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Descobre que as pessoas com quem vVocé mais se importa na vida sdo tomadas de vocé
muito depressa, por isso sempre devemos deixar as pessoas que amamos com palavras
amorosas, pode ser a ultima vez que a vejamos.

Aprende que as circunstdncias e os ambientes tém influéncia sobre nds, mas nds somos
responsdveis por nos mesmos. Comega a aprender que ndo se deve comparar-se com os
outros, mas com o melhor que pode ser.

Descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser, e que o tempo é
curto. Aprende que ou vocé controla seus atos ou eles te controlardo, e que ser flexivel
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fraqil seja uma situacdo, sempre existem dois lados.

Aprende que a paciéncia requer muita pratica. Descobre que algumas vezes a pessoa

que vocé espera o chute quando vocé cai é uma das poucas que o ajudam a levantar-se.

Aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncias que se teve e 0
que vocé aprendeu com elas, do que com quantos aniversdrios vocé celebrou. Aprende
que hd mais de seus pais em vocé do que vocé suponha.



Aprende que nunca se deve dizer a uma crianga que sonhos sdo bobagens, poucas
coisas sdo tdo humilhantes.... e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso.
Aprende que quando se estd com raiva, se tem o direito de estar com raiva, mas isso
ndo te dd o direito de ser cruel.

Descobre que s6 porque alguém ndo te ama do jeito que vocé quer que ame, ndo
significa que esse alqguém ndo te ame com tudo o que pode, pois existem pessoas que nos
amam, mas simplesmente ndo sabem como demonstrar.

Aprende que nem sempre é suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes vocé tem
que perdoar a vocé mesmo.

Aprende que com a mesma severidade com que vocé julga, vocé serd em algum momento
condenado.

Aprende que ndo importa em quantos pedagos seu coragdo foi partido, o mundo ndo
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Aprende que o tempo ndo volta para trds, portanto plante seu jardim e decore sua
alma ao invés de esperar que alguém lhe traga flores, e vocé aprende que realmente
pode suportar; que a vida tem valor e que vocé tem valor diante da vida!

William Shakespeare

“4 imaginagcdo é mais importante que o conhecimento”
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ALIXANDRE, T. F. Constituicdo quimica e estudo de atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva das vagens de Samanea tubulosa Benth. Orientador: Professor Doutor
Amilton Paulo Raposo Costa. 2018. 114 p. Tese — Programa de Pds-Graduacdo em
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RESUMO

A Samanea tubulosa Benth. (Fabaceae), conhecida popularmente por ‘Bordao de Velho’, esta
distribuida pelos estados do Piaui e Maranh&o. E cultivada para fins ornamentais e industriais,
e utilizada na medicina tradicional para tratar processos inflamatorios e infec¢bes cutaneas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva das fracoes
obtidas do extrato etanolico das vagens de Samanea tubulosa Benth., utilizando modelos de
inflamacédo e nocicepcao, bem como a identificacdo dos constituintes quimicos responsaveis
pelas acdes das fragdes. As fracbes semipurificadas foram obtidas a partir do extrato etandlico
das vagens de Samanea tubulosa Benth, e a toxicidade aguda das fracfes hexanica, acetato de
etila e aquosa foi avaliada em dose Unica durante 14 dias de observacdo. Foi avaliado o efeito
anti-inflamatorio das fracGes hexanica, acetato de etila e aquosa, por meio de agentes
indutores de edema: carragenina, dextrana e prostaglandina. A avaliacdo da atividade
antinociceptiva foi feita realizada nos testes de formalina, capsaicina e glutamato.
Determinou-se também os possiveis mecanismos de acdo envolvidos no efeito antinociceptivo
da fracdo hexanica e acetato de etila a partir do sistema opioide, canais de K * atp € via de L -
arginina-6xido nitrico. As andlises fitoquimicas revelaram na fragdo hexanica a presenca de
acidos graxos e seus ésteres (52,1%) e triterpenos derivados do lupano (28,58%) como a
lupenona (16,53%) e lupeol (12,05%), ja na fracdo acetato de etila foram identificados
compostos flavonoides e fendlicos como a luteolina. Nos ensaios farmacoldgicos com a
administracdo das fragdes hexanica, acetato de etila e aquosa por via oral, foi observado no
teste de toxicidade aguda que os animais tratados com as fragdes ndo apresentaram sinais de
toxicidade, até a dose de 2000 mg kg™. No teste de edema de pata induzido por carragenina,
observou-se maior efeito antiedematogénico apenas na fracdo hexanica e acetato de etila na
dose de 200 mg kg™ com pico de resposta na 32 h, em ambas as fracdes. A fracdo hexanica na
dose de 100 mg kg™ reduziu o edema induzido por dextrana a partir de uma hora de
observagdo. Os grupos tratados com as fragdes hexanica e acetato de etila provocaram uma
diminuicdo significativa no edema induzido por prostaglandina nos tempos de 60 a 120 min.
No teste da formalina e capsaicina foi observado acdo antinociceptiva. No teste do glutamato,
as fracBes hexanica e acetato de etila apresentaram atividade antinociceptiva nas doses de
12,5 e 25 mg kg™. A antinocicepcdo produzida pelas fragdes hexanica e acetato de etila foi
significativamente revertida pela naloxona, indicando que as fragcdes atuam pela via opioide.
A resposta antinociceptiva da fragdo acetato de etila foi bloqueada pela glibenclamida,
indicando que esta fragdo atua pela via dos canais de K'arp. Contudo, as respostas
antinociceptivas das fracdes hexanica e acetato de etila ndo foram blogueadas quando os
animais foram pré-tratados com L- arginina indicando que essas fracdes ndo atuam por essa
via. Nos testes do campo aberto e rota rod para as fracdes hexanica e acetato de etila ndo
houve alteragcéo da atividade locomotora dos animais. Conclui-se, que as fragdes em estudo
exercem atividade a anti-inflamatoria, assim como atividade antinociceptiva provavelmente
relacionada com a via opioide.

Palavras chave: Antinocicepgdo. Borddo de velho. Inflamag&o. Samanea tubulosa Benth.
Toxicidade aguda.
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antinociceptive activities of Samanea tubulosa Benth. Advisor: doctor teacher Amilton Paulo
Raposo Costa. 2018. 114 p. Thesis — Post-Graduate Studies in Biotechnology, Rede Nordeste
(Northeast Network) of Biotechnology, Federal University of Piaui (UFPI), Teresina, Piaui.

ABSTRACT

Samanea tubulosa Benth. (Fabaceae), popularly known as 'Borddo de Velho', is distributed
throughout the states of Piaui and Maranhdo. It is cultivated for ornamental and industrial
purposes, and used in traditional medicine to treat inflammatory processes and skin infections.
The objective of this study was to evaluate the antiinflammatory and antinociceptive activity
of the fractions obtained from the ethanolic extract of the Samanea tubulosa Benth. Pods,
using inflammation and nociception models, as well as the chemical constituents responsible
for the fractions actions. Semipurified fractions were obtained from the ethanolic extract of
the Samanea tubulosa Benth pods, and the acute toxicity of the hexane, ethyl acetate and
aqueous fractions was evaluated in a single dose for 14 days of observation. The anti-
inflammatory effect of the hexane, ethyl acetate and aqueous fractions was evaluated by
means of edema-inducing agents: carrageenan, dextran and prostaglandin. The evaluation of
antinociceptive activity was performed in the formalin, capsaicin and glutamate tests. It was
also determined the possible mechanisms of action involved in the antinociceptive effect of
the hexane and ethyl acetate fractions from the opioid system, K+ATP channels and L-
arginine-nitric oxide pathway. The phytochemical analyzes revealed the presence of fatty
acids and their esters (52.1%) and triterpenes derived from lupan (28.58%), such as lupenone
(16.53%) and lupeol (12.05%), in the ethyl acetate fraction, flavonoid and phenolic
compounds such as luteolin were identified. In the pharmacological tests with the oral
administration of hexane, ethyl acetate and aqueous acetates, it was observed in the acute
toxicity test that the animals treated with the fractions showed no signs of toxicity up to the
dose of 2000 mg kg-1. In the carrageenan-induced paw edema test, a higher anti-nematode
effect was observed only in hexane and ethyl acetate at a dose of 200 mg kg -1 with a 3 h
response peak in both fractions. The hexane fraction at the dose of 100 mg kg -1 reduced
edema induced by dextran from one hour of observation. The groups treated with the hexane
and ethyl acetate fractions caused a significant decrease in prostaglandin-induced edema at
times of 60 to 120 min. In the formalin and capsaicin test antinociceptive action was
observed. In the glutamate test, the hexane and ethyl acetate fractions showed antinociceptive
activity at doses of 12.5 and 25 mg kg -1. The antinociception produced by the hexane and
ethyl acetate fractions was significantly reversed by naloxone, indicating that the fractions act
through the opioid pathway. The antinociceptive response of the ethyl acetate fraction was
blocked by glibenclamide, indicating that this fraction acts via the K+ATP channels.
However, the antinociceptive responses of the hexane and ethyl acetate fractions were not
blocked when the animals were pretreated with L-arginine indicating that these fractions did
not act in this way. In the open field and rotated rod tests for the hexane and ethyl acetate
fractions there was no change in the locomotor activity of the animals. It was concluded that
the fractions under study exert anti-inflammatory activity, as well as antinociceptive activity
probably related to the opioid route.

Keywords: Antinociceptive. Bordao de velho. Inflammation. Samanea tubulosa Benth. Acute
toxicity.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para o tratamento e prevencdo de doencas € uma das mais
antigas praticas medicinais da humanidade. Atualmente a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) considera as plantas utilizadas para fins terapéuticos como importantes ferramentas
para a assisténcia farmacéutica, haja vista que 70% a 95% da populacao nos paises em vias de
desenvolvimento fazem uso das mesmas no ambito da Atencdo Priméria a Saude (WHO,
2017).

Estudos com plantas medicinais estdo em expansdo devido a capacidade dessas
espécies de produzirem moléculas com atividade medicamentosa, que podem ser utilizadas
para fins terapéuticos (SOUTO-MAIOR et al., 2011). Desse modo, 0 uso de medicamentos de
origem vegetal baseia-se na premissa de que as plantas contém substancias naturais que
podem promover a salde e aliviar a doenca (ARUMUGAM et al., 2011; ANDRADE;
VALENTAO, 2018).

Houve nos ultimos anos um progresso na pesquisa medica, no entanto, o tratamento de
algumas doencas permanece um desafio devido aos efeitos colaterais e alto custo dos
medicamentos existentes. Um dos grandes desafios na terapéutica atual diz respeito aos
processos inflamatdrios que surgem como uma resposta local desencadeada por lesdes ou
traumas, que pode ser definida como um sistema de defesa do organismo para inibir a
propagacdo da infeccdo ou da lesdo (FAUJDAR et al., 2016). No mercado existe uma gama
de medicamentos disponiveis para tratar a inflamacdo tais como imunossupressores e anti-
inflamato6rios ndo esteroides, mas os efeitos colaterais associados a eles limitam seu uso, e,
embora altamente eficazes, ndo podem ser dissociados de efeitos adversos importantes, como
osteoporose, lesdes gastricas, hipertensdo arterial e alergia (MOTTA et al., 2013; FAUJDAR
et al., 2016; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016).

Como alternativa a estas drogas, varias plantas medicinais tém sido tradicionalmente
utilizadas para o tratamento de diferentes tipos de dor e inflamacdo desde a antiguidade
(ABOTSI et al.,, 2017). Admite-se, portanto, que produtos naturais com potencial anti-
inflamatdrio e analgésico possam ser usados para reduzir alguns dos efeitos colaterais
relacionados a estes medicamentos que j& sdo usados para o tratamento da dor (HISHE et al.,
2018).

