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AVALIACAQ DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA DE Spondias purpurea L.. (ANACARDIACEAE)

Maciel Araujo Oliveira!, Vanda Lucia dos Santos?

RESUMO

A familia Anacardiaceae é composta por muitas espécies frutiferas e que sdo utilizadas
na medicina tradicional para diversas enfermidades, dentro desta familia se destaca o
género Spondias, rico em compostos fendlicos e que possui diversas atividades
farmacoldgicas comprovadas por estudos. A espécie Spondias purpurea, conhecida
popularmente como serigueleira, apresenta uso tradicional como analgésico e possui
metabolitos secunddrios anti-inflamatérios, porém ndo hd estudos que validem essas
propriedades farmacoldgicas. Este estudo teve como objetivo avaliar as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatdria do extrato etandlico (EE), fase diclorometano (FD) e
fase acetato de etila (FA) de S. purpurea (Sp) em modelos animais. Para tanto, foram
utilizados o modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo 4cido acético em
camundongos, o teste da formalina em ratos e modelo de peritonite induzida por
carragenina em camundongos. No modelo de contor¢des foi observado uma redugdo
significativa das mesmas promovida por EE-Sp (70%), FD-Sp (88%), FA-Sp (27%).
Nos resultados do teste da formalina foi observada uma reducdo em ambas fases da
nocicepcao. Na fase I, teve-se o EE-Sp (8%), FD-Sp (25%) e FA-Sp (9%). Na fase 11
constatou reducio do EE-Sp (46%), FD-Sp (16%) e FA-Sp (49%), bem como um efeito
antiedematogénico. No modelo da peritonite foi observada uma reducao significativa da
migracdo leucocitdria induzida pelo EE-Sp (23%), FD-Sp (32%) e FA-Sp (45%). Estes
resultados validam o uso tradicional da espécie S. purpurea e contribuem para a
pesquisa por novas alternativas terapéuticas visando a resolucdo dos processos
dolorosos e inflamatdrios.

Palavras-chave: Spondias purpurea. Nocicep¢ao. Inflamacao.

1 INTRODUCAO

Considerada em tempos remotos como manifestacdo divina, a utilizacdo de
plantas medicinais € tdo antiga quanto a prépria civiliza¢do. Povos inteiros dominavam
seus segredos, muitas vezes associados a magia e rituais religiosos, buscando na
natureza recursos para melhorar suas condi¢des de vida, aumentando as chances de
sobrevivéncia (HERBARIUM, 2008). No Brasil, cerca de 82% da populagdo faz uso de
plantas medicinais, seja pelo uso popular transmitido de geragdo a geracdo ou pelo
conhecimento tradicional quilombola e indigena, principal responsdvel pela
disseminagdo dessa pratica como uma rica fonte de produtos potencialmente

terapéuticos (VEIGA-JUNIOR, 2008; RODRIGUES; DE SIMONI, 2010).
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Levando-se em considera¢do a expansao mundial que os mercados de produtos
derivados de plantas (fitoterdpicos, suplementos alimentares, cosméticos, repelentes de
insetos, corantes, etc.) vém conquistando, e que boa parte dos farmacos empregados,
atualmente nos paises industrializados, advém, direta ou indiretamente, de produtos
naturais, percebe-se que os paises detentores de grande biodiversidade tém a
oportunidade de entrar em mercados biliondrios, como o farmacéutico, que movimenta
cifras de dezenas de bilhdes de ddlares/ano. Outro aspecto a ser ressaltado é a
quantidade de plantas existente no planeta, sendo a maioria desconhecida sob o ponto de
vista cientifico, onde entre 250-500 mil espécies, somente cerca de 5% tém sido
estudadas fitoquimicamente e uma porcentagem menor avaliada sob os aspectos

bioldgicos (OLIVEIRA, 2009).

No Brasil, plantas e fitoterdpicos sdo responsaveis por um crescimento anual de
10 a 15% nas vendas e ha mais de vinte anos o Ministério da Sadde, através do Sistema
Unico de Satde, disponibiliza plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos como
opg¢Oes terapéuticas, além de desenvolver politicas de incentivo para a implementacdo
do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2010). De
acordo com a legislac@o brasileira, um produto fitoterdpico deve assegurar a qualidade,
seguranca e eficacia. Por outro lado, as plantas medicinais vendidas em feiras ou obtidas
diretamente de produtores rurais no mercado informal, ndo possuem qualquer garantia

prevista em lei, especialmente de segurancga e eficicia (HERBARIUM, 2008).

