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RESUMO

As plantas sdo a fonte dietética primaria de compostos fenolicos, responsaveis
por muitos beneficios da satide. Nesta classe estdo inseridos os flavonoides. Flavonoides
sao compostos polifendlicos de origem biossintética, com a mesma estrutura quimica,
um esqueleto benzopiranico. Estes compostos fendlicos sdo diferenciados de acordo
com o grau de insaturagdo, a oxidagdo dos trés segmentos de carbono, e polimeriza¢ao,
que podem influenciar a sua atividade biologica. Sebastiania Jacobinensis Miill. Arg.
(Familia Euphorbiaceae) ¢ uma arvore comum encontrada na regido nordeste do Brasil,
e utilizada na medicina popular. O presente estudo teve como objetivo avaliar atividade
antiinflamatodria e antinociceptiva do extrato alcodlico (EA) e de flavondides isolados da
entrecasca de Sebastiania jacobinensis (MUILL. ARG.) MUILL. ARG. EA foi
preparado numa concentracdo de 10 % (p/v) de farinha da entrecasca de S.
Jjacobinenesis em solugdo alcoodlica, sob agitacdo constante, durante 2 h a 4 °C. Foi
realizada uma abordagem fitoquimica do extrato e observou-se grande presenga de
flavonoides e para o isolamento deles, submetemos o EA a uma cromatografia em
suporte de DEAE-celulose, utilizando alcool 70% para lavar e uma solugdo de 10% de
acido Acético, 10% de agua destilada e 80% de etanol absoluto para eluir. Foram
utilizados camundongos fémeas Swiss Webster (25-30g, n= 5-8), submetidos ao modelo
de dor induzido pelo &cido acético (1%), e ao modelo de inflamacdo induzida por
carragenina (1%). Nos dois testes as concentragcdes das amostras utilizadas foram 25, 50
e 100 mg/kg de animal. Os resultados da investigacdo fitoquimica de EA apresentou
proantocianidinas condensadas, terpenos e polifernois como principais constituintes. A
atividade antiinflamatoria revelou inibi¢do da inflamag¢ao em 54,14% quando tratados
com EA (100 mg/kg) e 61,10% quando tratados com o flavonoide (100 mg/kg). As
preparacgdes também diminuiram em até 71% as contor¢des e estiramentos dos animais
tratados com EA (100 mg/kg) e em até 58% dos camundongos tratados com o
flavonoide (25 mg/kg). Sendo assim, os testes em in vivo revelam que os metabolitos
secundarios presentes no EA de S. jacobinenses e seu flavonoide isolado apresentam
atividade antinociceptiva e antiinflamatdria significativa comparadas aos resultados de
farmacos ja utilizados, podendo, com o aprofundamento das pesquisas, serem usados

como método terapéutico contra dor e a inflamagao.

Palavras-chave: Euphorbiaceae; Sebastiania jacobinenses; Flavonodides; atividade

antiinflamatoria; atividade antinociceptiva



ABSTRACT

Plants are the primary dietary source of phenolic compounds, responsible for many
health benefits. In this class are inserted flavonoids. Flavonoids are polyphenolic
compounds of biosynthetic origin, with the same chemical structure, a benzopyran
skeleton. These compounds are broken down according to the degree of unsaturation,
the oxidation of the three segments of carbon, and polymerization, which may influence
their biological activity. Sebastiania Jacobinensis Miill. Arg. (Family Euphorbiaceae) is
a common tree found in northeastern Brazil, and used in folk medicine. This study
aimed to evaluate anti-inflammatory and antinociceptive stratum alcohol (EA) and
flavonoids isolated from the bark of Sebastiania jacobinensis (MUILL. ARG.) MUILL.
ARG. EA was prepared at a concentration of 10% (w / v) of flour in the bark of S.
Jjacobinenesis in alcoholic solution under stirring for 2 h at 4 ° C. Been questioned
phytochemical extract and showed great presence of flavonoids and to isolate them,
submit the EA to a chromatography support DEAE-cellulose using 70% alcohol to wash
and a 10% solution of acetic acid, 10% distilled water and 80% of absolute ethanol to
elute. We used Swiss Webster female mice (25-30g n = 5-8), subject to the type of pain
induced by acetic acid (1%), and the model of inflammation induced by carrageenan
(1%). In both tests the concentrations of the samples used were 25, 50 and 100 mg / kg
of animal. The results of phytochemical screening of EA showed condensed
proanthocyanidins, terpenes and poliferndis as main constituents. The anti-
inflammatory activity showed inhibition of inflammation by 54.14% when treated with
EA (100 mg / kg) and 61.10% when treated with the flavonoid (100 mg / kg). The
preparations also decreased by 71% in the twisting and stretching of the animals treated
with EA (100 mg / kg) and up to 58% of mice treated with the flavonoid (25 mg / kg).
Thus, tests in vivo show that the secondary metabolites present in EA S. jacobinenses
and its isolated flavonoid present antinociceptive activity and anti-inflammatory
significant compared to the results of drugs already in use, and may, with the deepening

of research, be used as a treatment against pain and inflammation.

Keywords: Euphorbiaceae; Sebastiania jacobinenses, Flavonoids; anti-inflammatory

activity, antinociceptive activity



1. INTRODUCAO

1.1 Usos de plantas na medicina popular

O uso dos produtos naturais pela humanidade aumentou muito nas tltimas décadas,
devido ao grande investimento do setor farmacéutico nas pesquisas farmacéuticas
(STEEP, 2004; SOUZA et al., 2005). Apesar das investigagdes e estudos cientificos
sobre plantas medicinais, se conhece pouco sobre os principios ativos e as
extraordinarias qualidades curativas de muitas espécies vegetais; dados disponiveis
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial de
cura, nimero que cai para 10% no Brasil, quando deveria ser mais alto, ja que o pais
representa a maior diversidade genética vegetal do planeta (MIGUEL, et al. 2000;
SIMOES, 1999; SOEJARTO, 1996).

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo divididos em dois grupos: os
metabolitos primarios, tais como carboidratos, aminoécidos e lipidios; e os metabolitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primarios,
tais como compostos fenolicos, terpenoides, 6leos essenciais e alcaldides. Sdo esses
compostos os responsaveis pelos efeitos medicinais ou toxicos. Eles apresentam grande
importancia ecologica, uma vez que podem atuar na atracdo de polinizadores, ou
representar uma defesa quimica contra estresse ambiental (BALADRIN et al., 1985; Di
STASI, 1995). Alguns metabolitos secundarios possuem grande valor agregado devido
as suas aplicagdes como medicamento, cosméticos, alimentos e agroquimicos
(PHILLIPSON et al., 1998). Muitas dessas substincias constituem-se, sobretudo, em
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos.

O uso milenar de plantas medicinais mostrou ao longo dos anos, que determinadas
plantas apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de vista cientifico,
pesquisas mostram que possuem substincias potencialmente agressivas e, por esta
razao, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos (VEIGA
JR et al., 2005). Estudos multidisciplinares, associando fitoquimicos e farmacologos,
tornam-se cada vez mais importantes para a defini¢do dos potenciais terapéuticos e

toxicos de extratos vegetais (MACIEL et al., 2002).
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O Brasil tem quase um ter¢o da flora mundial representada em dez biomas com
uma biodiversidade exuberante. Entretanto, muito pouco tem sido realizado para
transformar esse potencial em vantagem competitiva, produtos e patentes,
principalmente se considerarmos o desenvolvimento como forma de inser¢do social, de
protecdo e manutencdo desses ecossistemas (GOTTLIEB et al., 1996). Muitos
exemplares de plantas medicinais da biota brasileira ja foram amplamente estudados, no
entanto, a maioria delas ndo possui sequer algum estudo cientifico. Dessa forma, as
plantas medicinais no Brasil ainda s3o pouco conhecidas e constitui um fascinante

caminho de pesquisa académica e de desenvolvimento nacional.