Neste contexto, existe a necessidade de exploracdo de fontes alternativas naturais
como plantas que apresentem eficacia terapéutica e produzam menos efeitos colaterais, uma

vez que seus metabolitos secundarios como esteroides, flavonoides, alcaloides, terpenoides e
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glicosideos, foram associados a diversas atividades farmacoldgicas, como anti-inflamatoria,
analgésica, antipirética, dentre outras (FAUJDAR et al., 2016).

Entre as inUmeras espécies com atividades biologicas estdo as do género
Samanea Merrill, pertencentes a familia Fabaceae, que devido ao facil acesso e ao valioso
aspecto medicinal estdo sendo usadas em vérias partes do mundo (BARBOSA, 2014) e ja
foram relatadas como tendo atividades anti-inflamatoria, antibacteriana, antidiarreica,
antioxidante e hepatoprotetora (MUZAMMIL; FARHANA; SALMAN 2013; KIRITHIKA et
al., 2013; BARBOSA, 2014). As espécies tropicais do género Samanea (Merrill)
denominados como Samanea saman Jacq., Samanea tubulosa Benth. e Samanea
inopinata Harms., tém sido amplamente utilizadas na medicina tradicional para a produgéo de
remédios caseiros, utilizando-se varias partes da arvore em diferentes preparacoes
(BARBOSA, 2014).

Entre as plantas medicinais, a Samanea tubulosa Benth., objeto deste estudo, foi
relatada para o tratamento de infecgBes cutaneas, inflamacdes gastricas e infestacdes
parasitarias e dor nos olhos (CRUZ, 2006; HAJDU; HOHMANN, 2012). A abordagem
fitoquimica desta espécie revelou como importantes constituintes do extrato bruto, as
seguintes classes de compostos: alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos, flavonas,
flavanonas, flavonois e catequinas (SALES, 2015; ARAUJO et al., 2015).

Estudos anteriores realizados pelo grupo de laboratdrio com extrato bruto de S.
tubulosa, demonstraram que esta espécie apresenta atividade antiedematogénica verificada
pela reducdo do edema da pata, bem como uma diminuicdo da migracdo de neutréfilos tanto
no tecido da pata como na cavidade peritoneal, efeito confirmado pela diminuicdo da
atividade da mieloperoxidase (SALES, 2015). Neste estudo, verificou-se a inibi¢cdo do edema
em 3h (pico de resposta inflamatéria induzida por carragenina) com a dose de 100 mg kg™
apresentando 91,80% de inibigdo. Estudos realizados com outras plantas da tribo Ingeae a
qual pertence S. tubulosa demonstraram que as folhas de Albizia zygia (DC.) J.F. Machbr.
possuem propriedades anti-inflamatoria, antipirética e analgésica (ABOTSI et al., 2017). No
extrato etandlico de Archidendron clypearia Jack. foi demonstrado atividade anti-inflamatéria
in vivo, suprimindo a ativacdo de NF-k B (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2013) além disso, 0s
extratos obtidos da casca de Abarema cochliacarpos Gomes., possuem substancias ativas que
exercem efeitos protetores acentuados na colite experimental aguda (SILVA et al., 2010).

Assim, observa-se que foram relatadas varias propriedades farmacoldgicas atribuidas a
espécies da familia Fabaceae e a comprovacdo das atividades farmacoldgicas dessas plantas

medicinais utilizadas popularmente ou a descoberta de seus principios ativos responsaveis
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pelas suas propriedades curativas e/ou toxicologicas sdo essenciais na busca de alternativas
terapéuticas. Embora a planta S. tubulosa seja bem conhecida na medicina tradicional, poucos
estudos sustentam o uso etnofarmacoldgico e demonstram, por métodos experimentais, suas
atividades farmacologicas. Dessa forma, o estudo das atividades anti-inflamatoria e
antinociceptiva das fracGes obtidas a partir das vagens de S. tubulosa, podera subsidiar o
desenvolvimento de novas formulagdes farmacéuticas para o tratamento de processos

inflamatdrios com perspectiva de desenvolver um novo fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva das fragcdes obtidas do extrato etandlico
das vagens de S. tubulosa, utilizando modelos de inflamagdo e nocicepgdo, bem como
identificar os constituintes quimicos responsaveis pelas acdes das fracGes, para subsidiar o

desenvolvimento de um fitoterapico.

2.2 Objetivos especificos

Preparar o extrato etandlico das vagens da planta S. tubulosa e fracionar o extrato bruto com

solventes em ordem crescente de polaridade;

Identificar os constituintes da fracdo hexanica de S. tubulosa por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e elucidar a estrutura de seus principais

constituintes quimicos;

Realizar a caracterizagdo fitoquimica da fracdo acetato de etila por meio de espectrometria de
massas (ESI-ITMS);

Determinar a toxicidade aguda das fragfes hexanica, acetato de etila e aquosa de S. tubulosa;
Determinar o efeito antiedematogénico das fracdes hexanica e acetato de etila em modelos de
edema de pata induzida por carragenina em camundongos e da fragdo aquosa em modelos de

edema de pata induzida por carragenina em ratos;

Avaliar o efeito antiedematogénico da fracdo hexanica no edema de pata induzido por

dextrana em camundongos;

Avaliar o efeito antiedematogénico da fracdo hexanica e acetato de etila no edema de pata

induzido por prostaglandina E2 (PGE2) em camundongos;
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Investigar o efeito antinociceptivo das fracOes hexanica e acetato de etila no modelo de
nocicepgdo induzida por formalina em camundongos e da fragdo aquosa no modelo de

nocicepc¢do induzida por formalina em ratos;

Avaliar o efeito antinociceptivo das fragdes hexanica e acetato de etila no modelo de

nocicepc¢éo induzida por capsaicina e glutamato em camundongos;

Avaliar a participacdo do sistema opioide, dos canais de potassio dependentes de ATP e a
participagdo da via L-arginina-6xido nitrico no mecanismo antinociceptivo das fracoes
hexénica e acetato de etila no modelo de nocicepgdo induzida por glutamato em

camundongos;

Avaliar o efeito das fragches hexanica e acetato de etila sobre a coordenagcdo motora e
locomocgdao espontanea nos testes do campo aberto e rota-rod em camundongos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Inflamacéo

A inflamagdo é um mecanismo de defesa bioldgico usado para defender e restaurar as
funcdes fisiologicas quando ha interrupcdo da homeostase tecidual. E causada pela presenca
de agentes bioldgicos, quimicos ou fisicos no corpo e € vital para a limpeza de patdgenos e
detritos do hospedeiro (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; KOTAS; MEDZHITOV, 2015). No
entanto, quando a inflamacdo se torna excessiva e persiste pode surgir diversos processos
patolégicos como asma, artrite, aterosclerose, cancer, diabetes tipo 2, doencas
neurodegenerativas, obesidade, mal de Alzheimer, entre outras (ROCK; KONO, 2008;
KOTAS; MEDZHITOQV, 2015; BRADY; MARTINA; PUERTOLLANO, 2018).

A inflamacéo pode ser dividida em dois tipos aguda ou cronica dependendo do tipo de
estimulo e da eficiéncia da reacdo para remover tais estimulos ou tecidos lesados. A
inflamacédo aguda inicia rapidamente e dura algumas horas ou alguns dias, caracterizada pela
exsudacdo de proteinas fluidas e plasmaticas e pela migracdo de leucdcitos, entre eles
neutrofilos (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016). Ja a inflamagdo cronica € tipicamente
caracterizada como um processo inflamatorio persistente de baixo grau que pode durar meses
ou mesmo anos (RAHTES et al., 2018).

Na inflamacdo aguda quando o sistema imune elimina com sucesso 0s agentes
prejudiciais ao organismo, a reacdo desaparece, mas se por um acaso o sistema de defesa
falhar, pode ocorrer ativacdo persistente ou crénica da inflamacdo e levar a patologia
(EDLMANN et al., 2017; RAHTES et al., 2018).

Na inflamagdo cronica esses processos requerem a interacdo de células do sistema
imune especializadas e ndo especializadas (por exemplo, macrofagos e linfdcitos), mas
também células endoteliais e fibroblastos e um amplo espectro de células que atuam na
defesa, principalmente macréfagos que promovem a producdo de mediadores pro-
inflamatorios, entre eles interleucina (IL)-1B, IL-6, IL-8, entre outros; fator de necrose
tumoral (TNF)-a, espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO) e prostaglandinas
(PGs), que determinam a resposta celular e organica que envolve o recrutamento e ativagéo de
células imunoldgicas, além de inchaco, febre e dor (AMBRIZ-PEREZ et al., 2016;
KOEBERLE; WERZ, 2018).
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Atualmente, a terapia anti-inflamatoria baseia-se em trés pilares: os anti-inflamatorios
ndo esteroides (AINES) que suprimem a biossintese de eicosanoides e sdéo medicamentos mais
utilizados no tratamento da inflamacgéo, febre e dor; os glicocorticoides que agonizam o
receptor de glicocorticoide; e os biofarmacos, como anticorpos terapéuticos e ligantes de
proteinas (KOEBERLE; WERZ, 2014; AMBRIZ-PEREZ et al., 2016; KOEBERLE; WERZ,
2018).

Alguns dos medicamentos mais usados no mundo para o tratamento de inumeras
condic¢des que envolvem inflamacdo foram produzidos a partir de produtos naturais que ja
eram utilizados para o tratamento dessa condi¢cdo patoldgica como é o caso do AINE &cido
acetilsalicilico sintetizado a partir do &cido salicilico componente ativo da casca do salgueiro
(AMANN; PESKAR, 2002; KOEBERLE; WERZ, 2018).

No entanto, pesquisas tém demonstrado que o uso a longo prazo de AINEs implica em
efeitos terapéuticos e colaterais adversos, principalmente devido a diminui¢do da producao de
prostaglandina e liberacdo de COX-1.0Os principais efeitos colaterais s&o distarbios
gastrointestinais, geralmente moderados e reversiveis, embora alguns pacientes possam sofrer
de Ulcera péptica grave, sangramento intestinal entre outros eventos digestivos (AMBRIZ-
PEREZ et al., 2016). Além dos efeitos gastrintestinais, os AINEs podem causar retencéo de
sal e agua, insuficiéncia renal, broncoespasmo e reagdes de hipersensibilidade (HAWKEY;
LANGMAN, 2003).

Devido aos efeitos colaterais adversos dos AINEs os produtos naturais utilizados na
medicina tradicional em todo o mundo tém sido estudados como alternativas potenciais para a

producdo de novas drogas.

3.2 Dor

A dor é um dos problemas mais dificeis de tratamento tanto para os profissionais da
salde quanto para os pacientes que vivenciam e tem um papel protetor fundamentalmente
importante, alertando-nos para as ameacas e dando um impulso a preservacdo da integridade
do corpo, além de ser considerado o quinto sinal vital juntamente com a funcao
cardiorrespiratoria e térmica (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; BELL, 2018).

