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“A persisténcia é o caminho do éxito

Charlie Chaplin



RESUMO

A espécie Jacaranda decurrens Cham, conhecida no Brasil como “carobinha”, ¢ endémica do
Cerrado, pertencente a familia Bignoniaceae, encontrada nas regides Goids, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais, Maranhdo e Sio Paulo. E utilizada na medicina popular como
anti-inflamatdrio, antimicrobiano, no tratamento de afeccdes cutaneas, ferimentos por sifilis e
cicatrizagdo de ulceras externas. Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério da formulacdo farmacéutica de uso oral contendo Extrato
Hidroalcodlico de Jacaranda decurrens Cham (EHJ) em roedores. Obteve-se o extrato
hidroalcéolico das folhas pulverizadas da espécie pelo método de maceracao em etanol 70%,
propor¢do 1:10 (p/v), durante 15 dias, filtrado a vacuo, concentrado em rotaevaporador e
liofilizado. Parte do extrato foi utilizada para os testes de prospeccdo fitoquimica e
cromatografia liquida acoplado a espectrometro de massa com UV, com fonte de ionizacao em
eletrospray e analisador Ion Trap. Posteriormente, foi desenvolvida a formulacao farmacéutica
de uso oral contendo o EHJ (FoEHJ) para os testes farmacoldgicos. Foram utilizados os testes
de contor¢do abdominal induzida por dcido acético e teste de formalina para avaliar o efeito
antinociceptivo, e peritonite induzida por carragenina, para avaliar o efeito anti-inflamatério.
As andlises fitoquimicas revelaram flavonoides, taninos condensados e compostos fendlicos
fortemente presentes, e compostos como Rutina, Quercetina, Luteolina e Kampeferol. No
modelo de contor¢ao abdominal, os grupos tratados com FoEHJ (100 e 250mg/Kg) mostraram
reducdo da sensacdo dolorosa, de 44,70% e 67,61%, respectivamente, no periodo de 5-10 min.
E ao longo de 20min de observacgao, os grupos FOEHJ 100 e 250 mg/Kg apresentaram reducao
de 40,81% e 54,36% do nimero de contor¢des abdominais. No teste de formalina, observou-se
diminui¢do de 44,09% da manifestagdo de dor do grupo FoOEHJ 250mg/Kg, nos primeiros 5
min, e, no periodo de 15-30min, efeito dose dependente, havendo reducdo da sensacdo algésica
de 50,63% e 86,02%, nas doses de 100 e 250mg/Kg, respectivamente. No modelo de peritonite,
a FoEHJ, nas doses de 100 e 250mg/Kg, inibiu, respectivamente, em 24,1% e 37,6% a migracdo
leucocitaria, diminuindo também em 51,3% e 64,47%, o recrutamento de neutrofilos. Pode-se
inferir que a FOEHJ diminuiu o estimulo nociceptivo, possivelmente por ser capaz de reduzir a
migracdo leucocitdria, principalmente, neutréfilos, de forma a modular a liberagdo de
mediadores quimicos inflamatdrios no local da lesdo que induzem hiperalgesia, contribuindo

assim para os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Dor. Inflamacdo. Carobinha



ABSTRACT

The species Jacaranda decurrens Cham, known in Brazil as "carobinha", is endemic to the
Cerrado, belonging to the Bignoniaceae family, found in Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Maranhdo and Sao Paulo. It is used in folk medicine as anti-inflammatory,
antimicrobial, in the treatment of cutaneous affections, syphilis wounds and cicatrization of
external ulcers. This work aimed to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory effects
of oral pharmaceutical formulation containing Hydroalcoholic Extract of Jacaranda decurrens
Cham (EH)) in rodents. The hydroalcoholic extract of the pulverized leaves of the species was
obtained by maceration in 70% ethanol, 1:10 (w / v) ratio, for 15 days, vacuum filtered,
concentrated in rotary evaporator and lyophilized. Part of the extract was used for the tests of
phytochemical prospecting and liquid chromatography coupled to a mass spectrometer with
UV, with electrospray ionization source and Ion Trap analyzer. Subsequently, the oral
pharmaceutical formulation containing EHJ (FoEHJ) was developed for pharmacological tests.
Acetic acid-induced abdominal writhing tests and formalin test were used to evaluate the
antinociceptive effect and carrageenan-induced peritonitis to evaluate the anti-inflammatory
effect. Phytochemical analyzes revealed flavonoids, condensed tannins and strongly present
phenolic compounds, and compounds such as rutin, Quercetin, Luteolin and Kampeferol.In the
abdominal contortion model, the groups treated with FOEHJ (100 and 250mg / kg) showed a
reduction of pain sensation, of 44.70% and 67.61%, respectively, in the period of 5-10 min.
And during 20 minutes of observation, the groups FOEHJ 100 and 250 mg / kg showed a
reduction of 40.81% and 54.36% of the number of abdominal contortions. In the formalin test,
44.09% of the pain manifestation of the FOEHJ 250 mg / kg group was observed in the first 5
min and, in the period of 15-30 minutes, a dose-dependent effect, with a reduction of the algesic
sensation of 50%, 63% and 86.02% at the doses of 100 and 250mg / kg, respectively. In the
peritonitis model, the FOEHJ, at doses of 100 and 250 mg / kg, inhibited leukocyte migration,
respectively, by 24.1% and 37.6%, decreasing also by 51.3% and 64.47% neutrophils
recruitment. It can be inferred that FOEHJ decreased the nociceptive stimulus, possibly because
it is able to reduce the leukocyte migration, mainly neutrophils, in order to modulate the release
of inflammatory chemical mediators at the site of the lesion that induce hyperalgesia, thus

contributing to antinociceptive and anti-inflammatory effects.

Keywords: Pain. Inflammation. Carobinha
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1 INTRODUCAO

A nocicepcao é o reconhecimento de sinais dolorosos pelo Sistema Nervoso, que
interpreta informacdes relacionadas a possiveis lesdes ou processo inflamatdrio. O estimulo
nociceptivo em condi¢des normais, € caracterizado pelo estimulo sensorial captado pelos
receptores do Sistema Nervoso Periférico (SNP) e transmitido ao Sistema Nervoso Central
(SNC), local onde é decodificado e interpretado. No entanto, o termo “dor” estd relacionado
nao s6 ao estimulo sensorial, mas também a resposta emocional (RIOS, 2014).

Diante de uma lesdo (fisica ou quimica) ou agente invasor, O organismo reage
desenvolvendo um processo inflamatério, que tem por objetivo destruir, diluir ou isolar o agente
lesivo (GODIN, 2014), recrutando para o meio, células como os macréfagos, neutréfilos e
mastdcitos, as quais liberam citocinas e mediadores inflamatdrios, que sensibilizam os
nociceptores, estabelecendo um estado de hipernocicepcdo ou hiperalgesia. (NOGUEIRA,
2011; AMORIM, 2013).