Atualmente o potencial terapéutico e os mecanismos de acdo de uma grande
variedade de plantas estdo sendo investigados e fornecerdo informagdes uteis para o
desenvolvimento de novos medicamentos para diversas enfermidades como
cardiovasculares, imunitarias, infecciosas, inflamatérias, metabdlicas, neoplésicas, etc.
Esses estudos aliados a propagacdo do uso de plantas medicinais regionais constituem
uma forma de diminuir custos dos programas de saude publica, ja que o uso das mesmas
pode compor uma terapé€utica muito util devido a sua eficdcia aliada a um baixo custo

operacional e a relativa facilidade para aquisicao das plantas (OLIVEIRA, 2009).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar as possiveis
atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato etandlico bruto e fracdes
provenientes da espécie S. purpurea frente a modelos animais que mimetizam o0s

processos algicos e inflamatdrios na espécie humana.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 A dor e inflamacao

A dor é uma experiéncia humana singular influenciada por diversos elementos
como emogao, cognicdo, memoria e o préprio meio social. Embora haja a divisao da dor
em termos anatdmicos, fisiologicos e farmacolégicos, muitos fatores estdo envolvidos
na dor e exigem uma abordagem multifatorial no estudo da analgesia. Pode-se
classificar a dor em aguda ou cronica do ponto de vista do tempo em que a dor
permanece. A dor aguda tem fun¢do de alerta e pode ser de curta duracdo e segue-se a
lesdo tecidual, desaparecendo quando cessa 0 que a provocou e a cronica € aquela que
persiste além do tempo necessério para a cura da lesdao (SILVA, 2011).

Nos Estados Unidos, cerca de 30% da populacdo sofre com algum tipo de dor.
Na falta de dados estatisticos sobre a incidéncia da dor na populagao brasileira aceita-se,
de forma geral, a média de 30% da populacdo com prevaléncia de algum tipo de dor
cronica, o que equivale a 57 milhdes de brasileiros. Individuos que sofrem de dor
cronica t€ém quatro vezes mais propensdao de desenvolver quadros de depressdo e de
ansiedade. Além disso, os portadores de cancer que sofrem de dor cronica apresentam
reducdo do tempo de sono, do apetite, da capacidade de concentracdo, dentre outros
fatores (CARLINI; MENDES, 2011).

No aspecto inflamatério, a dor pode ocorrer em resposta a lesdao tecidual e
resposta inflamatéria subsequente, através de mudangas que ocorrem na tentativa de
proteger o corpo contra um estimulo potencialmente nocivo e envolve a participacao de
mediadores inflamatérios no local da lesao (LINLEY, 2010).

Da mesma forma, os processos inflamatérios consistem em uma reacdo de
defesa do organismo frente a uma agressao que pode vir de agentes fisicos, quimicos
e/ou bioldgicos; sendo caracterizados inicialmente por sintomas como calor, eritema,
edema, hipersensibilidade e dor, podendo evoluir para a perda da funcdo da regidao
afetada (SILVA, 2011).

A principal fun¢do da inflamagao é eliminar o estimulo patogénico para remover
o tecido danificado com o objetivo de restaurar a homeostase. A resposta inflamatéria é
um processo de reparo, em que ha a destruicao, dilui¢do do agente iniciador e uma série

de eventos que tentam curar e reconstituir o dano tecidual. Durante o reparo, o tecido



lesionado € substituido (regeneracdo) por células parenquimatosas, com preenchimento
no local da lesdo por tecido fibroso (cicatrizacdo) ou, mais comumente, pela
combinacdo dos dois processos (ROBBINS; COTRAN, 2005; SOEHNLEIN;
LINDBOM, 2010).

2.2 Terapéutica

Em muitos casos, tanto a inflama¢ao quanto a dor podem se tornar exacerbadas,
e consequentemente prejudiciais, necessitando da utilizacdo de farmacos anti-
inflamatérios, que podem ser do tipo ndo-esteroidais (AINEs) ou esteroidais
(glicocorticoides), farmacos opidides e adjuvantes para que ndo resultem em
complicagdes que alterem a qualidade de vida dos acometidos (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os AINEs atuam no organismo inibindo as duas isoformas da ciclooxigenase
(COX), a expressa contitutivamente COX-1 e a induzida COX-2. A inibi¢do destas
enzimas acarreta na reducdo dos niveis de prostaglandinas (PGs), prostaciclinas e
tromboxanos produzidos durante um processo inflamatério. A maioria dos AINEs sdo
derivados de 4cidos, como o 4cido acetilsalicilico que deriva do &cido salicilico e a
indometacina que deriva do 4cido acético, em fun¢do disso competem com o 4cido
araquidonico pelo sitio ativo da COX. O maior interesse dos AINEs, ao inibirem a
producdo de PGs, € reduzir a quantidade de PGE,, que estd envolvida na sensibilizacao
periférica e central durante processamento nociceptivo, € estd associada com
hiperalgesia e alodinia. Esta acdo faz com que seja inibida a sintese de outros
prostandides (SILVA, 2011).

