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RESUMO

ACETILBERGENINA: OBTENGAO E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae), uma planta da Amazénia brasileira,
comumente conhecida como “uxi” é utilizada na medicina popular para o tratamento
de diversas patologias, como artrite. Bergenina, um dos constituintes quimicos das
cascas do caule de E. uchi, tem varias atividades biologicas, incluindo anti-
inflamatéria e antinociceptiva. Visando a obtencdo de um derivado mais potente que
a bergenina decidiu-se acetilar esta substancia. Acetilbergenina foi testada em
modelos de nocicepcdo e de inflamagdo. Bergenina foi isolada a partir do
fracionamento por cromatografia por via umida do extrato aquoso das cascas do
caule de E. uchi e acetilbergenina a partir da acetilagdo da bergenina. As
substancias foram identificadas com base na analise espectral de RMN 'H, RMN
3C, DEPT e COSY, e comparacdo com dados da literatura. Nos modelos de
nocicepcao foram realizados os testes de contorcdo abdominal, placa quente e
formalina. Enquanto que nos modelos de inflamagdo foram realizados os testes
dermatite induzida pelo éleo de créton, edema de pata induzido por carragenina e
dextrana e peritonite induzida por carragenina. Além disso, para avaliar o potencial
ulcerogénico de acetilbergenina foi utilizado o modelo de Ulcera gastrica induzida por
estresse. No teste de contorcdo abdominal induzida por &acido acético 0,6%,
acetilbergenina nas doses de 1, 5, 10, 15 e 25 mg/kg bloqueou o numero de
contorcées abdominais em 28,2%, 52,7%, 61,1%, 68,3% e 95,0%, respectivamente,
e de maneira dose-dependente quando comparada ao grupo controle. DE50
calculada foi de 6,8 mg/kg. No teste da placa quente (55 °C), acetilbergenina (6,8
mg/kg) nao induziu alteragdes no tempo de laténcia quando comparada ao grupo
controle. No teste da formalina, acetilbergenina (6,8 mg/kg) inibiu em 88,3% o
estimulo algico na 22 fase (inflamatéria) quando comparada ao grupo controle. Além
disso, a naloxona reverteu o efeito de acetilbergenina nessa 22 fase do teste. Na
dermatite induzida por 6leo de créton, acetilbergenina (6,8 mg/kg) provocou efeito
inibitério de 75,60% em relacdao ao grupo controle. No edema de pata induzido por
carragenina, acetilbergenina (6,8 mg/kg) foi capaz de reduzir o desenvolvimento do



edema da 22 a 5% hora em comparacdo ao grupo controle. No edema de pata
induzido por dextrana, acetilbergenina (6,8 mg/kg) reduziu o edema em todos 0s
tempos. Na peritonite induzida por carragenina, acetilbergenina (6,8 mg/kQ)
bloqueou em 70% o numero de neutréfilos quando comparada ao grupo controle. No
ensaio de Ulcera gastrica, acetilbergenina blogueou em 78,55% a geragao de lesdes
gastricas por estresse quando comparada ao grupo indometacina. Os resultados
sugerem que acetilbergenina apresenta atividade antinociceptiva e atividade anti-

inflamatéria, provavelmente, de origem periférica.

Palavras-chave: Acetilbergenina; atividade anti-inflamatoria; atividade
antinociceptiva; bergenina; Endopleura uchi.



ABSTRACT

ACETYLBERGENIN: OBTAINMENT AND EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE
AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITIES.

Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. (Humiriaceae), a Brazilian Amazon plant,
commonly known as “uxi”’, is used in folk medicine for the treatment of several
pathologies, such as arthritis. Bergenin, one of the chemical constituents of E. uchi,
has several biological activities, including anti-inflammatory and antinociceptive
activities. In order to obtain a more potent derivative than bergenin it has decided to
acetyl this substance. Acetylbergenin was tested in nociception and inflammation
models. Bergenin was isolated from the chromatographic fractionation of aqueous
extract from stem bark of E. uchi and the acetylbergenin was obtained by acetylation
of bergenin. The substances were identified based on spectral analysis of '"H NMR,
3C NMR, DEPT and COSY, and comparison with literature data. For nociception
models were carried out the abdominal writhing test, hot plate test and formalin test,
while in the inflammation models were carried out the croton oil-induced ear edema,
rat paw edema induced by carrageenan and dextran, carragenin-induced peritonitis
test. Furthermore, the model of gastric ulcer induced by stress was used to assess
the potential ulcerogenic of the substance. In the abdominal writhing test induced by
acetic acid 0.6%, acetilbergenin doses of 1, 5, 10, 15 and 25 mg / kg blocked the
number of writhing in 28.2%, 52.7%, 61.1 %, 68.3% and 95.0%, respectively, and
dose-dependent manner when compared to the control group. The calculated ED50
was 6.8mg/kg. In the hot plate test (55°C), acetylbergenin (6.8 mg/kg) did not induce
alterations in the latency time when compared to the control group. In the formalin
test, acetylbergenin (6.8mg/kg) inhibited 88.30% the algic stimulus in the second
phase (inflammatory) compared to the control group. Furthermore, naloxone
reversed the effect of acetylbergenin the second phase of this test. In the croton oil-
induced dermatitis, acetylbergenin (6.8 mg/kg) provoked inhibitory effect in 75.60% in
comparison to the control group. In the paw edema induced by carrageenan,
acetylbergenin (6.8 mg/kg) was able to reduce the development of edema from the
2nd to the 5th hours compared to the control group. In the paw edema induced by
dextran, acetylbergenin (6.8 mg/kg) reduced edema at all times. In carragenin-



induced peritonitis, acetylbergenin (6.8mg/kg) blocked 70% of the neutrophils
number compared to the control group. In the trial of gastric ulcer, acetylbergenin
blocked 78.55% in the generation of gastric lesions by stress when compared to
indomethacin. The results suggest that acetylbergenin has an antinociceptive and
anti-inflammatory activity which, according to the tests employed, is probably of

peripheral origin.

Keywords: Acetylbergenin; anti-inflammatory activity; antinociceptive activity;
bergenin; Endopleura uchi.
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1. INTRODUCAO

O homem moderno pode ser compreendido e diferenciado das demais
épocas por seu consumo elevado de medicamentos. As pesquisas quimicas e
farmacéuticas ao longo do século XX possibilitaram o alivio para males que
assolaram a humanidade por séculos, como a tuberculose, a sifilis e a hanseniase,
assim como para as endemias do mundo moderno, como a depressao, as
cardiopatias e a AIDS (VEIGA-JUNIOR, 2008). A grande oferta de medicamentos
alopaticos, entretanto, nao resolveu os problemas de saude da maior parte da
populacdo. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 80% da humanidade
nao tém acesso ao atendimento primario de saude, por estarem muito distantes dos
centros de saude ou por nao possuirem recursos para adquirir os medicamentos
prescritos (AKERELE, 1993).

Para essa populacdo, as terapias alternativas sdo as principais formas de
tratamento, e as plantas medicinais, os principais medicamentos. Se a populacéao
dos paises mais pobres utiliza as plantas medicinais por tradicdo e auséncia de
alternativas econOmicas viaveis, nos paises mais desenvolvidos observa-se um
maior uso de fitomedicamentos influenciado pelos modismos de consumo de
produtos naturais. Este modismo favoreceu a difusdo das promessas de cura
através das plantas medicinais para males como a impoténcia, a ansiedade e a
obesidade, algumas vezes em um Unico extrato. O conceito mais perigoso surgido
por esta época foi 0 de que as plantas medicinais ndo representam quaisquer riscos
para a saude humana por serem naturais e terem sido testadas através de séculos
de utilizagédo pela populacéao de todo o mundo (VEIGA-JUNIOR, 2008).

O potencial das plantas como fonte de novas drogas ainda oferece grande
campo para investigagao cientifica, pois das cerca de 250. 000 a 500. 000 espécies
conhecidas, uma pequena porcentagem ja foi investigada fitoquimicamente e
apenas uma fracdo destas ja foi avaliada quanto ao potencial farmacolégico
(RATES, 2001). Mesmo entre as plantas com uso medicinal tradicional ainda ha um
grande percentual que nao foi objeto de estudo visando a comprovacao da eficacia e
da seguranca de seu uso (RUIZ et al., 2008).

Dessa forma, é reconhecida a importancia das plantas e seus derivados, no
desenvolvimento de modernas drogas terapéuticas (CALIXTO, 1997). As plantas

medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de



drogas, ndo somente como matérias-primas para a sintese, mas também como
modelos para compostos farmacologicamente ativos (WHO, 2003). Segundo a OMS,
estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis
foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, assim
subdivididos: 25% de plantas, 12% de microorganismos € 3% de animais. Das 252
drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sao originarias de plantas
€ um numero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais
(Portal da Secretaria da Agricultura, 2006).

A procura por novos agentes farmacologicamente ativos, obtidos de plantas
tem levado a descoberta de muitas drogas clinicamente ativas. Diversas plantas da
flora brasileira sdo utilizadas na medicina popular, mas muitas delas ainda
necessitam de estudos que déem suporte cientifico ao seu uso na terapéutica
(BRITO 1993 apud ARAGAO, 2008).

A planta que foi selecionada neste trabalho é a espécie Endopleura uchi
(Huber) Cuatrecasas, familia Humiriaceae, conhecida popularmente no Amazonas
como: uxi amarelo, uxi-liso, uxi, uxi-pucu, e no Para como: uxi-pucu e uxi (PRANCE;
SILVA, 1975).

Recentemente foi realizado um estudo etnofarmacol6gico que apontou a
utilizagdo das cascas do uxizeiro no tratamento de inflamagbes. Ainda nesse
trabalho foi realizado um estudo fitoquimico preliminar das cascas do caule de
Endopleura uchi que levou ao isolamento e identificacdo da bergenina, como
componente majoritario do extrato aquoso liofilizado (PINHEIRO; ROSARIO, 2006).

Essa substancia, bergenina, apresenta diversas atividades bioldgicas, sendo
que uma delas é a anti-inflamatéria (SWARNALAKSHMI et al., 1984; NUNOMURA et
al., 2009). Dessa forma, é provavel que a mesma seja responsavel pela atividade
alegada pela medicina tradicional, como no tratamento de artrite. Assim, o
isolamento de quantidades necessarias de bergenina para a obtencado do derivado,
acetilbergenina, visando a avaliacdo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria,
€ um caminho promissor para obtencado de propriedades biol6gicas mais potentes,
pois estudos como de Lim et al. (2000b) constataram que acetilbergenina
apresentou maior atividade hepatoprotetora quando comparado a bergenina, devido
sua lipofilicidade mais elevada.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 ASPECTOS BOTANICOS

2.1.1 Classificacao Botanica

e Reino: Plantae
e Divisao: Magnoliophyta
e Classe: Magnoliopsida

e Sub-classe: Magnoliidae

e Ordem: Malpighiales

e Familia: Humiriaceae
e Género: Endopleura
e Espécie: Endopleura uchi

2.1.2 Descricao da familia Humiriaceae

Humiriaceae é uma familia de plantas angiospérmicas (plantas com flor -

divisdao Magnoliophyta) que pertence a ordem Malpighiales. O grupo inclui 50

espécies de plantas constituida por 8 géneros: Duckesia, Endopleura, Hylocarpa,
Humiria, Humiriastrum, Sacoglottis, Shistostemon e Vantanea. Sao espécies
encontradas principalmente nas regiées neotropicais, ou seja, regides tropicais das
Américas. Dessa forma tem como distribuicdo geogréfica: Africa tropical, México e
Centroamérica, e América do Sul tropical. Suas espécies, arvores e arbustos, sao
plantas sempre-verdes. As flores sdo hermafroditas e os frutos sdo drupas, em geral
com adaptacoes para dispersao pela agua (GENTRY, 1993).

Neste trabalho foi estudado o género Endopleura que € monotipico. Sendo

pertencente a espécie uchi.
2.1.3 Descricao da espécie Endopleura uchi

A espécie Endopleura uchi (Huber) Cuatrec. apresenta em sua nomenclatura
cientifica, Cuatrec, sendo referente ao botanico espanhol José Cuatrecasas Arumi,
que a descreveu inicialmente em 1961 (CUATRECASAS, 1961).

As varias denominagbes vulgares de Endopleura uchi (Huber), podem ser

citadas: uxi-ordinario, uxi-verdadeiro, uxi-liso, axua, cumaté, pururu. A espécie €



conhecida também como uxi-amarelo, uxi-liso, uxi, uxi-pucu, e no Para como: uxi-
pucu, uxi (PRANCE; SILVA, 1975). Além disso, tem como sinénimo boténico
Sacoglottis uchi Huber.

O uxi (Endopleura uchi) € uma arvore alta, de tronco reto e liso, casca
cinzenta, madeira de boa qualidade que atinge até 30 m de altura (Figura 1), em um
didametro de até um metro, folhas denteadas e drupas comestiveis, com sementes
oleaginosas e flores pequenas, brancas esverdeadas (SHANLEY; GAIA, 1998). O
fruto € uma drupa com 7 cm de comprimento, verde-amarelado, com uma ou duas
sementes. A polpa é farinacea e oleosa. A frutificacao ocorre em junho a dezembro,
e a propagacao é por sementes (MARX et al., 2002). Mas em Manaus como em
Belém, a arvore uxi ocasionalmente frutifica novamente na metade do verédo, entre
julho e agosto (SHANLEY; GAIA, 1998).

A Endopleura uchi é uma das espécies localmente valiosas que geram
conflito de uso por causa da sua excelente madeira e de seus valores frutifero,
medicinal e como atrativo para caca (SHANLEY; GAIA, 1998).

Figura 1- Fotografia da espécie Endopleura uchi. Fonte: BRAZILIAN WOQODS. Disponivel em:
<http://www.ibama.gov.br/Ipf/madeira/foreword.htm>.



2.1.4 Distribuicao

O uxizeiro é originario da Amazodnia brasileira. E uma espécie tipicamente
silvestre da mata alta de terra firme e ocorre por toda a Bacia Amazénica, desde o
Peru até os Estados do Para e Amazonas, mais freqiientemente no estuario do Para
e regides Bragantina, Guama; na parte ocidental do Maraj6 e nas regiées dos Furos
(SHANLEY; MEDINA, 2004).

2.1.5 Uso da espécie Endopleura uchi
2.1.5.1 Fruto

O uxi como fruto € muito conhecido pela populacdo amazénica, sendo muito
valorizado atualmente no mercado (Figura 2), e utilizado para fazer picolé, sorvete,
suco e 6leo. A polpa do uxi é oleosa, de sabor e cheiro peculiares, muito agradaveis
e € consumida no estado natural, pura ou com farinha de mandioca, constituindo um
importante complemento na alimentacao dessa populacdo (CAVALCANTE, 1991).
Utilizam-se também, a sua madeira para uso na marcenaria, € sua semente para o
artesanato, defumacgao e amuleto (SHANLEY; GAIA, 1998).

O ébleo do uxi € de muito boa qualidade, utilizado na comida e como
remédio, além disso, é rico em fitoesterdis (1,4 g/100 gramas de 6leo). A presenca
de fitoesterdis em alimentos reduz o nivel de colesterol no sangue (SHANLEY;
GAIA, 1998).

| T 1 o
Figura 2- Fotografia da colheita do fruto de Endopleura uchi.
Fonte: SHANLEY e GAIA, 1998.



2.1.5.2 Cascas

A casca do caule do uxizeiro esta sendo usada como cha (decoccao), para
reduzir ou eliminar miomas em mulheres. Sua casca é vendida como remédio para
artrite, colesterol e diabete (SHANLEY; GAIA, 1998).

A casca da arvore de uxi ganhou mercado em 2001, quando feitas
declaragdes na televisdo sobre a eficacia para diabetes, colesterol e reumatismo.
Esse crescimento rapido nas vendas por causa dos meios de comunicagcado
modernos é particularmente notavel, porque até essa informacgédo ser veiculada na
televisdo, nenhum dos inUmeros vendedores e dos cem pequenos proprietarios
entrevistados para este estudo relatou o uso das cascas da arvore para fins
medicinais (SHANLEY; GAIA, 1998).

2.1.5.3 Atividades bioldgicas relatadas

Os mais variados relatos de atividades bioldégicas demonstrado por esta
espécie Endopleura uchi, justificam cada vez mais o crescente estudo por esta
planta. Esta planta j& demonstrou atividade anti-inflamatéria (POLITI et al., 2007a),
antimicrobiana (POLITI et al.,, 2007b; POLITI, 2009), e efeito na diminuicdo da
motilidade intestinal (HUBINGER et al. 2007), além de apresentar atividade
imunolégica (MOREIRA et al., 2007).

2.1.6 Constituintes quimicos de Endopleura uchi

Estudos fitoquimicos com essa espécie levaram ao isolamento de
isocumarinas bergenina (S1) e 8,10 dimetoxibergenina (S2) (Figura 3), além de terem
descrito a ocorréncia de triterpendides pentaciclicos, acido masilinico e o seu éster
masilinato de metila a partir do caule (LUNA et al., 2000). Além desses constituintes
quimicos, a caracterizacdo do extrato aquoso liofilizado das cascas de Endopleura
uchi, revelou a presenca de agucares redutores, glicosidios cardiacos, purina,
lactonas sesquiterpénicas e outras lactonas e taninos (PINHEIRO; ROSARIO, 2006;
POLITI, 2009).



(S4) Bergenina (S2) 8,10 Dimetoxibergenina

Figura 3- Estruturas quimicas das isocumarinas isoladas de Endopleura uchi

Também foi descrita na literatura, analogos da bergenina, como norbergenina
(S3) e desmetilbergenina hemihidratada (S4) (Figura 4) que séo derivados do acido
galico C-glicosideos e foram isolados a partir de uma variedade de plantas
(ZAMARRUD et al., 2006; RAMAIAH et al., 1979; HERZNER et al., 2002).
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(S3) Norbergenina: R=R'=H (S4) desmetilbergenina hemihidratada

Figura 4- Estruturas quimicas das substancias analogas da bergenina



Nosso estudo foi realizado também com as cascas do caule de Endopleura
uchi, de onde foi isolada a bergenina (S¢) e a partir desta foi obtido o derivado,
acetilbergenina (Ss) (Figura 5).