Devido ao grande incomodo sofrido pelos pacientes por conta dos sinais e sintomas da
inflamacao (dor, edema e febre, principalmente) e ao aumento no consumo de drogas anti-
inflamatdrias, as quais possuem diversos efeitos adversos, a comunidade cientifica passou a
buscar novos medicamentos. A Fitoterapia tem se mostrado uma boa fonte de novas moléculas
com capacidade analgésica e anti-inflamatéria, e menores efeitos colaterais (BARTOULINI,
2010; LOPES et al., 2011; SANTOS et al., 2012), destacando-se a espécie vegetal Jacaranda

decurrens Cham.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processo doloroso

A dor € um mecanismo importante de protecao do organismo, que visa alerta-lo sobre
lesdo ou processo de agressao (OLINDA, 2010). Ela é composta tanto pela interpretacao
subjetiva do paciente que a relata, através das caracteristicas psicoldgicas mediante a0 ambiente
inserido, experiéncias e limiar de aceitacdo de dor individual, quanto pelo estimulo nociceptivo
(OLINDA, 2010; NOGUEIRA 2011; MARTELLI E ZAVARIZE, 2015).

O conceito mais abrangente € estabelecido pela Associacdo Internacional para o Estudo
da Dor (IASP), o qual define a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional de carater
desagradavel, provocada por lesdo tissular, ou atribuida a tal”, a qual altera os estados de
homeostasia e interferem na qualidade de vida dos pacientes acometidos (MARTELLI e
ZAVARIZE, 2015, PEREIRA, 2018).

A nocicepg¢do € o reconhecimento de sinais dolorosos, captados através de receptores
especializados, denominados de nociceptores, os quais alertam o organismo sobre reagcdes
potencialmente lesivas aos tecidos (TRINDADE, 2013; MARTELLI E ZAVARIZE, 2015).
Esse mecanismo consiste numa sequéncia de processos: de transducido, com neurdnios de
primeira ordem advindos da periferia, os quais sdo responsdveis pela hiperalgesia primaria na
regido tecidual, e levam a informag@o para a medula espinhal; de transmissdo, em que os
neurdnios de segunda ordem se elevam pela medula espinhal; e da modulagdo, quando os
neurdnios de terceira ordem repassam o estimulo para o coértex cerebral (RIOS, 2014,
PEREIRA, 2018).

A dor pode ser classificada de acordo com sua origem, a qual pode ser neuropatica,
nociceptiva e, complexa ou mista. A dor complexa ou mista envolve diversas caracteristicas e
necessita de associacdes de farmacos para o seu controle. A dor neuropdtica, também
denominada de neurogénica, é originada de lesdo tecidual e/ou patologias no sistema nervoso,
decorrente de lesdes nas raizes nervosas que provocam desmielinizagdo em seu trajeto,
resultando em manifestagdo dolorosa irradiada, aguda ou cronica. Devido a lesdo do nervo, sao
produzidos padrdes anormais de comunicagdo entre os neurdnios na periferia, de modo que um
neuronio modifica a atividade dos neurdnios adjacentes (KLAUMANN et al., 2008;; MIGUEL
etal., 2012; TRINDADE, 2013). Apesar de suas caracteristicas serem complexas, os principais
sintomas da dor neuropdtica sdo: hiperalgesia, decorrente das alteragdes centrais ou espinhais e

a sensibilizacdo continuada dos nociceptores; dor espontanea e alodinia (PEREIRA, 2018).
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Ja a dor nociceptiva € originada pela excessiva estimulagdo dos neur6nios nociceptores
em resposta a lesdo tecidual e diminuicdo do limiar de excitabilidade necessdrio para ativa-los,
o que leva ao aumento da atividade espontanea da célula nervosa (FRANCHIN, 2012). Tem
como fungdo a protecdo do organismo contra a lesdo identificada, mediante um estimulo
externo, potencialmente prejudicial e ainda aos estimulos internos, caracterizando-a como uma
dor aguda e momentéanea, acompanhada de inflamacdo (TRINDADE, 2013; PEREIRA, 2018).

Ao serem detectados os estimulos dolorosos, a informacdo € transmitida por fibras
aferentes primarias do tipo Ad e C, por meio da liberacdo de neurotransmissores como
Glutamato, que gera a sensacdo de dor rdpida, e mediadores inflamatdrios, liberados por
macrofagos, mastocitos, células endoteliais ou nervos traumatizados, como Substincia P,
Prostaglandinas (PGs), Somatostatinas, Colecistocinina, Trifosfato de Adenosina (ATP),
Histamina, Citocinas, Eicosanoides, Serotonina e Oxido Nitrico (NO), as quais geram um
estimulo doloroso mais prolongado, caracteristico da manifestacio de dor inflamatéria
(KRAYCHETE et al.,, 2006; KIM et al., 2010; NOGUEIRA, 2011; GODIN, 2014
WOLKERSTORFER; HANDLER; BUSCHMANN, 2016; SERRA, 2017, PEREIRA, 2018;).

As fibras nervosas, que direcionam os estimulos gerados pela lesdo, sdo caracterizadas
de acordo com seu grau de mielinizagdo, sendo as fibras A de condugdo rapida (10-30m/s),
mielinizadas e sdo responsdveis pela conducdo da primeira sensa¢cdo dolorosa, enquanto as
fibras C conduzem lentamente o impulso (0,5-2 m/s), ndo sdo mielinizadas e transmitem um

estimulo tardio, atrasado e difuso (OLINDA, 2010; AMORIM, 2013; PEREIRA, 2018).

2.2 Processo inflamatorio

O sistema imunoldgico é constituido por 6rgaos, células e moléculas, os quais tem por
finalidade manter a homeostase do organismo, respondendo a estimulos externos que possam
ser danosos ou mesmo fatais (SERRA, 2017). O processo inflamatério consiste em uma
sequéncia complexa de eventos que envolvem os leitos capilares, o plasma, as células
circulantes, os neurdnios sensoriais € os constituintes celulares e extracelulares desses tecidos
(GODIN, 2014), em respostas a diferentes estimulos, exdgenos ou endégenos, de natureza
quimica, fisica ou bioldgica que venham interferir na homeostasia (BEZERRA, 2012; GODIN,
2014).

A inflamacdo pode se manifestar como um processo agudo ou cronico. Quando
manifestada de forma aguda, tem duracdo relativamente curta, podendo se apresentar em

minutos, horas ou alguns dias. As caracteristicas primdrias na fase aguda sdo o aumento do
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fluxo sanguineo, diminuicao da velocidade sanguinea local e aumento na permeabilidade dos
capilares, resultando em rubor e calor, seguido pelo extravasamento de plasma, proteinas
plasmadticas, ativacdo de células endoteliais e dos leucdcitos circulantes, que passardo a
expressar moléculas de adesdo e mediadores inflamatérios (VERGNOLLE, 2008; ROBBINS
et al, 2010; BEZERRA, 2012; GODIN, 2014), permitindo a migracdo transendotelial dos
leucdcitos, principalmente neutrofilos, para atuarem no local da injuria, o que contribuem para
o desenvolvimento do edema (DIAS, 2013). Ja a fase cronica € caracterizada pela proliferacao
celular (SANTOS, 2011; BEZERRA, 2012; GODIN, 2014).

A resposta inflamatéria, propriamente dita, tem seu inicio com a vasodilatacdo,
estimulada pela liberagdo de fatores como: NO, bradicinina, histamina, interleucinas (IL)
produzidas por macréfagos e PGs das séries E, os quais sdo responsdveis pelas alteracdes
homeostaticas caracteristicas do quadro inflamatério (NOGUEIRA, 2011; NICHOLSON,
2016). Para a producao de dor, primeiramente, ha a liberacdo de mediadores para a producdo
das citocinas, como IL-1, IL-6, fator de necrose tumoral o (TNF-a), PGs, histamina,
leucotrienos, serotonina, adenosina e substancia P (NOGUEIRA, 2011; AMORIM, 2013;
OLIVEIRA et al., 2016).