A Associacao Internacional para o Estudo da Dor define a dor como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial ou descrita em
termos de tal dano (IASP, 2018). Segundo esta mesma associa¢do a dor é uma experiéncia

subjetiva, uma vez que ndo pode ser quantificada objetivamente e depende do auto relato da
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pessoa. Clinicamente, a experiéncia da dor pode ser classificada em dois tipos aguda e
cronica. A dor aguda, na maior parte, resulta de doenca, inflamacéo ou lesdo dos tecidos. Este
tipo de dor geralmente surge subitamente, por exemplo, apds trauma ou cirurgia. A causa da
dor aguda geralmente pode ser diagnosticada e tratada (KENT et al., 2017). No entanto,
acredita-se que a dor cronica seja uma condic¢do de doenca cronica da mesma maneira que a
diabetes e a asma. Por sua natureza, a dor crénica persiste por um longo periodo de tempo e é
resistente a muitos tratamentos medicos (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

A dor crénica pode ser subdividida segundo sua origem, em nociceptiva e neuropatica.
A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta das fibras nervosas da dor, seja por mediadores
quimicos, inflamatorios ou agentes mecanicos. A dor neuropética pode surgir de doencas ou
lesdo no Sistema Nervoso Central (SNC) e Sistema Nervoso Periférico (SNP); é o resultado
direto da ativacdo de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma lesdo tecidual,
acompanhada de inflamagdo (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; QUINTANS et al.,
2013).

A transmissdo da dor da periferia para o Sistema Nervoso Central (SNC) depende da
ativacdo dos nociceptores, que sdo neurdnios aferentes primarios que se projetam a partir dos
tecidos incluindo pele, musculo, articulagcdes e visceras para a medula espinhal ou o seu
equivalente trigeminal no tronco cerebral (BELL, 2018). Os neurbnios aferentes primarios sao
classificados de acordo com seu diametro e com o grau de mielinizagdo, ambos determinam
velocidade de condugdo. Existem dois principais tipos de fibras, Ad e C, cujas terminagdes
sdo receptoras especificos para a dor que, quando ativados, sofrem alteracdes na sua
membrana, permitindo a deflagracdo de potenciais de acdo (LEVINE; TAIWO, 1994,
STEEDS, 2009).

As terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C (nociceptores), sdo capazes de
traduzir um estimulo agressivo de natureza térmica, quimica ou mecanica, em estimulo
elétrico que sera transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cortex cerebral
como dor. As fibras Ad sdo mielinizadas e as fibras C ndo sdo mielinizadas e possuem a
capacidade de transmitir estimulos dolorosos em diferentes velocidades. As fibras Ad, em
funcdo da presenga da bainha de mielina, transmitem o estimulo doloroso de forma répida,
enquanto as fibras C sdo responsaveis pela transmissédo lenta da dor (MARCHAND, 2008;
KHALID; TUBBS, 2017).

Ap0s a recepgdo de um estimulo nocivo, uma série de eventos elétricos e quimicos séo
desencadeados. A primeira fase € a transducao, onde a energia nociva externa é convertida em

atividade eletrofisioldgica. Na segunda fase, a de transmissao, esta informacdo codificada €
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transmitida através da medula espinhal e do tronco cerebral para o tdlamo. Finalmente, as
conexdes entre o talamo e centros corticais superiores controlam a percepgdo e integram a
resposta efetiva da dor (DELUCIA et al., 2014).

De forma simplificada, a transmissdo nociceptiva pode ser considerada como uma
cadeia de trés-neurdnios, com o neurdonio de primeira ordem originado na periferia e
projetando-se para a medula espinhal, o neurdnio de segunda ordem ascende pela medula
espinhal e 0 neurdnio de terceira ordem projeta-se para o cortex cerebral (MESSLINGER,
1997; TRANQUILLI, 2004). Por outro lado, a informacéo traduzida pelos receptores num
sinal elétrico é modulada por substancias quimicas que séo liberadas para 0 meio extracelular
quando ocorre dano tecidual. Elas ativam os receptores de dor irritando terminacoes
nervosas. Estes mediadores quimicos incluem histamina, substancia P, bradiquinina,
acetilcolina e prostaglandinas (HELMS; BARON, 2008). Apo6s lesdo tecidual ou inflamagéo,
as fibras nervosas sensitivas ttm o seu limiar de ativacdo alterado, podendo responder a
estimulos de baixa intensidade, fendmeno descrito como sensibilizagdo periférica (DELUCIA
etal., 2014).

3.3 Farmacos utilizados no tratamento da dor e inflamacao

O termo empregado para o alivio da sensacdo dolorosa ou inflamacéo sem que ocorra
perda de sensibilidade é a analgesia. J& as substancias capazes de provocar analgesia sao
denominadas analgésicos, os quais podem ser divididos, em analgésicos periféricos, farmacos
adjuvantes e os de acdo central (FENG et al., 2012; BHOWMICK et al., 2014; KHENDIR et
al., 2016).

Os analgésicos periféricos sdo representados pelos anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINES), também conhecidos por analgésicos ndo opioides. O mecanismo de agdo deles
envolve o blogueio da producdo de prostaglandinas por meio da inibicdo da enzima
cicloxigenase (COX) no local de lesdo, diminuindo assim a formagdo de mediadores da dor
no sistema nervoso periférico (GROSSER; THEKEN; FITZGERALD, 2017).

Os AINES reduzem a producdo de prostaglandinas que sensibilizam os receptores da
dor para a acdo de substancias liberadas durante a lesdo. Os varios agentes desta classe
diferem entre si quanto a poténcia anti-inflamatdria, cinética e efeitos colaterais que
provocam, como alteracBes gastricas, hepdticas e renais, reacGes alérgicas e alteracdes
hematologicas (SAKATA; GOZZANI, 1994). Por outro lado, os opioides atuam modificando

tanto os aspectos sensitivos da dor quanto o emocional, causando uma sensacdo de bem-estar
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e dependéncia. Eles se ligam a receptores especificos no sistema nervoso central (SNC) e
sistema nervoso periférico (SNP), inibindo a nocicep¢do. O mecanismo de acdo destas
substancias, no processo nocicepg¢do, ocorre pela interacdo destas com receptores opioides,
levando ao fechamento de canais para calcio voltagem-dependentes nas terminacdes nervosas
pré-sinapticas, o que reduz a liberagdo de neurotransmissores. Assim como os AINES, os
opioides também apresentam efeitos colaterais que incluem: constipacdo, nduseas, vomitos,
tolerancia e dependéncia, que os limitam para aplicacdo terapéutica (DELUCIA et al., 2014;
COSTA; DENDAI-SOUZA; BUSCARIOLO, 2014).

Como alternativas a estas drogas, varias plantas medicinais tém sido tradicionalmente
utilizadas para o tratamento de diferentes tipos de dor desde a antiguidade. Admite-se,
portanto, que produtos naturais com potencial analgésico possam ser usados para reduzir
alguns dos efeitos colaterais relacionados a estes medicamentos, que ja sdo usados para tratar
a dor (HISHE et al., 2018).

Tendo em vista esses fatores, a alta toxicidade e os efeitos colaterais associados aos
analgésicos, tornam-se necessarios estudos que visem a elucidacdo de substancias com
potencial analgésico e com baixo risco de toxicidade, sendo os produtos naturais, recursos

terapéuticos importantes para o desenvolvimento de novas drogas com potencial analgésico.

3.4 O uso de plantas medicinais

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
qualquer espécie de planta selecionada, silvestre ou cultivada usada popularmente como
remédio para o tratamento e/ou a prevencao de doencas, ou seja, toda e qualquer planta que
englobe substancias que possam ser usadas para prevenir, aliviar, curar ou modificar um
processo patoldgico e que possa servir como fonte de fitofarmacos e de seus percussores para
sintese de principios ativos (WHO, 2017).

As plantas medicinais podem ser definidas ainda como aquelas capazes de aliviar ou
curar enfermidades e tém tradicdo de uso como remédio em uma populagdo ou comunidade.
A partir do momento que sofrem um processo de industrializagdo, passam a ser consideradas
como um fitoterapico. Esse processo de industrializacdo evita contaminacfes por micro-
organismos e substancias estranhas, além de padronizar a quantidade e a forma certa que deve
ser usada, permitindo uma maior seguranca de uso (BRASIL, 2016).

No Brasil 0 uso de plantas medicinais e fitoterapicos é regulamentado. No ano de 2006

o Ministério da Satde juntamente com o Sistema Unico de Sadde (SUS), instituiu a Politica
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Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos. Essa politica beneficia cerca de 12.000 mil
pessoas todos os anos, destacando-se que, entre os anos de 2013 e 2015, a busca
por tratamentos a base de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos pelo Sistema
Unico de Sadde (SUS) mais que dobrou, atingindo um crescimento de 161%, segundo dados
do Ministério da Saude (BRASIL, 2016).

A comercializagdo dos fitoterpicos é regularizada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e a prescri¢do € orientada por um documento especifico, o
Memento Fitoterapico, que reune informacGes sobre o uso terapéutico e caracteristicas
boténicas de plantas medicinais. Este € um dos Compéndios da Farmacopeia Brasileira e traz
as informacdes que o profissional de salde precisa para avaliar a necessidade de prescri¢ao
para o paciente (ANVISA, 2016).

O SUS oferta doze medicamentos fitoterapicos, que sdo utilizados pela populacédo para
0os mais diversos fins, como uso ginecoldgico, tratamento de queimaduras, auxiliares
terapéuticos de gastrite e Ulcera, além de medicamentos com indicacdo para artrite e
osteoartrite (BRASIL, 2016).

O mercado de fitoterapicos brasileiro é bastante promissor, s6 no ano de 2014, foram
vendidas aproximadamente 56 milhdes de unidades, com um faturamento total de R$ 1,1
bilhdo de reais. Estes nimeros representam 1,9% em unidades e 2,8% em faturamento da
participacao dos fitoterapicos no mercado total de medicamentos (ANVISA, 2016).

Devido a elevada diversidade de organismos terrestres e marinhos, 0s produtos
naturais (metabolitos secundarios) sao algumas das fontes mais bem-sucedidas de
medicamentos para o tratamento de muitas doencas e enfermidades (DAVID; WOLFENDER,;
DIAS, 2015). Muitos dos farmacos disponiveis atualmente sdo resultados da extracdo de
fontes naturais, como por exemplo, a morfina, extraida da papoula (Papaver somniferum), o
acido acetilsalicilico, proveniente da sintese a partir do &cido salicilico extraido do salgueiro
(Salix spp.) (CRAGG; NEWMAN, 2013). Além do fitoterapico Acheflan®, proveniente de
pesquisas brasileiras, com o 0leo essencial da erva baleeira (Cordia verbanacea DC) o qual
possui atividade analgésica e anti-inflamatoria (BASTING et al., 2016).

Desta forma, afirmam que a utilizagcdo de plantas medicinais para alivio da dor e
inflamacdo € uma pratica comum na medicina popular, mas os principios ativos na maioria
dos casos sdo desconhecidos, deste modo, a busca pela avaliagcdo dos efeitos farmacoldgicos
dos extratos e fragfes ainda pode ser usada como uma estratégia para a pesquisa de novos
medicamentos (ALMEIDA et al., 2012)
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Portanto, a pesquisa com fitoquimicos ativos, obtidos a partir de pesquisa com plantas
utilizadas para fins medicinais, pode permitir o avanco do desenvolvimento de remédios
tradicionais a base de plantas, uma vez que muitas dessas plantas sdo amplamente utilizadas
como remédios de forma empirica (KINGHORN et al., 2011).

3.5 Familia Fabaceae Lindl. e género Samanea Merril

A familia Fabaceae Lindl. é considerada a terceira maior familia de plantas,
englobando aproximadamente 36 tribos, 750 géneros e 19.500 espécies e esté distribuida em
quase todos os continentes, exceto na Antartida (LEWIS; ARCE, 2005; LPWG, 2017). A
classificacdo tradicional dividia a familia Fabaceae em trés subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae e Papilionioideae, as quais podem ser diferenciadas principalmente pela
prefloracdo das pétalas (LEWIS; ARCE, 2005). No entanto uma classificagdo recente baseada
em estudos taxonomicos e moleculares foi endossada pelo Legume Phylogeny Working
Group (2017), no qual agrupou a familia em seis subfamilias, Caesalpinioideae DC., que
engloba a antiga Mimosoideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialioidea, Duparuquetioidea e
Paipilionoideae (LPWG, 2017).