CH,0COCH,

CHOCO

CH,0

CH,0C0

0

(Ss) Acetilbergenina

Figura 5- Estrutura quimica do derivado da bergenina.

2.1.7 Aspectos quimicos e bioldégicos das substancias estudadas neste
trabalho

2.1.7.1 Bergenina
2.1.7.1.1 Aspectos quimicos

A estrutura da bergenina proposta por Tschitschibabin et al., (1928) foi
alterada em 1950 por Shimokoriyama e revista independentemente por Hay e
Haynes (1958) e Posternak e Durr (1958). A bergenina tem demonstrado ser uma
lactona (éster ciclico) de B-D-glucopiranosil-4-O-acido metil galico (HAY; HAYNES,
1958).

Mais tarde verificou-se que a bergenina é um (4-metoxi-2[tetrahidro-3,45-
trihidroxi-6 (hidroximetil) piran-2-il ]-a resociclico acido & -lactona) (ABE et al., 1979).
Um C-glucosidio de acido 4-O-metilgalico (POSTERNAK; DURR, 1958).

A molécula da bergenina é composta de trés anéis de seis membros: um anel
aromatico, um anel glucopiranose e um anel &-lactona. O anel glucopiranose exibe
apenas pequenos desvios a partir de uma conformacéao ideal do tipo cadeira. O anel
O-lactona possui a esperada conformacao semi-cadeira (YE et al., 2004; RASTOGI
et al., 2008).



Por se tratar de um composto instavel, especialmente em temperatura
ambiente e presenca de luz, sua vida util depende principalmente das condi¢des de

armazenamento (QIN et al., 2007).

2.1.7.1.2 Aspectos biolégicos

Experimentos farmacolégicos tém indicado que possui significativa atividade
antiasmatica, antitussigena, anti-inflamatdéria, antifungica (PRITHIVIRAJ et al., 1997),
anti-HIV (PIACENTE et al., 1996) e atividade hepatoprotetora (KIM et al., 2000; LIM
et al., 2000c). Além disso, a bergenina tem sido usada no Japao para o tratamento
de doengas gastrintestinais, como Ulcera gastrica, diarréia e constipagao (ABE et al.,
1980). O resumo das atividades biologicas ja comprovadas da bergenina encontra-

se no Quadro 1.

Mallotus japonicus

FAMILIA ESPECIE ATIVIDADE REFERENCIA
BIOLOGICA
Neuroprotetora TAKAHASHI et al., 20083.

Antihepatotoxica

KIM et al., 2000.

Contra Gastrite e

ABE et al., 1980.

Endopleura uchi

Euphorbiaceae - L’Jllc.erAa -
Hipolipidémico JAHROMI et al., 1992
Flueggea microcarpa Antifangica PRITHIVIRAJ et al., 1997,
Antiarritmica PU et al., , 2002.
Flueggea virosa Tripanocida NYASSE et al ., 2004.
Peltophorum Anti-HIV BESSONG et al., 2005.
Fabaceae africanum
Sacoglottis Antioxidante MADUKA et al., 2006.
gabonensis
Humiriaceae Antimicrobiana SILVA et al., 20009.

Anti-inflamatéria

NUNOMORA et al., 2009

Myrsinaceae

Ardisia japonica

Caesalpinia digyna Antioxidante SRINIVASAN et al., 2007.
) Peltophorum Anti-inflamatéria SWARNALAKSHMI et al.,
Leguminosae pterocarpum 1984.
Antidiabética/
antiobesidade Ll et al., 2005.

Antiviral contra

PIACENTE et al., 1996.

queimaduras

hepatite C
Bergenia stracheyi Anti-artrite NAZIR et al., 2007
Saxifragaceae | Saxifraga stolonifera Anticancer CHEN et al., 2008b.
Astilbe thunbergii Curativo em KIMURA et al., 2007

Quadro 1 - Plantas que contém bergenina e suas atividades bioldgicas.




2.1.7.2 Bergenina Acetilada

A acetilbergenina foi sintetizada pelo método de Tamaiha e colaboradores a
partir da bergenina isolada do cértex de M. japonicus (KIM et al., 2000) e sua
estrutura confirmada por comparacao das propriedades fisico-quimicas e por dados
espectrais como UV e RMN (LIM et al., 2000b).

A Dbergenina acetilada tem mostrado um efeito hepatoprotetor em
experimentos com animais. Além disso, a sua sintese a partir da acetilagcdo da
bergenina isolada de Mallotus japonicus promoveu aumento da lipoficilidade e
consequentemente das atividades biolégicas (LIM et al., 2000b).

Estudos in vitro demonstraram que os efeitos hepatoprotetores da bergenina,
apresentaram maior atividade em relacdo a acetilbergenina. Entretanto quando
realizados in vivo, a acetilbergenina mostrou maior atividade (LIM et al., 2000b).

2.1.8 Distribuicao da Bergenina

Bergenina foi isolada das raizes de Bergenia crassifolia (1998), B.
purpurascens e Casesalpinia digyna, a partir da casca de Corylipsis spicata e
Mallotus japonicus (1982), a partir do cerne de Shorea leprosula e Macaranga
peltatathe (1979) e, a partir do rizoma de Astilbe chinensis (2002) (HAY; HAYNES,
1958; YE et al.,, 2004; QUIN et al.,, 2007). Mas a bergenina tém sido mais
abundantemente relatada em géneros pertencentes a familia Euphorbiaceae,
Saxifragaceae e Myrsinaceae. Estd presente principalmente em Ardisia sp. e
Mallotus sp. Além de outras familias de plantas (RASTOGI; KAWAT, 2008) (Quadro
2). Também merece destaque a relacdo de espécies em que se isolou a bergenina e
se avaliou as suas propriedades biolégicas (Quadro 1).



FAMILIA

NOME DA PLANTA

REFERENCIAS

Saxifragaceae

Astilbe chinensis

CHEN et al., 2004; SUN et al., 2002; CHEN et
al., 1988.

Astible thunbergei

HAN et al., 1998; KIMURA et al., 2007.

Bergenia ligulata (wall.) engl.

CHAUHAN et al., 2002.

Bergenia purpurascens engl.

CHEN et al., 1988; XIN-MIN et al., 1987.

Bergenia stracheyi (Hook. f.
& thomson) engl.

NAZIR et al., 2007.

Boykinia lycoctonifolia engl.

IZAWA et al., 1973.

Peltoboykinia watanabei
(Yatabe) Hara

IZAWA et al., 1973.

Saxifraga stolonifera w. curtis

TANEYAMA et al., 1983.

Saxifraga melanocentra
Franch.

ZUO et al., 2005.

Euphorbiaceae

Flueggea virosa (willd.) voigt

NAYASSE et al., 2004; PU,2002.

Flogged microcarpa Blume

GOEL et al., 1997; AHMAD et al., 1972.

Mallotus japonicus Mull. Arg.

HANG et al., 2003; SAIJO 1990; YOSHIDA et al.,
1982;
TAKAHASHI et al., 2003;
LIM et al., 2001a; LIM et al., 2001b.

Mallotus repandus (Rottler)
Mull. Arg.

TOMIZA et al., 1976.

Securinega melanthesoides
(F. Muell.) Airy Shaw

SCHUTZ et al., 1998.

Myrsinaceae

Ardisia crenata Sims

HAN et al., 1989; Nl et al., 1988

Ardisia japonica Blume

Ll et al., 2005; PIANCENTE et al., 1996;
LIU, W., 1991.

Ardisia pusilla A. Dc.

KOBAYASHI, 2005

Dipterocarpaceae

Vateria indica c.F. Gaertn.

MISHIM et al., 2003; ITO et al., 2003a.

Vatica pauciflora Blume.

ITO et al., 2003b.

Hopea utilis (Bedd.) Bole

TANAKA et al., 2001.

Humiriaceae

Sacoglottis gabonensis Urb.

OGAN, 1971.

Crassulaceae

Crassulal cv. ‘Himaturi’

LEE et al., 2005.

Rhodiola kirilowii (Reg.) Reg

ZHANG et al., 1991.

Fabaceae

Peltophorum africanum
Sond.

BESSONG et al., 2005; MEBE et al., 1992.

Sapindaceae

Allophylus edulis var. edulis

HOFFMANN et al., 1992.

Allophylus edulis var. gracilis

HOFFMANN et al., 1992.

Pentaclethra macrophylla

GABRIEL et al., 2005.

Leguminosae Benth.
Caesalpinia digyna Rottl. SRINIVASAN et al., 2007.
Connaraceae Connarus monocarpus AIYAR et al., 1964.
Moraceae Ficus racemosal L. Ll et al., 2004.
Lythraceae Woodfordia fruticosa OKADA et al., 1973.

Quadro 2- Diferentes fontes naturais de bergenina. Fonte: RASTOGI e KAWAT (2008).




2.2 INFLAMACAO

2.2.1 Processo inflamatério

A inflamacao pode ser definida como o conjunto de alteragdes bioquimicas,
fisiolégicas e imunologicas em resposta a estimulos agressivos ao organismo, uma
vez que sua principal funcdo é eliminar a infeccdo ou reparar os danos e assim
retornar ao estado de homeostase (BARTON, 2008).

Na resposta de fase aguda, que ocorre logo apds a agressao, ha aumento do
fluxo sangiineo e da permeabilidade vascular, com recrutamento de leucécitos no
foco da lesdo e liberacdo de mediadores inflamatérios. A transicdo para a fase
cronica é caracterizada pelo desenvolvimento da resposta humoral especifica e da
resposta imune celular. Embora possa suceder a inflamacédo aguda, a inflamacgao
cronica, com frequéncia, comeca de maneira insidiosa, como resposta de baixo
grau, latente e, muitas vezes, assintomatica (GERALDO; ALFENA, 2008).

Durante o processo inflamatério ocorre a interagéo de varios mediadores que,
agindo em conjunto, induzem modificacbes morfolégicas e funcionais peculiares ao
processo, tais como eritema, rubor, edema, dor ocorrendo perda de funcéo celular
ou estrutural (ALENCAR; ROCHA; PINHEIRO, 2005; BALBINO et al., 2005). Esses
mediadores pré-inflamatérios sdo tanto de origem tissular, por exemplo, o0s
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), fator de ativacao
plaquetaria, aminas vasoativas (histamina e serotonina), citocinas pré-inflamatérias
(IL-1, IL-8, TNF e IFN-a), 6xido nitrico, como de origem plasmatica, os componentes
do sistema complemento, sistema de coagulacao, sistema fibrinolitico e sistema das
cininas (RYAN; MAJNO, 1977; FEGHALI; WRIGHT, 1997; CARVALHO et al., 2004).

A fase vascular caracteriza-se, inicialmente, por dilatacdo arteriolar,
especialmente desencadeada via PGl, PGD, e PDE,, que por sua vez proporciona
aumento do fluxo de sangue, seguido de estase sanguinea, aumento na
permeabilidade venular pds-capilar e, por ultimo, exsudacao plasmatica, carreando
para os tecidos componentes dos sistemas complemento, da coagulacao,
fibrinolitico e das cininas. Concomitante, ocorre a ativacdo dos eventos celulares
com a participacédo efetiva das células polimorfonucleares (neutrofilos, eosindfilos e

baséfilos), mononucleares (mondcitos, macréfagos e linfécitos), mastocitos e seus



respectivos mediadores pro-inflamatérios (ALENCAR; ROCHA; PINHEIRO, 2005;
RANG et al., 2007).

Quando, inicialmente, esses mediadores sdo liberados no local onde se
deflagrou o processo, os macréfagos locais sinalizam a presenca de material
estranho ou lesdo através destes mediadores e/ou citocinas que apresentam um
papel amplificador no processo e cuja finalidade é de recrutar células circulantes
(leucécitos polimorfonucleares, macréfagos, eosinéfilos, linfécitos) (ARAUJO, 2007).
Entre as substancias que podem manter e amplificar os diversos processos
inflamatoérios segue-se exemplos de algumas: serotonina, histamina, bradicinina,

prostaglandinas, citocinas, 6xido nitrico e fator de ativagao plaquetéria (PAF).

2.2.1.1 Serotonina

Serotonina, uma amina vasoativa, é responsavel pelo aumento da
permeabilidade vascular, uma vez que tem sido implicada, como um mediador
inflamatério na fase inicial do aumento da permeabilidade vascular em certas

respostas inflamatorias em camundongos e ratos (RYAN; MAJNO, 1977).

2.2.1.2 Histamina

A histamina é um dos mediadores mais precocemente liberados durante o
processo inflamatério. Encontra-se estocada principalmente nos mastocitos e
baséfilos e sua concentracdo € particularmente elevada onde contém grande
namero de mastocitos, como a pele, a mucosa da arvore brdénquica e mucosa
intestinal (CARVALHO; LEMONICA, 1998; WHITE, 1999; BRUTON; LAZO;
PARKER, 2006).

No processo inflamatorio a histamina é liberada pela degranulagdo dos
mastocitos promovida por diversos estimulos, incluindo a substancia P, interleucina-
1 (IL-1) e fator de crescimento nervoso (NGF). Além disso, desempenha um papel
central na hipersensibilidade imediata e nas respostas alérgicas (BRUTON; LAZO;
PARKER, 2006). Uma vez liberada a histamina pode agir em receptores Hy e Ha,
produzindo vasodilatacdo em arteriolas e vénulas, aumento da permeabilidade
vascular, com consequente extravasamento de liquido e proteinas para os tecidos



perivasculares e formacdo de edema, componentes essenciais na formacédo e
cronificagdo do processo inflamatério (CARVALHO; LEMONICA, 1998).

2.2.1.3 Bradicinina

A bradicinina (Bk) € um cininogénio vasoativo de alto peso molecular, sendo
descrita como ativadora direta dos nociceptores e mediadora hiperalgésica. A Bk
liga-se a quatro tipos de receptores conhecidos (Bki-Bk4), sendo que Bk; e Bko
parecem ser 0s mais importantes com relacao a dor de natureza inflamatéria. A Bk
apresenta um potente efeito sobre a permeabilidade vascular, com efeitos
semelhantes aos da histamina. E também um importante mediador no que se refere
a resposta inflamatéria tecidual como estimulos irritantes, porém sua acéo é curta
devido a rapida degradacdo enzimatica (MILLAN, 1999; ARAUJO, 2007).

2.2.1.4 Citocinas

As citocinas sdo um grupo heterogéneo de proteinas de baixo peso
molecular, extremamente potentes, que iniciam sua acdo através da ligagcdo a
receptores especificos, provocando alteragdo da sintese do RNA e de proteinas de
diferentes células do organismo. Podem agir no local onde sdo produzidas, em
células préximas ou sdo secretadas para circulagdo, com efeitos a distancia
(KRAYCHETE et al., 2006).

As citocinas mais importantes sédo as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8) e 0
fator de necrose tumoral (TNF). A IL-1 e o TNF sao liberados por macrofagos
mononucleares durante o processo inflamatério e produzem muitas das respostas
pro-inflamatérias, incluindo inducdo de febre, mobilizacdo e ativacdo de leucdcitos
polimorfonucleares, inducdo das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase, elevacao
na expressao de moléculas de adesao, ativacao de linfécitos T e B e estimulacao da
producdo de outras citocinas (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Além disso, a
sinalizacao desregular de IL-6 contribui para o aparecimento e manutencao de
diversas doencas, como artrite reumatdide, doenca inflamatéria intestinal,
osteoporose, esclerose multipla e varios tipos de cancer (HEINRICH et al., 2003;
SOMMER; KRESS, 2004).



2.2.1.5 Fator de ativacao plaquetaria

O fator de ativacao plaquetaria (PAF) € um potente mediador inflamatério
fosfolipidico que aumenta a adeséo celular e ativa as células endoteliais por efeito
direto ou através da formacéo de radicais téxicos de oxigénio ou metabdlitos do
acido araquidonico. E liberado pelos macréfagos, leucécitos polimorfonucleares,
plaquetas e células endoteliais (SALLES et al., 1999). Além disso, o PAF ativa outros

leucdcitos envolvidos na inflamacgéo, tais como mondcitos (PRESCOTT et al., 2000).

2.2.1.6 Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) esta normalmente presente tanto no coracdo como na
parede dos vasos, e apresenta papel fisiolégico, sendo gerado pela enzima,
denominada NO sintase (NOS) constitutiva (SALLES et al., 1999). NO é considerado
uma molécula com propriedades tanto protetoras como deletérias. O NO antagoniza
as contracbes da musculatura lisa vascular e inibe a ativacao plaquetaria. Atuando
nas integrinas, o NO modifica a adesividade leucocitaria e a diapedese dos
neutréfilos (SALLES et al., 1999; FLORA FILHO; ZILBERSTEIN, 2000).

A NOS ¢ induzida por citocinas pro-inflamatérias, resultando em aumento na
producdo de NO que pode aumentar exsudacdo de sangue e plasma, como
observado na asma e outras doencas inflamatérias e ampliar a resposta inflamatéria,
como um agente quimiotatico para eosinéfilos e para o aumento da sobrevida dos
mesmos (BARNES, 1998).

2.2.1.7 Eicosandides

Os compostos da familia das prostaglandinas e dos leucotrienos séao
denominados de eicosanodides, em virtude de serem derivados de acidos graxos
essenciais de vinte carbonos esterificados em fosfolipidios da membrana celular. A
fosfolipase A, (PLAy) hidrolisa fosfolipidios de membrana, particularmente
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina, liberando o acido araquidénico (AA). O AA
liberado servira como substrato para duas vias enzimaticas distintas: a via das
ciclooxigenases (COX), que desencadeia a biossintese das prostaglandinas e dos
tromboxanos, e a via das lipoxigenases, responsavel pela sintese dos leucotrienos,
lipoxinas e outros compostos (CARVALHO et al., 2004).