2.3 Jacaranda decurrens Cham

Aspectos botanicos
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Lamiales
Familia: Bigoniaceae
Género: Jacaranda

Espécie: Jacaranda decurrens Cham

A familia Bignoniacea retine 120 géneros, com aproximadamente 750 espécies,
incluindo arvores, lianas, arbustos e raramente ervas. Os géneros mais importantes da familia,
com ampla distribui¢io nas regides tropicais, sdo Tabebuia e Jacaranda (ZATTA, 2008).

O género Jacaranda contém 49 espécies, as quais estao distribuidas nas regides tropicais
do Globo, principalmente nas Américas Central e do Sul. A maior parte das espécies desse
género consiste em arvores, com folhas bipinada opostas, terminal, axilares ou inflorescéncia

panicula. Os frutos sdo em formato de cdpsulas achatadas oblongas, com numerosas sementes
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hialinas ou acastanhadas, elipticas, irregularmente crenuladas e ala fragil (ZATTA, 2008;
SERRA, 2017).

Devido ao uso na medicina popular, as espécies de Jacaranda tém obtido destaque em
véarios levantamentos etnobotanicos, como exemplo, t€m-se a J. caroba, utilizada como
adstringente, diurético, tratamento de ferimentos por sifilis e cicatrizagdo de ulceras, ao ser
preparada em forma de infusdo para uso interno ou para tomar banho com o macerado das
folhas. Ademais, foi relatado o uso das cascas de Jacaranda acutifolia no tratamento de feridas
e dermatite, destacando-se também por propriedades adstringentes e diuréticas (BRAGA et al,
2003; SERRA, 2017).

Passero et al. (2007) verificaram o efeito anti-leishmania do extrato bruto de folhas de
J. puberula contra promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis. O extrato teve sua
acdo comprovada em macréfagos infectados nas concentragdes de 31, 52, 125 e 250ug/ml, no
entanto, apresentou efeito citotéxico em concentracdes mais elevadas (250ug/ml). Para isso
foram feitas fracdes semi-purificads, a fim de minimizar os maleficios. Para explicagdo sobre
o efeito anti-leishmania, o autor sugere como mecanismo a a¢do do extrato na inibi¢do da
cascata de 4cido araquidénico que bloqueia os derivados desse processo, dificultando a
atividade supressora das prostaglandinas nos macréfagos, de tal forma que polariza a resposta
imune para o tipo T helper 1, sendo esse um fator permissivo para a eliminacio da infec¢do.

A espécie Jacaranda caucana demonstrou atividade citotéxica (DLsode 5 a 25pug / ml)
do extrato metandlico das folhas contra o Plasmodium falciparum no estudo de (WENIGER et
al., 2001), o autor também discorre sobre o uso popular dessa espécie no tratamento da
leishmaniose pela populaciao do sudoeste da Colombia (MARTIN et al., 2009).

Ja Endringer et al. (2010) observaram a presenca de acido ursélico e oleandlico ao testar
a fracdo do extrato das espécies de H. speciosa, J. caroba, M. hirsuta e S. paniculatum,
relatando que as plantas brasileiras sdo promissoras fontes de agentes de quimioprevengao,
auxiliando assim no estudo de drogas contra o cancer.

A espécie vegetal, Jacaranda decurrens Cham, conhecida também como “carobinha”,
¢ muito frequente no Cerrado; é encontrada nos Estados de Goids, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Maranhdo e Sdo Paulo. E um arbusto campestre pouco ramoso,
apresentando raiz lenhosa, caule pubescente enquanto jovem e depois glabro, podendo chegar
até 3 metros de altura. Apresenta folhas paribipinatifidas, foliolos decorrentes, estreitos, glabros
na pégina superior, discolores e pilosos na inferior (OLIVEIRA et al., 2003; Botrel et al., 2006;
CARVALHO et al., 2009; GACHET; SCHUHLY, 2009; SERRA, 2017).
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Popularmente, € utilizado o decocto ou infuso das folhas secas e/ou caule para o
tratamento de afeccdes cutaneas e ulceras externas (RODRIGUES; CARVALHO, 2001;
CARVALHO et al., 2009). Segundo a literatura cientifica, as avaliagdes farmacoldgicas feitas
com a espécie Jacaranda decurrens inferem um potencial antioxidante, antimicrobiana e
quimiopreventivo (RODRIGUES, CARVALHO, 2001; SANTOS et al., 2012; CARNEIRO et
al., 2014)

A J. decurrens Cham tem seu uso popular também no tratamento da hioertensao, como
depurativo do sangue, em processos infecciosos e distirbios hepaticos (ZATTA, 2008). A
infusdo e decocgdo feitas com as folhas e cascas também tém sido empregadas para o tratamento
de afeccOes cutineas, e cascas para curar prurido (SILVA, 2013; SERRA, 2017)

Estudos quimicos com Jacaranda decurrens revelaram presenga do triterpeno acido
urs6lico, metabdlito que apresenta atividade antimicrobiana, antiviral, hepatoprotetora,
imunorreguladora e inibitéria de células cancerigenas humanas, glicosideos iriddides,
alcaldides, flavonas, flavonoides, polifendis, taninos e 6leos de sementes (OLIVEIRA et al.,
2003; ZATTA, 2008; CARVALHO et al, 2009). Ha, também, relatos na literatura sobre a
atividade antiedematogénica do extrato hidroetandlico das raizes de J. decurrens em modelo de
edema de pata induzido em ratos, semelhante ao padrio dexametasona, e sem sinais de
toxicidade (SANTOS et al., 2012)

Em estudo realizado por nosso grupo, Serra (2017), avaliou os efeitos cicatrizantes em
seu estudo, ao utilizar uma formulacdo tépica com Jacaranda decurrens Cham (50mg/Kg),
ressaltando o potencial farmacolégico da espécie, e obteve como resultado uma evolucdo
cicatricial homogénea, relacionando, também, sua acdo anti-inflamatéria devido a diminui¢cdo
da migracao leucocitéria e de citocinas inflamatdrias.

Santos et al. (2012), verificaram possiveis efeitos anti-inflamatérios através do modelo
de inflamacao edema de pata induzido por carragenina, mostrando que o extrato de Jacarranda
decurrens nas doses de 100 e 300 mg/kg reduziu significativamente o edema da pata traseira
apos 2h, e o extrato na dose de 300mg/kg mostrou resultados semelhantes ao grupo tratado com
dexametasona.

Foi verificado também que o extrato hidroalcodlico das raizes de J. decurrens interferiu
no desenvolvimento inicial do sistema reprodutivo em ratos adultos, no entanto, nio houve
alteracOes quanto a producdo de espermatozoides, quando utilizado na dose de 250 ou
500mg/Kg, do 12° dia de gestacdo ao 21° dia da lactacdo (ARENA et al., 2012).