Dentre as seis subfamilias, a Caesalpinioideae é a segunda mais diversa em numero de
géneros e espécies. Possui aproximadamente 148 géneros e 4400 espécies que agora inclui o
clado Mimosoideae (LPWG, 2017) e esta distribuido nas tribos Mimoseae, Mimozygantheae,
Acacieae e Ingeae (LEWIS; ARCE, 2005), definidas com base em uma combinacdo de
caracteres morfolégicos, como numero e fusdo de estames, prefloracdo e fusdo das sépalas.
Com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais, principalmente, em regides aridas
e semidridas sdo importantes fontes de forragem e combustivel (ELIAS, 1981). Do ponto de
vista fitoquimico, sdo ricos em metabolitos secundarios, como compostos fendlicos,
flavonoides e terpenos (ALVES et al., 2012; CARVALHO et al., 2011; GHALY; MELEK;
ABDELWAHED, 2010; WYREPKOWSKI et al., 2014).

Entre os géneros da subfamilia Caesalpinioideae estd o Samanea Merril que foi
descrito pela primeira vez por Barneby e Grimes (1996) e recentemente por Lewis e Arce
(2005), com a existéncia de 3 espécies: Samanea tubulosa Benth., Samanea inopinata Harms
e Samanea saman Jacq., todas endémicas da area intertropical que vai de Norte a Sul da
América, indicando que a distribuicdo contempla desde El Salvador, Brasil, Bolivia e
Paraguai (Figura 1) (ZAPATER; HOC; LOZANO, 2011).
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Figura 1. Mapa da distribuicdo das espécies do género Samanea nas zonas intertropicais da
América do Norte e Sul. (a) Distribuicdo da Samanea saman (Jacq.) e (b) Distribuicdo da
Samanea inopinata (Harms) Ducke e Samanea tubulosa (Benth.).
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Fonte: DURR, 2001.

As arvores do género Samanea (Merrill), também conhecidas como arvores da chuva,

apresentam uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas. Ajam et al. (2012) estudando

fracdes obtidas a partir do extrato bruto de Samanea saman Jacq. e alcaloides dela isolados,

identificaram significativa atividade antimicrobiana contra Bacillus subtilis, Aspergillus

flavus, Aspergillus niger, Penicillium oxalicum e Cladosporium oxysporum, com uma zona de

inibicdo variando de 16,67 + 0,57 mm a 46 + 1,00 mm, a uma concentrag&o de 100 mg mL™,

enguanto que o alcaloide isolado Pithecolobina 2, apresentou maior atividade antimicrobiana

contra Bacillus subtilis com concentraco inibitéria minima de 0,019 mg mL™.

Em outro estudo realizado por Thippeswamy et al.

(2011), em que testaram a

atividade antimicrobiana de extratos brutos e compostos isolados de Samanea saman Jacq.,

também foi possivel observar atividade antibacteriana frente a Streptococcus faecalis,

Staphylococcus aureus e Fusarium moniliforme.

Em um estudo com o extrato de folhas de Samanea saman Jacq., avaliando a atividade

antinociceptiva no teste de retirada da cauda, Muzammil et al. (2013) demonstraram atividade

antinociceptiva na dose de 100 mg kg™ quando comparado com petidina. Arumugam et al.

(2011), avaliaram a atividade antitlcera do extrato etandlico das cascas de Samanea saman

Jacg. em modelos de lesdes gastricas em ratos albinos e concluiram que o extrato na dose de

400 mg kg™ é efetivo na atividade antitlcera. Demonstrando assim atividade bioldgicas para o

género Samanea.
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3.6 Samanea tubulosa Benth.

A Samanea tubulosa Benth. conhecida popularmente como bordado de velho é uma
arvore de pequeno porte medindo de 3-8 m de altura e 20-30 cm de didmetro, suas folhas séo
alternadas, compostas bipinadas, medindo de 8-28 cm de comprimento e com dois a cinco
pares de pinas, medindo 8 a 20 cm de comprimento; apresentam 0 peciolo e raque
tomentosos, os foliolos sdo opostos, discolores e curto-peciolados, dispondo-se aos pares.
As flores agrupam-se em capitulos terminais com 12 a 20 flores, exibindo inflorescéncias com
pedinculos de 4 a 10 cm, sdo hermafroditas, ou seja, possuem célice e corola diminutos,
sépalas verdes e pétalas creme, com numerosos estames Vvistosos, metade brancos e metade
purpdreos. O florescimento ocorre durante 0s meses de agosto a novembro e o
amadurecimento dos frutos ocorre durante o fim do periodo chuvoso (maio-julho)
(CARVALHO, 2007).

O fruto mostra-se como um legume do tipo sessil indeiscente, normalmente 1 a 2 por
capitulo, cilindrico a plano, medindo de 7 a 18,5 cm de comprimento por 1,2 a 1,8 cm de
largura, carnoso, com polpa doce e perfumada com sabor de alcaguz, contendo de 5 a
31 sementes. Estas sdo oblongas e castanhas, e medem de 5 a 13 mm de comprimento (Figura
2). Devido a beleza encantadora de suas inflorescéncias, Samanea tubulosa Benth. apresenta
alto potencial ornamental (CARVALHO, 2007). Na medicina tradicional ¢é indicada para o
tratamento de infecgbes cutaneas, inflamacGes gastricas e infestacGes parasitarias e dor nos
olhos (CRUZ, 2006; HAJDU; HOHMANN, 2012). A abordagem fitoquimica desta espécie
revelou como importantes constituintes do extrato bruto, as seguintes classes de compostos:
alcaloides, saponinas, flavonoides, taninos, flavonas, flavanonas, flavonodis e catequinas
(SALES, 2015; ARAUJO et al., 2015).

O extrato etanodlico da espécie S. tubulosa foi avaliado contra diversas espécies de
Leishmania ssp., mostrando atividade leishmanicida promissora, exibindo valores de
concentracdo inibitoria de 20 pg mL™ contra uma das espécies de Leishmania ssp.
(ANTINARELLI et al., 2015).

Em estudos anteriores realizados pelo grupo com extrato bruto das vagens de S.
tubulosa foi demostrando que esta espécie apresenta atividade antiedematogénica observada
pela reducdo do edema da pata, na 3* h (pico de resposta inflamatoria induzida por
carragenina) com a dose 100 mg kg™ apresentando 91,80% de inibicdo, bem como uma
diminuicdo da migracdo de neutrofilos tanto no tecido da pata como na cavidade peritoneal,

efeito confirmado pela diminuicdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) (SALES, 2015)
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Figura 2. Caracteristicas morfologicas da planta Samanea tubulosa Benth. A. apice da
inflorescéncia; B. folha com capitulos; C. fruto. D. vista interna do fruto e sementes; E. vista
parcial do epicarpo. F. bractea; G. flor central; H-1. flores.

Fonte: ZAPATER; HOC; LOZANO, 2011.

Tendo em vista que S. tubulosa é utilizada na medicina tradicional para o tratamento
de condigbes inflamatorias, poucos estudos cientificos sustentam o uso etnofarmacolégico e
demonstram atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva da planta. Diante do que foi
exposto, hd uma necessidade de investigar as atividades biologicas relacionadas a atividade
anti-inflamatoria, antinociceptiva e identificar os componentes quimicos da planta, bem como
0 mecanismo de ac¢do envolvidos. Dessa forma as fracdes de S. tubulosa, poderdo subsidiar o
desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica como perspectivas da producdo de um

fitoterapico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material vegetal

As vagens de S. tubulosa foram coletadas em julho de 2014, no municipio de
Teresina-Pl, no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui - UFPIL. A
exsicata da espécie encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade
Federal do Piaui — UFPI, com o numero TEPB 27.261.

4.2 Obtencao do extrato e fracGes das vagens de S. tubulosa

As vagens da espécie S. tubulosa (1600 g) foram secas em estufa com circulagédo
forcada de ar a 40 °C, moidas em moinho de facas até a obtencdo de um p6 fino e submetidas
a maceragdo com etanol P.A. por sete dias, 3 vezes consecutivas. O solvente foi filtrado e
concentrado em evaporador rotativo (Quimis 344B2) a 40 °C sob pressdo reduzida, e em

seguida liofilizado, obtendo-se 104 g de extrato etandlico (EtOH).

Figura 3. Procedimento de obtencdo do extrato etandlico e de fracbes das vagens de S.
tubulosa

Vagens de S. tubulosa (1,6 kg)
Secas trituradas

Extragdo com EtOH (3x)
Concentracdo em evaporador rotativo
Liofilizacao

Extrato EtOH (104 g)

Suspensdo em MeOH: H,0 (1:2)

Extracdo com hexano (6x)

Fracdo hexanica
(16,76 g/ 16,11%)

Fase hidroalcodlica

Extracdo com AcOEt (6x)

Fracdo Acetato Fracdo Aquosa
(5,77 g/ 5,54%) (66,6 g/ 64,03%)
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O extrato etanolico foi suspenso em MeOH-H,O (1:2) e em seguida submetido a
particdo liquido-liquido utilizando os solventes hexano e acetato de etila (AcOEt)
sucessivamente, obtendo-se as fracbes correspondentes a cada solvente. As fases obtidas
foram concentradas por eliminacdo dos solventes sob pressdo reduzida, obtendo-se a fracéo

hexanica (FHEX), fracéo acetato de etila (FACOEt) e a fracdo aquosa (FAQ).

4.3 Analise cromatogréafica comparativa das fracGes de particdo do extrato etandlico

As fracOes obtidas da particdo do extrato EtOH das vagens de S. tubulosa foram
analisadas por cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) de gel de silica
usando como eluentes: hexano-AcOEt (8:2); CHCI3-MeOH (9:1); CHCI3-MeOH-H,0
(65:30:5) e solucédo de sulfato cério (Ce(SO,)2) como revelador. Preparou-se solucBes de 10
mg mL™ das fracdes de particdo, solubilizando as fraces FACOEt e FAq em metanol e a
fracdo FHEX em cloroférmio, em seguida com o auxilio de um tubo capilar de vidro aplicou-
se cada amostra em placas cromatogréaficas. Apos analise do perfil em CCDC e ultravioleta
(UV), estas foram submetidas a fracionamento cromatografico com posterior identificacdo

estrutural de seus constituintes quimicos.

4.4 Analise Cromatogréfica da fragdo hexanica

A analise da fracdo hexanica (FHEX) foi realizada por meio de cromatografia gasosa e
espectrometria de massas (CG-EM), feita nas seguintes condices: a) utilizou-se cromatografo
gasoso Agilent série 7890A USA com detector de massa modelo 5975C apresentando
interface acoplada a um computador para controle e aquisicdo de dados com sistema de
amostragem automatizada; b) coluna da marca HP-HP-5:0,25 mm (di) x 30 m comprimento,
espessura do filme 0,25 um de 5% de fenil e 95% de dimetil polisiloxano; ¢) a programagéo
de temperatura do forno iniciou com 50 °C (2 min) até 220 °C a 20 °C min, em seguida até
250 °C a 5 °C min™, ap6s 10 °C min™ até 290 °C por 3 min e 20 °C min™ até 300 °C
permanecendo por 15 min; d) volume de injecdo de 1,0 pL. Foi utilizado um detector: EM-
razdo m/z com scan 30 a 450 UMA e o gés de arraste: He, 1,0 mL min™ (50 °C), no injetor:
Split pullsed = 30 psi a 5 min; razéo do Split 70, 0:1 a 280 °C.