2.2.1.7.1 Leucotrienos

Os leucotrienos sao importantes mediadores quimicos em uma variedade de
condicbes inflamatérias e alérgicas. Estas moléculas de sinalizacdo podem ser
divididas em dois grupos: o leucotrieno pré-inflamatério (LTB4) e leucotrienos
espasmogénicos (LTCy4, LTD4 € LTE,4). Entre os leucotrienos, geralmente o LTE4 é
menos potente do que LTC4 e LTD4. Inimeras evidéncias experimentais sugerem
gue os leucotrienos e alguns dos seus metabdlitos contribuem para a fisiopatologia
da resposta inflamatéria através de grande variedade de efeitos, incluindo
principalmente a contratilidade da musculatura lisa (LTC4, LTD4, LTE4); agregacao,
degranulacdo e quimiotaxia de neutrofilos (LTB4); aumento na permeabilidade
vascular (LTC4, LTDs4, LTE4); atividade sobre linfocitos e hiperalgesia (LTBa)
(HAEGGSTROM, 2000).

O perfil das propriedades biolégicas de LTB,4 torna-o um componente-chave
na complexa rede de células soluveis e fatores vinculados que governam o
desenvolvimento e a manutencao da inflamacao, pois o LTB4 parece desempenhar
um papel fundamental no recrutamento de células inflamatorias para o local da lesao
tecidual (HAEGGSTROM, 2000), e pode causar exsudacdo de plasma, exigindo a
presenca de leucocitos polimorfonucleares. Estas acdes tém implicado os
leucotrienos em atuarem como mediadores na asma, reacdes hipersensibilidade
imediata, reagbes inflamatérias e infarto do miocardio (DAVIES et al., 1984;
NEEDLEMAN, et al., 1986).

2.2.1.7.2 Prostaglandinas

A sintese das prostaglandinas inicia-se, portanto, com a atividade da
ciclooxigenase catalisando a adicdo do oxigénio molecular ao acido araquidénico,
para formar, inicialmente, o endoperdxido intermediario prostaglandina G, (PGGy). A
mesma enzima, por sua atividade peroxidase, catalisa a reducdo desta
prostaglandina para formar a PGH,. As PGG e PGH apresentam pouca atividade e
servem como substrato para a formacdo de diferentes prostaglandinas e
tromboxanos ativos, incluindo PGD., PGE,, PGF,, prostaciclina (PGl,) e
tromboxanos (TX) (CARVALHO et al., 2004; MONTEIRO et al., 2008).



Na maioria dos leitos vasculares as prostaglandinas da familia E (PGEs) sao
potentes vasodilatadoras. A PGl é sintetizada pelo endotélio vascular, controlando a
adesao de células ao endotélio e a agregacao plaquetaria, contribuindo como
mecanismo antitrombogénico da parede vascular intacta. As prostaglandinas da
série E e | sdo potentes vasodilatadores e como tal, podem aumentar o fluxo
sanglineo da mucosa, e conseqlientemente aumentar a resisténcia da mucosa
gastrica a lesdo. Além disso, os efeitos vasodilatadores das prostaglandinas
facilitam a restituicdo epitelial, contribuindo para a circulagdo de um pH elevado no
microambiente mucdide que se forma como um tampao sobre os sitios que sofreram
dano epitelial (CARVALHO et al., 2004; MONTEIRO et al., 2008; WALLACE, 2008).

2.2.2 Agentes anti-inflamatérios e seus mecanismos de acao

2.2.2.1 Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais

Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) séo utilizados para o tratamento
de doengas inflamatérias agudas e crénicas, tais como artrite reumatéide. O principal
mecanismo de acao dos AINEs ocorre através da COX e conseqiente reducdo da
conversao do acido araquidénico (AA) em prostaglandinas (MONTEIRO et al., 2008).

A aspirina e os demais AINEs inibem a sintese de PG mediante a inativagao
da COX. A aspirina acetila as isoenzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase
2 (COX-2) covalentemente, inativando-as de forma irreversivel e ndo seletiva. Em
contraste, os AINEs, como ibuprofeno ou indometacina inibem a COX
reversivelmente competindo com o substrato, acido araquidénico, para o sitio ativo
da enzima. A maioria dos AINEs age de forma reversivel e ndo seletiva sobre as
mesmas enzimas. Convém salientar que tanto a aspirina quanto os outros AINEs
nao bloqueiam a via da lipoxigenase; nao inibindo, desta forma, a producdo de
leucotrienos (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998; MONTEIRO et al., 2008).

Infelizmente, a inibicdo da producdo de PG em 6rgaos como estdmago e rim
pode resultar em lesbes gastricas, nefrotoxicidade e aumento de hemorragias
(MASFERRER et al.,1994; FABIOLA et al., 2001; RAJAKARIAR et al., 2006). Todos
AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos gastrointestinais
que podem variar de dispepsia a sangramentos de estdbmago e duodeno, ativar
doencas inflamatdérias intestinais quiescentes e causar dano tecidual (como Ulceras)



no trato gastrointestinal baixo, geralmente, apés um longo periodo de uso. Muitos
AINEs sao derivados do acido carboxilico e se encontram na forma nao ionizada no
limen gastrico e, dessa maneira, podem ser absorvidos pela mucosa gastrica. Com
a mudanca de pH &cido para neutro, no interior da mucosa, a droga ionizada é
armazenada temporariamente no interior das células epiteliais, 0 que causa dano as
mesmas. Entretanto, esse dano “tdépico” nao parece ser de fundamental importancia
para a patogénese da sintomatologia ulcerosa. Essa ultima se deve principalmente a
uma consequéncia da inibicdo sistémica da atividade COX-1 da mucosa
gastrointestinal (Gl) (MONTEIRO et al., 2008).

Mesmo com administracao intramuscular ou intravenosa de aspirina ou outros
AINEs pode causar ulceras gastricas ou duodenais. Por inibirem a COX-1, os AINEs
impedem a sintese de prostaglandinas gastricas, especialmente PGl, e PGE,, que
servem como agentes citoprotetores da mucosa gastrica. Estes eicosanodides agem
inibindo a secrecéo acida pelo estbmago, aumentando o fluxo sangliineo na mucosa
gastrica e promovendo a secrecao de mucocitoprotetor. A inibicdo da sua sintese,
portanto, acarreta ao estbmago uma maior suscetibilidade as lesbées; cujo aspecto
caracteristico, com infiltrado inflamatério, levou ao uso da denominacdo de
gastropatia por AINE. Além disso, diminui a adesividade plaquetaria, aumentando os
riscos de sangramento. A indometacina, por exemplo, apresenta acentuada
recirculacéo enteropatica, o que aumenta os efeitos téxicos deste farmaco (BRENOL
et al., 2000).

Os AINEs induzem ulcera hemorragica provavelmente, aos efeitos dessas
drogas sobre as plaquetas. A producdo de tromboxano pelas plaquetas € um
potente estimulo para agregacdao plaquetaria e um potente vasoconstritor. A
liberacdo de tromboxano é desencadeada durante o processo de coagulacao, e sua
sintese ocorre através da COX-1. AINEs que inibem a COX-1 pode, portanto,
suprimir a sintese de tromboxano das plaquetas e assim reduzir a capacidade de
agregacao de plaquetas, ou seja, a administracdo de AINEs pode provoca uma
breve interrupcdo do fluxo sanglineo da mucosa, resultando numa rapida
transformacao do ferimento superficial em danos hemorragicos de forma a penetrar
em toda a espessura da mucosa (WALLACE, 2008).

Desta forma, com a descoberta da COX-2 e da crenca original de que é
expressa apenas nos locais de inflamacao levantou-se a possibilidade de inibir
seletivamente esta isoforma e, assim, explorando os efeitos benéficos dos AINEs



sem exercer seus efeitos adversos (RAJAKARIAR et al., 2006), uma vez que a
maioria dos AINEs inibe a COX-1 e a COX-2 de forma nado seletiva e assim
diminuem a producdo de PGs gastricas em pequenas concentragdes (<1uM). Os
inibidores seletivos da COX-2, assim como os inibidores da COX-3 (paracetamol)
preservam a protecao mediada por PGs gastricas. Entretanto, os inibidores seletivos
da COX-2 em altas doses podem perder sua especificidade e também bloquear a
COX-1 no estbmago e duodeno causando danos (BLOT; MCLAUGHLIN, 2000;
HAWORTH; BUCKLEY, 2007).

2.2.2.2 Anti-inflamatorios esteroidais

Entre os anti-inflamatérios mais eficazes esta a dexametasona, um
glicocorticéide sintético. Os glicocorticbéides atuam inibindo a génese dos
eicosanoides, através da inducdo da sintese de uma proteina especifica chamada
lipocortina que, por sua vez, inibe a enzima PLA,, bloqueando a liberagdo do acido
araquidénico dos fosfolipideos de membrana (BARNES, 1998; ALENCAR et al.,
2005). Os glicocorticéides bloqueiam ndo somente a sintese de prostanddes, como
fazem os AINEs, mas também sao capazes de inibir outros mediadores e fenémenos
da inflamacdo, possuindo portanto, uma potente atividade anti-inflamatéria
(ALENCAR; ROCHA; PINHEIRO, 2005).

2.3 DOR

2.3.1 Definicao de dor

Em 1986, o Comité de taxonomia da Associacao Internacional para o Estudo
da Dor (IASP) definiu o processo doloroso como uma sensag¢ao e uma experiéncia
desagradavel, associada com um dano tecidual ou potencial. As sensacdes
possuem vias neuroanatdmicas, com receptores especificos que permitem a
deteccdo e medida de um estimulo. Ja as experiéncias incorporam componentes

sensoriais com influéncias pessoais e ambientais importantes (MILLAM, 1999).



2.3.2 Classificacao da dor

Do ponto de vista temporal, a dor é classificada como aguda e crbnica e, sob
a oOptica da fisiopatologia, a dor pode ser denominada de acordo com o tipo da lesao
e/ou dos mediadores envolvidos em “nociceptiva”, “neurogénica” e “psicogénica”, a
qual esta associada, respectivamente, com estimulacao excessiva dos nociceptores,
com lesdo ao tecido neural, com disfungdo do nervo ou com fatores psicoldgicos.
Além disso, podem ocorrer manifestacées dolorosas decorrentes de algumas
desordens comumente apresentadas em pacientes que a experimentam como a
hiperalgesia (sensibilidade exacerbada a um estimulo doloroso), alodinia (dor em
resposta a um estimulo ndo-doloroso) e hiperestesia (sensibilidade anormal a um
estimulo sensorial) (SERPELL et al., 1998; MILLAN, 1999).

A dor aguda é aquela que esta relacionada a instalacdo de um processo
patoldgico, seja ele de origem traumatica ou inflamatéria. A dor deriva normalmente
do excesso de nocicepcao, porém pode resultar também da sensibilizagdo ou da
hipoatividade do sistema supressor da dor ou ambos. Ela serve de um sinal de alerta
para a ocorréncia da lesao. A resolucado desse quadro normalmente acompanha a
finalizacdo do quadro doloroso. Caso a dor ndo se resolva com o fim do processo
causal, persistindo, além da auséncia da lesdo, configura-se um dos quadros
possiveis de dor cronica (CAVALCANTI; MADDALENA, 2003 apud MAI, 2007, p.26).

2.3.3 Percepcao da dor

A percepcdo da dor ocorre em dois estagios distintos. O primeiro,
denominado nocicepcéao, refere-se a transducdo do estimulo doloroso ao sistema
nervoso central (SNC) por receptores especializados, os nociceptores. O segundo
estagio € referente ao processamento elaborado dessa informacdo nociceptiva,
levando a percepcao consciente da dor (VITOR et al., 2008). Os nociceptores por
sua vez, sdo representados por terminacdées nervosas livres presentes em fibras
aferentes sensitivas, principalmente as fibras Ad e C (KIDD; URBAN, 2001). As
fiboras A® sdo mielinizadas e as fibras C ndo sao mielinizadas e possuem a
capacidade de transmitir estimulos dolorosos em diferentes velocidades (ROCHA et
al., 2007).

Os nociceptores, entdo, sao sensibilizados pela acdo de substancias

quimicas, denominadas algiogénicas, presentes no ambiente tissular que resulta na



acumulacao de metabdlitos do acido araquidénico. A producéo de prostaglandinas e
de leucotrienos leva a degranulacdo de mastdcitos e a ativacao direta de fibras
nervosas, macrofagos e linfocitos. Ha liberacdo de mediadores, como potassio,
serotonina, substancia P, histamina e cininas. Ocorrem alteracbes na
permeabilidade vascular, no fluxo sangliineo local e producao dos sinais classicos
inflamatérios de rubor, calor, dor, tumor e impoténcia funcional (ROCHA et al., 2007).
Os principais neurotransmissores responsaveis pela transmissdo do impulso nervoso
das fibras aferentes primarias para os neurdnios do corno dorsal da medula sao a
substancia P e o glutamato (VITOR et al., 2008).

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fenémeno
doloroso € a transformacado dos estimulos agressivos de natureza térmica, quimica
ou mecanica em potenciais de acao que, das fibras nervosas periféricas, séao
transferidos para o SNC. Esses receptores especificos para a dor, localizados nas
terminacdes de fibras nervosas Ad e C , quando ativados, sofrem alteracées na sua
membrana, permitindo a deflagracao de potenciais de acdo (SERPELL et al., 1998).

Apébs a interacdo direta ou indireta com neurbnios aferentes primarios no
corno dorsal, os axénios de neurbnios de segunda ordem formam tratos aferentes
que transmitem o0s impulsos nociceptivos para estruturas do tronco cerebral e
diencéfalo, incluindo talamo, substancia cinzenta periaquedutal (PAG), formacéao
reticular da medula, complexo amigdaléide, hipotalamo, entre outras (ALMEIDA et
al., 2004). O envio da informacao dolorosa para os centros superiores ocorre por
meio das vias de projecdo da dor ou trato anterolateral da coluna. As principais vias
de conducéao da dor no SNC sao o trato espinotalamico, o trato espinorreticular e o
trato espinomesencefalico (CAILLIET, 1999; MILLAN, 1999). A partir do talamo,
neurdbnios de terceira ordem transmitem impulsos para o cortex cerebral, onde

ocorre o processamento que resulta em consciéncia da dor (VITOR et al., 2008).

2.3.4 Teoria da Comporta

A teoria mais aceita para explicar a regulacao da dor é a teoria da comporta
que se constitui em um modelo de percepcao da dor no qual ha uma regulacédo da
passagem dos impulsos das fibras aferentes periféricas para o talamo através dos



neurbnios de transmissdo no corno dorsal. Ela funciona como uma estagcao
regulatéria para a transmissao da dor.

As fibras aferentes nociceptivas transmitem o impulso doloroso para o talamo
através de células transmissoras da dor localizadas no corno dorsal na medula
espinhal, constituindo a via de transmissdo da dor, a qual é controlada pelos
neurénios da substancia gelatinosa (SG). Neurbnios inibitérios descendentes ou
influxo aferente n&o-nociceptivo ativam os neurénios da SG os quais, por sua vez,
inibem as células transmissoras da dor dificultando a passagem do impulso doloroso
para os centros superiores. Ja a estimulagdo das fibras C, inibe os neurbnios
inibitérios da SG permitindo a passagem do impulso doloroso para o talamo,
constituindo-se entdo o processo de regulacdo da passagem do impulso doloroso

para os centros superiores (VITOR et al, 2008).

2.3.5 Controle Central da Dor

Descobertas recentes sugerem haver mecanismos inibitérios da transmissao
do estimulo nociceptivo, ndo somente em segmentos medulares, como também em
nivel supraespinhal, constituindo o sistema analgésico endégeno. Os modelos
descritos para o sistema inibitério descendente da dor consistem principalmente de
quatro partes interligadas do SNC: a) sistemas corticais e diencefalicos; b) PAG e
periventricular que séo ricas em encefalinas e receptores opidides c) partes do bulbo
rostroventral, especialmente o nucleo magno da rafe (NMR) e nucleos adjacentes
que recebem impulsos excitatérios da PAG, e que por sua vez, enviam fibras
serotoninérgicas e noradrenégicas, via funiculo dorsolateral, que se projetam para o
corno dorsal da medula e bulbo; d) o corno dorsal bulbar e medular que recebe
terminais de axonios do NMR e nicleos adjacentes (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

Estas fibras descendentes sédo serotoninérgicas e terminam entre as células
de transmissao nociceptiva nas laminas |, Il e V, onde inibem seletivamente
neurdnios nociceptivos, incluindo interneurdnios e os tratos ascendentes que se
projetam rostralmente, como os tratos espinotalamico, espinorreticular e
espinomesencefalico. Existe também o sistema opidide endbégeno, representado
pelos opidides enddgenos e receptores opidides, e 0s neurdnios noradrenérgicos,

originarios no locus ceruleus que representam outro importante grupo de fibras que



contribuem para a formagéo do sistema endégeno da dor (CARVALHO; LEMONICA,
1998).

2.3.6 Agentes analgésicos e seus mecanismos de acao

Na terapia da dor existem duas classes principais de drogas analgésicas. Os
anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e os opidides.

2.3.6.1  Analgésicos nao opidides

Os AINES estao entre os agentes farmacolégicos mais utilizados na pratica
médica. Apresentam um amplo espectro de indicacées terapéuticas, como:
tratamento da inflamacao, além de analgesia, antipirese e profilaxia contra doencas
cardiovasculares. Em quadro algico de intensidade moderada a grave, podem ser
usados em associacdo com outros compostos, como opidides, por exemplo,
reduzindo as doses analgésicas e a incidéncia de efeitos colaterais destes
compostos (RIPAMONTI; BANDIERI, 2009).

2.3.6.2 Analgésicos opidides

Drogas opiaceas sao compostos extraidos da semente da papoula. Essas
drogas abriram caminho para a descoberta do sistema opidide endbégeno no
cérebro. O termo opidide inclui os opiaceos assim como compostos sintéticos ou
semi-sintéticos com propriedades similares. A evidéncia sobre a existéncia de
receptores opidides se baseou na observacdo de que os opiaceos (por exemplo,
morfina) (OMS, 2007) produzem analgesia por meio da interacdo com receptores
estereoespecificos localizados em diferentes regides do SNC, em niveis espinhal ou
supra-espinhal, e fora do SNC (RIPAMONTI; BANDIERI, 2009).