Os glicocorticoides, como a dexametasona e a hidrocortisona, sao requeridos
principalmente devidos seus efeitos anti-inflamatérios e imunossupressores. Os
glicocorticoides ativam regides promotoras de certos genes, que induzem a sintese de
proteinas anti-inflamatoérias. Por essa via, por exemplo, a sintese de mediadores como
citocinas pro-inflamatorias - fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina (IL) 6 e 1 -
fosfolipase A, PGs, moléculas de adesdo e componentes do complemento sdo
diminuidas. Atuam também com a producdo de proteinas com acao anti-inflamatéria no
citoplasma, como, por exemplo, a anexina 1 (ANTI et al., 2008; GOSSYE et al., 2009).

Os farmacos opidides, como a morfina e o tramadol, s@o derivados de uma

espécie de papoula chamada Papaver somniferum. Os efeitos bioldgicos destes sao



mediados por receptores (U, 0, k) expressos no SNC (cérebro e medula espinhal) e na
periferia. Estes receptores sdo associados com uma gama de respostas fisiologicas e
psicoldgicas desencadeadas por ligantes enddgenos e exdgenos. Os opidides e seus
receptores sdo conhecidos pelos seus potentes efeitos analgésicos, sedativos e
hipnéticos (SILVA, 2011).

Ainda h4 os farmacos adjuvantes no tratamento da dor, um grupo de drogas com
acoes farmacoldgicas diversas, compreendendo antidepressivos, anticonvulsivantes,
anestésicos locais, agonistas dos receptores op-adrenérgicos, agonistas gabaérgicos,
entre outros (CARLINI; MENDES, 2011).

Todavia, a terapéutica disponivel apresenta acdo limitada para alguns tipos de
dor e possuem diversos efeitos colaterais que comprometem seu uso € ocasionando uma
relacdo custo beneficio nem sempre vdlida, podendo causar agressio da mucosa
gastrica, mascaramento de processos infecciosos e comprometimento das funcdes
cardiovasculares, metabdlicas, imunoldgicas, homeostéticas, etc. Além de, em alguns
casos, ocasionam dependéncia psiquica e fisica ou mesmo ndo serem eficazes,
especialmente quando se desenvolvem quadros de tolerancia, devido principalmente ao
uso indiscriminado muitas vezes ligado a automedicacdo (CARLINI; MENDES, 2011;
BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Na tentativa de contornar os efeitos colaterais e na busca de novas substancias, a
inddstria farmacéutica investe pesado em novas drogas, ou mesmo em modificacao
estrutural das atuais, que possam substituir as disponibilizadas, aumentando os efeitos
benéficos e reduzido os adversos. Neste cendrio, os produtos naturais, especialmente as

plantas medicinais, encontram cada vez mais espaco (KLEIN, 2010).

2.3 Plantas medicinais

Diversos compostos sdo descobertos a partir da avaliagio do potencial
terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais como
flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, etc. possuindo
acdo analgésica, as vezes, superior a fornecida por medicamentos convencionais
(CECHINEL FILHO, 1997). Dentre os fitocompostos os flavondides talvez sejam os
que dettm o maior nimero de integrantes com atividade anti-inflamatéria, todavia,
terpenos e esterdides também possuem notdvel aplicacdo nessa drea (IWALEWA,

2007). Os flavondides em ensaios bioldgicos interagem com  células



polimorfonucleares, trombdcitos e também com o metabolismo do dcido araquidonico
(OLIVEIRA, 2009) promovendo inibi¢do das enzimas ciclooxigenase e 5-lipoxigenase.
Alguns flavondides ja exibiram este efeito como a quercetina, luteonina, fisetina,

hipolaetina, miricetina, hesperidina, diosmina, apigenina (SIMOES et al., 2010).

2.3.1 Familia Anacardiaceae

Esta familia retine cerca de setenta géneros, com aproximadamente 875 espécies,
distribuidas em regides tropicais, subtropicais e poucas em regides de clima temperado
e também ¢é conhecida pela presenca de fendis e dacidos fendlicos (DI STASI;
HIRUMA-LIMA, 2002). E conhecida por conter espécies com frutos comestiveis,
dentre elas a mangueira (Mangifera indica), o cajueiro (Anacardium occidentale), a
cajazeira (Spondias sp) e a sirigueleira (Spondias purpurea). Ainda possui espécies
bastante utilizadas na medicina popular e que t€m atividades bioldgicas comprovadas
por estudos, a exemplo de Anacardium occidentale, Astronium urundeuva,

Myracrodruon urundeuva e vérias espécies do género Spondias (LIMA et al., 2011;

ALMEIDA, 2013).