1.2 Familia Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae apresenta-se como arboreas, arbustivas, subarbustos e
ervas com presenca de substincias latescentes. E uma familia botinica cosmopolita
composta de 240 géneros com aproximadamente 6000 espécies distribuidas
principalmente nas regides tropicais, onde os maiores centros de dispersdo ficam na
América e na Africa. Seu nome origina de uma homenagem feita pelo rei mouro Juba II,
em 30 a.C., ao seu médico Euphorbus, o qual descobriu as propriedades medicinais da
Euphorbia resinifera, planta que ainda ocorre naturalmente no norte africano

(PEREIRA, 1999; CORREA, 1984).

As Euphorbiaceae destacam-se como uma das familias mais importantes
economicamente. A seringueira (de onde se extrai o latex usado para a manufatura de
borracha natural) ¢ nativa da floresta amazonica, onde gerou o ciclo da borracha até ser
cultivada com mais produtividade e custos menores no Sri Lanka e nas florestas do
arquipélago malaio. A mamona, nativa da Africa, é fonte de 6leo de ricino, fibras
vegetais e compostos quimicos usados na medicina, além de o6leo lubrificante aplicado
em propulsores de Onibus espaciais e foguetes. A mandioca (Manihot esculenta) é fonte
primaria de alimento (principalmente de amido) em boa parte do nordeste brasileiro, e
sua farinha ¢ consumida em larga escala em todo o pais. Algumas espécies de Croton e
Euphorbia sao reputadas como plantas medicinais. Muitas espécies movimentam
grandes somas de dinheiro no mercado de plantas ornamentais, Euphorbia (poinsettia),

Codiaeum (croton) e Phyllanthus (Otaheite gooseberry) (WATSON et al., 1992).
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1.2.1 Sebastiania jacobinensis

Arvore inerme, lactescente, até 8 m de altura, possui copa pequena, irregular,
semipersistente, de coloragcdo verde-escura (Figura 1a). O tronco ¢ geralmente curto,
com casca externa rugosa e cor marrom-acinzentada. Suas folhas sdo simples, alternas,
glabras, de consisténcia coridcea, medem de 2 a 7 cm de comprimento por 1 a 3 cm de
largura (Figura 1b). Apresentam geralmente &pice agudo, base cuneada, margem
levemente serreada a dentado-crenada e peciolo de até 7 mm de comprimento. As flores
sdo pequenas, amarelas, dipostas em espigas terminais de 3 a 6 cm de comprimento. Os
frutos sdo capsulas globosas com seis angulos, de colora¢do parda, medem de 8 a 10
mm de diametro e possuem 3 a 6 sementes em seu interior (Figura 1c¢). A floracao
ocorre de setembro a fevereiro e a frutificagdo de novembro a maio (FLORA
BRASILIENSIS, 2001). Localiza-se predominantemente na regido da caatinga
nordestina havendo relatos de identificacdo no estado da Bahia e Pernambuco
(CARVALHO, 1994; IBGE, 1988). Encontra-se catalogada na Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria (IPA) sobre numero de registro 01/2006. No levantamento
bibliografico realizado ndo foi encontrado nenhum relato de investigacdo cientifica
nesta espécie deixando desde j4, aqui registrado, apenas aplicagdes fitoterapicas contra
infec¢des e processos de hipersensibilidade. Recentemente, Vaz et al. (2010) isolaram
uma lectina da entrecasca com massa molecular de 52,0 kDa, que inibiu o crescimento

micelial de Fusarium moniliforme e Fusarium oxysporum.
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Figura 1. Sebastiania jacobinensis
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1.3 Flavonoides: Aspectos gerais

Flavonodides sdo compostos polifendlicos de origem biossintética, com a mesma
estrutura quimica, um esqueleto benzopiranico. Trata-se de metabolitos secundarios
amplamente distribuidos no reino vegetal. At¢ o momento ja foram descritas mais de
4.000 moléculas pertencentes a este grupo que sdo comuns em todas as plantas
vasculares (DIXON et al., 1999; FILHO et al., 2008). Eles sdo pigmentos responsaveis
pela explosdao de cores outonais e os muitos tons de amarelo, laranja e vermelho nas
flores (PIETTA et al., 2000). S3ao importantes para o crescimento normal,
desenvolvimento e defesa das plantas (KUMMER et al., 2001 ).

Os flavonoides provavelmente ja existiam no reino vegetal ha mais de um bilhdo de
anos (DIXON et al., 1990). A grande prevaléncia de flavondides no reino vegetal ndo ¢é
acidental, eles nao s6 agem como os pigmentos coloridos de flores, mas também atuam
como inibidores de enzimas, precursores de substancias toxicas e defesa contra a
exposi¢cdo a radiacdo ultravioleta; sdo agentes quelantes de metais nocivos, agentes
redutores. Além disso, os flavonoides estdo envolvidos na fotossensibilizagao,
transferéncia de energia, morfogénese e determinagdo do sexo; nos niveis de respiragao
e fotossintese, na ag¢do dos hormoénios vegetais, ¢ também na expressdo génica
(FERGUSON et al., 2001; SANDERSON et al., 1999; DUARTE et al., 2001; CHAN et
al., 1999; MANTHEY et al., 2000). Os flavonoides desempenham um papel importante
no crescimento e desenvolvimento das plantas, e na defesa contra microorganismos e
parasitas (DIXON et al., 1990). Essas propriedades dos flavonoides nas plantas t€ém
estimulado o interesse de suas atividades farmacoldgicas em humanos (Di CARLO et
al., 1999).

Com base em seu esqueleto, os flavondides sdo classificados em oito grupos:
flavanas, flavanonas, isoflavanonas, flavonas, isoflavonas, antocianidinas, chalconas e
flavonolignaninas . A estrutura destes compostos ¢ derivado de um hidrocarboneto
heterociclico, por substitui¢do de seu anel C nas posi¢des 2 - ou 3 - por um grupo fenil
(anel B) para formar as Flavanas; se ocorrer outra substituicdo por um grupamento
0x0 - na posi¢ao 4 o resultando serd flavanonas e isoflavanones. Dependendo da
substitui¢do do anel-C, estes flavonoides sao atribuidos como Flavonas (grupo 2-fenil),
ou isoflavonas (grupo 3-fenil) (Figura 2). A presenca de mais uma dupla ligacdo no

anel C em vez de um grupo oxo torna estes compostos coloridos, formando o conhecido
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grupo das antocianidinas. Além disso, chalconas, compostos bi-ciclicos que possuem

um anel C aberto, sdo também classificados como flavonoides (HODEK et al., 2002).

o
flavonona

i G“m

= —
oH
antocianidinas

-~

flavanas

X
P

isoflavonona

C )
)
isoflavona

G S

O

chalconas

Figura 2: Estruturas basicas das principais Classes de Flavonoides.

Fonte: Hodek (2002).