Antunes et al. (2016) observou que nao houve toxicidade aguda por administragao do

extrato hidroalcéolico de Jacaranda decurrens por via oral em ratas, tampouco mortalidade,
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considerando uma dose de 5000 mg/kg como segura. O autor observou reducdo da massa
gordurosa nos animais tratados com o extrato, correlacionando-os com achados na literatura
sobre tratamento alternativo para obesidade, visto que os compostos fendlicos presentes nas
vérias espécies do género Jacaranda, podem induzir a ativa¢do da via adrenérgica e obterem
efeitos similares ao da Sibutramina.

No trabalho de Santos et al. (2012) ndo foram constatadas alteracdes no consumo de
alimentos, absor¢do de &4gua ou comportamento (irritabilidade, contor¢do, tremores,
convulsodes, lacrimagdo e piloerecdo) nos animais apds tratamento agudo com extrato de
Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata. Além disso, o peso absoluto dos 6rgaos vitais
e parametros hematoldgicos e bioquimicos nio apresentaram alteracOes estatisticamente
significativas em nenhuma das doses testadas em seu estudo.

Casagrande et al., (2014) observaram que o extrato hidroetandlico de Jacaranda
decurrens subsp. symmetrifoliolata tem atividade antioxidante in vitro e in vivo e desenvolve
atividade citotoxica, tanto por apoptose tardia quanto por necrose, contra células

eritroleucémicas.

2.4 Modelos experimentais utilizados

Para verificar a eficdcia de novos farmacos para o tratamento de doengas inflamatdrias
e dolorosas sao utilizados diversos modelos animais, tais como teste de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, avaliacdo de dor neurogénica e inflamatéria induzida por formalina
e peritonite induzida por carragenina, que avaliam as atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria (SILVA, 2011).

A contor¢do abdominal induzida por acido acético ¢ um modelo de dor visceral,
proposto por Koster e col. (1959), utilizado para triagem de novas drogas com potencial
analgésico através da avaliacdo da atividade antinociceptiva periférica (RIOS, 2014). A
manifestacdo de dor no animal (camundongo ou rato) é caracterizada como contra¢do e rotagao
do abddmen, seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras (BOLETIM TECNICO,
2014). Os prétons formados pela dissociacdo do 4cido acético podem ativar diretamente canais
i6nicos localizados nas fibras aferentes primdrias promovendo o influxo de -cdlcio,
despolarizando a fibra nervosa e ativando a abertura de canais de s6dio dependente de voltagem,
desencadeando, assim, potenciais de acdo (FEIN, 2009; SILVA et al, 2013). A presenga de

acido acético na cavidade peritoneal promove a liberacdo de diversos mediadores inflamatérios
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como prostaglandinas, bradicinina, histamina, serotonina, substincia P, TNF- a, IL-13 e IL-8
entre outros (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al.,2001, GUO et al., 2008).

O teste da formalina € um método de avaliacdo comportamental utilizado para medir a
efetividade de agentes antinociceptivos (Hunskaar & Hole, 1987). Este modelo de dor esta
associado a lesdo tecidual, no qual a manifestacdo dolorosa € quantificada através da resposta
comportamental provocada pela injecdo subcutanea de formalina diluida na pata traseira do
animal. A vantagem deste teste sobre outros métodos de nocicepgao se da pela possibilidade de
avaliar dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo prolongado de tempo e, assim,
permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de acdo. As respostas
comportamentais a formalina seguem um padrdo bifasico composto de uma fase inicial aguda
(primeira fase), e por um periodo mais prolongado (segunda fase) de atividade comportamental
aumentada, que pode durar até cerca de uma hora. O periodo entre as fases ¢ denominado
intervalo de quiescéncia. A primeira fase inicia-se imediatamente apds a inje¢ao de formalina
e se estende pelos 5 minutos iniciais (caracterizando a dor neurogénica ou aguda), estando
relacionada com a estimulag¢do quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e,
em parte, das fibras do tipo A9, sendo associada a liberagdo de aminoacidos excitatorios, NO e
substancia P. A segunda fase ocorre entre 15 e 30 minutos apds a injecao de formalina e estd
relacionada com a liberacdo de varios mediadores pro-inflamatérios, como bradicinina,
prostaglandinas e serotonina, entre outros (caracterizada como dor inflamatoria). O intervalo
de quiescéncia entre a primeira e a segunda fase € resultado de uma inibicdo da transmissao
nociceptiva através de circuitos supra-espinhais e espinhais (SILVA et al, 2013).

A peritonite consiste na migra¢do leucocitdria induzida por carragenina, substincia esta
que € caracterizada por ser um polissacarideo sulfatado derivado de algumas espécies de algas
(NUNES, 2012). E amplamente empregada como agente flogistico da inflamacdo aguda para
testar novas terapias anti-inflamatérias (SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004). A
inflamagdo induzida pela injecdo de carragenina em cavidades como a pleural e a peritoneal é
geralmente caracterizada por um acimulo de exsudato rico em proteinas que contém grande
nimero de neutréfilos e metabdlitos do dcido araquidonico pelas vias da ciclooxigenase e
lipoxigenase, além de intensa migracao de células leucocitarias envolvendo a participagao de
mediadores pré-inflamatdrios, tais como: neuropeptidios, 6xido nitrico, prostaglandina E2, e
citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1a e IL-1p, IL-6) ( NUNES, 2012; SILVA et al, 2013).
Observa-se também que ha um aumento da expressdo de moléculas de adesdo no endotélio
vascular apds a administracao deste agente flogistico (IWATA et al, 2010) o que contribui para

a migragdo leucocitaria.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio de uma formulag@o farmacéutica

de uso oral contendo o extrato hidroalcodlico de Jacaranda decurrens Cham (FoEHJ).

3.2 Objetivos especificos

e Verificar a constituicdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico de Jacaranda decurrens
Cham (EH]J), de forma qualitativa e semiquantitativa;

e Verificar a atividade antinociceptiva da FOEHJ, através do teste de contor¢cao abdominal
induzido por 4cido acético e do teste de Formalina a 1%, em camundongos;

e Avaliar o efeito antiinflamatério da FOEHJ em modelo de peritonite induzida por

carragenina em ratos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

As folhas de Jacaranda decurrens Cham foram coletadas em setembro de 2013, no
municipio de Sao Raimundo das Mangabeiras, no Estado do Maranh@o — Brasil. Uma amostra
da espécie foi encaminhada ao Herbdrio Atico Seabra da Faculdade de Farmdcia da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA), onde estd catalogada sob nidmero

1140/SLS017212.

4.2 Preparaciao do extrato hidroalcéolico de Jacaranda decurrens Cham (EH)J)

ApOs a coleta, as folhas foram secas a temperatura ambiente, e pulverizadas em moinho
elétrico, obtendo o p6 moderadamente grosso (710 - 250um). O material foi submetido a
extracdo hidroalcdolica através de maceragdo, utilizando o etanol 70% como solvente, na
propor¢ao 1:10 (p/v), durante 15 dias, em agitagdo constante sob auxilio de mesa agitadora, em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado a vicuo e concentrado em rota
evaporador, denominando assim o produto como Extrato Hidroalcéolico de Jacaranda

decurrens Cham (EHJ). Por fim, o extrato foi liofilizado e congelado (CARVALHO, 2009).