2.3.2 Género Spondias

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae e € composto por muitas
espécies que se encontram espalhadas pelo territrio brasileiro, sendo algumas com
ampla ocorréncia na regido Nordeste. Muitas dessas espécies sao usadas na medicina
popular em diversas regides do pais (ALMEIDA, 2013). Do ponto de vista fitoquimico
sdo ricos em metabolitos secundarios, em especial compostos fendlicos, responsaveis
por importantes atividades bioldgicas (ENGELS et al., 2012). Em revisdo de literatura
observou-se que as espécies S. mombin, S. pinnata, S. dulcis, S. mangifera, S. lutea e S.
radlkoferi apresentam diversas atividades farmacoldgicas comprovadas por ensaios

biolégicos (APENDICE A).

2.3.3 Espécie Spondias purpurea L.

A espécie Spondias purpurea L. (ANEXO A) é conhecida por serigueleira,

siriguela, ameixa-da-espanha, caja vermelho, ciroela, jacote, ciruela mexicana (BRITO,



2010). Registrou-se um amplo uso na regido amazodnica do Brasil, onde seus frutos
comestiveis sdo utilizados para o alivio de febre e dores. Em outros paises da América
do Sul é empregada contra dores renais, como analgésico, antidiarréico,
antiespasmoddico, antileishmania, diurético e antianémica. Estudos fitoquimicos
realizados com a espécie indicam a presenca marcante de polifendis (flavondides,
taninos) e triterpenos em suas folhas e raizes (GUERRERO, 1994). Em estudo realizado
por Engels et al. (2012) foi detectada a presenca do flavondide quercetina nas cascas de
S. purpurea, que segundo Simodes et al. (2010) é anti-inflamatério. H4 relatos na
literatura das atividades antimicrobiana (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007;
AYOKA et al., 2008; BERNHARDT, 2008; GACHET et al., 2010), gastroprotetora
(DANTAS, 2012; ALMEIDA, 2013), antidiarreica e indicios de baixa toxicidade
(RAMOS, 2013) comprovadas por estudos.

3 REFERENCIAL METODOLOGICO

3.1 Locais de pesquisa

O processamento do material botanico e obtengcdo do extrato etandlico bruto
foram realizados no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos
(Labdem) e as pesquisas das atividades farmacoldgicas foram desenvolvidas no
Laboratério de Ensaios Farmacoldgicos, ambos localizados no Complexo Integrado de
Pesquisas “Trés Marias” - campus I da UEPB. As fases hexanica, diclorometano e
acetato de etila foram obtidas no Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas
(LSVM) do campus de Jodo Pessoa da UEPB e no Laboratério de Farmacoquimica,
localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba

(UFPB).

3.2 Material botanico

O critério de escolha da planta foram o etnofarmacolégico e o
quimiotaxondmico. As folhas da espécie S. purpurea L. (Sp) foram coletadas na area
destinada a Reserva Particular do Patrim6nio Natural Fazenda Ligeiro, da Fundacado

Universitdria de Apoio ao Ensino, Pesquisa e Extensdo (Furne), localizada no municipio



de Campina Grande e identificada pelo Prof. Ivan Coelho Dantas in memoriam (UEPB).
Uma exsicata desta espécie encontra-se depositada no Herbdrio Manoel de Arruda

Camara da UEPB, sob ntmero 128.

3.3 Obtencao do extrato etandlico bruto e fragoes

O material botanico correspondente a 3500 g de folhas frescas, selecionadas e
limpas foi acondicionado em estufa de circulagao for¢ada de ar (40£1 °C) resultando em
690 g de folhas secas, as quais foram pulverizadas em moinho de facas tipo Willey e o
po resultante exposto a percolacio exaustiva utilizando etanol a 95 % como solvente. A
solucdo extrativa etandlica obtida foi filtrada e concentrada em rotaevaporador,
resultando em 352 g do extrato etandlico bruto (EE-Sp). Uma aliquota de 50 g do EE-Sp
diluida em solucdo hidroalcéolica com metanol (3:7 v/v) foi submetida a uma parti¢ao
liquido:liquido em ampola de separacdo utilizando solventes em ordem de polaridade
crescente para obtencdo das fases hexanica (FH-Sp), diclorometano (FD-Sp) e acetato
de etila (FA-Sp) apds concentracdo em rotoevaporador. As fracoes FD-Sp e FA-Sp
apresentaram um rendimento considerdvel e com EE-Sp utilizadas nos ensaios

farmacolégicos.