Na tentativa de elucidar as estruturas quimicas de alguns destes compostos foram
processados seus respectivos espectros de massas e comparados com dados da literatura bem
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como confrontados com biblioteca NIST 8.0 em relacdo ao ion molecular formado e
respectivos tempos de retencéo.

4.5 Analise por insercédo direta da fracédo acetato de etila por espectrometria de massas

ion trap com ionizagéo por eletrospray (ESI-ITMS)

A analise da composicdo da fracdo acetato de etila foi realizada por espectrometria de
massas ion trap com ionizagédo por eletrospray (ESI-IT-MS), uma aliquota de 10 mg da fracéo
AcOEt foi dissolvida em MeOH (°HPLC), filtrada em membrana de nylon de 0,2 pm e
dissolvida a 50 mg L. Uma aliquota de 500 pL foi injetada por insercdo direta no
espectrometro de massas (Amazon X, Bruker Daltonics), nos seguintes parametros: fonte de
ionizacdo ESI em modo ion negativo ([M-H]), faixa de m/z 100-1300 Da, voltagem do
capilar 4,5 kV, géas nebulizacdo (N,) a 8,0 L min™, com fluxo de amostra 3,0 pL min™ e
temperatura de fonte = 220 °C.

4.6 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus, linhagem Swiss) machos
adultos pesando entre 25-30 g e ratos albinos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) machos
adultos pesando entre 180-220 g, provenientes do Biotério Central da UFPI. Foram
selecionados apenas animais do sexo masculino por causa das suas caracteristicas fisioldgicas
e hormonais. Os animais foram alojados em gaiolas-padrdo, mantidos a 24 £ 1 °C e ciclo
claro-escuro de 12 h com &gua e racdo a vontade. Para a execucdo dos protocolos
experimentais, 0s animais foram mantidos em jejum de sélidos por 12 horas e separados por
grupos de seis animais. Ap0s os procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados
com sobre dose de tiopental sédico (100 mg kg™, i.p.). Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da Universidade Federal
do Piaui (protocolos 053/2015 e 146/2016).

4.7 Drogas e produtos quimicos
As seguintes drogas e fragcBes do extrato etandlico foram usadas: FHEX, FACOEt,

FAQ, ketamina, xilazina, tiopental sodico, carragenina, indometacina, formaldeido,

capsaicina, morfina, naloxona, glibenclamida, L —arginina, L -NOARG, diazepam e cloreto
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de sodio, os produtos quimicos foram de grau analitico. Para os estudos farmacoldgicos, as
FHEX, FACOEt e FAq foram dissolvidas em Tween 80 a 2% em NaCl a 0,9% (10 mL kg™,
v.0.). As doses foram determinadas como miligramas de FHEX, FACOEt e FAQ, por grama de
peso corporal (mg kg™). O intervalo de doses foi de 3,125 a 200 mg kg™*. As FHEX, FACOEt
e FAq foram administradas oralmente (v.0.) em diferentes doses a fim de construir uma curva

dose-resposta.

4.8 Determinacdo da toxicidade oral aguda em camundongos

Para o estudo da toxicidade aguda, foram adotadas metodologias preconizadas pelo
Guia OECD 423 (OECD, 2001). Foram utilizados camundongos Swiss machos (25 a 30 g),
mantidos em jejum de sélidos durante 12 h. Os animais foram divididos em grupos de 6
animais e tratados por via oral com dose nica de 300 mg kg™das fracdes (FHEX, FACOEt e
FAQ). Como ndo foram observadas mortes ou alteragdes comportamentais, a dose utilizada foi
aumentada ndo ultrapassando 2000 mg kg™. O grupo controle recebeu agua destilada, em dose
Gnica, por via oral, no volume de 10 mL kg™. Os animais foram avaliados clinicamente e
comportamentalmente a cada 30 minutos durante as primeiras quatro horas e diariamente até
0 14° dia.

Apos a investigacdo toxicoldgica, os animais foram anestesiados (associacdo de 60 mg
de ketamina + 6 mg de xilazina por kg de PC, via intraperitoneal), colocadas em decubito
dorsal e submetidos a puncdo intracardiaca para coleta do sangue destinado a realizacdo de
exames bioquimicos (AST, ALT, ureia e creatinina). Foram eutanasiados com tiopental
sodico (100 mg kg, i.p.), para determinar o peso relativo dos 6rg&os internos.

4.9 Efeito antiedematogénico de FHEX, FAcCOEt e FA(Q
4.9.1 Efeito de FHEX e FACOEt sobre o edema de pata induzida por carragenina em

camundongos

Os experimentos de edema de pata foram adaptados e realizados como descrito por
(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). Camundongos foram divididos em grupos (n=6 animais)
e receberam uma injecéo intraplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%.
Os animais foram tratados, via oral, com veiculo (10 mL kg™, v.0.), FHEX (50; 100; 200 mg
kg™), FACOEt (50; 100; 200 mg kg™), ou indometacina (10 mg kg™) e ap6s 1 h, receberam a

carragenina. O volume da pata posterior direita foi medido com um paquimetro digital em
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diferentes tempos (0, 1, 2, 3, 4 e 5 h) apds administracdo intraplantar de carragenina. Ap6s o
teste de edema de pata, os animais foram eutanasiados. O edema foi expresso pela diferenca,
em milimetros (mm), entre o didmetro final e o didmetro inicial da pata (WINTER; RISLEY;
NUSS, 1962).

4.9.2 Efeito de FAQ sobre 0 edema de pata induzida por carragenina em ratos

Os experimentos de edema de pata foram adaptados e realizados como descrito por
(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962). Ratos foram divididos em grupos (n=6 animais) e
receberam uma injecdo intraplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%.
Os animais foram tratados, via oral, com veiculo (10 mL kg™, v.0.), FAq (50; 100; 200 mg kg’
1) ou indometacina (10 mg kg™) e apds 1 h, receberam a carragenina. O volume da pata
posterior direita foi medido com um paquimetro digital em diferentes tempos (0, 1, 2, 3,4 e 5
h) apds administracdo intraplantar de carragenina. Apds o teste de edema de pata, 0s animais
foram eutanasiados. O edema foi expresso pela diferenca, em milimetros (mm), entre o
diametro final e o diametro inicial da pata (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

4.9.3 Efeito de FHEX sobre o0 edema de pata induzida por dextrana em camundongos

Camundongos machos Swiss (n=6) foram pré-tratados com veiculo (10 mL kg, v.0.),
FHEX (100 mg kg™) ou indometacina (10 mg kg™). Apés 30 min, foi administrado 50 pL de
dextrana (1 mg mL™, i.pl.) na pata traseira direita, na regido subplantar. A espessura das patas
foi registrada com um paquimetro digital (Pantec ®), imediatamente antes da administracdo
da dextrana e a cada 30 min por um intervalo de até 2 horas. O edema foi expresso pela
diferenga, em milimetros (mm), entre a espessura final e a espessura inicial da pata
(WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

4.9.4 Efeito de FHEX e FACOELt sobre o edema de pata induzida por prostaglandina E2

(PGE2) em camundongos

Camundongos machos Swiss (n=6) foram pré-tratados com veiculo (10 mL kg, v.0.),
FHEX (200 mg kg™), FACOEt (200 mg kg™) ou indometacina (10 mg kg™). Ap6s 30 min, foi
administrado 50 pL de prostaglandina E2 (1 mg mL™, i.pl.) na pata traseira direita, na regiéo

subplantar. A espessura das patas foi registrada com um paquimetro digital (Pantec ®),
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imediatamente antes da administragdo dos agentes de inducdo de edema e a cada 30 min por
um intervalo de até 2 horas. O edema foi expresso pela diferenca, em milimetros (mm), entre
a espessura final e a espessura inicial da pata (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

4.10 Efeito antinociceptivo das FHEX, FACOEt e FA(Q
4.10.1 Efeito de FHEX e FACOEt no teste de formalina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em grupos de seis
animais, foram tratados por via oral com veiculo (10 mL kg™, v.0.), FHEX (3,125; 6,25; 12,5;
25 mg kg™, v.0.), FACOEt (3,125; 6,25; 12,5; 25 mg kg™, v.0.) 45 minutos antes e morfina (5
mg kg?, s.c.) 30 minutos antes da injecdo intraplantar (i.pl.), na pata direita traseira, de
formalina 1% (20 uL pata™). O tempo de lambedura da pata foi registrado, em segundos, de
0-5 min (12 Fase) e 15-30 min (22 Fase) ap6s a administracdo da formalina (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987).

4.10.2 Efeito de FAQ no teste de formalina em ratos

Ratos Wistar, machos, com peso de 180-220 g, divididos em grupos de seis animais,
foram tratados por via oral com veiculo (10 mL kg, v.0.), FAq (6,25; 12,5; 25 mg kg, v.0.)
45 minutos antes e morfina (5 mg kg, s.c.) 30 minutos antes da injecéo intraplantar (i.pl.), na
pata direita traseira, de formalina 1% (20 pL pata™). O tempo de lambedura da pata foi
registrado, em segundos, de 0-5 min (12 Fase) e 15-30 min (22 Fase) apds a administracdo da
formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.10.3 Efeito de FHEX e FACOEt no teste de capsaicina em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em grupos de seis
animais, foram tratados com FHEX (6,25; 12,5; 25 mg kg™, v.0.), FACOEt (3,125; 6,25; 12,5;
25 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg™, v.0.), 45 minutos e morfina (5 mg kg™, s.c.) 30
minutos antes da injecdo intraplantar, na pata direita traseira, de capsaicina (2 pg 20 pL™
pata). O tempo de lambedura da pata foi registrado, em segundos, durante um periodo de 5
minutos apos a injecdo da capsaicina (SANTOS et al., 2003).
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4.10.4 Efeito de FHEX e FACOELt no teste do glutamato em camundongos

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em grupos de seis
animais, foram tratados com FHEX (6,25; 12,5; 25 mg kg™*), FACOEt (6,25; 12,5; 25 mg kg’
1, veiculo (10 mL kg™, v.0.) 45 minutos e morfina (5 mg kg™, s.c.) 30 minutos antes da
injecdo intraplantar, na pata direita traseira, de glutamato (20 pL pata™) na regido dorsal da
pata traseira direita. O tempo que o animal lambe ou morde a pata durante (15 min) foi

quantificado e comparado entre os grupos (BEIRITH et al., 2002).

4.11 Avaliacao dos possiveis mecanismo de acdo envolvidos na atividade antinociceptiva
de FHEX e FACOEt

Com o objetivo de esclarecer os possiveis mecanismo de acdo envolvidos nas
antinocicepc¢do de FHEX e FACOEt, foi escolhido o teste do glutamato e a dose de 12,5 mg
kg™t (v.0.), por ser a dose que demonstrou efeito mais evidente no modelo selecionado. As
vias de neuromodulagdo escolhidas foram a opioide, dos canais de K* sensiveis ao ATP (K*

atp) € L-arginina.
4.11.1 Participacdo do sistema opioide

A fim de avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito antinociceptivo de
FHEX e FACOEt, foi utilizado naloxona, uma antagonista opioide ndo- seletivo. Administrou-
se naloxona (5 mg kg™, s.c.) quinze minutos antes dos grupos serem tratados com as FHEX e
FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.), como veiculo (10 mL kg™, v.0.) ou com padréo morfina (10 mg
kg™, i.p.). Dois grupos foram tratados apenas com as FHEX e FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.),
respectivamente. Trinta minutos apos estes tratamentos, os animais foram submetidos ao teste
do glutamato (BEIRITH et al., 2002).