Os opidides podem ser classificados como agonistas, agonistas-antagonistas
e antagonistas, diferindo nos mecanismos de acdo e acbes farmacoldgicas de
acordo com o receptor e suas caracteristicas.

Com base no perfil farmacoldgico, o sistema opidide foi caracterizado pela
presenca de trés principais receptores e subtipos acoplados a proteina G: p (mu),
kappa (k) e delta () (FERREIRA; FACCIONE, 2005; OMS, 2007). Eles diferem entre
si por diferentes afinidades aos ligantes opidides endbégenos e também as drogas



opidides exodgenas. Os principais ligantes opidides sao: encefalina, seletiva para
receptores O; dinorfina, seletiva para receptores k; e endorfina a qual possui alta
afinidade para receptores & e U e baixa afinidade para receptores k (VITOR et al,
2008).

Dessa forma, a ativacdo dos receptores opidides Y4, k e & nos neurbnios
endogenos, apresenta inumeras consequéncias: a) a inibicdo da atividade da
adenilciclase levando a uma reducdao da concentracao intracelular de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc), b) a abertura dos canais de K+, causando a
hiperpolarizacdo do neur6nio nociresponsivo, com conseqliente reducdo da
excitabilidade e c¢) o blogueio da abertura dos canais de Ca™ voltagem-
dependentes, inibindo a liberacdo do glutamato e da substancia P pelos terminais
aferentes primarios. Estes sdo os mecanismos que explicam o blogueio opidide da
liberagdo de neurotransmissores e da transmissdo da dor em varias vias neuronais
(FERREIRA; FACCIONE, 2005).

O subtipo p do receptor opidide € o alvo primario da morfina que é um
exemplo de agonista de receptores opidides (FERREIRA; FACCIONE, 2005; OMS,
2007). Trata-se de um farmaco de escolha no tratamento da dor crbnica, de
moderada a grave, sendo considerada como padrdo-ouro dos opibides. Além disso,
foi colocada pela OMS em sua Lista de Medicamentos Essenciais (RIPAMONTI;
BANDIERI, 2009).

A naloxona & um exemplo de medicamento que blogueia os efeitos da
morfina, atuando como antagonista nos receptores opidides (OMS, 2007). Sua maior
indicagao reside no antagonismo dos efeitos colaterais dos narcéticos utilizados em
anestesia geral (IMBELONI, 1989), sendo também especialmente util na prevencao
de recaidas ao bloqueiar todos os efeitos dos opiaceos (OMS, 2007). Ressalta-se
também que a naloxona obtém uma relagdo cérebro-plasma 12 a 15 vezes maior do
que a morfina e que seu inicio de agdo por via muscular ou subcutanea é
aproximadamente de 15 min. Estudos tendo confirmado que a difusédo e a
eliminacao cerebral da naloxona sao os principais fatores de sua grande poténcia e
acao de curta duragao (IMBELONI, 1989).

E valido ressaltar que cada paciente tem o seu préprio limiar de dor. Sono
adequado, elevacao do humor, empatia, todos esses fatores podem aumentar o
limiar da dor do individuo. Alternativamente, fadiga, ansiedade, medo, raiva, tristeza,
depressao, podem diminuir o limiar da dor (RIPAMONTI; BANDIERI, 2009).



Considerando que a dor é um problema universal e seu tratamento consiste
em um dos principais desafios para a terapéutica médica, pesquisas tém sido
extensamente realizadas a fim de esclarecer um melhor entendimento do
mecanismo da dor, bem como identificar tratamentos mais efetivos (MERCADANTE,
1999). Pois, apesar dos avancgos significativos relacionados principalmente a sintese
de novos compostos e ao aparecimento de novos derivados, os opidides e 0s
AINEs, mesmo com seus efeitos adversos, continuam sendo os farmacos de

primeira escolha para o tratamento da dor (MILANO, 2008).



3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

e Isolar a bergenina a partir das cascas do caule de Endopleura uchi e
posteriormente realizar a sua acetilacdo a fim de torna-la mais lipofilica e testar o

derivado obtido, acetilbergenina, em modelos de nocicepg¢éo e de inflamacgao.

3.2 ESPECIFICOS

e |Isolar a bergenina a partir das cascas do caule de Endopleura uchi.

e Obter o derivado acetilbergenina a partir da acetilacao da bergenina.

e Determinar a DEsy de acetilbergenina

e Avaliar a atividade antinociceptiva de acetilbergenina em modelos de contorcéo

abdominal, placa quente e formalina.

e Estudar a atividade anti-edematogénica de acetilbergenina em ratos.

e Determinar a atividade anti-inflamatéria de acetilbergenina na peritonite induzida
por carragenina em ratos.

e Caracterizar o efeito de acetilbergenina na dermatite induzida pelo 6leo de

créton em camundongos.

e Analisar o potencial ulcerogénico de acetilbergenina em modelo de Ulcera

gastrica induzida por estresse em ratos.



4. MATERIAL E METODOS

Os processos de fracionamento, isolamento da bergenina e obtencdo de
acetilbergenina foram realizados no Laboratério do Programa de Pds-graduacao em
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas e Naturais da Universidade Federal do Para
(UFPA). Os estudos das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de
acetilbergenina foram realizados no Laboratério de Farmacologia da Faculdade de
Farméacia da UFPA. Os ensaios de migracdo celular e de ulcera gastrica com a
substancia acetilbergenina foram realizados no Laboratério de Pesquisa em
Farmacos da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP).

4.1 COLETA E IDENTIFICAGAO DO MATERIAL BOTANICO

As cascas do caule de Endopleura uchi foram coletadas na cidade de
Ananindeua, Estado do Para, em 03 de abril de 2005, em mata de terra firme e a
identificacdo efetuada por botanicos da EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria), cuja exsicata encontra-se depositada no herbario desta instituigao
sob cédigo n. 180611. Os ramos, coletados para a confeccao desta exsicata, foram
descritos como sendo de uma &rvore de 28 m de altura, base reta; ritidoma marrom,
com desprendimento em placas pequenas; casca morta marrom, casca viva
avermelhada soltando em fibras, lenticelas marrons; alburno amarelado; folha
coriacea, peciolada, borda serrilhada, alternas; frutos verdes, o que confirma com as
informacdes descritas na literatura (MARX, et al., 2002).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

4.2.1 Caule

O material botanico (cascas do caule) seco em temperatura ambiente foi
triturado em moinho, fornecendo 3,23 kg de um po finamente pulverizado. Em 1,6 kg
desse material foram adicionados 6 litros de agua destilada, deixando-o em
maceracao por 6 dias. O material foi filtrado pelo método de filtracdo simples. Foram

obtidos 3,4 L do filirado aquoso, que apds realizar a concentracdo o filtrado



concentrado foi submetido a liofilizacao fornecendo 89 g de extrato bruto aquoso
liofilizado (Figura 6).

Cascas do caule de Endopleura uchi
trituradas (1,6 kQ)

1) Adicao de H,O destilada (6 L)
2) Repouso a temperatura ambiente (6 dias).
3) Filtragcédo simples

Filtrado aquoso (3,45 L) Residuo

Liofilizacao

Extrato aquoso liofilizado
(89 9)

Figura 6- Fluxograma de obtencéo do extrato aquoso liofilizado de Endopleura uchi.

4.3 FRACIONAMENTOS CROMATOGRAFICOS

O extrato aquoso liofilizado foi fracionado por Cromatografia em Coluna por
Via UMIDA (CCVU), utilizando sistemas de solventes (hexano, acetato de etila e
metanol) com polaridade crescente. As aliquotas (100 mL cada) foram analisadas
por Cromatografia em Camada Delgada Comparativa (CCDC) em silica-gel e
reveladas com solucéo de sulfato cérico. Estes procedimentos serdo descritos com
mais detalhes a seguir.

4.3.1 Fracionamento do Extrato Aquoso Liofilizado

O fracionamento do extrato aquoso liofilizado (5 g) foi realizado em CCVU
empacotada com silica-gel e eluida com sistemas de solventes Hexano,
Hexano/AcOEt, AcOEt, AcOEt/MeOH e MeOH em sequéncia de polaridade
crescente, obtendo-se assim um total de 66 fracdes ( F1-F66 ). Na Tabela 1 estédo
incluidos os dados deste procedimento.



Tabela 1- Frag6es obtidas da CCVU do extrato aquoso liofilizado de E. uchi

SISTEMAS FRACOES MASSAS OBTIDAS

Hexano 100% 1a3 16 mg
Hex:AcOEt 20% 4a7 20 mg
Hex:AcOEt 25% 8aii 73 mg
Hex:AcOEt 27,5% 12a14 67 mg
Hex:AcOEt 30% 15a19 113 mg
Hex:AcOEt 35% 20a23 97 mg
Hex:AcOEt 40% 24 a 27 105 mg
Hex:AcOEt 45% 28 30 mg
Hex:AcOEt 50% 29 a 31 120 mg
Hex:AcOEt 60% 32 20 mg
Hex:AcOEt 65% 33 25 mg
Hex:AcOEt 70% 34 28 mg
Hex:AcOEt 80% 35 38 mg
Hex:AcOEt 90% 36 34 mg
AcOEt 100% 37 a40 238 mg
AcOEt:MeOH 5% 41 281 mg
AcOEt:MeOH 10% 42 a 43 650 mg
AcOEt:MeOH 20% 44 a 45 110 mg
AcOEt:MeOH 30% 46 a 50 299 mg
AcOEt:MeOH 40% 51 a 56 364 mg
AcOEt:MeOH 50% 57 62 mg
AcOEt:MeOH 70% 58 a 59 157 mg
AcOEt:MeOH 80% 60 a 61 149 mg
MeOH 100% 62 a 66 256 mg

4.3.2 Obtencao da Bergenina (S+)

As fracdes 40 (AcOEt), 41 (AcOEt/MeOH 10%), 42 e 43 (AcOEt/MeOH 20%),
procedentes da coluna cromatografica por via umida, formaram precipitado branco
na forma de cristais, 0os quais foram separados do sobrenadante por filtragcéo,
fornecendo 88 mg, 281 mg, 411 mg e 239 mg de massas, respectivamente. A
analise por CCDC e monitoramento via RMN 'H dessas fragées, indicou tratar-se
da mesma substancia. Os cristais foram reunidos (1,019g) e recristalizados em
metanol, obtendo-se a bergenina (S4). A figura 7 ilustra os procedimentos de

obtencao da substancia.



liofilizado
(59)

Extrato aquoso
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Figura 7- Fluxograma de obtencdo da bergenina (S;) a partir do extrato aquoso liofilizado das cascas de
Endopleura uchi.



4.4 REACAO DE ACETILACAO DA BERGENINA

4.4.1 Obtencao de Acetilbergenina (Ss)

A partir da bergenina (S;) foi efetuado a reacdo de acetilacio e obtido o derivado

acetilbergenina (Ss) (Figura 8) (RAMAIAH et al., 1979).

CH,0COCH,

CHOCO OCOCH,

CH,0
' OCOCH,

CH,0C0

0

Figura 8- Reacao de acetilagédo para obtencéo de acetilbergenina

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foram adicionados 700 mg de
bergenina (S1), 17,5 mL de anidrido acético e 6,5 mL de piridina anidra. Apds ter sido
agitada, a mistura de reacao foi mantida por 24 horas a temperatura ambiente e em
seqguida, transferida para um funil de separacdo de 125 mL. Foram adicionados 25
mL de agua destilada e extraido com acetato de etila (3x 40 mL). As fases organicas
foram reunidas, lavadas com agua destilada (2x 40 mL), solugdo de acido cloridrico
a 5% (1x 40 mL), e entdo com agua destilada (2x 40 mL) até pH neutro. A fase
organica foi secada com Na>SO, anidro e apés filtracdo, o solvente foi evaporado a
temperatura ambiente em capela. Os sélidos brancos obtidos em forma de cristais
foram recristalizados em metanol a quente obtendo-se 1,13 g (rendimento 99%) de

cristais incolores da substancia Ss.



4.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA
DE ACETILBERGENINA

4.5.1 Animais utilizados

Foram utilizados para realizacdo deste estudo, camundongos Swiss albinos
machos, adultos, pesando entre 20-25 g e ratos MacCoy machos, 180-200 g, todos
provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas de Belém-PA. Para os
experimentos de migragao celular e de Ulcera gastrica, foram utilizados ratos Wistar
machos, 180-200 g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP — Campinas — SP.

Os animais foram mantidos em gaiolas, a temperatura ambiente (25 + 3°C)
com ciclo claro/escuro de 12 horas, mantidos no Biotério Setorial do Instituto de
Farméacia da Universidade Federal do Para (UFPA), tratados com alimentacdo e
agua “ad libitum’. Doze horas antes do inicio dos experimentos, os animais foram
mantidos somente com agua “ad libitum’. Os animais permaneceram no laboratorio
por um periodo de adaptacdo de pelo menos 1 hora antes da realizagdo dos
experimentos. O manuseio e uso de animais estdo de acordo com as normas
institucionais (Parecer MED 010/2008-CEPAE/UFPA).

4.5.2 Administracao das drogas

Acetilbergenina foi dissolvida em DMSO 2% e Tween 80 2% e diluida em
agua destilada. Os grupos controles negativos receberam o mesmo veiculo utilizado
para solubilizar a substancia acetilbergenina (DMSO e Tween 80 2% e diluida em
agua destilada). As drogas utilizadas ao longo dos experimentos tais como, acido
aceético 0,6%, carragenina 1%, dextrana 1%, ciproheptadina (10 mg/kg), formaldeido
1%, morfina (4 mg/kg), naloxona (1 mg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg),
indometacina (5 mg/kg) e acido acetilsalicilico (100 mg/kg) foram dissolvidas e
diluidas diretamente em solugéo fisiolégica a 0,9%. O 6leo de créton (2,5%) foi
solubilizado em acetona. O volume total de solugdo administrada, por via oral, foi de
10 mL/kg para camundongos e 1,0 mL/kg para ratos, e quando administrada por via



intraplantar, o volume total de solugao foi de 20 ulL/pata para camundongos e 100

uL/pata para ratos.

4.5.3 Avaliacao da atividade antinociceptiva de acetilbergenina in vivo

4.5.3.1 Teste de contorcdes abdominais

O teste é realizado com base na técnica de Koster et al. (1959). O efeito
antinociceptivo foi avaliado pelo teste de contorcdes abdominais induzidas pelo
acido acético 0,6%v/v (0,1 mL/10 g; i.p.), que consiste em contracbes da parede
abdominal seguida por extensdao de pelo menos uma das patas posteriores em
camundongos. Grupos de animais foram tratados com acetilbergenina nas doses (1,
5, 10, 15 e 25 mg/kg, v.0.), indometacina (5 mg/kg, v.0) e o grupo controle tratado
somente com veiculo, apés 60 minutos os animais receberam uma injecao
intraperitonial (i.p.) de acido acético 0,6%. Decorridos 10 minutos da administracao
do acido acético, o numero de contorcdes abdominais foi quantificado, para cada
animal, durante um periodo de 20 minutos. Todos os grupos foram constituidos de

10 animais.

4.5.3.2 Determinagéo da Dose efetiva (DEsp)

A determinacdo da DEs, teve como base o teste das contor¢des induzidas
pelo acido acético 0,6%, i.p. em camundongos. Neste ensaio, 0s animais receberam,
por via oral, acetilbergenina uma hora antes da aplicacdo do estimulo. As doses
utilizadas foram: 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, 15 mg/kg e 25 mg/kg. A DEs foi
determinada através da plotagem direta das doses utilizadas e as respectivas

percentagens de inibicao.

45.3.3 Teste da placa quente

O teste da placa quente foi realizado de acordo com o método de Eddy e
Leimback (1953) e consiste em avaliar a laténcia (tempo que o animal leva para
lamber uma das patas ou pular) apés colocado na placa quente sob temperatura de

55 °C. Um dia antes do teste, os animais foram pré-selecionados submetendo-os a



placa quente e descartando aqueles que tiveram o tempo de reacdo na placa
superior a 20 minutos. O tempo de corte de laténcia na placa quente foi de 30
minutos. Os experimentos foram iniciados imediatamente apds a administracdo de
acetilbergenina na dose efetiva de 6,8 mg/kg e do grupo controle que recebeu
apenas veiculo. Um grupo foi tratado com morfina (10 mg/kg, s.c.) e em seguida
colocados na placa aquecida. Todos os grupos foram constituidos de 10 animais.

4534 Teste de formalina

Um volume de 20 uL de formalina a 1% (em salina estéril) foi aplicado no
espaco subplantar da pata direita dos camundongos e a duracdo do tempo de
lambida foi determinada de 0 a 5 minutos (12 fase) e 15 a 30 minutos (22 fase)
(HUNSKAAR; HOLE, 1987). A substancia acetilbergenina foi administrada (6,8
mg/kg, v.0.) 60 minutos antes da injecao da formalina. O grupo controle recebeu
apenas veiculo uma hora antes da administracdo da formalina e o outro grupo de
animais recebeu a droga padrdao morfina (4 mg/kg, s.c) 30 minutos antes da
formalina.

Com o objetivo de verificar a participacdo do sistema opidide no efeito de
acetilbergenina foi realizada a sua co-adminstracado (6,8 mg/kg, v.0., 60 minutos
antes da formalina) e do antagonista opidide naloxona (1 mg/kg, i.p., 15 minutos
antes de acetilbergenina). Todos os grupos foram constituidos de 10 animais.