3.4 Animais

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) e ratos albinos
Wistar (Rattus norvegicus), entre 25 a 30 g e 180 a 200 g, respectivamente, de ambos 0s
sexos. Estes animais foram aclimatados durante sete dias as condigdes locais, sob
temperatura de 22+2 °C e submetidos a ciclos claro-escuro controlado de 12 horas,
alimentados com racdo Presence® tipo pellets e dgua ad libitum. Os animais foram
eutanasiados segundo a Resolu¢do N° 1000/2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria, sendo submetidos a anestesia com a combinagao de cloridrato de quetamina
5% e cloridrato de xilazina 2% via intravenosa seguida, apds a observacao da auséncia
do reflexo corneal, da administracdo de cloreto de potdssio em solugdo saturada via
intravenosa. Os protocolos experimentais foram submetidos a Comissdo de Etica no
Uso de Animais (Ceua) do Centro de Ensino Superior e Desenvolvimento (Cesed) e

aprovados sob nimero 44/22052014 (ANEXO B).



3.5 Contorc¢oes abdominais induzidas pelo acido acético

Os camundongos, em jejum prévio de 12 horas, foram tratados por via oral com
10 mL/kg do veiculo (solugdo salina 0,9% + Cremophor EL 0,05%) como o controle
negativo, dipirona (150 mg/kg) como controle positivo, EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp nas
doses 250 mg/kg como testes (n=6). Ap6s 40 minutos, foi administrada a solu¢do de
acido acético a 0,1% (100 uL/10 g) na regido intraperitoneal. Posteriormente, os
animais foram transferidos, individualmente, para funis de vidro transparentes e
observados por 20 minutos para contabilizar o nimero de contor¢des abdominais
seguido do estiramento dos membros posteriores (KOSTER; ANDERSON; DEBEER,
1959).

3.6 Teste de nocicepcao induzida pela formalina

Os ratos em jejum prévio de 12 horas foram tratados por via oral com 10 mL/kg
do veiculo (solugdo salina 0,9% + Cremophor EL 0,05%) como o controle negativo,
indometacina (10 mg/kg) como controle positivo, EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp nas doses 250
mg/kg como testes (n=6). Apds 1 hora, foi realizada a administragcdo de 50 puL da
solucdo de formalina 1% na regidao dorsal da pata traseira direita e o mesmo volume de
solugdo salina 0,9% foi administrado na pata contralateral. Em seguida, os ratos foram
transferidos, individualmente, para funis de vidro transparentes e foi medida a
reatividade animal a dor, considerando o tempo em segundos despendido pelos animais
fazendo lambeduras, mordidas, elevacdes, balancos e/ou sacudidas na pata que recebeu
o agente flogistico pelos 5 minutos iniciais (300 segundos) e entre 15 e 30 minutos (900
segundos) (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Posteriormente os animais foram
eutanasiados, as patas traseiras seccionadas na juncao tibio-tarsal e pesadas em balanca
analitica para quantificagdo do edema produzido pela formalina. A diferenca da massa
em miligramas da pata que recebeu o agente flogistico (direita) da pata controle

(esquerda) foi considerada como indice de edema (DE SOUZA et al., 2003).

3.7 Ensaio da peritonite induzida pela carragenina



Os camundongos em jejum prévio de 6 horas foram tratados por via oral com 10
mL/kg do veiculo (solucdo salina 0,9% + Cremophor EL 0,05%) como controle
negativo, indometacina (10 mg/kg) como controle positivo, EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp nas
doses 250 mg/kg como testes (n=6). Apés 30 min, foi administrada a solucdo de
carragenina a 1% (100 uL/10 g) na regido intraperitoneal. Quatro horas apds a indugao
da inflamacdo, os animais foram eutanasiados, administrado 2 mL do tampdo fosfato
(PBS) com EDTA na cavidade peritoneal seguida de suaves massagens e o lavado
retirado apds incisdo abdominal. A contagem global de leucécitos foi realizada no

contador de células hematoldgico automatico (FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991).

3.8 Analise estatistica

Os resultados obtidos dos ensaios farmacoldgicos foram tratados utilizando a
andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste Dunnett. Todos os
resultados foram expressos como média+desvio padrio (d.p.) e o nivel de significncia
minimo foi de p<0,05. Todos os resultados foram analisados com o software, GraphPad
Prism 5.0, San Diego, CA, EUA. O percentual de inibicdo foi calculado usando a
férmula: Inibicio = (A-B)/Ax100%, onde A representa a média do grupo controle

negativo e B, o controle positivo ou testes.