Os flavondides também podem ser classificados quanto a presenga ou nao de

carboidratos, em: agliconas (composto de um anel de benzeno condensado com um anel
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de seis membros que possui um anel fenil na posicao 2), e glicosideos (que transportam

um ou mais residuos de agucar no anel) Figura 3 (D1 CARLO et al., 1999).
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Figura 3: Exemplo de estrutura de alguns flavondides glicosideos. Adaptada de Di Carlo
(1999).

Flavonoides ndo podem ser sintetizados por seres humanos o que o0s torna
importantes componentes da dieta, encontrados em frutas (de frutas citricas podem
representar até 1% de material fresco) e em vegetais (PETERSON et al., 1998, HODEK
et al., 2002). A principal fonte de flavonoides inclui frutas e produtos de frutas (por
exemplo, frutas citricas, roseira, damascos, cerejas, uvas, groselhas, mirtilos, magas),
vegetais (por exemplo, cebola, pimentdo, brocolis, tomate, espinafre), folhas de cha,
soja, e ervas aromatica (BARNES et al., 2001). Os flavonéides sdo encontrados em
diversas plantas medicinais e medicamentos naturais sendo utilizados na medicina
popular.

Em 1930, os flavonodides foram descobertos por Albert Szent-Gyorgyi, Prémio
Nobel, como compostos com pronunciada atividade antioxidante. Sua capacidade de
eliminacdo de radicais hidroxila ¢ um importante exemplo das contribui¢cdes dos
flavonoides para a saide do organismo, sendo importante na prevencdo de doencas

associadas a um dano oxidativo das membranas, proteinas e DNA (FERGUSON et al.,
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2001). Desde entdo varias sdo as pesquisas que visam desvendar os efeitos desses
compostos a saude humana. Aos flavonodides, sdo atribuidos um amplo nimero de
atividade farmacologicas que aparentemente ndo tem relagdo entre si. Dentre elas cabe
destacar as suas propriedades diuréticas (WANG, 2000), antiespasmddicas (MUROTA,
et al., 2003), antiinflamatérias (THEOHRIDES et al., 2001), antibacterianas (PLAPER
et al., 2003), antiulcerativas (FRANCESCA et al., 2000), antivirais (LIN et al., 1997b,
KIM et al.,, 1998, CHIANG et al., 2003), antifibrotica (QI, 2001), estrogénicas,
antioxidantes (BOADI et al., 2003), antineoplasicas (LOPEZ-LOZARO, 2002),
antifungica (STEVENSON et al., 1999) e antibacteriana (HARAGUCHI et al., 1998).
Apesar de todas essas propriedades benéficas, a maioria delas ndo apresenta
mecanismo de acdo definidos e ha falta de dados farmacolégicos e de ensaios clinicos
adequadamente padronizados, isso tem levado na maioria dos casos, a considera-los,
como uma terapia de segunda ordem. Dessa maneira, se faz necessaria intensa pesquisa
ndo sO para comprovar a existéncia da atividade famarcologica como também para

elucidar a maneira e o0 mecanismo de agao.

1.4 DOR

A dor ¢ um dos maiores flagelos que acometem a humanidade. Numerosos
esfor¢os sdo empreendidos a procura de mecanismos que justifiquem sua existéncia e de
métodos destinados ao seu controle. Dor ¢ uma das principais causas de sofrimento,
incapacidades, inabilidades e de imensuraveis repercussdes psicossociais e econdmicas.

O comité de taxonomia da Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (do
inglés, Internacional Association for the Study of Pain - IASP) conceitua a dor como
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que ¢ associada e/ou descrita em
termos de lesdes teciduais™. A dor ¢ sempre subjetiva. Cada individuo utiliza a palavra
dor de acordo com o aprendizado frente a suas experiéncias prévias. E uma sensacio
desagradavel localizada em uma parte do corpo; constitui adicionalmente uma
experiéncia emocional” (MERSKEY et al.,, 1979). A dor tem valor biologico
fundamental: alerta o individuo sobre a ocorréncia de alguma forma de lesdo orgénica
instalada ou em vias de se instalar. Entretanto, muitas vezes, manifesta-se mesmo na
auséncia de agressoes teciduais vigentes, tal como ocorre na neuropatia periférica ou
central e em certas afec¢des psicopatoldgicas (FIGUEIRO et al., 2001).
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Os estimulos e as condi¢des que causam a dor podem variar e dependem em
parte do tecido especifico e da natureza, intensidade e duragao do estimulo. Em geral, os
estimulos que sao percebidos como dolorosos t€ém o potencial de causar dano aos
tecidos (SMITH, 1992). A transmissdo da dor envolve varias interacdes entre
mecanismos tanto periféricos quanto centrais, desde a superficie da pele até o cortex
cerebral (FURST, 1999; LOSER et al., 1999). O primeiro passo na seqiiéncia dos
eventos que a originam, ¢ a transformacao dos estimulos ambientais em potenciais de
acdo que, das fibras periféricas, sdo transferidos para o sistema nervoso central (SNC)
(Figura 4). Os sinais nocivos sdo gerados nos receptores nociceptivos, representados
pelas terminacdes nervosas livres presentes em fibras aferentes tipo Ao (A-delta,
pequenas e pouco mielinizadas, de condugdo rapida) e tipo C (pequenas e amielinicas,
de condugdo lenta), que respondem a uma variedade de estimulos fisiologicos intensos
tais como calor, frio, compressao e substancias potencialmente nocivas (BESSON et al.,
1969; BROOKS et al., 2005).

Praticamente todos os tecidos s3o inervados por fibras aferentes. A
sensibilizacdo dos receptores pode decorrer do aciimulo de substincia algiogénicas
concentradas nos tecidos em decorréncias da lesdo tecidual ou do processo da
inflamac¢ao neurogénica ou da liberacao de prostandides pelo sistema nervoso simpatico
(TEXEIRA et al., 2001). Dentre os diversos mediadores pode-se destacar: ions
hidrogénio, norepinefrina, bradicinina, histamina, ions potéssio, citocinas, 6xido nitrico

e produtos do metabolismo do 4cido aracdonico (CALIXTO et al., 2001).
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Figura 4. Fenomeno sensitivo-doloroso. Os axdnios das fibras aferentes primarias que
inervam as regides periféricas transmitem o impulso nociceptivo até o SNC. Adaptado de
Bear (2000)

Segundo LOSER & MELZACK (1999) quanto ao critério de duracdo da
resposta algica o episodio doloroso pode ser classificado em agudo ou cronico. No tipo
agudo ocorre injuria substancial de um tecido com ativacao de nociceptores no local do
tecido lesado, os NAPs (neurdnios aferentes primdrios) especializados, capazes de
codificar o estimulo nocivo quanto a sua modalidade, intensidade, duracdo e localizagao
(TURK et al., 1992; PRADO et al., 2001). E fundamental para a preservagio da
integridade do individuo porque ¢ um sintoma que alerta para a ocorréncia de lesdes no
organismo. A injuria altera a resposta caracteristica dos nociceptores, suas conexoes
centrais e o sistema nervoso autonomo. O papel dessa dor é simples, mas importante,
como sinal de alerta, indicando perigo, risco, ja que informa ao corpo sobre o perigo
potencial e, via de regra inicia respostas reflexas de retirada do segmento corporal da
fonte do estimulo nocivo (BROWN et al., 1990; TURK et al., 1992; PRADO et al.,
2001).
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Ja a dor cronica pode ser entendida como a que se mantém apds a cura da lesao
inicial, ou que persiste além de semanas ou meses. Muitas vezes apresenta etiologia
incerta, nao desaparece com emprego de procedimentos terapéuticos convencionais € €
a causa de incapacidades e inabilidades prolongadas (MACFARLANE et al.,1997;
FEUERSTEIN et al., 1992; TEXEIRA et al., 1999*;, FERREIRA et al., 2004). Na fase
cronica, a dor estd geralmente associada a alteracdes ou danos ao tecido nervoso,
caracterizando-se a dor neuropatica, comum especialmente em idosos. Nesta condi¢ao,
a dor aparentemente perde qualquer fungdo adaptativa e torna-se de fato patologica
(WOOLF et al., 1999; PERISSINOTTI, 2001; MCQUAY, 2002).

