua
toxicidade se faz presente, particularmente, em situacdes de estresse oxidativo,
geracdo de intermedidrios do oxigénio e deficiéncia do sistema antioxidante
(ZHONG et al., 2018).

Mediante os resultados das atividades anti-inflamatoérias, demostrados nos
ensaios anteriores, € possivel sugerir que um dos mecanismos envolvidos na
reducdo da liberacdo de NO por células imunes ativadas por citocinas, estejam
ligados a presenca da substancia hexametoxiflavona, que também suprime a
atividade de NF-kpB. Em fases iniciais do processo inflamatério, quando ainda se
encontra em baixas concentracdes, o NO ativa o NF-kp, levando a expresséo de
uma variedade de moléculas inflamatérias, amplificando o processo (KVIETYS;
GRANGER, 2014). Assim, a reducdo do NO impede que ele exerca suas funcbes
pro-inflamatérias inibindo a ativacdo de células residentes, o que leva a diminuicéo
da cascata de producado e liberacdo de diferentes proteinas inflamatdrias, dentre
elas fatores quimiotaticos, o que em Uultima instancia reduz a migracdo de células
inflamatorias para o sitio inflamado (JIANG; AMES, 2018).

Mediante todos os testes apresentados para avaliar a atividade anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antioxidante, podemos inferir que a presenca de
muitas das substancias identificadas pertencentes aos grupos dos acidos graxos,
terpenos, esteroides e flavonoides com acfes farmacoldgicas descritas em alguns
estudos, podem esta promovendo a reducdo, inibicdo ou controle dos diversos
fatores e mecanismos que levam ao processo, inflamatorio, nociceptivo e oxidante.

Diante de todos os resultados de ensaios in vivo anteriormente descritos, viu-
se a necessidade de elucidar e avaliar a possivel toxicidade da planta A. martii
Benth sobre A. salina Leach. A letalidade de um organismo simples foi escolhida
para um rapido monitoramento da resposta bioldgica, onde existe apenas um
parametro envolvido: morte ou vida (SHAALA et al., 2015). O ensaio de letalidade
permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto é considerado essencial como
bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biolégica

(SILVA et al., 2016). Assim, utilizou neste bioensaio uma espécie de crustaceo
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marinho, Artemia salina Leach, um microcrustaceo de agua salgada que € utilizado
como alimento vivo para peixes, sendo seus ovos facilmente encontrados em lojas
de aquaristas. O bioensaio possui um baixo custo e é rapido, favorecendo a sua
utilizacao rotineira (SIQUEIRA; PEREIRA, 1998).

O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquimico,
farmacoldgico e principalmente toxicologico € de grande preocupacédo para a saude.
Assim, encontrar uma concentracdo segura e nao letal para o uso terapéutico
constitui-se uma etapa de grande importancia (HOCAYEN et al.,, 2012). Os
resultados obtidos no ensaio com A. salina, demonstraram que o extrato etandlico e
a fracdo de hexano indicam uma elevada toxicidade, a fragdo de diclorometano
indica moderada toxicidade e as fracbes de acetato de etila e butanol néo
apresentam toxicidade. Desta forma destaca a importancia da comprovacao
cientifica das propriedades farmacologicas de plantas empregadas para fins
medicinais, visto que a toxicidade € um problema sério de saude publica. Contudo é
indispensavel a realizacdo de outros ensaios toxicolégicos, afim de melhor avaliar a
relacdo risco/beneficio para validar a utilizacdo desta planta como medicamento

eficaz e seguro.



79

7 CONCLUSAO

A espécie vegetal Aeschynomene martii Benth, com grande distribuicdo
geografica e coletada na reserva do FLONA, regido de semiarido baiano, € uma
planta rica em atividade biol6gica que pode ser atribuida a presenca de diversos
compostos quimicos como o0s acidos graxos, as flavonas, terpenos identificados ou
nao, que possuem acdes farmacoldgicas promissoras. O extrato bruto e as fracdes
apresentaram importante atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva, com
toxicidade moderada ou ausente. Portanto, mais estudos devem ser realizados para
gue se proporcione isolamento e identificacdo dos demais compostos bioativos,
além de elucidar os mecanismos de acao dessa planta. Deste modo, A. martii Benth
€ uma espécie promissora no desenvolvimento de fitoterapicos ou no isolamento de
novos compostos bioativos, possibilitando a continuidade e o aprofundamento dos

estudos farmacologicos.
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ANEXO A — Reveladores para CCD

Ferrocianeto de potéssio 1% (m/v) (WAGNER; BLADT, 2001)
A solucéo foi preparada pela dissolucéo de 0,10 g de ferrocianeto de potassio em 10

mL de agua destilada e foi armazenada a -4°C.

Cloreto de Ferro 11l 2% (m/v) (WAGNER; BLADT, 2001)
O reagente foi preparado pela adicdo de 0,20 g de cloreto de ferro a 10 mL de agua

destilada e guardou-se a -4°C.

Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER; BLADT, 2001)
O reagente foi preparado pela adicdo cuidadosa de 5 mL de anidrido acético e 5 mL
de &cido sulfarico a 50 mL de etanol, enquanto se arrefece em gelo. O reagente foi

preparado na altura do ensaio, devido a sua instabilidade.

Reagente de Wagner (BROSSI, 1988)
O reagente foi preparado pela dissolucdo de 1 g de iodo e 10 g de iodeto de
potassio em 50 mL de 4gua destilada e pela adicdo de 2 mL de acido acético glacial.

O volume foi completo até 100 mL com &gua destilada.
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P Universidade Federal da Bahia ,
‘ Instituto Multidisciplinar em Satde - Campus Anisio Teixeira "
‘E COMISSAO DE ETICA EM USO DE ANIMAIS UFBA
(CEUA - IMS/CAT - UFBA) e

PROJETO DE PESQUISA - Protocolo 055/2018 - Apreciagao em 14/06/2018 — Aprovado sem restrices

Titulo: Avaliagdo da atividade anti-inflamatéria, ansiolitica e ou sedativa das fragdes do extrato do caule de
Aeschynomene martii Benth (Tripa de Galinha).

Protocolo: 055/2018
Pesquisador: Regiane Yatsuda

Instituigdo: Instituto Multidisciplinar em Satide - Campus Anisio Teixeira — UFBA

CERTIFICADO

A Comissao de Etica em Uso de Animais (CEUA - IMS/CAT - UFBA) certifica que o projeto de pesquisa “Avaliagao da
atividade anti-inflamatéria, ansiolitica e ou sedativa das fragées do extrato do caule de Aeschynomene martii
Benth (Tripa de Galinha)”, Protocolo n® 055/2018, da pesquisadora Regiane Yatsuda, que foi submetido a avaliagéo
desta Comisséo, estd de acordo com os principios éticos da experimentacéo animal e foi aprovado na 20? reunido
ordinéria no dia 14/06/2018.

CERTIFICATE

The Committee on Ethics in Animal Use (CEUA - IMS / CAT - UFBA) certifies that the research project “Evaluation of the
anti-inflammatory, anxiolytic and or sedative activity of the fractions of the stem extract of Aeschynomene martii
Benth (Chicken Gut) , Protocol No. 055/2018, by researcher Regiane Yatsuda, which was submitted to the evaluation of
this Commission, is in accordance with the ethical principles of animal experimentation and was approved at the 20th
ordinary meeting on 06/14/2018.
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