4 RESULTADOS
4.1 Contorcoes abdominais induzidas por acido acético

No modelo de nocicepg¢do induzida pelo dcido acético os animais apresentaram
uma inibi¢do quantitativa significativa das contor¢des abdominais. O grupo tratado com
dipirona (150 mg/kg) e EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp na dose de 250 mg/kg induziram,
respectivamente, uma inibicao de 72%, 70%, 88% e 27% em relagdo ao grupo veiculo
(figura 1).

Figura 1. Efeito antinociceptivo avaliado pelo método das contor¢cdes abdominais
induzidas pelo 4cido acético
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do
teste de Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; *** = p<0,001.

4.2 Teste de nocicepc¢ao induzida pela formalina

Todas as substancias testadas reduziram a nocicep¢do induzida pela formalina

quando comparadas ao grupo veiculo, em destaque para FD-Sp que inibiu 25% e a

indometacina que inibiu 24% na fase 1. Na fase II, tem-se como destaque EE-Sp e FA-

Sp que inibiu, respectivamente, 46% e 49%, ja a indometacina inibiu em 60% (figura 2).

Figura 2. Efeito antinociceptivo avaliado pelo teste de nocicepg¢ao induzida pela

formalina
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do teste de
Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; * = p<0,05, ** = p <0,01, *** = p<0,001.

O efeito antiedematogénico, quantificado pela diferenca da massa em

miligramas da pata que recebeu a formalina (direita) da pata controle (esquerda), foi

observado de forma significativa nos grupos testados. O grupo controle positivo tratado



com indometacina (10 mg/kg) e EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp na dose de 250 mg/kg
apresentaram, respectivamente, uma inibicao de 85%, 18%, 30% e 39% em relacdo ao

grupo veiculo (figura 3).

Figura 3. Efeito antiedematogénico avaliado pelo teste de nocicep¢do induzida pela

formalina
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do
teste de Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; ** = p <0,01, *** = p<0,001.

4.3 Ensaio da peritonite induzida por carragenina

Todas as substincias testadas diminuiram de forma significativa a migracao
leucocitaria para a cavidade peritoneal dos camundongos em relagdo ao grupo veiculo.
O grupo tratado com indometacina (10 mg/kg) e EE-Sp, FD-Sp e FA-Sp na dose de 250
mg/kg apresentaram, respectivamente, uma inibicao de 37%, 23%, 32% e 45% (figura

4).

Figura 4. Efeito anti-inflamatério avaliado pelo ensaio da peritonite induzida pela
carragenina
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA) seguido do
teste de Dunnett comparado ao grupo veiculo; n=6; ** = p<0,01, *** = p<0,001.



5. DISUCUSSAO

Atualmente existe um grande nimero de plantas medicinais cujo potencial
terapéutico tem sido investigado em uma variedade de estudos pré-clinicos e cujos
mecanismos de acdo tem sido elucidados através de diversos ensaios. Estes estudos tém
providenciado informagdes uteis para o desenvolvimento de novas farmacoterapias a
partir dessas plantas para o tratamento da inflamagao e da dor. Dentre estes, os modelos
de contor¢des abdominais induzidas pelo dcido acético, teste de nocicepcao induzida
pela formalina e peritonite induzida pela carragenina sdo bastante consolidados e

empregados na literatura ha décadas.

Segundo Adedapo e Ofuegbe (2013), o teste de contor¢des utiliza da
estimulagdo pelo 4cido acético de receptores peritoneais locais para promover a
constricdo abdominal e com isso estabelecer perifericamente a a¢do de analgésicos.
Nesse modelo de nocicep¢ao, macréfagos e mastdcitos sinalizam a presenca de material
estranho, liberando citocinas e mediadores inflamatérios classicos (PGs, histamina,
serotonina e bradicinina). A hiperalgesia € provocada pela liberagao de fator de TNF-q,
IL-1B e IL-8 por macréfagos e mastdcitos residentes na cavidade peritoneal. Estas
citocinas liberadas pelas células residentes medeiam as contor¢des, principalmente,
através da producdo de produtos da ciclooxigenase (prostaglandinas) e mediadores

simpatomiméticos, os mediadores finais de hiperalgesia (SILVA, 2011).