A capacidade que o organismo tem de perceber e responder a um
estimulo doloroso dar-se o nome de Nocicep¢ao, e pode variar de acordo com a
dimensdo do estimulo. Os nociceptores (do latim nocere, machucar) sdo os responsaveis
por receber o estimulo, eles estdo localizados nas terminagdes livres dos axonios
periféricos dos NAPs, estdo localizados em todo o corpo, exceto no cérebro e nos 0ssos.
O estimulo ¢ levado até o SNC onde os ganglios da raiz dorsal sintetizam diversas
substancias que irdo atuar como neurotranmissores ¢ neuromoduladores da dor. Em
seguida os corpos celulares dos NAPs, que estdo localizados nos ganglios da raiz dorsal,
enviardo essas substancias tanto para o ramo periférico quanto para o ramo central das
NAPs, exercendo fungdo na dor tanto periférica quanto centralmente (RANG et al.,;

TEIXEIRA et al., 2001).

Em vista da multiplicidade de mecanismos conhecidos (e desconhecidos) para
modular a dor, a ocorréncia na literatura de muitos compostos que possam direta ou
indiretamente modular sua transmissdo ndo ¢ surpreendente. Mesmo assim, poucos sao
aqueles com suficiente seletividade de agdao ou poténcia e conseqiientemente interesses
clinicos. Desta forma, a descoberta de firmacos analgésicos se faz necessario e, os
mesmos podem produzir seus efeitos ora modulando a liberagdo de mediadores
analgésicos enddgenos, ora inibindo a liberacdo de neurotransmissores algogénicos
através de mecanismos pré ou pds-sinapticos, a nivel central e periférico (BESSON,

1999; MILLAN, 1999; CAVALCANTI et al., 2003).
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1.4.1 Agentes analgésicos

Virias classes de farmacos sao utilizadas para o tratamento da dor. Os agentes
analgésicos foram classificados em dois grupos segundo Teixeira (2001): Os opidides
e os analgésicos antiinflamatdrios (ndo opiodides).

Os farmacos opiodides sdo agentes utilizados para o controle das dores de
intensidade moderada a forte, tanto em quadros algicos agudos quanto cronicos. Os
agentes opidides apresentam efeitos farmacoldgicos dependentes da natureza dos
receptores e das suas caracteristicas (FERREIRA et al., 2004; PATT et al., 1992;
FERRER-BRECHNERT et al., 1984). O efeito analgésico ¢ mediado via inibicdo da
liberacdo de neurotransmissores (substancia P e neuropeptideos) pelas terminagdes
nervosas livres periféricas (local da lesdo tecidual) e centrais (substancia cinzenta da
medula espinhal) e da dopamina nos nucleos da base bem como via de ativagdo de
unidades supressoras da dor do tronco encefalico (RANG et al., 1991). Além do mais,
sao farmacos de acdo longa, por exemplo, metadona ou preparados para liberagao
prolongada que permite analgesia durante 72 horas; exemplos: morfina, tramadol,
fentanila (OMOIGUI et al., 1995).

Os ndo opiodides apresentam eficacia analgésica nos casos de dor de pequena ou
média intensidade, e em contraste aos analgésicos opiodides, essas drogas nao
produzem dependéncia fisica (NATHAN et al., 1996). Seus efeitos famarcologicos
estdo ligados principalmente a inibicdo da ciclooxigenase (COX), uma enzima que
catalisa a conversdo do 4cido araquidonico em endoperdxidos ciclicos instaveis
intermediarios (Prostaglandinas, Prostaciclinas) envolvidos no processo inflamatorio e
na sensibilizacdo das vias dolorosas centrais e periféricas. Sao representados pelos
grupos dos AINEs (antiinflamtorios ndo-esterdidais), onde seus componentes
apresentam estrutura quimica variada e que além de atividade analgésica apresentam

também atividade antipirética, uricosurica e antiinflamatoria (INSEL et al., 1990).

1.5 Mecanismos envolvidos no Processo Inflamatorio

Desde o inicio do século XIX, o processo inflamatério tem sido um dos
mecanismos mais intensamente investigados nas areas da medicina experimental.

Segundo Schonbein (2006) a inflamacgao ¢ o mecanismo basico disponivel para o reparo
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do tecido apés uma lesdo. E constituido de uma cascata de reagdes celulares e
microvasculares, que servem para remover o tecido danificado e gerar novos tecidos.
Dessa forma o mecanismo ¢ bem mais complexo do que aparenta, envolvendo uma
complexa variedade de células (neutrofilos, macroéfagos e células mononucleares), bem
como moléculas inflamatorias como Prostaglandinas (PGs), 6xido nitrico (ON),
citocinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral a (TNF- a), interleucina 1
(IL-1), interleucina 12 (IL-12), interferon y (IFN-y) e quimiocinas). A inflamagao ocorre
como uma resposta inespecifica, ou seja, o padrdo inicial ¢ independente do agente ou
do evento causal, e ¢ caracterizada por uma série de alteracdes que tende a limitar os
efeitos da agressao (STEVENS & LOWE, 2002; SILVERTHORN, 2003).

Clinicamente o processo inflamatorio pode ser caracterizado pela presenga de
rubor (aumento do fluxo sanguineo), calor (aumento de temperatura), tumor (acumulo
de liquido nos espagos intersticiais), dor (resultante de uma combinacdo de fatores,
inclusive a pressdo nos terminais nervosos resultante dos edemas) e perda da fungao
(resultante principalmente do edema e da dor e pode ser total ou parcial) (SOSA et al.,
2002; STEVENS & LOWE, 2002; FERREIRA et al., 2004; MONTENEGRO et al.,
2004; DINTZIS, 2007).

A cascata inflamatoria é pré-programada e estereotipada. E o tnico mecanismo
conhecido para reparacao tecidual apos a lesdo e, como tal, estd no cerne do pensamento
médico (Figura 5). Alguns dos processos celulares mais interessantes (por exemplo,
quimiotaxia, fagocitose, mitose, diferenciacdo celular) fazem parte da cascata
inflamatéria (SCHONBEIN et al., 2006). A cascata inflamatéria ¢ dividida em duas
fases: Fase exsudativa e Fase produtiva. A Fase Exsudativa ¢ caracterizada pelas
alteracdes vasculares que propiciam a saida dos vasos de seus constituintes liquidos e de
suas cé¢lulas. J4 na Fase Produtiva temos a proliferacdo local de vasos e células, o que
corresponde a uma tentativa do organismo de reparar as alteragdes causadas pela

agressao e pela fase exsudativa (MONTENEGRO et al., 2004).
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Figura 5. Cronograma esquemadtico das etapas da cascata inflamatéria que pode levar a

resolugdo e reparacdo final da lesdo inicial que sobre a influéncia da estimula¢do continua, progride
em uma cascata inflamatoria cronica. (Adaptado Schonbein, 2006).