4.3 Analise fitoquimica do EHJ

Encaminhou-se uma amostra do material para o Laboratério de Produtos Naturais do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da UFMA, onde se realizou a avaliagdo fitoquimica,
a fim de obter-se as andlises qualitativas e semiquantitativas dos metabodlitos secunddrios
presentes nas folhas secas da espécie vegetal utilizada. A avaliagdo qualitativa e
semiquantitativa dos constituintes quimicos do material liofilizado foi realizada por meio de

escores de intensidade, representados no Quadro 1 (MATOS, 1997).
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Quadro 1 - Scores utilizados na Avaliagdo Fitoquimica do Extrato hidroalcéolico de Jacaranda
decurrens Cham

Scores Grau de intensidade
+++ Fortemente positivo
++ Moderadamente positivo
+ Fracamente positivo
- Ausente

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.1 Analise cromatografica

A andlise foi realizada em um aparelho de Cromatografia Liquida acoplada a
espectrometro de massa com UV, com fonte de ionizagdo em eletrospray e analisador Ion Trap
(LC-UV-ESI-IT-MS), cujo espectrometro de massas € um LCQ Fleet, Thermo Scientific®. A
coluna analitica utilizada para a separacdo foi uma Kinetex® C18 (2,1 x 100 mm, 100 A e 5
um). A andlise foi realizada com agua contendo 0,1% de 4cido férmico (A) e acetonitrila +
0,1% de 4cido foérmico (B) acrescidos de 0,1% de 4cido férmico em gradiente exploratorio,
iniciando com 10% a 100% B em 6 minutos, a uma vazao de 0,4 mL/min. A amostra foi
infundida no espectrometro de massa do sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), onde foi analisada conectada a fonte de ionizacdo em eletrospray e analisador lon
Trap, em modo negativo e detector de UV associado. Os dados do espectro de massa foram

obtidos no mesmo LCQ Fleet (Thermo Scientific®).

4.4 Desenvolvimento da formulacio oral

Desenvolveu-se uma formulagao farmacéutica de uso oral contendo o extrato das folhas
secas de Jacaranda decurrens Cham. Para isso, foi calculado a quantidade de p¢ liofilizado do
EHJ para obtencdo das concentracdes pré-definidas, em seguida, transferido a um gral. Com o
auxilio de um pistilo, o p6 foi dissolvido e incorporado em propilenoglicol a temperatura
ambiente, e depois adicionado a um xarope. Acondicionou-se o produto acabado em recipiente
apropriado e sob condigdes de armazenamento adequadas, sendo o mesmo denominado de

Formulagao farmacéutica de uso oral contendo o EHJ (FoEHJ).



24

4.5 Animais

Foram utilizados camundongos machos e fémeas da espécie Mus musculus, linhagem
swiss, com aproximadamente 45 dias de idade, para o teste de contor¢ao abdominal, teste de
formalina e ratos machos e fémeas da espécie Rattus norvegicus, linhagem wistar, com 60 dias
de idade, para o modelo de inflamagao induzida por carragenina. Todos os animais eram adultos
e sadios ao exame clinico, fornecidos pelo Biotério Central da UFMA. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polietileno, forradas com xilana, com racdo e dgua ad libitum, e sob
ciclo claro/escuro de 12hs, em temperatura de 22° C.

Este projeto de monografia estd vinculado a um projeto maior: “Estudo das ac¢des
cicatrizantes e anti-inflamatéria de preparacdes farmacéuticas a base de plantas
medicinais em roedores diabéticos” que foi aprovado no Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas no dia 04/03/15 e encaminhado e aprovado pelo CEUA com o protocolo de
numero 23115.003838/2015-58. O projeto esta vinculado também ao Projeto: “Estudo da aciao
cicatrizante da preparacao topica dos extratos de Averrhoa carambola e Syzygium cumini
em camundongos diabéticos”, aprovado no UNIVERSAL FAPEMA 00384/15, com o termo
de Outorga: 009179/2015.

4.5.1 Avaliacao de atividade analgésica

a) Contorcoes abdominais induzidas por acido acético 1% em camundongos
Foram utilizados 20 camundongos da espécie Mus musculus (swiss), machos e fémeas
adultos com peso corporeo variando entre 25 e 30g, que foram divididos em quatro grupos

distintos e receberam as seguintes denominagoes.

Quadro 2 - Descri¢ao dos grupos experimentais para o teste de Contor¢do Abdominal induzidos por
acido acético

Grupos Substincias
SALINA Acido acético 1% + Salina
INDO Acido acético 1% + Indometacina
FoEHJ 100mg/Kg Acido acético 1%+ FoEHJ 100 mg/Kg
FoEHJ 250mg/Kg Acido acético 1% + FoEHJ 250 mg/Kg

Fonte: Elaborada pela autora.
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Decorridos 60 min da administracdo da FOEHJ por via oral (100 ou 250 mg/Kg de peso
corpéreo), ou 30 min de administracdo de indometacina por via subcutdanea (10 mg/Kg), os
animais receberam o dcido acético 1% por via intraperitoneal na dose de 10 mg/Kg. Os
resultados foram expressos como ndmero de contor¢des acumuladas a cada 5 min em fungao

do tempo de observacao de 20 min (FREIRE et al., 1993).

b) Avaliacao da dor neurogénica e inflamatéria em camundongos (Teste da formalina 1%)
Foram utilizados 20 camundongos da espécie Mus musculus (swiss), machos e fémeas
adultos com peso corporeo variando entre 25 e 30g, que foram divididos em quatro grupos

distintos e receberam as seguintes denominagdes:

Quadro 3 - Descric@o dos grupos experimentais para o teste de Formalina 1%

Grupos Substincias
SALINA Formalina 1% + Salina
INDO Formalina 1% + Indometacina
FoEHJ 100mg/Kg Formalina 1% + FoEHJ 100 mg/Kg
FoEHJ 250mg/Kg Formalina 1% + FoEHJ 250 mg/Kg

Fonte: Elaborada pela autora

Ap6s 60 min da administracdo do FOEHJ por via oral (100 ou 250 mg/) ou 30 min de
administracao de indometacina por via subcutanea (10 mg/Kg), foi administrada uma injec¢ao
sub plantar de formalina 1% na pata traseira direita, onde ocorreu a manifestacdo da dor
quimica, segundo o método de Hunskaar et al. (1987). Foram observadas respostas em dois
periodos: 0-5 min (primeira fase - neurogénica) e 15-30 min (segunda fase - inflamatdria) apds
a administragdo da formalina (TJALSEN et al., 1992). A resposta foi caracterizada por
sacudidas ripidas e/ou mordidas e/ ou lambidas leves na pata injetada. Durante o experimento,
os animais foram analisados individualmente em uma caixa espelhada para melhor

quantificacdo dos dados.
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4.5.2 Avaliacao de atividade anti-inflamatoéria

Para a realizacdo do teste de peritonite induzida por carragenina foram utilizados 17

animais, divididos nos quatro seguintes grupos:

Quadro 4 - Descri¢do dos grupos experimentais no modelo de inflamacao

SALINA Salina (controle negativo)
CG 1% Carragenina 1% (controle positivo)
INDO 10 mg/Kg Carragenina 1% + Indometacina 10 mg/Kg
FoEHJ 100 mg/Kg Carragenina 1% + FoEHJ 100 mg/kg
FoEHIJ 250 mg/Kg Carragenina 1% + FoEHJ 250 mg/kg

Fonte: Elaborada pela autora

Os animais foram colocados em jejum de 4h antes da indugdo por carragenina.
Previamente a carragenina, os grupos foram tratados com formulacdo (100 ou 250 mg/Kg) 60
minutos antes, via oral, ou com indometacina (10 mg/Kg), 30 minutos antes, via subcutanea.
Ap6s o periodo de jejum, os animais de todos os grupos receberam uma solucao de carragenina
1%, injetada na cavidade peritoneal (i.p) dos ratos para inducao do processo inflamatdrio agudo.
O grupo SALINA (60 minutos, via oral) ndo recebeu carragenina, apenas soro fisioldgico
(0,9%), 4 horas antes da eutandsia.