O teste da formalina € um dos modelos mais bem estabelecidos e empregados
experimentalmente para o estudo de mecanismos nociceptivos. A inje¢do de formalina
(solugdo de formaldeido a 1%) na pata do roedor induz uma resposta dividida em duas
fases, uma fase curta que pode ser devido a estimulacdo quimica direta dos
nociceptores, enquanto a segunda fase é dependente de mecanismos periféricos. A
primeira fase que ocorre nos primeiros 5 minutos (300 segundos) apds a injecao de
formalina é também chamada de fase neurogénica. Ela ocorre em fun¢do da ativacdo
direta de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas e ndo mielinizadas, principalmente,
fibras C pelo agente ndxico. Nesta fase pode haver a participacdo de substincia P e
bradicinina facilitando a neurotransmissao da dor. A segunda fase corresponde aos 15 e
30 minutos (900 segundos) € também chamada de fase inflamatéria. Esta fase envolve

um periodo de sensibiliza¢do durante o qual ocorrem fendmenos inflamatérios, com o



envolvimento de mediadores da inflamag¢do como protaglandinas, serotonina, histamina

e bradicinina (SILVA, 2011).

A inflamacdo induzida apds injecdo da carragenina na cavidade peritoneal é
geralmente caracterizada por um acimulo de exsudato e intensa migracdo de células
leucocitarias com participacdo de importantes mediadores pro-inflamatérios como
PGE,, TNF-a e IL 1a e 1B e moléculas de adesdo. Os leucdcitos aderem ao endotélio na
fase inicial da inflamacgdo e atingem o espacgo extravascular apés a 2 e 3* hora da lesao

inicial migrando para o local da lesdao (ROBBINS; COTRAN, 2005; NUNES, 2012).

A atividade antinociceptiva nos modelos do dcido acético e formalina observada
nos grupos de animais tratados, bem como os resultados obtidos na regressao do edema
na pata dos animais no teste da formalina e atividade no processo inflamatério induzido
pela carragenina sao indicativos de que as substancias presentes em S. purpurea -
provavelmente os compostos fendlicos como os flavonodides (a exemplo da quercetina),
taninos e terpenos - estejam inibindo a libera¢do de mediadores quimicos da inflamacao,
indicando a preseng¢a de constituintes com agdo analgésica, antiedematogénica e
antiquimiotéxica. Os resultados deste estudo ainda confirma o uso na medicina popular

da espécie S. purpurea como analgésico.

Segundo De Bessa et al. (2013) e Saha et al. (2013), dentre os compostos
naturais com acdo anti-inflamatdria, os polifénois sdo os que apresentam uma maior
atividade e, dentre estes, os flavondides se destacam pela sua acdo sendo apontados na
maioria dos trabalhos como detentores de notdvel atividades anti-inflamatéria e
antioxidante. Os flavondides interagem com neutréfilos, eosindfilos, basoéfilos e
trombdcitos e, podem regular a expressio de genes pro-inflamatdrios e inibir as
atividades das enzimas fosfolipase A, 5-lipooxigenase, ciclooxigenase e 6xido nitrico
sintetase. A inibi¢do destas enzimas reduz a produg¢do do 4cido araquiddnico,
leucotrienos, protaglandinas e Oxido nitrico, € consequentemente, O Pprocesso
inflamatério e a dor decorrente destas vias (OLIVEIRA, 2009; SOUSA et al., 2009;
FALCAO, 2011).

Almeida (2013) encontrou redugdes significativas da Proteina C Reativa (PCR)
ultrassensivel em ratos e camundongos tratados com o extrato etandlico e fase
diclorometano das folhas de S. purpurea em modelos de ulcera géastrica. A PCR permite

fornecer informacdes sobre a ocorréncia de danos teciduais € o monitoramento da



recuperacdo da inflamacdo (CARVALHO et al., 2008). De acordo com Henry (2006),
as concentracdoes da proteina se elevam marcantemente sempre que houver lesdao

tecidual e € um indicativo precoce de complicacdes inflamatdrias.

Em estudo anterior, Nworu et al. (2011) confirmaram que extrato metandlico das
folhas de S. mombim exibiram atividade anti-inflamatéria nos modelos de edema de
pata induzida pela carragenina em ratos, injecao de lipopolissacarideos em peritonio de
camundongos e modelo in vitro com macréfagos. O estudo mostrou regressao
significativa no edema das patas dos ratos apds 4 horas, do TNF-a nos camundongos e
uma reducdo dose dependente na producdo TNF-o e 6xido nitrico no modelo com
macréfagos tratados. Tomados em conjunto, os resultados sugerem que S. mombim
pode aliviar as respostas inflamatérias e que esta poderia ser uma via de supressdo da
producdo de mediadores pré-inflamatérios e citocinas, o que validou o uso na medicina

tradicional na América Latina e Africa em tratar muitas condi¢des inflamatdrias.