4.5.4 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria de acetilbergenina in vivo

4541 Edema de pata de rato por carragenina

O modelo de edema de pata em ratos foi realizado de acordo com Winter et
al. (1962), com algumas modificacées. O edema foi induzido pela injecao intraplantar
de 100 pyL de carragenina (lambda) a 1% na pata direita de ratos da linhagem
MacCoy. Na pata esquerda foi injetado igual volume de salina. Grupos de animais
foram tratados com acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.), indometacina (5 mg/kg, v.0) € o
grupo controle tratado somente com veiculo, apés 60 minutos receberam injecao
intraplantar de carragenina na pata posterior direita e salina na pata posterior
esquerda. Depois das inje¢cdes o desenvolvimento do edema da pata esquerda e



direita foi avaliado em milimetros com auxilio de paguimetro (Mitutoyo Co., Japan),
medido nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 5 horas apds a injecdo intraplantar de
carragenina. O edema foi calculado através da diferenca de volume entre a pata

direita e a esquerda.

4542 Edema de pata de rato por dextrana

O modelo de edema de pata em ratos foi realizado de acordo com Parrat e
West (1958). O edema foi induzido pela inje¢ao intraplantar de 100 pL de dextrana a
1% na pata direita de ratos da linhagem MacCoy. Na pata esquerda foi injetada igual
volume de salina. Grupos de animais foram tratados com acetilbergenina (6,8 mg/kg,
v.0.), outro grupo com ciproheptadina (10 mg/kg, v.0) e o grupo controle tratado com
veiculo, ap6s 60 minutos receberam injecdo intraplantar de dextrana na pata
posterior direita e salina na pata posterior esquerda. Depois das injecées o
desenvolvimento do edema da pata esquerda e direita foi avaliado em milimetros
com auxilio de paquimetro (Mitutoyo Co., Japan), medido nos tempos de 30, 60, 90
e 120 minutos apds a injecao intraplantar de carragenina. O edema foi calculado

através da diferenca de volume entre as patas direitas e esquerdas.

45.4.3 Peritonite induzida por carragenina

Trinta minutos antes da injecdo do agente flogistico, grupos de ratos da
linhagem Wistar foram tratados com acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.), dexametasona
(0,5 mg/Kg, v.0.) e o grupo controle tratado com veiculo. Para a inducdo da
peritonite, os animais foram submetidos a injecdo de 3 mL de solucdo de
carragenina kappa, tipo Il (1%) na cavidade peritoneal (100 ug/mL) Apéds 4 horas,
foram sacrificados por inalagdo de CO, e imediatamente submetidos a cirurgia para
abertura do abdémem. A cavidade peritoneal foi entdo lavada com 10 mL de PBS
heparinizado (1 mL/1000 mL de PBS) e apo6s realizar compressdes leves no
abdomen dos ratos, o fluido peritoneal foi coletado. Foram realizadas as contagens
totais e a diferencial das células presentes. Os resultados obtidos na contagem
diferencial foram expressos como numero de neutréfilos/mL do lavado peritoneal.
Para realizacdo da contagem total, 20 uL do lavado peritoneal foi diluido em 0,4 mL

da solucédo de Turk. Realizou-se a contagem em camara de Newbauer e parte do



lavado peritoneal foi centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos; o sobrenadante foi
ressuspenso em 0,4 mL de uma solucao de albumina a 3% em PBS p/v. E entao foi
feito o esfregaco celular em Iamina propria (SOUZA; FERREIRA, 1985). As células
foram coradas pelo corante pancrémico de Rosenfeld e contadas em microscopio
Optico, usando-se objetiva de imersdao em o6leo. Contadas 100 células em cada
lamina, diferenciando-as em: neutrdéfilos, eosinéfilos, macréfagos e linfécitos. O
namero de células diferenciadas foi calculado pelo percentual encontrado em

relacdo ao numero total de células.
45.4.4 Dermatite induzida pelo 6leo de créton

Realizou-se o experimento segundo a metodologia descrita por Tubaro et al
(1985). A indugdo da dermatite ocorreu por aplicacdo tépica de 20 uL de uma
solucao de 6leo de Créton (2,5% em acetona) na superficie interna da orelha direita
dos camundongos. Na orelha esquerda foi aplicado volume equivalente do solvente
(acetona). Uma hora antes da aplicacao, foi realizado o tratamento por via oral,
sendo um grupo (n=7) tratado com acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.), outro grupo (n=
9) com acido acetilsalicilico (100 mg/kg, v.0), e o grupo controle (n=9 ) tratado com
o veiculo. A avaliacao da resposta anti-inflamatéria ocorreu 6 h ap6s a aplicacao do
estimulo. Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e discos de
6 mm de didmetro das orelhas foram removidos com auxilio de um punch de
bidpsia e, estabelecida a diferenca do peso entre a amostra da orelha controle
(esquerda) e a orelha estimulada (direita), expressando os resultados obtidos em

peso (mg).

46 TESTE PARA AVALIACAO DA POTENCIA EM RELACAO A LESAO
GASTRICA (lesdes agudas induzidas por estresse)

A inducao das lesdes gastricas por estresse baseou-se no método descrito
por Basile et al. (1990). Os ratos da linhagem Wistar foram mantidos em jejum
durante 24 horas. Ap6s este periodo, os diferentes grupos foram tratados com
acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.o.), indometacina (10 mg/kg, v.0.) e o grupo controle
tratado com o veiculo. Ap6s trinta minutos, imobilizou-se cada rato em um

compartimento individual (tubo contensor), imergindo-os, verticalmente, até a regiao



xifdide, em reservatério contendo agua corrente a temperatura de 25° C, onde
permaneceram por 17 horas em ambiente iluminado. Apds este periodo, cada
animal foi retirado do tubo contensor e praticado a eutanasia. Os estémagos foram
retirados imediatamente e abertos ao longo da grande curvatura. Cada estémago foi
fixado em lamina de isopor e submetido ao exame de lesdes, usando lupa
estereomicroscépica binocular com amplitude de 10 X. Contou-se o numero e

severidade das lesdes induzidas pelo estresse classificando-as em:

Tipo | (N4): Presenca de edema, hiperemia e hemorragias puntiformes (petéquias);

Tipo Il (N2): Presenca de lesbes hemorrdgicas com pequenas erosdées na

submucosa;

Tipo lll (N3): Presenca de erosdes severas com bordas hemorragicas e algumas
lesbes invasivas.

Determinou-se o indice de lesao (IL) a partir da seguinte férmula descrita por
Basile et al., 1980:

IL= (N3X3)+(N2X2)+(NsX1)
n
Onde: Ny, N2, N3 correspondem ao numero de ulceragcées encontradas de

cada tipo, e n ao numero de animais utilizados no experimento.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrao da Média),
onde n representa o numero de animais. Alguns dados foram analisados por meio
do teste “t "de Student e outros por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls, que realiza a comparagédo de todos os grupos
entre si. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (P< 0,05). A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa estatistico Sigma Stat®.



4.8 APARELHAGEM E MATERIAIS USADOS

CENTRIFUGA CLINICA
A centrifuga “Quimis mod. — Q.222.T” foi utilizada na centrifugacdo do lavado
peritoneal no teste de migracao celular.

MICROSCOPIO OPTICO
Para as analises microscoépicas foi utilizado o microscépio “Bioval mod. - L2000A”.

LUPA ESTEREOMICROSCOPICA
Para contagem das Ulceras gastricas foi utilizada a lupa estereomicroscopica
“Olympus-SD30”

PAQUIMETRO
Para as medicdes no edema de pata foi utilizado o paquimetro digital “Mitutoyo”.

PLACA QUENTE (“HOT-PLATE”)

Na avaliagcdo da atividade analgésica central, foi utilizado um banho-maria marca
“Fanem Ltda”, no qual foi adapatado uma placa de aluminio (33,5 cm X 19 cm) e um
prato de aluminio de 20 cm de didmetro. Para acomodar os camundongos foi
utilizado um funil de vidro de 17 cm de didmetro. A temperatura do banho-maria foi
ajustada para 55° C.

CONTADOR DIFERENCIAL DE CELULAS
Contador diferencial de células “Phoenix mod. - EC-2088” foi utilizado para
contagem diferencial de células no teste de migracao celular

ESPECTROMETRO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
Os espectros de RMN de 'H e *C foram registrados em espectrometro modelo
Mercury 300/Varian operando a 300 MHz para 'H e 75 MHz para '*C.

CAMARA DE ANALISE DE FLUORESCENCIA POR LUZ ULTRAVIOLETA
Cabine tipo SPECTROLINE modelo CM-10.
Luz tipo SPECTROLINE modelo ENF-260C.



BALANCA ANALITICA
Para a pesagem das substancias foi utilizada a balangca “SARTORIUS modelo
BP210S”

EVAPORADOR ROTATIVO
Modelo Laborota 4000.

SILICA GEL

Fases estacionarias utilizadas para analises cromatograficas:
e Silica gel 70-230 mesh para CC (MERCK)

e Silica gel 60GF254 para CCDC (MERCK)

4.9 DROGAS, SOLUGOES E SOLVENTES

DROGAS

. Acido Acético P.A (VETEC Quimica Fina, Ltda, RJ).

. Acido acetilsalicilico (Aspirina®, Bayer, Brasil)

o Carragenina Kappa, Tipo Ill (lota-Fluka-Biochemika Co.)
J Carragenina Lambda, Tipo IV (Sigma, USA)

o Cloridrato de Ketamina (Vetanarcol®, Kénig, Argentina)
J Cloridrato de Naloxona (Cristéalia, Brasil)

J Cloridrato de Xilazina (Rompun®, Bayer, Brasil)

o Dexametasona fosfato dissddico (Laboratério Aché, SP)

o Dextrana (Sigma, USA)

o DMSO (Sigma, USA)

o Formaldeido P.A (VETEC Quimica Fina Ltda, RJ).

o Hidrocloridrato de Ciproheptadina (Sigma Chemical Co, St Louis MO., USA)

o Indometacina (Sigma, USA)

o Oleo de créton (Sigma Chemical Co, St Louis MO., USA)

o Solucao fisiolégica de cloreto de sodio 0,9% (Laboratério Tayuyna Ltda, SP).
. Sulfato de Morfina (Cristalia, Brasil)

o Tween 80 (Merck, RJ).



SOLUCOES

Salina Tamponada com fosfato (PBS)

Cloreto de sédio P.A 8.0¢
Cloreto de potassio P.A 0.2¢g
Fosfato de sédio dibasico P.A 1.15¢
Fosfato de sédio monobasico P.A 0.2¢g
Agua destilada g.s.p 1.0L
pH 7.4

Solugao de Turk

Acido acético glacial P.A 20.0 mL
Azul de metileno 0.5 mL
Agua destilada 1.0L

Corante pancrédmico de Rosenfeld

Gienza-azul-eosina azul de metileno 97.0 mg
May-Grunwald-eosina azul de metileno 53.0 mg
Metanol P.A 1.0L
SOLVENTES

Para as preparacoes dos extratos organicos e analises cromatograficas foram

utilizados os seguintes solventes:

e Solventes P.A. da SYNTH, CRQ, NUCLEAR E QUIMEX: Hexano, acetato de etila
e metanol;

e Solventes grau HPLC da Tedia Brasil: Metanol, hexano e acetato de etila

Para a obtencao dos espectros de RMN foram utilizados:
e Solventes deuterados das marcas “SIGMA CHEMICAL Co. e ACROS”: CDClz e
DMSO-g.



5. RESULTADOS
5.1 IDENTIFICACOES DAS SUBSTANCIAS OBTIDAS
5.1.1 Bergenina (S)

A bergenina foi isolada como cristais incolores e sua estrutura foi definida com base
nas analises dos espectros de RMN 'H e RMN 'C uni e bidimensionais.

Origem: caule

Extrato: aquoso liofilizado
Massa obtida: 1,019¢g

RMN 'H: Figura 18, pagina 103
RMN "3C: Figura 22, pagina 107

As tabelas 2 e 3 mostram os dados espectrométricos da substancia isolada
em comparagdo com aqueles das literaturas (MAGALHAES, et al., 2007; RAMAIAH
et al., 1979).



Tabela 2- Dados de RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) de S;

Hidrogénios

4

11
12
13
14
15

16a
16b

o1 S1 (ppm)
6,98 (s)

4,97 (d, 10,5 Hz)
3,57 (1l, 8,4 Hz)
3,20 (id, 4,8 € 12,9 MHz
3,65 (m)

3,99 (1, J=9,6 Hz)
3,77 (s)

3,85 (dl, J=11,1 Hz)
3,42 (m)

*MAGALHAES et al. 2007.

On S¢ (ppm) - Literatura®
(DMSO-dg, 400 MHz)

6,98 (s)
4,98 (d, 10,4 Hz)
3,57 (ddd, J=9,5; 7,6 2,0 Hz)
3,20 (m)
3,65 (t)
3,99 (dd, J=10,4 e 9,5 Hz)
3,77 (s)

3,85 (dd, J=11,7 e 2,0Hz)
3,44 (m)



Tabela 3- Dados de RMN °C (75 MHz, DMSO-dg) de S,

O¢ Sy

O¢ Sy - Literatura*
(DMSO-dg, 100 MHz

163,5

11
12
13
14

15 (OMe)

16 (CHy)

*RAMAIAH et al., 1979.

118,2

109,5

151,1

140,7

148,2

116,0

81,8

70,8

72,2

73,8

79,9

59,9

61,2

163,6

117,9

109,8

150,9

140,6

148,0

115,6

81,7

70,7

72,6

73,9

80,0

60,0

61,3



5.1.2 Acetilbergenina (Ss)

Acetilbergenina foi obtido a partir da acetilacdo da bergenina (S{) com

anidrido acético e piridina a temperatura ambiente, como cristais incolores.

CH,OCOCH,

L

OCOCH,

OCOCH,

Solido cristalino em forma de agulhas;
Massa obtida: 1,13 g

RMN 'H: Figura 24, pagina 109
RMN "3C: Figura 29, pagina 114

As tabelas 4 e 5 mostram os dados espectrométricos de acetilbergenina (Ss)
em comparacdo com aqueles da literatura (RAMAIAH, et al., 1979).



Tabela 4 - Dados de RMN 'H (CDCl3, 300 MHz) de S5

Hidrogénios On Ss Oy S5 Literatura®
(CDCls, 400 MHz)
4 7,75 (s) 7,75 (s)
9 4,80 (d, 10,8 Hz) 4,81 (d, 10 Hz)
11 3,80 (ddd, 12,9;3,9e 2,1+ 3,79 (m)
12 5,11 (t, 9,9 Hz ) 5,09 (t, 10 Hz)
13 5,46 (t, 9,9 Hz) 5,47 (t, 10 Hz)
14 4,34 (t 10,2 Hz ) 4,32 (t, 10 Hz)
16a 4,29 (dd, 12,9 e 2,1 Hz) 4,31 (dd, 13 e 2 Hz)
16b 4,13 (dd, 12,9 € 3,9 Hz) 4,11 (dd, 13 e 4 Hz)
15 (OMe) 3,89 () 3,89 ()
2,33 2,30 (s, x 2)
OAc 2,32 2,07 (s,x2)
2,09 2,03 (s)
2,08
2,05

*RAMAIAH et al., 1979.



Tabela 5- Dados de RMN '°C (75 MHz, CDCl;) de Ss

C Oc Ss O¢ Ss Literatura*
(CDCls, 400 MHz)
2 161,56 161,37
3 118,55 118,52
4 123,96 123,82
5 144,10 143,98
6 149,95 149,82
7 141,23 141,19
8 129,45 129,43
9 76,57 76,57
11 68,12 68,21
12 72,05 72,08
13 72,77 72,69
14 76,57 76,57
16 (CHy) 61,72 61,79
15 (OMe) 61,44 61,39
- 20,54 (3x) 20,52 (3x)
0 == EH3 20,69 (2X) 20,67 (2X)
167,62 167,41
< 168,23 167,98
0 -C-CHs, 169,61 169,36
- 169,99 169,70
170,46 170,17

*RAMAIAH et al., 1979



5.2 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA
DE ACETILBERGENINA

5.2.1 Avaliacao da atividade antinociceptiva de acetilbergenina in vivo
5.2.1.1 Teste de contorcdes abdominais

Os resultados apresentados na Figura 9 e Tabela 6 mostram o efeito dose-
dependente da administracao oral de acetilbergenina sobre o nimero de contorcdes
abdominais, induzido pelo acido acético 0,6%, i.p. As doses 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 15 mg/kg e 25 mg/kg bloquearam o numero de contorgdes abdominais em
28,18%, 52,87%, 61,15%, 68,31% e 95%, respectivamente, quando comparadas ao
grupo controle. A indometacina (5 mg/kg), um farmaco anti-inflamatério nao-
esteroidal, utilizado como droga padrao neste teste, diminuiu em aproximadamente
73,41% o0 numero de contorcbes abdominais nos animais quando comparada ao
grupo controle.

80+
— Controle

E=ER Acetilbergenina 1mg/kg
704 . Acetilbergenina 5mg/kg
e Acetilbergeninal0 mg/kg

I Acetilbergenina 15mg/kg
™ Acetilbergenina 25mg/kg

Indometacina 5mg/kg

A

Flgura 9- Efeito da administracdo de acetllbergenlna (6,8 mg/kg, v.0.) e indometacina (5 mg/kg,

0.), sobre o estimulo nociceptivo quimico induzido pela injegao intraperitoneal de acido acético
0,6% em camundongos. Cada coluna representa a média £ E.P.M de 10 animais. *P< 0,05,
quando comparado ao grupo controle; ?P <0,05, quando comparado & indometacina (ANOVA,
seguida do Teste de Student-Newman-Keuls).
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30
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5.2.1.2 Determinacao da Dose Efetiva (DEsp)

A administracdo oral de acetilbergenina nas doses de 1mg/kg, 5 mg/kg, 10
mg/kg, 15 mg/kg e 25 mg/kg produziu efeito dose-dependente sobre as contorcdes
abdominais induzidas pelo acido acético, onde o coeficiente de correlacao foi de r=
0,974 (y= 32,678 + 2,533.X) e a DEso encontrada 6,8 mg/kg (Figura 10).

Y=32,678 + 2,533 .X

100 - r=0974

% de inibicdo

20 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Dose

Figura 10- Determinacado da DEs, através da regressao linear do efeito da administragédo de
acetilbergenina (1, 5, 10, 15 e 25 mg/kg, v.0.) sobre as contorgbes induzidas por acido acético
0,6% i.p. em grupos de 10 camundongos. r= coeficiente de correlacao.