4.11.2 Participag&o dos canais de K*atp
Como o objetivo de verificar o envolvimento dos canais de K'arp na atividade

antinociceptiva das FHEX e FACOEt, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia que

bloqueia especificamente estes canais.
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Os animais receberam um pré-tratamento com glibenclamida (10 mg kg™, i.p.) quinze
minutos antes da administracdo das FHEX e FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.) ou veiculo. Dois
grupos foram tratados apenas com as FHEX e FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.), respectivamente.
Ap0ds trinta minutos destes tratamentos foi verificado o tempo de lambida da pata no teste do
glutamato (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

4.11.3 Participacdo da via L-arginina-6xido nitrico

Para avaliar a participacdo da via L-arginina-Oxido nitrico no efeito antinociceptivo
induzido pelas FHEX e FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.), os animais foram previamente tratados
com L -arginina (600 mg kg™, i.p., um precursor de 6xido nitrico) e depois de 20 minutos,
receberam FHEX e FACOEt (12,5 mg kg™, v.0.), N  -nitro- L -arginina (L -NOARG, 75 mg
kg™, i.p., um inibidor de 6xido nitrico) ou veiculo. Decorrida 1 h ap6s a administracdo das
FHEX, FACOEt e 30 min ap6s o tratamento com L-NOARG, os animais foram avaliados
quanto a nocicepg¢do induzida pela injecdo intraplantar de 20 pL de solug¢do de glutamato (20

umol pata™) (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002; PIETROVSKI et al., 2006).

4.12 Avaliagdo motora de FHEX e FACOEt
4.12.1 Teste do campo aberto

Os camundongos foram divididos em grupos (n = 6) e tratados com veiculo (10 mL
kg™, v.0.), FHEX (6,25; 12,5; 25 mg kg, v.0.), FACOEt (6,25; 12,5; 25 mg kg™, v.0.) ou
diazepam (4 mg kg™, i.p.). Apds 60 minutos para as administracdes v.0. ou 30 minutos para
administracdo i.p., 0s animais foram levados individualmente ao campo aberto, que consiste
em uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm), confeccionada em acrilico, com piso preto
dividido em nove partes iguais, paredes transparentes e iluminada com luz vermelha. O
animal foi posto na arena e deixado para explorar o ambiente por um minuto. Apés esse
periodo, foi avaliado o nimero de quadrantes atravessados com as quatro patas pelo animal,
durante um tempo de 5 minutos (BROADHURST, 1957).

4.12.2 Teste do Rota-Rod

Por este método é possivel detectar a ocorréncia de incoordenagdo motora, permitindo

uma interpretacdo mais precisa dos testes de nocicepcdo e inflamag¢do. Camundongos machos
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foram selecionados 24 h antes do experimento, através de uma triagem em sessdes de 1
minuto de duracdo, a fim de eliminar os animais que ndo permaneceram na barra por trés
periodos consecutivos de 60 segundos. Os animais foram divididos em grupos (n = 6) e
tratados com veiculo (10 mL kg, v.0.), FHEX e FACOEt (6,25; 12,5; 25 mg kg, v.0.) ou
diazepam (4 mg kg i.p.) como controle positivo e ap6s uma hora de administracdo do
veiculo e das fragOes e 30 minutos do diazepam, os resultados foram expressos como o tempo
(s) que os animais permaneceram no Rota rod e os animais foram submetidos novamente a
barra giratéria (DUNHAM; MIYA, 1957).

4.13 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados como a média + erro padrdo da média (E.P.M.). A
andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste
de Bonferroni ou Tukey. Valores dep<0,05 foram considerados como diferencas
significativas entre as médias. Para analise dos dados e confec¢do dos gréaficos foi utilizado o

programa estatistico Software GraphPad Prism® 6.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise fitoquimica

5.1.1 Analise cromatografica comparativa das fracGes de particao do extrato etanélico

A anélise por cromatografia em camada delgada (CCD) da fragdo FHEX utilizando o
sistema de solventes hexano-AcOEt (8:2), mostrou a presenca de manchas marrom e roxo
caracteristicas de material de natureza graxos e terpenoides respectivamente (Figura 4A). A
FACOEt quando eluida em CHCI3-MeOH (9:1) apresentou manchas marrons, indicativo de
compostos de natureza graxos e manchas na cor azul o que sugere que sejam compostos
pertencentes a classe dos terpenoides (Figura 4B). No sistema de solventes CHCl3-MeOH-
H,0 (65:30:5), a FACOEt apresentou também manchas em tons de roxo, azul e amarelo que

pode sugerir a presenca de terpenoides e flavonoides (CHAVES, 1997) (Figura 4C).

Figura 4. Cromatoplacas das fracdes das vagens de S. tubulosa. 1: FHEX; 2: FAcOEt; 3:
FAQ. Eluentes- A: hexano-AcOEt (8:2); B: CHCI3-MeOH (9:1); C: CHCI3-MeOH-H,0
(65:30:5).

Fonte: Propria Fonte: Propria

Fonte: Propria
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5.1.2 Andlise Cromatograéfica da fracdo hexanica

A analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de massa (CG-EM) da
FHEX mostrou 32 bandas no cromatograma de ions totais (Figura 5) com tempos de retencao,
area relativa, razdo massa/carga (m/z) de alguns fragmentos observados no espectro e 0s
composto identificados na Tabela 1. A comparacdo dos espectros de massa obtidos (Figuras
6-16) com dados da biblioteca NIST 8.0 permitiu a identificacdo e confirmou a presenca de

11 compostos.

Tabela 1. Compostos identificados por CG-EM na FHEX.

N° Pico Area % Composto Tr(mMin) EM (m/z)

4 1,53 N, N-dietil-p-toluamida 6,055 119, 91, 190, 191

5 1,36 Hexadecano 6,272 57,53, 71

11 12,26 Acido Palmitico 7,773 73, 43, 60, 256

12 6,62 Palmitato de etila 7,917 88, 101, 43, 284

13 5,34 Acido Linoleico 8,450 82, 67, 54, 280

14 6,15 Acido Oleico 8,461 55, 41, 69

15 7,67 Ester etilico do acido 8, 557 81, 67, 41, 308
linoleico

16 8,84 Ester etilico do acido oleico 8, 582 55, 41, 69, 310

17 1,56 Ester etilico do acido 8,676 88, 101, 43, 312
esteérico

31 16,53 Lupenona 15,012 109, 205, 95, 424

32 12,05 Lupeol 15,268 409, 203, 191, 426

Fonte: Propria
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Figura 5. Cromatograma de ions totais da FHEX.
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Figura 6. Espectro de massa do N, N-dietil-p-toluamida
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Figura 7. Espectro de massa hexadecano
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Figura 8. Espectro de massa do acido palmitico
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Figura 9. Espectro de massa do palmitato de etila
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Figura 10. Espectro de massa do &cido linoleico
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Figura 11. Espectro de massa do Acido Oleico
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Figura 12. Espectro de massa do éster etilico do acido linoleico
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Figura 13. Espectro de massa do éster etilico do &cido oleico
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Figura 14. Espectro de massa do éster etilico do acido estearico
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Figura 15. Espectro de massa do Lupenona
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Figura 16. Espectro de massa do Lupeol
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Esses constituintes e suas composicdes de area de pico calculadas incluem, em sua

maioria, acidos graxos e seus ésteres (52,1%) e triterpenos derivados do lupano (28,58%)

como a lupenona (16,53%) e lupeol (12,05%).
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5.1.3 Identificagdo dos constituintes da fracdo AcOEt por ESI(-)-ITMS

Na investigacdo dos constituintes quimicos da fracdo acetato de etila das vagens de S.
tubulosa por espectrometria de massas ion trap com ionizacdo por eletrospray no modo
negativo (ESI(-)-1ITMS), apresentam picos percussores das moléculas desprotonadas ([M-H])
presentes na fracdo (faixa de m/z de 100-1300 Da), onde foi possivel a identificagdo de dez
constituintes quimicos, entre compostos fenolicos e flavonoides como a luteolina.

Os espectros ESI(-)-ITMS, MS? e as fragmentacdes dos compostos identificados s&o
apresentados nas Figuras 18 a 26 e na Tabela 2. As substéancias detectadas e conhecidas foram
comparadas seu perfil de fragmentacdo com os ja existentes na literatura, no qual
apresentaram estruturas quimicas caracteristicas de substancias fendlicas, tais como pirogalol
m/z 125, &cido galico m/z 169 (Figura 18), galato de etila m/z 197 (Figura 19), luteolina m/z
285 (Figura 20), &cido eldgico m/z 301 (Figura 21), &cido cafeico-O- hexosideo m/z 341
(Figura 22), quercetrina m/z 447 (Figura 23), 1,6- digaloil-glucose m/z 483 (Figura 24). Assim
como, flavonoides: luteolina-7-O-rutinosideo m/z 593 (Figura 25) e quercetrina 3-O-(6-O-
Ramnosil-glicosideo) (rutina) m/z 609 (Figura 26). No espectro (Figura 17) observa-se 0s
alguns picos com intensidade relativa superior aos demais, como por exemplo: m/z 125
(93%); 169 (100%); 197 (92%), que em principio caracteriza fragmentos da classe dos taninos
e m/z 301 (51%) de flavonoides.

Figura 17. Espectro ESI-ITMS da fracdo acetato de etila das vagens de S. tubulosa avaliado
em modo negativo na faixa de ions com m/z de 100-1300 Da.
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Tabela 2. Identificacdo de compostos quimicos por ESI(-)-ITMS da fracdo acetato de etila

das vagens de S. tubulosa.

Compostos M-HT o
identificados [ (m /z)] MS? (m/z) Referéncias
Pirogalol 195 - KULKARNI et al., 2008
Acido galico 169 139, 125 FATHONI et al., 2017
SUN et al., 2007;
Galato de etila 197 169, 159, 151, 125 WYREPKOWSKI et
al., 2014
0 243 225,197, 181, 169, 151,
" 139, 125, 109
Luteolina 285 265, 241, 221, 199, 175, FATHONI et al., 2017;
155, 141, 125 BRITO et al., 2014
SANTOS et al., 2013;
Acido elagico 301 182584i62957i52329i329211’2250169 MULLEN et al., 2003;
' ' ' ' ' SEERAM et al., 2008
Acido cafeico-O- 328,297,279, 251, 227, o) EN et al,, 2013;
) 341 197, 183, 179, 169, 161,
hexosideo 143 131. 119 SAID etal., 2017
n.i. 377 357, 341, 215, 179
Quercetrina 447 401, 372’72411’53;01’ 255, TIBERTI et al., 2007
SANTOS et al., 2013;
1,6- Digaloil- 447, 331, 313, 301, 271, NUENGCHAM'\_IONG
lucose 483 255, 211, 193, 169 etal., 2011,
g p el 199, WYREPKOWSKI et
al., 2014
Luteolina-7-O- 593 588, 555, 499, 447, 341, CHEN; INBARAJ;
Rutinosideo 285, 255, 169 CHEN, 2012
Quercetrina-3-0-(6-
O-Ramnosil- 609 531, 513, 445, 314, 301, 263 KARARetal., 2013

glucosideo) (Rutina)

Fonte: Propria

Figura 18. Espectro MS? do composto acido galico (m/z 169) em modo [M-H]".
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Figura 19. Espectro MS? do composto galato de etila (m/z 197) em modo [M-H]".
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Figura 20. Espectro MS? do composto luteolina (m/z 285) em modo [M-H]".
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Figura 21. Espectro MS? do composto 4cido elagico (m/z 301) em modo [M-H]".
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Figura 22. Espectro MS? do composto acido cafeico-O- hexosideo (m/z 341) em modo [M-

H].
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Figura 23. Espectro MS? do composto quercetrina (m/z 447) em modo [M-H]".
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Figura 24. Espectro MS? do composto 1,6- digaloil-glucose (m/z 483) em modo [M-H]".
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Figura 25. Espectro MS? do composto luteolina-7-O-rutinosideo (m/z 593) em modo [M-H]".