6 CONCLUSAO

Os resultados descritos neste estudo demonstram que o extrato etandlico e
fracdes de S. purpurea apresentaram significancia estatistica nos ensaios realizados e
sao um preditivo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria. Tais achados sao
importantes sob o ponto de vista medicinal, visto que garantem um respaldado cientifico
ao uso popular e corroboram com a presenca de compostos bioativos responsdveis por

essas atividades na espécie estudada.

Mais estudos utilizando outros modelos em animais que mimetizem a ac¢do dos
autocdides na espécie humana sao necessarios para confirmar tais atividades bioldgicas,
bem como elucidar os mecanismos de acdo e seguranca das substincias derivadas da
espécie S. purpurea para contribuir na pesquisa de obtencdo de novas alternativas

terapéuticas dos processos dolorosos e inflamatorios.



EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY
ACTIVITIES OF Spondias purpurea L. (ANACARDIACEAE)

Maciel Araujo Oliveira!, Vanda Lucia dos Santos?

ABSTRACT

The Anacardiaceae family consists of many fruit species and that are used in traditional
medicine for various diseases, within this family the genus Spondias stands, rich in
phenolic compounds and has several pharmacological activities proven by studies. The
species Spondias purpurea, popularly known as serigueleira, presents traditional use as
an analgesic and has anti-inflammatory secondary metabolites, but there are no studies
that validate these pharmacological properties. This study aimed to evaluate the
antinociceptive and anti-inflammatory ethanol extract (EE), dichloromethane phase
(DF) and ethyl acetate phase (EF) of S. purpurea (Sp) in animal models. Model of
writhing induced by acetic acid in mice, the formalin test in rats and the carrageenan-
induced peritonitis in mice were utilized. In the writhing model was observed a
significant reduction of the same promoted by EE-Sp (70%), DF-Sp (88%) and EF-Sp
(27%). In the formalin test results was observed a reduction in both phases of
nociception. In phase I, had the EE-Sp (8%), DF-Sp (25%) and EF-Sp (9%). In phase 11
the reduction of EE-Sp (46%), DF-Sp (16%) and EF-Sp (49%) and a antiedematogenic
effect were observed. In the model of peritonitis was observed a significant reduction of
leukocyte migration induced by EE-Sp (23%), DF-Sp (32%) and EF-Sp (45%). These
results validate the traditional use of the species S. purpurea and contribute to the search
for new therapies aimed at solving pain and inflammation.

Keywords: Spondias purpurea. Nociception. Inflammation.
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APENDICES

APENDICE A - Atividades farmacoldgicas de algumas espécies do género Spondias

comprovadas por ensaios bioldgicos

Espécie Atividade farmacolégica | Referéncia
Anti-inflamatodria ABAD et al., 1996; NWORU et al., 2011;
Antidiabética FRED-JAIYESIMI; KIO; RICHARD, 2009;
S. mombim IWEALA; & OLUDARE , 2011
Antipsicética AYOKA et al., 2006
Antiviral
Antioxidante SATPATHY, TYAGI; GUPTA, 2011
Hipoglicemiante SHETTY; WAHLQVIST, 2004; SATPATHY;
TYAGI; GUPTA, 2011
S. pinnata Antimicrobiana KEAWSA-ARD; LIAWRUANGRAT, 2009;
GUPTA et al., 2010; DADUANG et al.,
2011; DAS et al., 2011; CHETIA; GOGOI,
2011; MUHAMMAD et al., 2011;
SATPATHY, TYAGI & GUPTA, 2011
S dulcis Antidiabética HAMANO; MERCADANTE, 2001;
MITCHELL; AHMAD, 2006
Gastroprotetora
S. mangifera | Antidiarreica ARIF et al., 2008
Antimicrobiana
S. lutea Antiviral GONCALVES et al., 2005
S. radlkoferi | Antiviral CALDERON et al., 2000




ANEXOS

ANEXO A - Fotos de Spondias purpurea L. Arvore completa e detalhe das folhas e

frutos.

Fonte: ALMEIDA (2013)



ANEXO B - Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais (Ceua) do Centro de

Ensino Superior e Desenvolvimento (Cesed)
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1. Pesquisador Responsavel: Vanda Lucia dos Santos

Titulo do Projeto: Avaliagdo das atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria de
Spondias purpirea L. (ANACARDIACEAE) em modelos animais

2. Objetivo: Investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato
etandlico bruto e fragbes provenientes da espécie S. purpdrea frente a modelos
animais que mimetizem a agdo dos processos algicos e inflamatérios na espécie
humana.

3. Consideragdes: O protocolo de pesquisa estd devidamente preenchido, com todos
os itens solicitados entregue a CEUA/CESED. No entanto, solicitamos como
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cronograma de atividades apreciago etica.
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