5.2.1.3 Teste da placa quente

Os resultados apresentados na Figura 11 e na Tabela 7 mostram que o
tratamento dos animais com acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de
alterar o tempo de laténcia quando submetidos ao teste da placa quente a
temperatura de 55 °C. Ao contrario, o tratamento com morfina (agonista opidide, 10
mg/kg, s.c.) causou significativo aumento da laténcia dos animais quando avaliada

nesse modelo.

40
—0— Controle
359 —e— Acetilbergenina 6,8 mg/kg
—e— Morfina 10 mg/kg
30
o
q, *
@8 254
o
Q
c
«@D
® 207
-

15+

10

T T
0 20 40 60 80 100 120

Tempo (min.)

Figura 11- Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) e da morfina (10 mg/kg,
s.c.), sobre o tempo de laténcia no teste da placa quente a temperatura de 55 °C, em
camundongos. Cada ponto representa média + E.P.M. de 10 animais.*P < 0,0001, quando
comparado com o grupo controle (ANOVA, seguida doTeste de Student-Newman-Keuls).



521.4 Teste de formalina

A administracdo oral de acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg néo reduziu de
forma significativa o tempo de lambida em relacdo ao grupo controle na 12 fase do
teste da formalina (fase neurogénica) (Figura 12), mas reduziu de maneira
significativa o tempo de lambida em relagio ao grupo controle na 2% fase do teste da
formalina (fase inflamatéria) em 88,33% (Figura 13). A morfina (4 mg/kg), analgésico
opidide, reduziu de maneira significante as duas fases em 62,31% e 97,10%,
respectivamente (Tabela 8). Neste teste, a naloxona (1 mg/kg) além de reverter o
efeito de acetilbergenina na segunda fase, também foi capaz de reverter o efeito da

morfina tanto na primeira fase quanto na segunda fase.

1 Controle
=== Naloxona 1mg/kg

Morfina 4 mg/kg
&x2d Naloxona + Morfina
Em Acetilbergenina 6,8 mg/kg

0 Naloxona + Acetilbergenina
6,8mg/kg

901

75

NS

60

454

30

Tempo de lambida (seg.)

154

0

Figura 12- Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o estimulo nociceptivo
quimico induzido pela injecao intraplantar de formalina 1% em camundongos na primeira fase do
teste. Cada grupo representa média = E.P.M. (erro padrdo da média), de10 animais. *P < 0, 0001
quando comparado ao controle; *P< 0, 0001 quando comparado ao agonista mais antagonista versus
agonista; NS, estatisticamente ndo significante quando comparado ao agonista mais antagonista
versus agonista (Teste “t”-student).



— Controle

Ez28 Naloxona 1 mg/kg
Morfina 4 mg/kg

&= Naloxona + morfina

mmm Acetilbergenina 6,8 mg/kg

0 Naloxona + Acetilbergenina

6,8 mg/kg
300-
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Figura 13- Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o estimulo nociceptivo
quimico induzido pela injeg¢ao intraplantar de formalina 1% em camundongos na segunda fase do
teste. Cada grupo representa média + E.P.M. (erro padrdao da média), de 10 animais. *P < 0, 0001
quando comparado ao grupo controle; *P < 0, 0001 quando comparado agonista mais antagonista
versus agonista (Teste “t”-student).
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5.2.2 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria de acetilbergenina in vivo

5.2.2.1 Edema de pata de rato por carragenina

O tratamento dos animais com acetilbergenina (6,8 mg/Kg; v.0) inibiu o
edema de pata induzido pela carragenina nos tempos de 2, 3, 4 e 5 horas, em
54,28+0,24, 47+0,14, 44,47+0,19 e 35,09%0,24%, respectivamente. A resposta
inibitdéria para o tratamento dos animais com a droga padrao indometacina (5 mg/Kg;
v.0.) nos tempos de 2, 3, 4 e 5 horas foi, 76,20+0,25, 66,00+£0,18, 66,40+0,21 e
64,00+0,16%, respectivamente (Figura 14 e Tabela 9).

6_
—&— Controle
5 - Acetilbergenina 6,8 mg/kg
--¥-- indometacina 5 mg/kg
4_
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Figura 14- Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) e indometacina (5 mg/kg,
v.0.), sobre o edema de pata induzido por carragenina (100 pl/pata) em ratos. Os resultados
representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto representa média + E.P.M. de 5 animais
por grupo. *P < 0,05, comparado ao grupo controle, teste “t” de Student.



5222 Edema de pata de rato por dextrana

O tratamento dos animais com acetilbergenina (6,8 mg/Kg; v.0) inibiu o
edema de pata induzido por dextrana nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos, em
50,46+0,30, 38,00+0,24, 40,15+0,24 e 33,33+0,22%, respectivamente. A resposta
inibitéria para o tratamento dos animais com a droga padrdo ciproheptadina (10
mg/Kg v.0) nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos foi, 94,00+0,20, 69,04+0,32,
70,80%0,20 e 80,95%0,24%, respectivamente, sendo significante em todos os tempos

(Figura 15 e Tabela 10).

4_
1 - --#-- Controle
3 I I —O— Acetilbergenina 6,8mg/kg
/', T i —&— Ciproheptadina 10mg/kg

Edema (mm)

T
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Figura 15- Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) e ciproheptadina (10 mg/kg,
v.0.), sobre o edema de pata induzido por dextrana (100 plL/pata) em ratos. Os resultados
representam a variacdo do edema de pata, onde cada ponto representa média £ E.P.M. de 5 animais
por grupo. *P < 0,05 comparado ao grupo controle, teste “t” de Student.



5.2.2.3 Peritonite induzida por carragenina

O tratamento dos animais com acetilbergenina (6,8 mg/Kg v.o.) foi capaz de
inibir de maneira significativa o numero de neutréfilos na peritonite induzido por
carragenina, em 70,00% (Figura 16). Os animais tratados com a dexametasona (0,5
mg/Kg, v.0.) 30 minutos antes do experimento, apresentaram reducao de 94,23% da
migracao celular. O numero total de células residentes (basais) nos animais apds 4
horas foi de 3893,25 + 679,76 x10° células/mL (Tabela 11).

6000
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5000 B2 Acetilbergenina 6,8 mg/kg
- I Dexametasona 0,5 mg/kg
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Figura 16- Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg v.o.) e dexametasona (0,5 mg/kg
v.0), sobre a migragao de neutréfilos, para a cavidade peritoneal, induzida por 3mL de carragenina
(100 pg/mL) em ratos.Cada barra representa a Média + E.P.M. do nimero de neutréfilos por
grupo.”*P < 0,01, ***P < 0, 001 quando comparado ao grupo controle (ANOVA, seguida do teste de
Student-Newman-Keuls).



5.2.2.4 Dermatite induzida pelo 6leo de créton

O tratamento dos animais com acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg, v.o.,
provocou efeito inibitério significativo (p <0,001) quando comparado com grupo
controle, inibindo o processo edematogénico em 75,60%. Efeito este semelhante ao
observado com o grupo tratado com &acido acetilsalicilico que inibiu em 78,51%
(Tabela 12). Os resultados obtidos demonstraram que nao ha diferenca estatistica
entre o efeito anti-edematogénico de acetilbergenina e do agente anti-inflamatério,

acido acetilsalicilico, utilizado como controle positivo (Figura 17).

Controle

4 ez Acetilbergenina 6,8 my/kg
m AAS 100 mg/kg
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(mg)
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Figura 17- Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg) e do &cido acetilsalicilico (AAS,
100 mg/kg), sobre a dermatite induzida pelo 6leo de créton em camundongos. Cada coluna
representa média = E.P.M. ***P < 0,001, quando comparado ao grupo controle; *P >0,05 quando
comparado com AAS. ANOVA, seguida do teste de Student-Newman-Keuls.




53 TESTE PARA AVALIACAO DA POTENCIA EM RELACAO A LESAO
GASTRICA (Lesbes agudas induzidas por estresse)

O tratamento dos animais com indometacina (10 mg/ kg, v.0) produziu um
maior numero de lesdes, quando comparado ao tratado com acetilbergenina (6,8
mg/kg, v.0). O grupo com acetilbergenina bloqueou em 78,55 % a geragéo de lesdes
gastricas por estresse quando comparado ao grupo indometacina (Tabela 13).

A severidade e o indice das lesdes tipo 1+, 2+ e 3+ nos animais tratados com
acetilbergenina e indometacina sdo apresentadas na Tabela 13. Acetilbergenina
apresentou diferenga significativa nos tipos de lesdes 1+ (leves) e 3+ (severas com
bordas hemorragicas) em relacao a indometacina.

Tabela 13. Efeito da adminstracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0), controle (solucao de tween 2%
+ DMSO 2% em &gua destilada) e indometacina (10 mg/ kg, v.0), sobre a mucosa gastrica de ratos
submetidos a restrigao alimentar e estresse por imersdo em agua por 17 h.

Tratamento n Dose Tipos de lesoes indice de Efeito
(mg/kg) — 1. o, 35 ulcera preventivo
(%)
Controle 5 - 0,6+1,34 0,4+0,89 0,6%0,40 3,2 -
Acetilbergennina 5 6,8 6,8+1,39 9,2+215  8,4+2,29 10,08 78,55
Indometacina 5 10 163,50 13,615,73 32,615,73 47 -

***P < 0, 001 quando comparado ao grupo tratado com indometacina, teste “t” de Student.



6.

DISCUSSAO

Os produtos naturais tém sido aplicados a saude humana ha milhares de
anos. Muitos medicamentos atualmente prescritos sao diretamente isolados de
plantas ou sao artificialmente versées modificadas de produtos naturais. Atualmente
os cientistas estdo a procura de compostos com estruturas especificas que
geralmente possam apresentar efeitos farmacolégicos oriundos de fontes naturais
(WANG; HAO; CHEN, 2007).

Com base nessa perspectiva decidiu-se estudar a planta Endopleura uchi
(Huber) Cuatrec, da familia Humiriaceae, popularmente conhecida como uxi e uchi-
pucu, encontrada principalmente na Amazénia, Brasil (CUATRECASAS, 1961;
SCHULTES, 1979). Na literatura foi constatado que as cascas do caule de
Endopleura uchi sao caracterizadas quimicamente pela presenca de compostos
metabdlicos secundarios como cumarinas, taninos e polifendis (POLITI, 2009), o que
reforcam os dados publicados por Luna et al.(2000). Das cascas desta planta foi
isolada a bergenina, uma isocumarina pertencente a classe das cumarinas.

Embora um numero consideravel de estudos tenha comprovado que esse
principio ativo, bergenina, obtido desta espécie possui um amplo espectro de
atividades biolégicas, tais como antimicrobiana (SILVA et al., 2009), antiprotozoaria
(NYASSE et al., 2004), anticancerigena (CHEN et al., 2008), antioxidante (MADUKA
et al., 2006), antiviral (PIACENTE et al., 1996), hepatoprotetora (LIM et al., 2000a),
antiarritmica (PU et al., 2002), gastroprotetora (GOEL et al., 1997), antitussigena
(PIEGEN, 1981), neuroprotetora (TAKAHASHI et al., 2003) hipoglicémica (JAHROMI
et al., 1992) e anti-inflamatéria (SWAMALAKSHMI et al., 1984; NUNOMURA et al.,
2009). Visando torna-la mais lipofilica para potencializar suas atividades bioldgicas,
a bergenina foi acetilada obtendo o derivado, acetilbergenina, em que até o
momento sobre esta substancia somente foi constatado na literatura sua atividade
hepatoprotetora.

Em estudos de Lim et al (2000b) foi verificado que acetilbergenina possui
maior atividade hepatoprotetora in vivo quando comparada a bergenina. Justificando
que acetilbergenina por ser mais lipofilica possui maior facilidade em atravessar a
bicamada lipidica das membranas celulares intestinais, o que resulta em um

aumento de suas atividades bioldgicas.



Outros trabalhos realizados demonstraram a importancia de adicionar um
radical acetil a uma molécula para se ter atividade anti-edematogénica (CARVALHO
e al.,, 1999), o que também ja foi descrito por outros autores (KOROLKOVAS;
BURCKHALTER, 1988). Isso pode ser parcialmente explicado pela alta
especificidade de compostos anti-inflamatérios acetilados (SOUZA et al., 2004),
como por exemplo, a aspirina, ao inibirem a sintese de PG mediante a inativagao da
COX. A aspirina acetila seletivamente o grupo hidroxila de um residuo de Serina
(Ser 530), entre os 70 aminoacidos terminais das cadeias da enzima PGEs. A
acetilacao conduz de forma nao seletiva a inibicao irreversivel das isoenzimas (COX-
1 e COX-2) (WALLACE, 2008). A maioria dos AINEs age de forma reversivel e nao
seletiva sobre as enzimas (MONTEIRO et al., 2008).

Desse modo, a possibilidade de obtencdo do derivado a partir de uma
isocumarina- a bergenina- a sugestao de acetilacdo da bergenina para aumentar sua
atividade biolégica e, somando-se a escassez de atividades biolégicas relatadas a
acetilbergenina, despertou o interesse em investigar as atividades antinociceptiva e
anti-inflamatoria de acetilbergenina em diferentes modelos experimentais in vivo.

E sabido que milhares de plantas existentes na natureza tém constituido um
enorme reservatério de moléculas bioativas que podem ser desenvolvidas como
novas entidades quimicas, analogos, derivados, compostos sintéticos a partir de um
produto natural (RASTOGI; RAWAT, 2008). Todavia, a identificacdo da entidade
quimica € uma das exigéncias para que depois essas substancias possam ser
avaliadas em modelos experimentais.

Desse modo, a priori, 0 espectro de RMN 'H da bergenina (DMSO-de, 300
MHz, Figura 18, pagina 103), apresentou um sinal simpleto em & 6,98 (1H, s) devido
ao hidrogénio aromatico H-4, um sinal simpleto em & 3,77 (3H, s) referente a
metoxila aromatica MeO-15, um dupleto em & 4,97 (1H, d, 10,5 Hz) referente ao
hidrogénio benzilico H-9, além de sinais tipicos do C-glicosideo, como o tripleto largo
em 0 3,99 (1H, t/, J=9,6 Hz) devido ao hidrogénio H-14, o dupleto largo em & 3,85
(1H, dl, J=11,1 Hz) referente ao hidrogénio H-16a, o multipleto & 3,65 (1H, m)
pertencente ao H-13, o tripleto largo em & 3,57 (1H, t/, 8,4 Hz) devido ao hidrogénio
H-11, o multipleto em & 3,42 (1H, m) devido ao hidrogénio H-16b e o tripleto de
dupleto em & 3,20 (1H, td, J=4,8 e 12,9 MHz) referente ao hidrogénio H-12. O
espectro apresentou ainda, sinais relativos a hidrogénios fendlicos a & 9,76
(provavelmente da hidroxila OH-7 devido estar em posi¢do orto-dissubstituida) e a



8,45 (OH-5), e alifaticos a & 5,65 (OH-13), 6 5,43 (OH-12) e & 4,92 (OH-16). As
figuras 19 e 20 mostram a expansdo do espectro de RMN 'H da bergenina, que
auxilia na interpretagao dos sinais.

O espectro de COSY 'H-'H (figura 21, pagina 106) da bergenina mostrou o
acoplamento do hidrogénio metinico H-9 em & 4,97 com o hidrogénio H-14 em &
3,99 e desse ultimo com o hidrogénio oximetinico H-13 em & 3,65. O espectro
mostrou ainda, os seguintes acoplamentos: H-16a em & 3,85 com H-16b em & 3,42;
H-12 em & 3,20 com H-11 em & 3,57 e com H-13 em & 3,65, além dos acoplamentos
dos hidrogénios das hidroxilas alifaticas OH-12 em & 5,43 com H-12 em & 3,20 e
OH-13 em & 5,65 com H-13 em & 3,65. Embora ndao muito comum, o acoplamento de
hidrogénios de hidroxilas alcodlicas é previsto quando é utilizado DMSO-ds como
solvente (SILVERSTAIN et al., 2007).

As multiplicidades dos sinais de carbono da bergenina foram observadas pela
andlise do espectro de DEPT 'C 135° (Figura 23, pagina 108) que indicou a
presenca de seis carbonos CH, um CH, e um CHs, e por exclusao os seis carbonos
nao hidrogenados.

O espectro de RMN '3C (Figura 22, pagina 107) da bergenina evidenciou a
presenca de 14 carbonos, entre os quais o sinal relativo a carbonila em & 163,5 (C-
2), o grupo hidroximetileno em & 61,2 (C-16) caracteristico de agucares e o sinal em
0 59,9 (OMe-15) referente a metoxila aromatica. Os demais carbonos tiveram as
seqguintes atribuicées: 6 109,5 (C-4), & 140,7 (C-6), & 109,5 (C-5), 6 116,0 (C-8), ©
148,2 (C-7), 6 118,2 (C-3), 6 70,8 (C-11), 5 79,9 (C-14), 5 73,8 (C-13), 5 81,8 (C-9) e
0 72,2 (C-12). Os dados espectrométricos da substancia isolada neste trabalho
estdo de acordo com os dados relatados na literatura para a substancia bergenina
S¢1 (RAMAIAH et al., 1979).