O exsudato inflamatorio, conseqiiente do aumento da permeabilidade vascular,
composto de proteinas plasmaticas e leucdcitos que extravasam dos vasos e se
acumulam no local inflamado. Tem a fungdo de destruir o agente agressor, degradar
(ligiiefazer) e remover o tecido necrosado. A drenagem linfatica fica aumentada,
levando mais facilmente antigenos aos linfonodos regionais. Dependendo do local, da
intensidade da reagdo e do agente injuriante, o exsudato pode ter diferentes

caracteristicas, podendo ser seroso, fibrinoso, mucoso, purulento e hemorragico

(MORAES, 1992; RIBEIRO et al.,1976; BECHARA, 1987).
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Em condi¢des normais, os elementos figurados do sangue circulam no centro da
corrente e somente o fluido esta em contato com o endotélio (EVAN et al., 1970). Na
inflamacao, ocorre uma modificagdo, os leucocitos assumem orientagdo periférica,
principalmente neutréfilos, ao longo do endotélio vascular, processo denominado de
marginacao leucocitaria. Os leucocitos se aderem a parede endotelial, primeiro de forma
transiente, depois mais avidamente; logo depois, migram ativamente através de
diapedese pela parede do vaso, por entre juncdes interendoteliais, em dire¢do ao espago
extravascular. Hemacias também migram, porém de forma passiva, aproveitando a saida
dos leucécitos (PEREZ-TAMAYO, 1987; BECHARA, 1987). Uma vez fora, os
leucocitos migram pelo intersticio para o local da lesdo. Esta migragao dirigida ¢ a
conseqiiéncia da presenca no foco inflamatorio de substadncias quimiotaticas
(mediadores quimicos da inflamacdo) e esse fenomeno ¢ denominado quimiotaxia
(EVAN et al., 1970; GARY et al.,1983).

A inflamagdo ¢ dividida em padroes agudo e cronico, segundo a idade,
duragcdo ou tempo de evolugdo do processo. Do ponto de vista morfoldgico, nas
inflamacdes agudas predominam os fendmenos exsudativos, enquanto que nas cronicas
predominam os produtivos (MONTENEGRO et al., 2004). A inflama¢do aguda ¢ de
curta duragdo, de alguns minutos, horas ou um a dois dias, dependendo do estimulo
causal, e suas principais caracteristicas ¢ a exsudagao de fluidos e proteinas do plasma e
emigracdo de leucocitos, predominantemente neutrofilos (KLUFT et al., 2002). A
inflamacdo aguda pode ter quatro tipos de evolucdo: Resolugdo (tudo volta ao normal
com a eliminacao do agente agressor); Cicatrizacdo (ha reparagao de tecido destruido);
Formagao de abscesso (quando agentes piogénicos se instalam nas profundidades dos
tecidos); e finalmente, pode progredir para Inflamagao Crdnica, o que ocorre quando o
agente ndo ¢ eliminado pelo processo inflamatério agudo. A inflamagdo cronica ¢
menos uniforme, de duracdo mais longa, que pode ser de semanas a meses; ¢ associada
histologicamente com a presenca de linfocitos e macrofagos e com a proliferacao de
vasos sangliineos (neoangiogénese) e do tecido conjuntivo (fibroplasia)

(MARTINDALE et al., 2007; KLUFT et al., 2002).
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1.5.1 Agentes antiinflamatorios

A reacdo inflamatodria € um mecanismo de protecao do organismo contra agentes
ofensores ou traumas, no entanto, em certas circunstancias, essa resposta defensiva pode
ser dirigida de forma inadequada a substincias externas ou a tecidos do proprio
organismo, podendo entdo a propria resposta produzir danos. Nestas condigdes pode ser
necessaria a utilizacdo de drogas antiinflamatodrias. Os agentes antiinflamatérios sao
divididos em dois grupos distintos, de acordo com seu mecanismo de acdo, 0s
antiinflamatérios nao-esterdides (AINEs, ou em inglés, NSAID - nonsteroidal
antiinflammatory drugs) e as drogas antiinflamatdrias esteroidais (SAID — steroidal
antiinflammatory drugs) (WANNMACHER et al., 2004a).

Os glicocorticoides sao potentes mediadores antiinflamatorios endogenos que
sdo liberados em poucos minutos na resposta ao estresse e a lesdo tecidual como
mecanismo de controle da severidade da resposta inflamatéria (GILROY et al., 2004).
Os glicocorticoides desempenham um papel importante na atenuagdo da resposta
inflamatoéria. Esses hormdnios esterdides sdo capazes de induzir apoptose em células do
sistema hematopoiético, como mondcitos, macroéfagos e linfocitos T que estdo
envolvidas na reacdo inflamatéria. (AMSTERDAM et al., 2002). Estes hormonios
inibem a transcricdo de varias citocinas importantes para a resposta imune e/ou
inflamatoéria, como interleucinas, TNFa e fator estimulador de colonias de macrofagos-
granuldcitos, além de inibirem a agdo dessas citocinas sobre fatores transcripcionais,
como proteina ativadora-1 e o fator nuclear kB (NF-kB). O conjunto destas atividades ¢

considerado como responsavel pela atividade imunossupressora dos glicocorticoides

(BARNES et al., 1993).

Os glicocorticoides sintéticos (betametasona, dexametasona, cortisona, etc.)
mimetizam agdes do cortisol enddgeno, atuando através da ligagdo a um receptor
citoplasmatico especifico para glicocorticoides. Sdo os mais eficazes antiinflamatdrios
disponiveis, apresentando ainda a¢do imunodepressora. Promovem melhora sintomatica
de uma série de manifestagoes clinicas, sem afetar a evolugdo da doenga basica. Ao lado
dos esperados beneficios, ha risco de potenciais efeitos adversos, observados numa

variedade de tecidos organicos, na dependéncia de doses empregadas e, sobretudo, da
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duracdo do tratamento (MARGIORIS et al., 1997, WANNMACHER et al., 2004b;
HOWLAND et al., 2006).

Uma das formas pela qual os glicocorticoides inibem a producao de
Prostaglandinas (PGs) ¢ por meio da indugdo da sintese de lipocortina (ou anexina-1),
que por sua vez atuam inibindo a fosfolipase A2, a enzima que converte fosfolipideos
de membrana em acido araquidonico (OSTENSEN, 1998; SIMON, 1999; FLOWER et
al.,, 1994). Além disto, os glicocorticéides também inibem a expressao gé€nica desta
enzima (NAKANO et al., 1990). O 4cido araquiddnico ¢ o substrato da enzima COX,
que catalisa a sintese de PGH,, o precursor comum das PGs, tromboxanas e
prostaciclina. Essas PGs tém um papel fundamental em diversos processos fisiologicos
e patofisiologicos incluindo inflamacdo, reproducdo, nocicepcdo e protegao
gastrintestinal (GOODWIN, 1989; MARNETT et al., 1999). A sintese da COX-2 cuja
expressdo ¢ induzida por estimulos inflamatérios, ¢ inibida por glicocorticoides
(GOPPELT-STRUEBE et al., 2000; O’BANION et al., 1992; MASFERRER et al.,
1992; MASFERRER et al., 1994), sendo que este efeito dos glicocorticoides nao esta
associado a producdo de anexina-1 (NEWMAN et al., 1994). Os glicocorticoides
exdgenos inibem a expressdo da COX-2, inibindo a transcri¢do do gene relevante,
reduzindo a geracao de prostandides nas células inflamatorias, porém exercem pouco ou
nenhum efeito sobre a enzima constitutiva COX-1 (SIMON, 1999). Conseqiientemente

possucm:

1. Acao antiinflamatoria: ocorre uma diminui¢ao da vasodilatacdo ¢ do edema;

2. A¢do analgésica: a redugdo das citocinas e das PGs significa menor sensibilizacdo de
terminagdes nervosas nociceptivas;

3. Diminui¢ao da migragdo dos leucocitos ao foco inflamatorio (inibicao da sintese de

IL-1, TNF-a, LTB4, moléculas de adesao, etc).