Intens. ] -MS2(593.0), 0.5-0.6min #(20-22)
[26] -
100 — 285.0 OH
i OH
0]
80 - HO
7 HO ©
60 — 0
7 (0]
40 — HO
i HO
204 or 588.3
] 255.0 341.1 499.4 555.2 )
168.9 l l 447.1 l \ l Il
O —

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 nz

Figura 26. Espectro MS? do composto quercetina-3-O-(6-O-Ramnosil-glucosideo) (Rutina)
(m/z 609) em modo [M-H]".
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5.2 Avaliacao da toxicidade aguda em camundongos

As FHEX, FACOEt e FAq nas doses de 300 e 2000 mg kg, v.0., ndo demonstraram
nenhum sinal de toxicidade durante os 14 dias de observagdo, como também ndo foi
observado morte e, consequentemente, ndo foi possivel determinar a DLsy das FHEX,
FACOEt e FAQ. Além disso, ndo foram observadas alteragcdes comportamentais ou clinicas
apos a administracdo das FHEX, FACOEt e FAQ. Neste ensaio foi observado progresso
normal do peso dos animais tratados com as FHEX, FACOEt e FAqQ (Figura 27) e ndo foram
observadas alteragdes dos pardmetros bioquimicos (Tabela 3). N&o se observou alteracdo
macroscopica e também ndo houve diferenca significativa quanto ao peso relativo dos 6rgaos:
figado, rins, baco, pulmdo e coracdo entre os grupos tratados com as fracBes quando

comparados com o grupo veiculo (Tabela 4).
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Figura 27. Efeito da administracdo aguda de FHEX, FACOEt e FAq (300 e 2000 mg kg™,
v.0.), sobre a variacdo da massa corporal dos animais. Os dados expressam a média + E.P.M.
de 6 camundongos. A andlise estatistica foi determinada pelo ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey, p<0,05.
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Tabela 3. Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos, tratados com FHEX, FACOEt e FAq (300 e 2000 mg kg?, v.0.)
administradas por via oral (v.0.) em dose Unica.

FHEX FACOEt FAqQ
Parametros
. Controle 300 2000 300 2000 300 2000
bioquimicos L L L L L L
(mgkg-,v.0) (mgkg-,v.o0.) (mg kg™, v.0.) (mgkg-,v.0) (mgkg-,v.0) (mgkg",v.0.)
Ureia (mg dL™) 47,5+ 1,50 45 £ 2,46 575+491 47,5+ 1,50 52,0 £4,02 42,75 + 4,42 52,75 = 2,65
Creatina (mgdL™) 0,28 +0,04 0,25+ 0,01 0,26 + 0,01 0,28 £ 0,04 0,25+ 0,01 0,26 + 0,01 0,25 +0,01
AST (UmL™) 266 + 4,70 286 + 2,04 271 +1,44 266 + 4,02 250 + 5,08 279 + 2,15 252 +2,14
ALT (UmL™Y 63,0 £ 1,99 78 + 6,66 77,5 + 6,66 79,33+ 1,99 66,75+ 11,40 77,00 £4,27 64,00 £ 4,84

A andlise estatistica foi determinada pelo ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni, p<0,05. Os nimeros representam a média e o erro padrdo da média de 6 camundongos.
ALT- alanina transferase; AST- aspartato aminotransferase; mg dL™: miligrama por decilitro, U L™: Unidades internacionais por litro.
Fonte: Propria



58

Tabela 4: Avaliacio do peso dos 6rgios internos de camundongos Swiss, em g 100" de peso corporal, tratados com as FHEX, FACOEt e FAq

(300 e 2000 mg kg™) administrados por via oral (v.0.) em dose Unica.

Orgéo

Figado
Rins
Baco

Pulméo

Coragao

Veiculo

5,69 + 0,54
1,52 +0,17
0,62 +0,51
1,28 £ 0,09
0,78 +£0,09

FHEX FACOEt
300 2000 300 2000 300 2000
(mgkgt v.o) (mgkg' v.o) (mgkg'vo) (mgkg' vo)  (mgkgt vo)  (mgkgl v.o.)
510%+0,14 4,86 + 0,22 4,89+ 0,20 574 +0,22 512 +0,20 4,82+0,24
1,54 +0,04 1,35+ 0,09 1,48 + 0,08 1,64 +0,07 1,44+0,04 1,30+0,04
0,55+0,03 0,54 +£ 0,03 0,56 + 0,05 0,76 £ 0,05 0,51+0,02 0,59+0,04
1,20 £ 0,05 1,17 £ 0,03 1,18 £ 0,03 1,20+£0,10 1,25+0,12 1,12+0,02
0,78 =0,03 0,77 £0,03 0,76 0,04 0,79 £ 0,07 0,775%0,03 0,73%0,02

Os valores foram expressos em g 1007 gramas de peso corporal. Os dados representam a média + E.P.M. de seis camundongos. A anélise estatistica foi determinada pelo
ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni, p<0,05.

Fonte: Propria
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5.3 Efeito anti-inflamatorio de FHEX, FACOEt e FAq

5.3.1 Efeito de FHEX e FACOEt no edema de pata induzido por carragenina em

camundongos

Os resultados obtidos durante o teste do edema de pata induzido por carragenina, em
camundongos, estdo apresentados nas Figuras 28 (A) e (B). A carragenina (1%) promoveu
intenso edema com efeito maximo na 32 hora ap0s a injecao intraplantar. A administracdo da
FHEX (50, 100 e 200 mg kg™, v.0.), 45 minutos antes da injecdo intraplantar de 0,1 mL de
carragenina, reduziu significativamente o edema de pata na segunda hora de observagéo, nas
doses de 50 (0,40 + 0,06 mm), 100 (0,34 + 0,02 mm) e 200 (0,28 + 0,03 mm) mg kg™, em
45,20%, 53,42% e 61,64%, respectivamente, quando comparadas ao grupo veiculo que
recebeu apenas carragenina (0,73 £ 0,06 mm).

Na terceira hora apos tratamento, também foi observado uma diminui¢do na espessura
da pata (" p< 0,001) nas doses da FHEX (50, 100, 200 mg kg™) sendo que a dose de 200 mg
kg™ teve inibicdo semelhante & da indometacina. Na quarta hora, a dose de 200 mg kg™,
continuou a reduzir o parametro analisado em 56,79% (0,35 £ 0,04 mm) em relagdo ao
veiculo (0,81 + 0,06 mm). Na quinta hora, houve reducéo de 56,60% (0,17+ 0,03 mm), nas
doses de 50 e 100 mg kg™ e 86,78% (0,05 + 0,02 mm) na dose de 200 mg kg™, quando
comparadas com o grupo veiculo (0,40+ 0,01 mm).

A FACOEt, somente na dose de 200 mg kg™, mostrou-se capaz de inibir
significativamente (p< 0,05) o edema causado por carragenina na 3?2, 42 e 5% hora em 71,67%
(0,24 £ 0,05 mm), 88,76% (0,09 £ 0,04 mm) e 86,03 % (0,05 £ 0,02 mm), respectivamente,
quando comparados ao grupo veiculo (Figura 28 B). A indometacina (10 mg kg™) usada
como padréo foi capaz de reduzir o edema em todos os tempos observados (~ p< 0,0001)
(Tabela 5).
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Figura 28: Efeito de FHEX (A) e FACOEt (B) (50, 100 e 200 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL
kg™, v.0.) e indometacina (Indo, 10 mg kg™, v.0.) sobre o edema de pata induzido por
carragenina (1%; 0,1 mL, i.pl.) em camundongos (n= 6). Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. "p< 0,05; “p< 0,01; " p< 0,001; ~ p< 0,0001 vs veiculo (ANOVA two way
e Teste de Tukey).
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Tabela 5. Efeito de FHEX e FACOEt (50, 100 e 200 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg, v.0.) e indometacina (10 mg kg%, v.0.) Eobre 0 edg*ma
de pagg*induzido Qgi*carragenina (1%; 0,1 mL, i.pl.) em camundongos (n= 6). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. p< 0,05; p<
0,01; p<0,001; p<0,0001 vs veiculo (ANOVA two way e Teste de Tukey).

Edema de pata (mm)

Intervalo de tempo

Tratamento 1h 2h 3h 4h 5h
(mg kg™, v.0.)
Veiculo 0,56 + 0,11 0,73+ 0,06 0,87 + 0,05 0,81 + 0,06 0,40 + 0,01
FHEX (50) 0,24 + 0,05 0,40 + 0,06 0,75+ 0,08 0,57 0,07 0,17 +0,03
FHEX (100) 0,28 + 0,04 0,34 +0,02" 0,72+0,05 0,63 + 0,04 0,10 + 0,03
FHEX (200) 0,11 + 0,02 0,28 +0,03" 0,41+0,047 0,35+0,04" 0,05+ 0,02
Indometacina (10) 0,28 + 0,09 0,37 0,05 0,38+0,08" 0,34+0,007 0,12+0,037
Veiculo 0,56 + 0,11 0,73+ 0,06 0,87 + 0,05 0,81 + 0,06 0,40 + 0,01
FACOEt (50) 0,73 +0,08 0,73 + 0,04 0,80 % 0,05 0,61 + 0,08 0,24 + 0,04
FACOEt (100) 0,62 + 0,04 0,62 0,06 0,80 0,10 0,62 +0,13 0,23 + 0,02
FACOEt (200) 0,52 + 0,03 0,47 +0,03 0,24 + 0,05 0,09+0,047 0,05+0,027"
Indometacina (10) 0,21 + 0,05 0,37 0,05 0,34+0,06 0,28+ 0,077 0,16 + 0,027

Fonte: Propria



5.3.2 Efeito de FAQ no edema de pata induzido por carragenina em ratos

O pré-tratamento dos animais com a FAq nas doses de (50, 100 e 200 mg kg™, v.0.)
ndo inibiram significativamente ("p<0,05) o edema de pata induzido por carragenina nas horas
avaliadas (1 a 5 h), comparado ao grupo controle (Tabela 6). Apenas os animais tratados com
indometacina (10 mg kg™) inibiram de forma significativa (~ p< 0,0001) a formacio do
edema a partir da segunda hora e perdurou até a quinta hora (~ p< 0,0001)
comparativamente ao grupo veiculo.