Em relagdo ao espectro de RMN 'H de acetilbergenina (CDCl;, 300 MHz,
Figura 24, pagina 109), embora obtido em solvente diferente, mostrou como
esperado, a desprotecdo dos sinais dos hidrogénios ligados aos carbonos que
sustentam o grupo acetil, quando comparados com 0s sinais desses hidrogénios na
bergenina. O espectro apresentou um sinal de hidrogénio aromatico em & 7,75 (1H,
S) devido ao hidrogénio aromatico H-4, um sinal simpleto em & 3,89 (3H, s) referente
a metoxila aromatica MeO-15, um dupleto em & 4,80 (1H, d, 10,8 Hz) referente ao
hidrogénio benzilico H-9, além de sinais tipicos do C-glicosideo, como o sinal tripleto
largo em & 5,46 (1H, t/, 9,9 Hz) pertencente ao H-13, o tripleto largo em 5,11 (1H, #/,



9,9 Hz) referente ao hidrogénio H-12, o tripleto largo em & 4,34 (1H, t/, 10,2 Hz )
devido ao hidrogénio H-14, o duplo dupleto em & 4,29 (1H, dd, J=12,9 e 2,1 Hz)
referente ao hidrogénio H-16a, o duplo dupleto em & 4,13 (1H, dd, 12,9 e 3,9 Hz)
devido ao hidrogénio H-16b e o duplo duplo dupleto em & 3,80 (1H, ddd, 12,9; 3,9 e
2,1 Hz) devido ao hidrogénio H-11. O espectro apresentou ainda sinais relativos aos
hidrogénios das metilas de cinco grupos acetatos (OAc) em 6 2,33, & 2,32, & 2,09,
52,08 e d 2,05. As figuras 25 e 26 mostram a expansido do espectro de RMN 'H da
acetilbergenina, que auxilia na interpretacéo dos sinais.

O espectro de COSY 'H-"H (figura 27, pagina 112) de acetilbergenina (Ss) e
sua expansao (figura 28, pagina 113) mostraram o acoplamento do hidrogénio
benzilico H-9 em & 4,80 com o hidrogénio H-14 em & 4,34 e desse ultimo com o
hidrogénio oximetinico H-13 em & 5,46. O espectro mostrou, ainda, os seguintes
acoplamentos: H-16a em & 4,29 com H-16b em & 4,13 e com H-11 em & 3,80; H-12
em ® 5,11 com H-11 em & 3,80 e com H-13 em 0 5,46.

As multiplicidades dos sinais de carbono de acetilbergenina (Ss) foram
observadas pela analise do espectro de DEPT '3C 135¢° (Figura 31 e 32, paginas 116
e 117) que indicou a presenca de seis carbonos CH, um CH, e um CHs, e por
exclusao os seis carbonos nao hidrogenados do esqueleto da bergenina, mais os
dez carbonos dos cinco grupos acetil.

A estrutura quimica de acetiloergenina apresenta 24 atomos de carbonos,
entretanto, seu espectro de RMN *C (Figura 29, pagina 114) mostrou a presenca de
apenas 21 sinais de carbonos, evidenciando que a estrutura apresenta carbonos
equivalentes. No espectro sdo observados, entre outros, os sinais relativos a
carbonila em & 161,56 (C-2), o grupo hidroximetileno em & 61,72 (C-16)
caracteristico de acucares e o sinal em & 61,44 (C-15) referente a metoxila
aromatica. Os demais carbonos tiveram as seguintes atribuicdes: & 123,96 (C-4), &
149,95 (C-6), 6 144,10 (C-5), & 129,45 (C-8), & 141,23 (C-7), 6 118,55 (C-3), 6 68,12
(C-11), 6 76,57 (C-14), & 72,77 (C-13), & 76,57 (C-9) e & 72,05 (C-12). O espectro
apresentou ainda dois sinais relativos aos hidrogénios das metoxilas de cinco grupos
acetatos (OC-OCHj3), em & 20,54 referentes as trés metoxilas dos grupos acetatos
da porcéao alifatica e em & 20,69 referentes as duas metoxilas da porcdo aromatica,
além de cinco sinais referentes aos carbonos carbonilicos dos cinco grupos acetatos
(0=C-OCH3),em ©& 167,62 e & 168,23 relativos as metoxilas da porcao aromatica e
em 0 169,61, 6 169,99 e 6 170,46 referentes as metoxilas da porcéo alifatica.



A expansdo do espectro de RMN 'C (Figura 30, pagina 115) auxiliou na
atribuicao dos sinais de carbono. Os dados espectrométricos de acetilbergenina (Ss)
estdo de acordo com os dados da literatura para essa substancia (RAMAIAH, et al.,
1979).

Os dados dos espectros da bergenina e de acetilbergenina mostraram-se de
acordo com aqueles obtidos por RAMAIAH et al. (1979) e MAGALHAES et al.
(2007), o que possibilitou em seguida, avaliar as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria de acetilbergenina. Considerando a relacao entre os efeitos analgésicos
e os efeitos anti-inflamatérios, inicialmente foi testada a atividade antinociceptiva de
acetilbergenina em modelos de nocicepcéao periférica e central. Entre os modelos de
nocicepgao, destaca-se o de contor¢gdes abdominais induzidas pelo acido acético.
Collier et al. (1968) postularam que o acido acético age indiretamente induzindo a
liberacdo de mediadores enddgenos da dor, sensiveis aos anti-inflamatorios néo
esteroidais e aos opidides.

A inducdo dessas contorgbes abdominais ocorre em decorréncia a uma
reacao inflamatéria aguda relacionada com aumento dos niveis de PGE,, e PGF2q,
em fluidos peritoneal, bem como de produtos da lipoxigenase (DERAEDT et al.,
1980; VERMA et al., 2005). Todavia, verificou-se que a administragao intraperitoneal
de acido acético ndo s6 induz a liberagcdo de protaglandinas, mas também de
histamina, serotonina e bradicinina (WHITTLE, 1964; BASTOS et al., 2001). Além
disso, macroéfagos e basdfilos, existentes na cavidade abdominal, sob acdo do acido
acético, podem liberar citocinas, como IL-8, IL-18 e TNF-a (RIBEIRO et al., 2000), as
quais estimulam neurbnios aferentes primarios, aumentando a liberagdo de
aspartato e glutamato no fluido cerebroespinhal (FENG et al., 2003), o que explica a
ocorréncia da nocicepcao caracteristica, observada nesse modelo.

Utilizando esse teste foi possivel demonstrar que a administracdo oral de
acetilbergenina nas doses de 1 mg/kg até 25 mg/kg, bloqueou a geragdo das
contor¢des de forma significativa e dose-dependente, quando comparada ao grupo
controle. Demonstrou ainda, que a dose de 25 mg/kg, v.o., foi mais efetiva do que a
indometacina (5 mg/kg)( Figura 9). A partir do modelo de contor¢gées abdominais foi
possivel determinar a DEsq (6,8 mg/kg) (Figura 10).

Alves et al. (2009a) avaliaram preliminarmente o efeito da bergenina (25, 50 e
100 mg/kg, i.p) sobre as contor¢cées abdominais induzidas pelo acido acético (0,8%),
e verificaram que o efeito da bergenina foi significante somente nas doses de 50 e



100 mg/kg. Este resultado permite sugerir que acetilbergenina demostrou ser mais
potente, ainda que administrada por via oral, quando comparada a bergenina.

Os AINEs inibem a ciclooxigenase em tecidos periféricos, reduzindo assim a
sintese de PGE. e interferindo no mecanismo de transducdo de nociceptores
aferentes primarios (DIONNE et al., 2001). Desta forma, embora o teste de
contorcbes abdominais seja um modelo relativamente simples e com pouca
especificidade (COLLIER et al., 1968), sendo necessario realizar outros ensaios para
confirmar e determinar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo
de acetilbergenina, o teste torna-se util para avaliar a analgesia moderada produzida
por compostos anti-inflamatoérios (FERREIRA; VANE, 1974).

O modelo da placa quente, descrito inicialmente, por Woolfe e MacDonald
(1944) e posteriormente modificado por Eddy e Leimback (1953), é conhecido por
ser muito sensivel as drogas analgésicas que possuem agdo no SNC (MEKONNEN
et al, 2009). No teste da placa quente um estimulo térmico ativa nociceptores que
transmitem a informagao nociceptiva aguda ao corno dorsal da medula espinhal e,
posteriormente aos centros corticais produzindo uma resposta nociceptiva
organizada (PEREIRA, 2005; MILANO, 2008; MEKONNEN et al, 2009).

Neste modelo, acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg, v.0., ndo causou
aumento da reposta a laténcia em animais submetidos a temperatura de 55 °C
(Figura 11). Este teste foi utilizado para avaliar a participacdo de mecanismos
centrais na antinocicepcado promovida pela acetilbergenina verificada no teste de
contorcbes abdominais, uma vez que este € um modelo inespecifico que detecta
tanto drogas de efeito central quanto periférico. No entanto, como o pré-tratamento
de acetilbergenina ndo modificou a reatividade dos animais ao estimulo térmico, é
provavel que ndo haja participagdo de mecanismos centrais na atividade analgésica
desse derivado.

Diferentemente da acao analgésica central, o efeito analgésico periférico pode
ser mediado através da inibicdo da ciclooxigenases e/ou lipoxigenases (e outros
mediadores inflamatorios). Essa hipdtese é consistente com os estudos de Eddy e
Leimback (1953) e Koster et al. (1959), que postularam que o teste da placa quente
e o teste de contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético sao técnicas uteis
para a avaliacdo de drogas analgésicas de agao central e periférica,
respectivamente. Assim foi observado que acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg
mostrou um efeito analgésico significativo quando comparada com o grupo controle



na indugcdo do acido acético, mas nenhum efeito no modelo de placa quente. Estes
resultados sugerem que acetilbergenina possui efeito analgésico periférico.

O teste da formalina é considerado um modelo para a dor crdnica
(DUBUISSON; DENNIS, 1977; FERREIRA et al., 2004). Neste teste, os animais
apresentam duas fases distintas de comportamento nociceptivo, o que
provavelmente envolve diferentes estimulos. A primeira fase (neurogénica) inicia-se
imediatamente ap6s a injecdo de formalina, estendendo-se pelos primeiros 5
minutos e resulta da estimulacdo quimica direta dos nociceptores,
predominantemente das fibras C (SULAIMAN et al.,, 2008), sendo associada a
liberagdo de aminodacidos excitatérios como éxido nitrico, substancia P, glutamato,
entre outros (OMOTE et al., 1998; FERREIRA et al., 2004).

Por outro lado, a liberacdo de mediadores nociceptivos, durante a primeira
fase do teste da formalina, causa extravasamento plasmatico, vasodilatacdo de
capilares vizinhos, ativacdo de fibras simpaticas, de mastécitos e de macroéfagos.
Este processo também induz a liberacdo de mais mediadores do processo
inflamatério, tais como, como histamina, 5-HT, bradicinina e prostaglandinas
(FERREIRA et al., 2004). Este conjunto de mediadores inflamatérios produz
sensibilizagdo das vias periféricas e centrais de conducao da dor, caracteristica da
segunda fase (fase inflamatéria), observada de quinze a trinta minutos (HUNSKAAR;
HOLE, 1987; TJOLSEN et al., 1992).

Drogas que atuam perifericamente, como esterdides (hidrocortisona,
dexametasona) e AINEs (aspirina), inibem principalmente a segunda fase (CHEN et
al., 2008a), sendo assim, a inibicdo apenas da segunda fase do teste da formalina é
uma caracteristica tipica dos inibidores da ciclooxigenase (ROSLAND et al., 1990).
Observou-se que acetilbergenina, na dose de 6,8 mg/kg mostrou ser significante na
segunda fase quando comparada com o grupo controle, indicando uma acéao
relacionada ao processo inflamatério, cuja inibigcdo foi de 88,33% (Figura 13).

Os opidides como a morfina regulam a transmissdo nociceptiva através de
duas acles inibitérias: uma inibicdo pds-sinaptica, produzida parcialmente
aumentando a condutancia de K*, e a inibicdo pré-sinaptica da liberagdo de
glutamato, substédncia P e outros transmissores dos terminais de neurdnios
sensoriais (KANDEL et al., 2000; FERREIRA; FACCIONE, 2005). Estudos realizados
por Hunskaar e Hole (1987) mostraram que a morfina, assim como codeina,
exemplos de analgésicos centrais, exercem efeitos em ambas as fases do teste da



formalina. De acordo com a literatura, a morfina foi utilizada no teste da formalina
como droga padrdo e produziu significativo efeito antinociceptivo em relagdo ao
grupo controle, em ambas as fases do teste (Figuras 12 e 13).

Para a investigacdo de um possivel envolvimento do sistema opidide na
atividade analgésica de acetilbergenina foram utilizados morfina, (4 mg/kg, s.c.), um
conhecido agonista dos receptores opidides e naloxona (1,0 mg/kg, i.p.), um
antagonista nao-seletivo de receptores opidides. Em alguns modelos experimentais,
a acao da naloxona é de antagonizar opidides endbégenos envolvidos na dor ou
estresse (BISPO et al., 2001). Os resultados obtidos indicam que o pré-tratamento
com naloxona reverteu de modo significante os efeitos antinociceptivos de
acetilbergenina (6,8 mg/kg) na segunda fase (Figura 13) e, da morfina (4 mg/kg), em
ambas as fases (Figuras 12 e 13). Portanto, estes resultados sugerem que os
receptores opidides estdo envolvidos na acao antinociceptiva de acetilbergenina.

Modelos experimentais usando a carragenina como agente inflamatério sao
amplamente utilizados para investigacao da fisiopatologia da resposta inflamatoéria,
como também para a caracterizacdo de novas drogas anti-inflamatérias (WINTER et
al., 1962; TOBACMAN, 2001). O edema de pata induzido por carragenina foi
utiizado neste trabalho a fim de avaliar a atividade anti-inflamatéria de
acetilbergenina.

A carragenina, polissacarideo sulfatado, € um agente flogistico que
desencadeia uma inflamacédo aguda associada a hiperalgesia que se caracteriza por
edema, exacerbada sensibilidade a estimulos térmicos e mecéanicos em funcao de
uma acgao sequencial de varios mediadores (histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT),
cininas, prostaglandinas), incluindo o sistema de complemento (FERREIRA et al.,
2004). Nesse modelo pode ocorrer elevacao dos niveis de COX-2, com um aumento
concomitante da producéo de prostaglandinas (NANTEL et al., 1999).

A resposta vascular aguda induzida por carragenina envolve trés etapas
distintas, de acordo com os mediadores liberados. Na etapa inicial, nos primeiros 90
minutos, ocorre a liberacao concomitante de histamina e 5-HT, a segunda etapa, que
ocorre entre 90 e 150 minutos é desencadeada por cininas, enquanto na terceira
etapa que comeca a partir de 150 minutos, ocorre a liberagdo de prostaglandinas
com um pico maximo na terceira hora. Todos esses mediadores sao dependentes do
sistema complemento. Histamina e 5-HT s&o responsaveis pela vasodilatacdo e

aumento da permeabilidade vascular na fase inicial do processo inflamatorio.



Bradicinina tem a capacidade de induzir um aumento na permeabilidade dos vasos
sanguineos. E na terceira fase observa-se a ocorréncia de infiltragdo macica de
leucécitos polimorfonucleares (DI ROSA; GIROUD; WILLOUGHBY, 1971).

Em relacdo ao efeito de acetilbergenina sobre o edema, os dados
apresentados neste estudo demonstraram que o pré-tratamento dos animais com
acetilbergenina na dose 6,8 mg/kg, 1h antes da injecéo intraplantar de carragenina,
reduziu o desenvolvimento do edema de pata da 22 a 52 hora, porém essa inibicao
foi maior no segundo e terceiro pico (22 e 32 h) (Figura 14), o que vale ressaltar que
na terceira hora, ha participacdo de PGEs. Segundo DI ROSA et al. (1971) para que
haja uma redugédo do edema induzido por carragenina entre os tempos (0-90 min) é
necessario a administracdo de um antagonista de receptores histaminérgicos mais
um antagonista de receptores serotoninérgicos, o que explica o fato de
acetilbergenina ndo produzir efeito inibitério sobre o edema induzido por carragenina
nesse intervalo de tempo. Ainda nesse modelo, a indometacina (5 mg/kg, v.o.),
considerada um inibidor da ciclooxigenase, também reduziu significativamente o
volume do edema de pata induzido por carragenina em todos os tempos estudados.
Para demonstrar a participacdo de prostaglandinas no edema induzido por
carragenina, alguns autores comprovaram que 0 pré-tratamento com aspirina,
farmaco anti-inflamatério nao-esteroidal, promovia redugdo de prostaglandinas
endbégenas e diminuicdo do edema; em contrapartida, a administracdo de altas
doses de PGE, exdgena ou prostaciclina desencadeava um aumento do edema de
pata (LEWIS et al., 1975; VANE; BOTTING, 1987).

Outro agente flogistico utilizado no presente estudo foi a dextrana.
Carragenina e dextrana induzem o edema de pata por mecanismos diferentes.
Como ja relatado, enquanto a carragenina induz a formacao de um exsudato rico em
proteinas contendo grande numero de neutréfilos, a dextrana € um polissacarideo
de alto peso molecular que induz uma reacdo anafilatica, caracterizada pelo
extravasamento e formagdo do edema com pouca proteina e poucos neutrofilos,
além da desgranulagdo de mastocitos e subsequiente liberacdo de histamina e
serotonina (VINEGAR et al., 1969; METCALFE et al., 1997; FERNANDEZ et al.,
2001). Eles interagem com seus respectivos receptores (Hy, H, € 5HT),) residentes
no endotélio dos micro-vasos (ROOME et al., 2008). Neste modelo foi observado
que acetilbergenina promoveu reducdo em todos os tempos (0-120 min) no edema
de pata induzido por dextrana (Figura 15). Apesar de acetilbergenina nao ter tido um



efeito inibitorio sobre o edema pata induzido por carragenina entre os tempos de 0-
90 minutos, foi demonstrado que acetilbergenina foi capaz de promover reducao do
edema induzido por dextrana, o que € possivel sugerir que acetilbergenina atue
inibindo a liberacdo de serotonina ou de histamina dos mastdcitos, ou atue
bloqueando receptores serotoninérgicos ou histaminérgicos. A ciproheptadina, um
antagonista Hy e 5-HT, também foi capaz de reduzir significativamente o edema de
pata induzido por dextrana em todos os tempos (Figura 15).

Esses resultados estdo de acordo com Swarnalakshmi et al. (1984) que
reportaram a atividade anti-edematogénica da bergenina, apresentando inibigao
dose dependente na terceira hora, em 44,1, 53,6 e 65,5 % nas doses de 60, 120,
240 mg/kg por via oral, respectivamente. Entretanto, diante destes dados € possivel
verificar que acetilbergenina, na dose de 6,8 mg/kg por via oral foi mais potente, uma
vez que nessa dose foi capaz de inibir em 47% o edema induzido por carragenina na
terceira hora.