Quatro horas ap6s a administragdo da carragenina, a cavidade peritoneal foi lavada com
12mL da solucdo PBS contendo EDTA, massageada por 30 segundos e, em seguida, o lavado
foi retirado e transferido para tubos falcons identificados. Do volume coletado, foi pipetada
uma aliquota de 20 pl adicionada a 380 ul da solugdo TURK, para a contagem do nimero total
de leucdcitos em camara de Newbawer no microscopio (FERRANDIZ ¢ ALCARAZ, 1991).
Os resultados foram expressos como médias do nimero de leucdcitos totais (x103/mm3) de cada
grupo.

Para a contagem diferencial, foram transferidos 200 pul do lavado contido no tubo
falcon para os eppendorfs e depois centrifugados 1000 rpm/5 min. O sobrenadante foi
descartado e retirou-se 10 pl do concentrado de leucocitos para a confeccdo das laminas. As
células foram coradas com May-Grunwald-Giemsa. A contagem foi realizada através do

microscopio Optico utilizando objetiva de 100X com 6leo de imersao (LIMA, 2008).
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4.6 Estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrao das médias e foram analisados
utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Newman-Keuls. Todas as discussoes

estatisticas foram realizadas no nivel de 95% de significancia.

5 RESULTADOS

5.1 Analises qualitativas e semi-quantitativas

A composi¢do quimica do material liofilizado obtido do EHJ foi revelada por meio de
ensaios qualitativos e semiquantitativos (tabela 1). Na espécie analisada, Jacaranda decurrens
Cham, foram detectadas fortemente a presenga de Compostos fendlicos, Taninos condensados
e Flavonondis; moderadamente, Flavononas; e mais fracamente, Cumarinas, Esterdides e

Triterpenos.

Tabela 1 - Constituintes quimicos presentes em Jacaranda decurrens Cham

Metabolitos Secundarios Maceracio (1:10 peso/volume)
Compostos fendlicos +++
Cumarinas +

Taninos Condensados +++
Esteroides +
Triterpenos +
Flavononois +++
Flavononas ++

Fonte: Elaborado pela autora

5.2 Analise cromatografica

A composi¢do do EHJ foi realizada através de andlise cromatografica acoplada a
espectrometro de massa. Foi utilizada a técnica de ionizagdo no modo negativo, retirando um
atomo de hidrogénio da molécula analisada. Ao serem detectados os fragmentos nos respectivos
picos de retengdo, foi consultada a base de dados MassBank para identificagdo dos padrdes de
fragmentacdo e identificacdo dos compostos.

Foram detectados compostos fortemente polares, Acido Quinico, Rutina, Kaempferol-
3-O- rutinosideo, Quercetina-pentosideo-hexosideo, Quercetina-3-O-glucosideo; fracamente

polares, Kaempferol-3-O-raminose; apolares, Quercetina, Luteolina, Kaempferol, Acido
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Figura 1 - Cromatograma de fon total do extrato hidroalcodlico de Jacaranda decurrens Cham
adquirido por LC-ESI-MS (m/z: 100-1000 Da).
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Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 2 - Identificacdo dos compostos de Jacaranda decurrens Cham por FIA-ESI-IT/MS"

N° Tempo de Bandas UV [M-H] MS" fragmentos Identificacao dos
picos retencao (nm) - Compostos
(min)
1 2.27 299 191 110 Acido Quinico
2 2.63 256 (max), 609 447, 301 Rutina
356
3 2.78 262(max), 362 593 431; 285 Kaempferol-3-0-
rutinosideo
4 2.94 260(max), 358 595 433; 301 Quercetina-pentosideo-
hexosideo
5 3.06 262(max), 356 463 301; 271; 255; Quercetina-3-0O-glucosideo
179; 151
6 343 265(max), 365 431 269; 253 Kaempferol-3-O-raminose
7 4.00 256(max), 365 301 285;269 Quercetina
8 4.90 254 (max), 285 151; 197 Luteolina
267
9 5.34 262 (max), 285 163;211; 227 Kaempferol
362
10 5.44 - 487 469;425 Acido Arjundlico

Fonte: Elaborado pela autora
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5.3 Teste de atividade antinociceptiva

5.3.1 Contor¢oes abdominais induzidas por acido acético 1% em camundongos

Neste teste, os animais foram avaliados durante 20 min ap6s administracdo de 4cido
acético 1%, em quatro tempos diferentes de cinco minutos. Nos primeiros 5 min, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos quanto a percep¢do de dor. No periodo de 5-10 min, o
grupo EHJ 250 mg/Kg apresentou menor nimero de contor¢des [FoEHJ 250 mg/Kg - 4.1 +
1.558] comparados ao grupo salina [SALINA - 12.6 + 1.740], havendo diferenca estatistica de
67,61% (tabela 3). No tempo de 15 minutos, os grupos tratados com os extratos na dose de 100
mg e 250 mg diferiram do grupo salina em 44,5% e 51,88, respectivamente, e apresentaram
nimero de contor¢des similares ao grupo tratado com Indometacina [SALINA - 9.5 + 0.930,
INDO -3.75 £ 1.250, FoEHJ 100 mg/Kg- 5.3 + 1.406, FOEHJ 250 mg/Kg - 4.6 £ 0.715] (Figura

2). No tempo de 20 min., ndo houve diferenca entre os grupos.

Figura 2 - Nimero de contor¢des abdominais em camundongos. Grupo SALINA, INDO, e tratado com
o extrato (EHJ 100 mg/Kg e EHJ 250 mg/Kg) apds indugao imediata da dor por 4cido acético 1%.
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Tempo 10: * FoEHJ 250 mg/Kg vs salina *p<0,05.
Tempo 15: * indometacina (10 mg/Kg), FOEHJ 100 mg/Kg, FoEHJ 250 mg/Kg vs salina *p<0,05
Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 3 - Percentual de inibicdo das contor¢cdes abdominais com &4cido acético. Grupo controle
negativo (SALINA), controle positivo (INDO), e tratado com o extrato (FoOEHJ 100 mg/Kg e FoEHJ
250 mg/Kg) apds indugdo imediata da dor por dcido acético 1%

Grupos % Inibicio da contor¢cio/ min.
0-5 min 5-10 min 10- 15 min 15-20 min
SALINA - - - -
INDO 18,03 48,65 60,73° 58,90 *
FoEHJ 100 mg/Kg | 54,64 44,70 44,507 23,28
FoEHJ 250 mg/Kg | 36,33 67,61° 51,83° 45,20 *

2: Indometacina (10 mg/Kg), FOEHJ 100 mg/Kg, FoEHJ 250 mg/Kg vs. salina p>0,05
Fonte: Elaborado pela autora