Outra classe de farmacos, semelhantes aos glicocorticoides utilizados na
terapéutica inflamatoéria, sdo os agentes antiinflamatdrios nao-esterdides, os AINE’s. Os
AINEs exercem suas atividades analgésicas, antipiréticas e antiinflamatorias por
inibirem a sintese de PGs (VANE & BOTTING, 1998). As PGs participam de diversos
processos fisioldgicos e patofisioldgicos, incluindo inflamagao, reproducdo, nocicepcao
e protecdo gastrintestinal. A sintese de PGs (Figura 7) inicia-se com a liberagcdo de

acido araquidonico (AA) livre de fosfolipideos de membrana, e a reagdo ¢ catalisada
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pela ativagdo enzimatica da fosfolipase A, (PLA;). A liberagdo do AA livre ¢ seguida
pela conversao em PGG; pela acdao da ciclooxigenase (COX), e depois em PGH, pela
atividade da peroxidase. A PGH, participa da formacao de todas as PGs, incluindo
tromboxano A, (TXA;), PGD,, PGE,, PGF,, e PGI,, pela acdo de enzimas especificas e
individuais a cada uma delas. As PGs estdo envolvidas na regulacdo da contratilidade
dos musculos lisos bem como na regulagao da pressdo sangiiinea, agregagao plaquetaria

e ainda como mediadores da dor, edema (vasodilatacao) e febre (LEE et al., 2003).
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FIGURA 7: Esquema representativo da formacdo de prostaglandinas pela COX.
Adaptado de Chandrasekharan & Simmons (2004) e Lee et al. (2003).

Como citado anteriormente, ha dois tipos de COX, denominadas COX-1 e COX-
2. A COX-1 ¢ a enzima expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, responsavel
por varias fungdes fisiologicas, como protecdo da mucosa gastrica, agregacao
plaquetaria, manutengao do fluxo sangiiineo renal e da homeostase vascular (MERLIE
et al., 1988). A COX-2, que ndo estd normalmente expressa e pode ser induzida por

estimulos incluindo a exposi¢cdo a fatores de crescimento, citocinas, promotores de
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tumor carcinogénicos e endotoxinas (JONES et al, 1993). Ou seja, a COX-2 ¢
encontrada em células inflamatorias ativadas, sendo esta a enzima que produz os
metabolitos do AA durante uma inflamagado (FENG et al., 1995).

A inibicdo da atividade da COX ¢ realizada pelos AINEs, exercendo efeitos
analgésicos, antipiréticos e antiinflamatorios (SIMMONS et al., 2004). Muitos AINEs
sdo inibidores de ambas as isoenzimas, mas os efeitos antiinflamatorios estdo
relacionados com a inibi¢do da COX-2 ¢ os efeitos colaterais mais conhecidos se devem
principalmente a inibicdo da COX-1 (HAWKEY, 2001).

Assim, os AINES possuem trés acdes principais pela diminui¢ao de sintese de
PGs e tromboxanos, com a inibi¢ao da COX-2:

1. Ac¢ao antiinflamatoéria: ocorre uma diminui¢do da vasodilatacao e indiretamente do
edema, pela reducdo da sintese de PGs.

2. Efeito analgésico: a reducdo das PGs significa menor sensibilizacdo de terminacgdes
nervosas nociceptivas.

3. Efeito antipirético: redu¢do da temperatura, mais uma vez influenciada pela

diminui¢ao de PGs no hipotadlamo (PGs do tipo E) (RANG et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar atividade antiinflamatéria e antinociceptiva do extrato alcodlico e de

flavonodides isolados da entrecasca de Sebastiania jacobinensis (MUILL. ARG.)

MUILL. ARG, além de determinar sua toxicidade aguda.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Obter o extrato alcodlico utilizando a entrecasca de S. jacobienesis;

2.2.2 Avaliar a composi¢ao fitoquimica do extrato alcoolico;

2.2.3 Isolar o flavonoide da entrecasca de S. jacobinensis através da cromatografia de

troca i0nica em coluna de DEAE-celulose;

2.2.4 Determinar a toxicidade aguda no extrato alcolico da entrecasca de S.

Jjacobinensis;

2.2.5 Avaliar atividade antiinflamatéria das preparagdes contendo flavondides obtidos
da entrecasca de S. jacobinensis através do modelo migracdo celular em Peritonite

induzida por carragenina;
2.2.6 Avaliar a atividade analgésica das preparacdes contendo flavonoides obtidas da

entrecasca de S. jacobinensis utilizando do modelo de nocicepcao induzida por acido

acético.
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Abstract

Since ancient times humans use plants for therapeutic purposes. In this context we
have to search for new drugs of natural origin and with lower side effects. Sebastiania
Jacobinensis is a plant widely used in folk medicine by native region of northeastern Brazil,
where it is widespread. An evaluation of phytochemical alcoholic extract (EA) of this plant
and there was a large presence of flavonoids. These were isolated on DEAE-cellulose
chromatography and subjected to an antiinflammatory and antinociceptive activity. Results
showed an inhibition of inflammation of 61.10% and 54.14% for EA and the flavonoid,
(100 mg/kg of animal) respectively. Analgesic studies revealed 58.33% and 68.47% at doses
of 25 mg/kg of both EA and to the flavonoid, reaching 71% for EA at a concentration of
100mg/kg. The results of the existence of a great antiinflammatory and antinociceptive
effect when compared with drugs already in use, thus confirming the popular belief in the

use of this plant against infection and in cases of hypersensitivity.

Keywords: Sebastiania jacobinensis; flavonoids; antiinflammatory; analgesic.
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1 Introduction

In recent years there was a steady increase in the study of plants recommended by folk
medicine. The use of modern pharmacology, biochemistry, toxicology and molecular biology
have renewed interest in finding new drugs or prototypes of new drugs from natural products
(Calixto , 2000; Calixto, 2001) . In this context, we can say that flavonoids are responsible for
many of the benefits of plants for traditional medicine, because they are the secondary
metabolites that are widely distributed in the plant kingdom. Flavonoids represent one of the
most important phenolic groups and varied between the products of natural origin (Simdes,
1986). Some studies have attributed to flavonoids a wide range of pharmacological activities,
among them, it is worth the diuretic, antispasmodic, anti-inflammatory, antibacterial and others.

(Viswanathan, 1984; Emimas, 1994).

Sebastiania jacobinensis Miill. Arg. (Family Euphorbiaceae) is a common tree found in
tropical regions of Brazil. It is widely used tapir is popularly used against infections and cases
of hypersensitivity. Recently, Vaz et al. (2010) purified a lectin from the bark with great
potential antifungal. The objective of this study was to evaluate the phytochemical composition
of the alcoholic extract and determine the antinociceptive and antiinflammatory activity of

alcoholic extract and flavonoids isolated from the bark of Sebastiania jacobinensis.