A atividade de acetilbergenina sobre a migracao leucocitaria foi estudada no
modelo da peritonite induzida por carragenina em ratos. Este modelo de inflamagao
aguda permite a quantificacdo de leucécitos que migram para a cavidade peritoneal
sob a acao de agentes quimiotaticos, principalmente leucotrienos LTB4 (BASTOS et
al., 2001). Varios autores tém amplamente demonstrado que o recrutamento de
células durante a inflamacao depende da liberagdo de mediadores locais, que séao
responsaveis por alteracbes vasculares e teciduais no local, bem como pelo
recrutamento de células de defesa (THOMAZZI et al., 2009).

Ressalta-se também que os neutréfilos sdo os principais subtipos de
leucédcitos que participam na defesa do organismo, € sua migracdo dos vasos
sangiineos aos tecidos é um processo crucial na resposta contra infecgdes
causadas por microorganismos. Essa infiltragdo de neutréfilos para o local da area
inflamada agrava a reagéo inflamatéria produzindo quantidades excessivas de
enzimas proteoliticas, espécies reativas de oxigénio, eicosandides e citocinas,
causando danos aos tecidos (ROOME et al., 2008; ALVES et al., 2009b). Assim, é
evidente que a inibicdo do transito de leucocitos é uma estratégia muito eficaz para
tratar doengas inflamatérias (ALVES et al., 2009b).

Desse modo, considerando que os neutréfilos sdo as células responsaveis
pela defesa inicial diante de agentes exdgenos, o0 aumento numérico destes
corresponde uma resposta ao estimulo promovido pela administracdo do agente



flogistico, como a carragenina. O mecanismo de acdo da carragenina em induzir a
migracao leucocitaria pode ser por sinergismo entre prostaglandinas (PGEy), LTB4 e
outros potentes agentes quimiotaticos, como complemento (C5a) e interleucinas (IL-
8), promovendo vasodilatacdo, exsudagao plasmatica e acumulo de leucdcitos nos
locais da lesdo (THOMAZZI et al., 2009; RUANGSANG; TEWTRAKUL;
REANMONGKOL, 2010). E possivel entdo que os AINEs, ao inibirem a sintese de
prostaglandinas vasodilatadoras (PGE,) promovam reducdo do fluxo sanguineo
comprometendo a migragcao leucocitaria para a area inflamatéria (VINEGAR et al.,
1973; ALMEIDA et al., 1980).

Desta forma, usando carragenina como estimulo neste trabalho, foi possivel
produzir uma resposta inflamatéria aguda no interior da cavidade peritoneal de ratos
4 horas mais tarde, com um grande numero de células polimorfonucleares no
exsudato peritoneal (NETO et al., 2005) como observado com o grupo controle
(Figura 16). Por outro lado, a administragéo oral de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.o.)
inibiu a migragao celular de neutréfilos em 70%, seguindo o perfil semelhante ao da
dexametasona que inibiu em 94, 23%.

O LTBs é um potente agente quimiotdtico para os leucdcitos
polimorfonucleares e lipoxigenases, estas por sua vez, sdo enzimas responsaveis
pela sintese de leucotrienos, sendo muito sensivel a anti-inflamatérios esteroidais,
como a dexametasona (NETO et al., 2005). Dessa forma, verifica-se que o efeito
anti-edematogénico promovido pela acetilbergenina quando comparado com o grupo
controle, mostrou uma correlacdo com sua capacidade de diminuir 0 niumero de
neutréfilos que migraram para a cavidade peritoneal.

No teste da dermatite induzida pela aplicacéo topica de 6leo de créton ocorre
a ativacdo da fosfolipase A, liberando acido araquidénico com conseqliente
biossintese de leucotrienos e prostaglandinas, pelas vias ciclooxigenase e
lipoxigenase, respectivamente. O efeito edematogénico deste agente flogistico é
devido a presencga no 6leo de créton, do composto chamado 12-O-tetradecanoil-
forbol-13-acetato (TPA), uma espécie de éster de forbol que age diretamente
estimulando proteinas quinase C que parecem estar envolvidas na ativacao celular
via fosforilagdo da proteina, desencadeando todo processo descrito acima (MINO et
al., 2004; RANG et al., 2007, p.39; REANMONGKOL et al., 2009). Em adicdo a
essas informacdes, McAdam et al. (1999) descreveram que os ésteres de forbol sdo
um dos estimulantes que promovem a inducdo de COX-2 e que por outro lado, a



expressao desta isoforma pode ser inibida por glicocorticdides e por citocinas anti-
inflamatérias como IL-10 e IL-4. Estas informacdes levaram a hipétese de que a
expressdao de COX-2 seja reforcada com a liberagdo de prostaglandinas,
caracteristica de uma resposta inflamatéria.

Em sintese, o 6leo de créton por ser um irritante vascular, causa infiltragao
leucocitaria de polimorfonucleares, edema intracelular e dermatite tdpica. Esta
dermatite é sensivel a acdo de anti-inflamatérios de uso tépico, respondendo
também a administracao sistémica de anti-inflamatorios esteroidais (TUBARO, 1986;
SEGURA, 1998). Neste ensaio foi utilizado como controle positivo, o &acido
acetilsalicilico na dose de 100 mg/kg, v.0, 0 qual inibiu de modo significante a
dermatite. Acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg, v.0., que também inibiu
significativamente a dermatite (75,60%) apresentou resultado semelhante ao anti-
inflamatério ndo-esteroidal, cuja inibicédo foi de 78,51% (Figura 17 e Tabela 12).

Estes resultados mostram que acetilbergenina tem comprovada propriedade
antiedematogénica/ anti-inflamatéria pela inibicdo significante do edema agudo nos
dois modelos usados. O edema de orelha induzido por éleo de créton representa um
modelo muito usado para estudar atividade anti-inflamatéria de drogas esteroidais e
ndo esteroidais (TUBARO et al., 1986; COSTA et al., 2007), assim como o0 edema de
pata induzido por carragenina.

A enzima PLA,, além das enzimas COX-1 e COX-2 sédo consideradas como
importantes alvos terapéuticos no processo de descobrimento de novas drogas anti-
inflamatoérias associadas com a biossintese das prostaglandinas. Nunomoura et al.
(2009) verificaram que a bergenina in vitro demonstrou pouca atividade frente a
enzima PLA,, sendo que também ndo foi capaz de inibir COX-1. Entretanto a
bergenina foi capaz de inibir seletivamente COX-2.

A citoprotecdo gastrica é conferida por algumas substéncias, como as
prostaglandinas. Os AINEs desencadeiam acdo inibitéria sobre a ciclooxigenase
inibindo a formacgdo de prostaglandinas, tendo como efeito adverso os danos
gastricos (CARVALHO, 2004). A indometacina € um potente analgésico e anti-
inflamatério, porém causa grandes danos na mucosa gastrica, como confirmado
nesse experimento. O tratamento com a acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg, v.o.,
bloqueou em 78,55% a geracao de lesdes gastricas por estresse quando comparada
ao grupo tratado com indometacina. Além disso, a geracédo de lesbes gastricas do
tipo 1+ (leves) e 3+ (severas com bordas hemorragicas), em animais submetidos ao



estresse foi blogueada significativamente, em relacdo a indometacina, quando
tratados com acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg (Tabela 13).

As COX-1, ditas como constitutivas, auxiliam na manutencao da integridade
da mucosa gastroduodenal, homeostase vascular, agregacdo plaquetaria e
modulacdo do fluxo renal (MONTEIRO et al., 2008). A acetilbergenina mostrou
efeitos menos danosos a mucosa gastrica, apresentando menor indice de lesdes
com diferenca significativa quando comparado a indometacina. Esses resultados
sugerem uma acgao protetora da mucosa gastrica, como verificada com a bergenina
(30 mg/kg, i.v.) quando exerceu efeito anti-ulcerogénico em ratos submetidos ao
modelo de Ulcera gastrica induzida por estresse (ABE; SAKAI; UCHIDA, 1980). No
entanto, os autores admitiram que a concentracao de bergenina (30 mg/kg) usada
para promover esses efeitos tenha sido elevada, além disso, essa substancia nao foi
efetiva nesse experimento quando adminstrada oralmente ou subcutaneamente
mesmo em doses mais elevadas. Neste mesmo trabalho foi realizado o modelo de
Ulceras gastricas induzidas por histamina e verificado que o tratamento com a
bergenina (300 mg/kg, i.v.) promoveu inibicdo de ulceras de modo significante. Isto
sugere outra possibilidade para a acado anti-ulcerogénica de acetilbergenina, através
do bloqueio de receptores H, da mucosa géastrica uma vez que estes receptores
quando ativados pela histamina estimulam a secrecao de acido gastrico (BECKER,;
DOMSCHKE; POHLE, 2004; LANZA et al., 2009).

Existem outras comprovagdes experimentais que reforcaram a atividade anti-
ulcerogénica da bergenina como no estudo de Goel et al. (1997) que ao testarem
essa substancia em modelo de Ulceras géastricas induzidas por aspirina, verificaram
que a bergenina (25 e 50 mg/kg, v.0.) produziu efeitos anti-ulcerogénicos. Nesse
estudo foi realizado outro ensaio, o de liberagdo de prostaglandinas por incubacéao
da mucosa do c6lon humano e foi observado que a bergenina (1-10 pg/mL) produziu
efeito estimulador sobre a liberacdo de prostaglandinas nessa mucosa. Esses
autores sugeriram que os efeitos gastroprotetores da bergenina possam ser devido
ao aumento da producédo de prostaglandinas, o que também pode ser valido para
acetilbergenina.

Ha evidéncias de que as prostaglandinas (E; e E») possuem efeitos
antifibréticos in vivo. Com base nessas afirmacdes e nas comprovacdes de que a
bergenina aumenta a sintese protaglandinas E; e E2 na mucosa do c6lon humano,

Chung et al (2001) demonstraram que a bergenina e acetilbergenina quando



testadas em modelo de fibrose hepatica induzida por obstrugéo biliar apresentavam
efeitos anti-hepatofibréticos.

Finalmente, a anélise dos resultados obtidos demonstrou que acetilbergenina
possui uma potencial propriedade anti-inflamatéria. No entanto, investigacdes ainda
sdo necessarias a fim de estudar mais detalhadamente a relacao entre estrutura e

atividade de acetilbergenina, ja que seus resultados foram bastante promissores.



. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos testes de nocicepc¢ao nos levam a sugerir que:

a) Acetilbergenina na dose de 6,8 mg/kg nao apresentou atividade
antinociceptiva de natureza central;
b) Acetilbergenina possui atividade antinociceptiva de origem anti-inflamatéria e,

provavelmente, esta agdo envolve receptores opidides.

Nos modelos que avaliam atividade anti-inflamatéria (edema de pata induzido
por carragenina e por dextrana, induzido por 6leo de créton e peritonite em ratos

induzida por carragenina) a acetilbergenina foi eficaz em todos os modelos.

A acdo anti-inflamatéria de acetilbergenina parece dependente de varios

mecanismos:

a) Acao sobre receptores histaminérgicos (Hi e Hz e/ou serotoninérgicos
periféricos e;

b) Inibindo COX-2;

c) Inibindo PLA,

Apesar da atividade anti-inflamatéria de acetilbergenina ser caracteristica de
compostos nao-esteroidais, esta provoca pouca interferéncia deletéria sobre a

mucosa gastrica.

Com base nestes resultados conclui-se que acetilbergenina demonstrou

significativo efeito anti-inflamatério e analgésico periférico.
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APENDICE A- Espectros
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APENDICE B-Tabelas de dados farmacolégicos



Tabela 6 - Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o estimulo
nociceptivo quimico induzido pela injecao intraperitoneal de acido acético 0,6% em

camundongos.

Grupos Doses Numero de
(n=10) (mg/kg) Contorgdes % de Inibicao
Controle - 62,8 £ 6,74 -
Acetilbergenina 1 45,10 £ 4,99 28,18
Acetilbergenina 5 29,7 + 3,65" 52,71
Acetilbergenina 10 24,40 £ 421" 61,15
Acetilbergenina 15 19,90 + 3,18* 68,31
Acetilbergenina 25 3,10 £ 0,50** 95,00
Indometacina 5 16,70 + 4,30* 73,41

Cada valor representa a média = E.P.M.
*P <0,05, quando comparado ao grupo controle; ANOVA, seguida do teste Student-Newman-

Keuls.
*pP <0,05, guando comparado ao grupo indometacina; ANOVA, seguida do teste Student-

Newman-Keuls.

Tabela 7 - Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg) sobre o tempo de laténcia em teste da placa

quente a temeeratura de 55 2C, em camundongos.

Grupos Doses Tempo ap6s a administracdo (min.)
(n=10) (mg/kg)
0 30 60 90 120
Tempo de Laténcia (s)
Controle - 10,20 £ 1,01 8,02 +1,02 9,14 + 0,87 10,62 £+0,97 10,16 +0,96
Acetilbergenina 6,8 8,65 + 0,68 8,90 +1,15 7,96 + 0,59 8,74 + 0,84 7,58 £0,74
Morfina 10 10,18 £ 1,10 27,07 +1,12* 23,50+1,89* 16,91+2,67 10,39+1,28

A laténcia que o animal leva para lamber as patas traseiras, agitar ou saltar fora da superficie foi expressa
como média * E.P.M. *P <0,05, quando comparado ao grupo controle; ANOVA seguida do teste Student-

Newman-Keuls.



Tabela 8 - Efeito da administracao de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o estimulo nociceptivo quimico
induzido pela injecao intraplantar de formalina 1% em camundongos na primeira (0-5 min.) e na segunda

(15-30 min.) fases do teste.

Grupos Doses Tempo de lambida (s) Inibicdo (%)
(n=10) (mg/kg)
Primeira Segunda Primeira  Segunda
fase fase fase fase
Controle - 60,5 +5,13 206,9 + 23,31 - -
Naloxona 1 72,23 + 4,33 225,50 + 8,73 - -
Morfina 4 22,8 +4,49* 6,0 £3,15* 62,31 97,10
Morfina + Naloxona 4 +1 50,70 + 3,53% 134,20 £ 14,64 - -
Acetilbergenina 6,8 54,75 t 4,64 24,14 £ 8,3* - 88,33
Acetilbergenina+Naloxona 6,8+1 6424+486"° 207,22+2221% - -

Cada valor representa a média = E.P.M.

*P <0,001, quando comparado ao grupo controle; Teste “t” de Student

*P <0,001, guando comparado agonista e antagonista versus agonista; Teste “t” de Student

NS, estatisticamente néo significante quando comparado o agonista mais antagonista versus agonista.

Tabela 9 - Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o edema de pata induzido por injecao

intraelantar de carragenina (100 EL/eata) até 5 h, em ratos.

média £ E.P.M e % de inibicao

Grupos Doses Intervalo de tempo (h)

(mg/kg)
1 2 3 4 5

Controle - 1,54+0,20 - 3,7410,41 - 5,08+0,39 - 4,97+0,13 - 3,99+0,23 -

Acetilberg. 6,8 1,03%0,13 - 1,71+0,24* 54,28 2,71+0,14* 47,00 2,76+0,19* 44,47 2,59+0,24* 35,09

Indometac. 5 0,94+0,16 - 0,89+0,25* 76,20 1,73+0,18* 66,00 1,67+0,21* 66,40 1,44+0,16* 64,00

Edema do volume (mm) foi estimado em 1, 2, 3, 4 e 5 h ap6s administracdo da carragenina. Valores foram expressos em
média + E.P.M. de 5 animais e percentagem de inibicdo do edema. *P<0,05, quando comparado ao grupo controle, teste “t”

de Student.



Tabela 10 - Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre o edema de pata induzido por
injecao intraplantar de dextrana (100 pL/pata) até 120 min., em ratos.

média £ E.P.M e % de inibicao

Grupos Doses Intervalo de tempo (min.)
(mg/kg)
30 60 90 120
Controle - 3,23+ 0,19 3,23+ 0,08 2.7410,10 2,10£0,11

Acetilbergenina 6.8 1,60+ 0,30* 50,46 2,01+0,24* 38,00 1,64+0,24* 40,15 1,40+0,22* 33,33

Ciproheptadina 10 0,20 +0,20* 94,00 1,00 +0,32* 69,04 0,80 +0,20* 70,80 0,40 +£0,24* 80,95

Edema do volume (mm) foi estimado em 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s administracdo da carragenina. Valores
foram expressos em média + E.P.M. de 5 animais e percentagem de inibicdo do edema. *P<0,05, quando

comparado ao grupo controle, teste “t” de Student.

Tabela 11 -. Efeito da administragdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre a
migragao de neutrdéfilos, para a cavidade peritoneal, induzida por 3mL de carragenina

(100 pug/mL) em ratos.
Nuamero de neutrofilos x 10°/mL

Grupos Doses (Mg/ka) 1<t + EP.M. Inibic&o (%)
Controle (n=6) - 3893,25 + 679,76 -
Acetilbergenina (n=4) 6,8 1169,50 + 216,16** 70,00
Dexametasona (n=6) 0,5 224,66 + 40,41*** 94,23

**P < 0,01, *™**P < 0, 001 quando comparado ao grupo controle. ANOVA, seguida do
teste de Student-Newman-Keuls.



Tabela 12 - Efeito da administracdo de acetilbergenina (6,8 mg/kg, v.0.) sobre a

dermatite induzida pelo éleo de créton em camundongos

Grupos (v.0.) Doses (mg/kg) Média + E.P.M.

Controle (n=9) - 3,77+ 0,64
Acetilbergenina (n=7) 6,8 0,92 £ 0,21

AAS (n=9) 100 0,81 £ 0,29

% de inibicao

75,60***,3

78,51

***P < 0, 001, quando comparado ao grupo controle; P >0, 05, quando comparado ao
grupo tratado com AAS (ANOVA, seguida do Teste de Student—-Newman-Keuls). AAS:

Acido acetilsalicilico.