A Figura 3 mostra o nimero de contor¢des abdominais acumuladas no periodo de 20
min. Como demostrado no grafico, nos primeiros 5 min, inicia-se a percep¢ao do estimulo
nociceptivo, nao havendo diferenga estatistica significativa entre os grupos tratados e o grupo
controle durante esse tempo. No 10 min iniciais houve um aumento significativo na percepg¢ao
dolorosa, caracterizada pelo maior nimero de contor¢des no grupo SALINA [16,33 + 1.590;
INDO 9.50 + 2.398; FoEHJ 100mg/Kg 8.66 + 2.445; FoEHJ 250mg/Kg 6.50 + 2.766]. E
comparagdo ao grupo SALINA os camundongos tratados com FoEHJ 100 mg/Kg obtiveram
reducdo de 53.03% no numero de contor¢des, FOEHJ 250 mg/Kg 60,19%, e o grupo INDO
reduziu 42%. Durante os 15min, o pré-tratamento com FoOEHJ 100 mg/Kg, FOEHJ 250 mg/Kg
ou com a INDO reduziu em 42,59% [14,86 + 3.830], 56,87% [11.16 £ 3.311] e 48,80% [13.25
+ 3.637], respectivamente, o nimero de contor¢des neste periodo. Nos 20 min finais, percebe-
se que os grupos pré- tratados com FoEHJ 100 mg/Kg, FoEHJ 250 mg/Kg ou com a INDO
tiveram uma redu¢do do nimero de contor¢des de 40,81% [19,66 + 4,193], 54,36% [15.16 +
3.736] e 51,08% [16.25 + 3.425], respectivamente, em relacdo ao grupo SALINA [33.22 +
2.881].
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Figura 3 - Numero de contor¢des abdominais acumuladas, induzidas por acido acético 1% em
camundongos. Grupo SALINA, INDO, FoEHJ 100mg/Kg e FoEHJ 250mg/Kg.
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#Indometacinal 0mg/Kg, EHJ 100mg/Kg e EHJ 250 mg/Kg vs Salina, p<0,05.

Fonte: Elaborado pela autora

5.3.2 Teste da formalina 1% em camundongos

Imediatamente apds a aplicacao da formalina para indu¢do do estimulo nociceptivo,
correspondente a andlise no tempo 0 a 5 min, verificou-se que o grupo FoEHJ 250mg/Kg
reduziu 44,09% a sensacao dolorosa em relacao ao grupo Salina [SALINA - 59,91 + 8,44 segs.]
(Figura 4).

No segundo periodo de andlise (15- 30 min) os grupos FoEHJ 100mg/Kg e FoEHJ
250mg/Kg apresentaram efeito dose dependente, [FOEHJ 250mg/Kg - 71,69% em relacdo ao
FoEHJ 100mg/Kg] e entre o grupo SALINA [FoEHJ 100mg/Kg - 50,63%; EHJ 250mg/Kg -
86.02%]. Observa-se também que o grupo FoEHJ 250mg/Kg apresenta reducdo do estimulo
doloroso em 68,57% em comparagdo ao grupo INDO [68,76 + 10.13 segs.] (Tabela 4).
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Figura 4 - Tempo (seg.) de lambidas na pata. Grupo controle negativo (SALINA), controle positivo
(INDO), e tratado com o extrato (FoEHJ 100 mg/Kg, FOEHJ 250 mg/Kg) ap6és indugdo imediata da dor
por formalina 1%.
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4indometacina , FOEHJ 100 mg/Kg , FOEHJ 250 mg/Kg vs Salina *p<0,05
®FoHJ 250 mg/Kg vs FoEHJ 100 mg/KG °p<0,05
Fonte: elaborado pela autora

Tabela 4 - Inibi¢ao da manifestacao do estimulo nociceptivo com Formalina. SALINA, INDO, e tratado
com FoEHJ 100 e 250mg/Kg apds induc¢do imediata da dor

Grupos Tempo de manifestaciao da sensacao
nociceptiva
0-5 min 15-30 min
SALINA 5991 + 8,44 154,67 + 16,84-
INDO 46,70+ 7,01 268,76+10,13
EH]J 100 48,97+ 8,23 *76,36+17,88
EHJ 250 233,49+ 6,18 2021,61+13,55

%indometacina, FOEHJ 100 mg/Kg, FoEHJ 250 mg/Kg vs Salina *p<0,05
®FoHJ 250 mg/Kg vs FoEHJ 100 mg/KG *p<0,05
Fonte: elaborado pela autora

5.4 Teste de atividade anti-inflamatoria

5.4.1 Peritonite induzida por carragenina 1% em ratos

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria do FoOEHJ (100 e 250 mg/Kg), baseado na
migracdo celular, foi feito o teste da peritonite induzida por carragenina (CG). Os dados
analisados demonstraram que o grupo CG 1% aumentou em 8,92 vezes [8475 + 454,8/mm?] a
migracdo celular, e proporcionalmente, em 22,4 vezes [4893,7/ mm? + 332,6] o deslocamento
de polimorfonucleares para a cavidade peritoneal, em relacdo ao grupo Salina [950 +97,9/mm?,

218/ mm? + 49,2, respectivamente], indicando que a inducio da inflamacio foi bem-sucedida.
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Os grupos pré-tratados com o FOEHJ 100 mg/Kg e FoEHJ 250 mg/Kg frente a inducdo
da inflamacdo pela carragenina, apresentaram uma redu¢do na migragao celular (contagem total
de leucécitos/mm?) de 24,1% [6425 + 481,8/mm’] e 37,6% [5290 + 363/mm?],
respectivamente, quando comparados ao grupo apenas induzido pela carragenina (CG 1%).
Quanto aos neutroéfilos, o pré-tratamento com o FOEHJ 100mg/Kg e FoEHJ 250mg/Kg inibiu,

respectivamente, a sua migracao em 51,3% e 64,47% em relacdo ao grupo carragenina [4893,7

+ 332,7] (Figura 5).

Figura 5 - Contagem absoluta de leucdcitos totais e de neutré6filos (células/ mm?) em lavado peritoneal
de ratos. Grupo SALINA, carragenina 1% (CG 1%), indometacina 10mg/Kg (INDO), FoEHJ 100mg/Kg
e FoEHJ 250mg/Kg apds 4 horas de indugdo da inflamacao por carragenina 1%.
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*Carragenina 1% vs Salina, p< 0,001.