2 Materials and methods

2.1 Plant material
Flour bark of S. jacobinensis, properly washed, dried at room temperature and crushed
on multiprocessor. The bark was collected in the municipality of Arcoverde-PE, located at

latitude 08 ° 25'08 "south and longitude 37 © 03'14" west, with an altitude of 663 meters.

2.2 Preparation of Extract

The extract (EA) were prepared at a concentration of 10% (w/v) of flour in the bark of
S. jacobinenesis alcohol solution containing 5% Acetic Acid, 15% distilled water and 70%
absolute ethanol for 2 h at 4 °C under constant agitation. Then the extract was filtered through
gauze and then submitted to evaporation with the aid of a rotaevaporador. The residue was

resuspended in 15 mL of alcohol 70%.
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2.3 Evaluation phytochemical

Aliquots of EA (15 pL) were subjected to thin layer chromatography (CCDA) plates
ready (Silica gel Merk-Germany). Using different systems development and revealing
appropriate for the determination of alkaloids, polyphenols (cinnamic derivatives, coumarins,
glycosides fenilpropanosideos, condensed proanthocyanidins, leucoantocianidinas, hydrolyzable
tannins, gallic acid and flavonoids) and terpenoids (monoterpenes, sesquiterpene, diterpenoids,
triterpenoids, steroids, iridoids and gallic acid) (Stiasy, 1912; Robertson, 1956; Neu, 1956;
Markhan, 1982; Harbone, 1991; Wagner, 1996; Xavier, 2002)

2.4 Isolation of Flavonoids

The alcoholic extract was subjected to chromatography on DEAE-cellulose (5.0 x 1.0
cm), which was developed in 70% alcohol. A sample of 15 ml of the extract is applied to the
support. After washing in 70% alcohol was performed eluting the adsorbed flavonoids with a
solution of 10% acetic acid, 10% distilled water and 80% of absolute ethanol. The conditions of

chromatography were: flow of 20 ml/h, fractions of 2 ml at room temperature (25 ° C).

2.5 Animals

In experiments were used Swiss albino female mice (Mus musculus), aged
approximately two months and weighing 25 + 5 grams. We used six animals per experimental
group. The animals were obtained from the laboratory of the Department of Antibiotics, Federal
University of Pernambuco (UFPE) and kept under constant conditions (temperature: 22 £ 2 ° C,
humidity: 40-60%, light / dark cycle of 12 hours, with food and water ad libitum). The
experiments were conducted in accordance with the standards approved by the Ethics

Committee for Animal Experiments of UFPE (Case No. 23076.012116/2009-50).

2.6 Acute Toxicity

The mice were divided into groups of 08 animals. They were then orally administered
the test substances at a dose of 2000mg/kg. The Acute Toxicity was observed in animals with
free movement, on a flat surface, for an initial period of 60 minutes. After this period, the

animals will still be observed for 24 hours remain for 14 days to record the death rate of each

group.

2.7 Essays inflammatory - Evaluation of Cell Migration in carrageenan-induced peritonitis
The animals were pretreated orally with the test substances (extract and flavonoids in

concentrations 25, 50, 100 mg /kg) with saline (control), dextrametazon (2 mg / kg), piroxicam
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(3 mg / kg) and indomethacin (10 mg / kg) one hour before induction of peritonitis. After this
period the animals receive intraperitoneal, 0.25 ml of carrageenan (1%). After 4 h, the animals
are sacrificed by CO2 chamber and immediately underwent surgery to open the abdomen
(Gupta et al., 2005), and peritoneal cavity is washed with 2 ml of saline with EDTA and the
liquid is collected. The differential count of the PMLN in the exudates collected from the wells
will be done in a Neubauer chamber under optical microscope after dilution of the sample in

liquid Tiirk.

2.8 Nociception Induced by Acetic Acid

The response to intraperitoneal injection of acetic acid solution expressing muscle
contractions of the abdomen and stretch the back of the body were assessed using adaptations of
the method of Young et al. (2005). Animals (8 per group) are pre-treated by the drug in
question. 1 h later is given a solution of acetic acid in the volume of 1% of the weight of the
animal. Waits for a period of 10 min and then to be the number of contractions and stretches for
a period of 20 min. The percentage of inhibition of writhing is calculated by comparing the

average of contortions of the group treated with the average of the control group.

2.9 Statistical analysis
Data were expressed as mean + S.E.M. (n=6) and statistically assessed using one-way

ANOVA (Origine 5.0). P values less than 0.05 were considered significant.

3 Results and discussion

3.1 Assessment phytochemical

The use of medicinal plants for the treatment of human diseases has increased
considerably worldwide, including inflammatory processes of diverse origins (Cirigliano and
Sun, 1998; Priya et al., 2004; Castelucci et al., 2007). Natural products derived from plants have
been characterized and identified as new chemical compounds of therapeutics importance. This
crescent interest in plant- derided drugs is mainly due to the belief that "natural medicines" are
cheaper, safe and reliable than the synthetic drugs, many of which are toxic and have adverse
side-effects (Ojewole, 2007). The results of phytochemical screening of EA presented
condensed cyanidins, terpenes and polifenois as major components. The sample did not present
under the conditions used, alkaloids, steroids, iridoids and saponins. Several plants belonging to
the family Euphorbiaceae, have been investigated for their phytochemical constituents.

Trigonostemos chinensis appears in its stem bark, terpenes and alkaloids (Zhu, 2010). Alkaloids
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and phenolic derivatives are the main constituents of Crofon xalapensis (Arevalo, 2009). In
2009, Abd-Alla isolated a flavonoid (biflavonoid di-C-glucoside) of Jatropha curcas L.
(Euphorbiaceae), a plant that has its oil very popularly used as antifungal.

3.2 Acute Toxicity
The alcoholic extract of S. jacobinenses (EA) showed no toxicity at the dose tested
(2000 mg/kg of feed) the animals were alive even after 14 days of observation, releasing the

study for any concentration of the samples, provided that it is below 2000 mg/kg.
3.3 Anti-inflammatory test

We tested the alcoholic extract (EA) of the bark of S. jacobinenses and a flavonoid isolated
from the same plant at doses of 25mg/kg, 50mg/kg and 100mg/kg. The results were compared
with anti-inflammatory drugs widely known as the 74.5% inhibition of inflammation of
dexamethasone, 55.3% of piroxicam and 76% of indomethacin, used as positive controls. The
results of anti-inflammatory activity in vivo by testing the carrageenan-induced inflammation
are shown in Table 1 and Figure 1 A and B. The extract inhibited in 57.78%, 43.71% and
54.14% to inflammation in the concentrations of 25, 50 and 100 mg/kg, respectively, compared
with the negative control. The same controls were used for the tests with the flavonoid showed
that inhibition of 57.28%, 50.11% and 61.10% at concentrations of 25, 50 and 100 mg/kg,
respectively. The model of carrageenan-induced peritonitis is presented as one of the most used
and studied (Leme, 1973). Carrageenan edema produces a maximum 3 h associated with the
activation of the cyclooxygenase and sensitive to glucocorticoids and antagonists of
prostaglandin synthesis (Dirosa, 1971).

Flavonoids have been shown to possess anti-inflammatory action in vivo. Some articles
suggest are good anti-inflammatory agents, with no significant side effects ulcer present other
anti-inflammatory drugs commonly used (Di Carlo, 1999). Different flavonoids have been
identified as anti-inflammatory due to its ability to inhibit the metabolism of arachidonic acid
(Middleton, 2000; Chi, 2001; Havsteen, 2002). In 1984, Landolfi reported that some flavonoids
such as myricetin and quercetin block both routes of cyclooxygenase and lipoxygenase in
relatively high concentrations, whereas at lower concentrations of the lipoxygenase route was
the main target of the inhibitory activity. Studies done with EA and flavonoid showed that the
higher doses do not show a significant increase in anti-inflammatory action. Lower doses
showed similar inhibition to the inhibition shown by the higher dose. The potential anti-
inflammatory made by EA and the flavonoid was very similar to piroxicam presenting

inhibition of 55.3%, reaching in some concentrations, to surpass it. The results of this study
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indicated no significant difference in inhibition of cell migration during the induction of
carrageenan inflammation between the rates of EA and the flavonoid tested. This may be due to
the hypothesis that the anti-inflammatory action in this EA is due solely to flavonoids and that
this effect is not inhibited by any substance present in it. This result becomes relevant because
we demonstrated that it is not necessary for the flavonoid pure enhancement of their

pharmacological action.

3.4 Antinociceptive activity

The model used in this study nociception, the abdominal writhing test induced by acetic
acid, is described as a typical model for assessing pain of inflammatory origin, little specific,
but with good sensitivity (Young, 2005). In this model, administration of an irritant to serous
membrane, such as acetic acid, causes sterecotyped behaviors in mice and rats, which are
characterized by writhing, reduction and lack of coordination of motor activity. These behaviors
are considered to show reflexes and visceral pain. The local irritation caused by the
administration of this agent in the intraperitoneal cavity triggers the release of several mediators
such as cytokines and eicosanoids (Koster, 1959; Matheus, 2005). These mediators activate
nociceptors quimiosensiveis that contribute to the development of pain.

It was found that all tested doses of EA and the flavonoid of plant caused significant
inhibition of writhing responses induced by acetic acid when compared with control values
ranged from 53 to 71% inhibition, and the EA at a dose of 100mg / kg po, the most effective
(Table 2 and Figure 2 A and B). The drug used as positive control was the Dipyrone
(150mg/Kg), which presents an inhibition of pain around 72.6%. Dipyrone (METAMIZOL) is
widely used as anti-inflammatory drugs (AINEs).

It is known that the constriction induced by acetic acid is considered a model non-
selective antinociceptive, since the acetic acid acts indirectly by inducing the release of
endogenous mediators, which stimulate the nociceptive neurons that are sensitive to non-
steroids, narcotics and other centrally active drugs (Collier, 1968; Bighetti, 1999). Thus, the test
results alone are not conclusive as to whether the antinociceptive effects are central or
peripheral (Sanchez-Mateo, 2006). Nevertheless, the results are very encouraging, since, in all
concentrations the anti-nociceptive effect is closer to those of inhibition of pain Dipyrone (150
mg / kg) and very low concentration. These results are important to value the use of natural
compounds in modern medicine. The secondary metabolites derived from plants have
contributed greatly to our understanding of important mechanisms related to the process of
transmission and treatment of pain, such as the characterization of receptors and endogenous

ligands in the nociceptive (Calixto, 2000).
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Many plants commonly used in folk medicine have shown experimentally proven
analgesic properties, such as extract of Aquilaria sinensis (Lour.) Gilg. (Zhou, 2008), extracts of
the seeds of Peganum harmala L. (Farouk, 2008), the ethanol extract of the leaves of Taxus
wallichiana Zucc. (Niss, 2008) and the aqueous extract of the roots of Glycine tomentella (Lu,
2007). The results of this study suggest that the effects of the samples of S. jacobinenses may
be related to inhibition of the release of proinflammatory mediators, induced by acetic acid, but
we cannot confirm if its effects are central or peripheral. Furthermore, the results indicate that
EA and flavonoid containing analgesic, and anti-inflammatory activity, suggesting that
prostaglandin synthesis may be commonly involved in both activities of EA and flavonoid or
the mode of action of both preparations is related with the awareness of nociceptive receptors of
prostaglandins. From these results, it can be concluded that the phloem of S. jacobinenses have
a beneficial effect when used in the treatment of inflammation and pain. However, it is
worthwhile to test its anti-inflammatory and analgesic in other models and to elucidate their

mechanisms of action. Other experiments in this direction are underway
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Table 1 — Evaluation of antiinflamatory activity of standard drugs (dexamethasone,
piroxicam and indomethacin), EA and Flavonoid on carrageenan-induced peritonitis in

pre-treated mice.

PMNL/mL Antiinflammatory
Compound exsudate Activity
+S.E.M. (%)
(x 10°%)
Control 12,08+ 2,6 ---
Dexamethasone 3,1£0,3* 74.5%
(2 mg/kg)
Piroxicam 5,2 +£0,5%* 55.3%
(3 mg/kg)
Indomethacin 2,7+0,4* 76%
(10 mg/kg)
EA (25 mg/kg) 5,120,30* 57,78%
EA (50 mg/kg) 6,8+0,1* 43,71%
EA(100 mg/kg) 5,5440,4% 54,14%
Flavonoid (25mg/kg) 5,16+ 0,1%* 57,28%
Flavonoid 6,03+ 2,2% 50,11%
(50 mg/kg)
Flavonoid 4,70+1,51* 61,10%
(100 mg/kg)

n=6. *P < (.05 vs. control group.

56



Silva, A. K. S.

Table 2 — Anti-nociceptive effect of standard drug (dipyrone), EA and flavonoids by acetic

acid-induced writhing response test in mice.

Compound Medium + Protection
S.E.M. (%)
Control 70,4+£3,21
Dipyrone 18,2+1,95* 72,60%
(150 mg/kg)
EA (25 mg/kg) 22,2+41,57* 68,47%
EA (50 mg/kg) 24,2+1,48%* 65,63%
EA (100mg/kg) 20,242,19%* 71,31%
Flavonoid 29,3+£2,13* 58,33%
(25 mg/kg)
Flavonoid 32,612,46* 53,69%
(50 mg/kg)
Flavonoid 31,2+1,25% 55,73%
(100mg/kg)

n=6. *P < (.05 vs. control group.
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Figure caption

Figure 1- Effect of pretreatment EA [A] and flavonoid [B] on the migration of
polymorphonuclear leukocytes (number of PMNL/ml exudate) with carrageenan-induced
peritonitis in mice. Each column represents the mean of six animals and vertical lines show
SEM Asterisk denotes the level of significance in relation to the value of the control: * P <0.05.

Dexamethasone, piroxicam and indomethacin were used as standard drug.

Figure 2 - Effects of Dipyrone (standard drug), EA [A] and flavonoid [B] in the control group
in writhing induced in rats by intraperitoneal injection of acetic acid. Each column represents
the mean of six animals and vertical lines show SEM Asterisk represents the level of

significance in relation to the intervals of the control: * P <0.05.
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5. CONCLUSOES
Os protocolos experimentais utilizados neste trabalho permitem concluir que:

1. A abordagem fitoquimica de EA apresentou cianidinas condensadas, terpenos e
polifendis como principais constituintes;

2. EA n@o possui toxicidade oral;

3. EA e o flavonoide isolado reduzem a migragao leucocitaria no exsudato
inflamatério, indicando atividade antiinflamatoria significativa;

4. EA e o flavondide isolado apresentam atividade analgésica significativa.
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