AINDO 10mg/Kg, FoEHJ 100mg/Kg e FOEHJ 250 mg/Kg vs carragenina 1%, p< 0,001
Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 5 - Contagem absoluta e percentual de neutréfilos em relagdo a contagem global de leucécitos,
em lavado peritoneal de ratos. Grupo SALINA, CG 1%, INDO 10 mg/ Kg, FOEHJ 100mg/Kg e FOEHJ

250 mg/ Kg
Grupos Contagem células inflamatérias no liquido % de inibicao de
peritoneal migracao de
Leucdcitos Totais Neutrofilos neutrofilos
SALINA 950 £ 97,8 218,5+49,2 -
CG1% 8475 +454.8 4893,7 £332,7* -
INDO 5225 +418,6* 2187 +£123,53* 55,3%
FoEHJ 100mg/Kg 6425 +491,8* 2384,1 +283,3 51,3%
FoEHJ 250mg/Kg 5290 + 363,12 1738,8 +104,9* 64,5 %

*Carragenina 1% vs Salina, p< 0,001.
2INDO 10mg/Kg, FoEHJ 100mg/Kg e FoEHJ 250 mg/Kg vs carragenina 1%, p< 0,001
Fonte: Elaborado pela autora
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6 DISCUSSAO

A sensacdo nociceptiva ocasionada pelo processo de inflamacgao, por estar relacionada
com a qualidade de vida e estado de integridade do organismo, torna-se relevante,
principalmente pelo alto consumo de anti-inflamatdrios ndo esteroidais, os quais trazem
consigo diversos efeitos indesejaveis (BARTOULINI, 2010; BAGGIO, 2010; LOPES et al.,
2011; SANTOS et al., 2012; SCHALLEMBERGER e PLETSCH, 2014). Pensando nisso, o
presente estudo teve como objetivo, avaliar os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da
formulagdo farmacéutica de uso oral contendo o extrato hidroalcodlico de Jacaranda decurrens
Cham.

O efeito antinociceptivo de FOEHJ foi avaliado através do modelo de nocicep¢do de
contor¢Oes abdominais induzidas por 4dcido acético 1% e do teste de Formalina 1%. Nesses
modelos, os nociceptores sdo sensibilizados através da liberacdo e/ou producio de mediadores
quimicos inflamatérios como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas, substancia P
e também produtos da lipoxigenase, e citocinas como IL-1B, TNF-a e IL-8, estimulando
principalmente fibras Ao e C (KLAUMANN; WOUK e SILLAS, 2008).

De acordo com os resultados apresentados, o pré tratamento com FoEHJ 100 e
250mg/Kg reduziu o estimulo nociceptivo ocasionado pelo acido acético, principalmente no
intervalo 5—-10 min, tempo em que se percebe maior sensibilidade ao agente quimico, sendo que
o FoEHJ 250mg continuou com o efeito antinociceptivo no intervalo de 10-15 min. Ao final
dos 20 min de observacao, verificou-se que a FOEHJ 250mg foi capaz de inibir o ndmero total
de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, semelhante ao grupo tratado com
indometacina, indicando analgesia, comportando-se como possivel antagonista aos mediadores
inflamatérios (CRUVINEL et al, 2010; SEFORA-SOUSA e ANGELIS-PEREIRA, 2013).

Para andlise de atividade antinociceptiva induzida por agentes inflamatérios, foi
utilizado o modelo de nocicep¢do induzida pela formalina. Esse modelo analisa a dor em duas
fases distintas: neurogénica (estimulacdo direta dos nociceptores periféricos) nos primeiros 5
min apds a injecdo intraplantar do agente, e inflamatéria (caracterizada por mediadores
inflamatorios e hiperalgesia mediada pela combinagao de estimulos periféricos e sensibilizacdo
da medula espinhal), ocorrendo entre 15 a 30 min (HUNSKAAR e HOLE, 1987; BARS, 2001;
BAGGIO, 2010; VIERIA, 2014). No presente estudo, foi possivel observar redugdo do estimulo
doloroso no grupo que recebeu o extrato de 250mg/Kg comparado ao grupo controle € uma
relacdo dose dependéncia no segundo tempo (15-30min), caracterizando um efeito anti-

inflamatoério do extrato.
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A literatura cientifica destaca o potencial anti-inflamatério de Jacaranda decurrens
Cham, visto que os mediadores envolvidos no processo de dor sdo os mesmos da inflamacao,
podendo assim correlacionar sua modulacdo com a ag@o antinociceptiva (SANTOS, 2011;
DIAS, 2013; SERRA, 2017).

E, para a avaliacdo aprofundada da atividade anti-inflamatdria adotou-se o modelo de
indugcdo de peritonite por carragenina, a qual promove migracdo leucocitdria através da
participacdo de neuropeptidios, 6xido nitrico, dentre outros mediadores (FRANCA et al., 1980;
BAGGIO, 2010; NUNES, 2012; SANTOS et al., 2012). Em nosso trabalho, verificou-se que
houve aumento da migra¢do celular, no lavado peritoneal dos animais que receberam
carragenina, no tempo de 4 horas, demonstrando a efetividade desse agente ao induzir a
inflamacao, corroborando com os dados encontrados na literatura (SANTOS et al., 2012, DIAS,
2013; GODIN, 2014)

Os grupos tratados com FoEHJ 100 e 250 mg/Kg, frente a induc¢do de inflamacdo,
apresentaram reducdo da migracdo dos leucdcitos totais para a cavidade peritoneal dos ratos,
em 24,1% e 37,6%, respectivamente. A reducao encontrada em nosso estudo foi semelhante ao
estudo de Dias (2013), ao utilizar o extrato de Jacaranda decurrens nas doses de 30, 100 e
300mg/Kg, no modelo de edema de pata induzido por carragenina, apds 2h de indugdo, tendo
redugdes significativas de 35%; 35,8% e 29,6% do edema.

Os resultados evidenciam as acdes antinociceptiva e anti-inflamatério do extrato
hidroalcodlico de Jacaranda decurrens Cham e, ao considerar as classes de metabdlitos
secundérios encontrados no extrato das folhas deste vegetal, através da prospeccao fitoquimica
e andlise cromatografica, os efeitos farmacoldgicos observados podem ser atribuidos a presenca
principalmente de compostos fendlicos, flavononois e taninos condensados (SERRA, 2017).
Segundo Coutinho; Muzitano e Costa (2009), os flavonoides atuam modulando células
envolvidas com a inflamagao, inibindo a produgio de citocinas pré inflamatérias, modulando a
atividade das enzimas da via do 4cido araquiddnico, além de modularem a enzima formadora
de NO, a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), reducdo da atividade das enzimas responsaveis
por metabolizar o 4cido araquiddnico: ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase (COX, LOX), tendo
significativa acdo anti-inflamatéria, (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009; HASSAM et
al, 2011).

A técnica de Cromatografia Liquida de Alta Efici€ncia nos mostrou a detec¢dao de
metabdlitos secundarios como a Rutina, Quercetina, Luteolina e Kaempferol, espécies de
flavonoides, comumente descritos na literatura como potenciais agentes anti-inflamatérios

(ZATTA, 2008; ARENA et al, 2012; ANTUNES et al., 2016). Rengasamy et al (2018), em seu
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estudo, discorrem, principalmente, sobre a acdo dos flavonoides, na resposta inflamatéria, o
que nos leva a sugerir nesse trabalho, mediante aos resultados encontrados, que a composicao
fitoquimica da Jacaranda decurrens Cham atua como bloqueador dos mediadores
inflamatérios e diminui, consequentemente, a atividade nociceptiva derivada do processo

inflamatorio.
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7 CONCLUSAO

O extrato de Jacaranda decurrens Cham incorporado na formulagdo oral, diminui o
estimulo nociceptivo ocasionado pelo acido acético e pela formalina, possivelmente por ser
capaz de reduzir a migracao leucocitaria, principalmente, neutréfilos, e consequentemente, a
liberacao de mediadores quimicos inflamatdrios no local da lesdao que induzem hiperalgesia,
apresentando assim os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio. Entretanto, sdo necessarios

mais testes para confirmar os possiveis mecanismos de a¢do do extrato.
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