Como a FAQ néo foi capaz de diminuir o edema, ndo foi dado continuidade com os

estudos de atividade antiedematogénica da FAQ.
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Tabela 6. Efeito de FAq (50, 100 e 200 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg™, v.0.) e indometacina (10 mg kg™, v.0.) sobre 0 edema de pata

induzido por carragenina (1%; 0,1 mL, i.pl.) em ratos (n= 6). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. “p< 0,05; " p< 0,0001 vs
veiculo (ANOVA two way e Teste de Tukey).
Edema de pata (mm)
Intervalo de tempo
Tratamento
(mg kg™, v.0.) 1h 2h 3h ah 5h
Veiculo 2,14 + 0,05 3,08 +0,16 3,31+0,11 3,11+ 0,08 3,33+ 0,07
FAQ (50) 1,86 + 0,09 2,98 +0,10 3,00+0,18 3,05+0,18 2,86 +£0,14
FAqQ (100) 1,89 +0,17 2,57+0,10 3,42+0,15 2,83 +£0,03 2,16 £ 0,08
FAqQ (200) 1,63+0,13 2,81+0,24 2,99 +0,14 2,97 £ 0,17 2,65+ 0,22
Indometacina (10) 0,61+0,11 0,870,147 1,24+0,15 1,170,177 0,89+0,18"

Fonte: Propria
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5.3.3 Efeito de FHEX sobre 0 edema de pata induzida por dextrana em camundongos

A FHEX na dose de 100 mg kg™ diminuiu o edema induzido por dextrana a 1% na
pata traseira direita dos camundongos a partir de uma hora até o fim do periodo de
observagdo. Sendo ~p<0,01, para o tempo de 90 minutos e “p<0,05, para 60 e 120 minutos
em relacdo aos animais do grupo veiculo (Figura 29). Observou-se tambeém inibicdo
significativa ('p<0,05) do edema nos animais tratados com indometacina (10 mg kg™) durante

0s tempos de 60, 90 e 120 minutos de observacgdo, comparado ao grupo veiculo (Tabela 7).

Figura 29. Efeito de FHEX (100 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg™, v.0.) e indometacina (10
mg kg™, v.0.) sobre o edema de pata induzido por dextrana (1%; 0,05 mL pata™, i.pl.) em
camundongos (n= 6). Os valores estio expressos como média + E.P.M. ‘p< 0,05; ~p< 0,01 vs
veiculo (ANOVA two way seguida de pos-teste de Bonferroni).
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Tabela 7. Efeito da FHEX (100 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg™, v.0.) e da indometacina
(10 mg kg, v.0.) sobre o edema de pata induzido por dextrana (1%; 0,05 mL pata™, i.pl.) em
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. “p< 0,05; ~p< 0,01 vs
veiculo (ANOVA two way seguida de pos-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)

Intervalo de tempo

Tratamento
. 30 60 90 120
(mg kg™, v.0.)
FHEX (100) 0,39+007 019 +0,08 0,15+0,03° 0,13 +0,05*
Veiculo 0,54 £0,11 0,48 £ 0,01 055+0,10  0,42+0,03
Indometacina 0,29 + 0,06 0,13 £0,02 0,16 +0,06 0,18 +0,06

Fonte: Propria

5.3.4 Efeito de FHEX e FACOELt sobre o0 edema de pata induzida por prostaglandinas em

camundongos

Os resultados obtidos durante o teste do edema de pata induzido por PGE2, em
camundongos, estdo apresentados na Figura 30. Ambas as fracdes (FHEX e FACOEt, na dose
de 200 mg kg™, v.0.) foram capazes de reduzir o edema induzido por PGE2 (50 ng 50pL™,
i.pl.) nos tempos de 60 a 120 minutos (* p<0,001), em relagdo ao grupo veiculo. Observou-
se reducdo significativa também (~ p<0,001) do edema nos animais tratados com

indometacina (10 mg kg™, v.0.) durante todo o tempo de observacéo (Figura 30) (Tabela 8).
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Figura 30. Efeito das FHEX e FACOEt (200 mg kg?, v.0.), veiculo (10 mL kg, v.0.) e
indometacina (10 mg kg™, v.0.) sobre o edema de pata induzido por Prostaglandinas E2 (50
ng 0,05 mL™?, i.pl.) em camundongos (n= 6). Os valores estio expressos como média *
E.P.M. "p< 0,05; "p< 0,01; ~p< 0,001; " p< 0,0001 vs veiculo (ANOVA two way e Teste

de Tukey).
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Tabela 8. Efeito das FHEX e FACOEt (200 mg kg™, v.0.), veiculo (10 mL kg?, v.0.) e
indometacina (10 mg kg™, v.0.) sobre o edema de pata induzido por Prostaglandinas E2 (50
ng 0,05 mL™, i.pl.) em camundongos (n= 6). Os valores estido expressos como média +
E.P.M. "p< 0,05; “p< 0,01; ~“p< 0,001; ~p< 0,0001 vs veiculo (ANOVA two way e Teste

de Tukey).
Edema de pata (mm)
Intervalo de tempo

Tratamento

(mg ke v.0) 60 90 120

FHEX (200) 0,14 + 0,02 0,06 +0,02° 0,05+0,01°  0,07+001
FACOEt (200)  0,11+0,03° 0,17 £0,04  0,10+0,02° 0,12%0,01

Veiculo 0,52 +0,01 0,42 +0,02 0,34 +0,01 0,38 + 0,01

Indometacina

0,11+0,017 0,14 +0,02**** 0,13+0,06  0,14+0,01

FEEE

Fonte: Propria
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5.4 Efeito antinociceptivo de FHEX, FACOEt e FAqQ
5.4.1 Efeito de FHEX e FACOEt no teste de formalina em camundongos

Os resultados mostrados na Tabela 9, evidenciam uma reducdo significativa no tempo
de lambida da pata dos animais tratados com a FHEX nas doses de 6,25 (43,76 + 8,8 s), 12,5
(60,23 + 4,27 s) e 25 (53,62 = 4,89 s) mg kg?, em 63,20%, 49,36% e 54,91%,
respectivamente, na primeira fase quando comparado ao grupo veiculo que recebeu apenas
formalina (118,94 + 11,22 s). A FHEX nas doses de (6,25 e 12,5 mg kg™), promoveram uma
inibicdo de 53,72% (55,62 *+ 6,66 s) e 41,95% (69,77 £ 14,64 s), respectivamente na segunda
fase. Conforme mostrado na Tabela 9, a FACOEt foi capaz de inibir significativamente ( p<
0,0001) o tempo de lambida em 52,02% (57,06 + 2,25 s), 51,08% (58,18 + 5,68 s) e 57,84%
(50,14 + 2,96 s), nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg kg™, respectivamente na primeira fase do
teste da formalina. Essas mesmas doses também foram capazes de reduzir o tempo de
resposta, na segunda fase correspondendo a uma inibicdo de 69,83%, 45,44% e 58,43%,
guando comparado ao grupo veiculo (120,19 £ 6,05 s). O grupo tratado com a droga padrdo a
morfina (5 mg kg™) diminuiu o parametro analisado em 79,95% (23,84 + 8,66 s) e 92,22%

(9,35 £ 0,97 s), na primeira e segunda fase do teste, respectivamente.
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Tabela 9. Efeito antinociceptivo de FHEX e FACOEt na resposta nociceptiva induzida por
formalina em camundongos.

Tempo de lambedura (s)
Dose

Tratamento 1 ) Inibicéo _ Inibicéo
(mg kg™) 0—-5min 15— 30 min
(%) (%)
Veiculo - 118,94 + 11,22 - 120,19 + 6,18 -
3,125 94,35 + 4,58 - 101,55 + 6,66 -
HEX 6,25 43,76 + 8,88 63,20 55,62 +951° 53,72
12,5 56,23+ 6,29 52,72 59,24 + 12,717 50,71
25 53,62 + 4,897 54,91 94,42 + 6,05 -
3,125 91,90 + 8,66 - 99,67 + 8,29 -
6,25 4726 +5127" 60,59 2044 +916 75,50
FACOEt
12,5 58, 18 + 5,68 51,08 65,57 + 11,15 45 44
25 50,14 + 2,96 57,84 49,96 +7,88" 58,43
Morfina 5 13,30 + 3,02 88,81 13,26 + 2,587 88,96

Os camundongos foram tratados com FHEX e FACOEt 60 min (v.0.) antes do teste de formalina. Os dados
representam a média + E.P.M. de 6 camundongos. A analise estatistica foi determinada pela ANOVA one way,
seguido pelo teste de Tukey. ****p<0,0001 comparado com o veiculo.

Fonte: Propria

5.4.1 Efeito de FAQ no teste de formalina em ratos

Os resultados mostrados na Tabela 10, evidenciam que ndo houve uma reducdo no
tempo de lambida da pata dos animais tratados com a FAQ (Tabela 10) nas doses de 6,25, 12,5
e 25 mg kg, nem na primeira e nem na segunda fase quando comparado ao grupo veiculo
que recebeu apenas formalina. Apenas o grupo tratado com a droga padrdo a morfina (5 mg
kg™) diminuiu o parametro analisado em 86,57% (10,56 + 1,52 s) e 87,17% (10,09 + 1,73 s),
na primeira e segunda fase do teste, respectivamente.

Como ndo foi observado efeito significativo no teste da formalina com a FAqQ e a
mesma também ndo apresentou atividade antiedematogénica, ndo prosseguiu com 0s demais
testes com essa fracdo, nem t&o pouco foi avaliado sua constituicdo quimica, j& que a mesma

ndo apresenta atividade antinociceptiva nem antiedematogénica.



69

Tabela 10. Efeito antinociceptivo de FAq na resposta nociceptiva induzida por formalina em
ratos.

Tempo de lambedura (s)

Dose __ __
Tratamento L _ Inibigdo ) Inibicao
(mg kg™) 0—-5min 15— 30 min
(%) (%)
Veiculo - 78,67 £7,72 - 61,30 £ 8,91 -
6,25 62,77 + 3,88 - 69, 30 + 2,99 -
FAQ 12,5 56,23 + 7,86 - 64,91 + 4,78 -
25 56, 23 + 3,44 - 63,37 £ 6,04 -
Morfina 5 10,56 + 1,527 - 10,09 + 1,737 -

Os ratos foram tratados com FAqg 60 min (v.0.) antes do teste de formalina. Os dados representam a média +
E.P.M. de 6 ratos. A analise estatistica foi determinada pela ANOVA one way, seguido pelo teste de Tukey.
*p<0,05 comparado com o veiculo.

Fonte: Propria

5.4.2 Efeito de FHEX e FACOEt no teste de capsaicina em camundongos

As Figura 31 (A) e (B), mostram o efeito das FHEX e FACOEt na nocicepcdo induzida
por capsaicina em camundongos. Uma reducdo significativa no tempo de lambedura da pata
("""p< 0,0001) foi observada em camundongos administrados com FHEX (Figura 31 A) nas
doses (12,5 e 25 mg kg™, v.0.), promovendo uma inibicdo de 72,86% (14,33 + 2,15 s) e
81,41% (9,44 + 1,98 s), quando comparados ao grupo veiculo (46,50 £ 3,07 s) indicando um
efeito antinociceptivo.

Conforme mostrado na Figura 31 B, a FACOEt foi capaz de inibir significativamente
("""p< 0,0001) o tempo de lambida em 48,10% (24,13 + 3,21 s), 33,16% (31,08 + 2,79 5) €
47,03% (24,63 + 3,05 s), nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg kg™, respectivamente. Morfina (5
mg kg™, s.c.) foi usada como controle positivo e mostrou uma reducéo da resposta em 81,63%

quando comparado com o veiculo (" p< 0,0001).
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Figura 31. Efeito das FHEX (A) (6,25; 12,5 e 25 mg kg, v.0.) e FACOEt (B) (3,125; 6,25;
12,5 e 25 mg kg, v.0.) no teste da capsaicina em camundongos (n=6). Os valores foram
expressos como média + E.P.M. “p< 0,01; ~ p< 0,0001 vs controle veiculo (ANOVA one
way e Teste de Tukey).
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5.4.3 Efeito de FHEX e FACOEt no teste de glutamato em camundongos

Os resultados obtidos durante o teste do glutamato mostram que a FHEX (Figura 32
A) administrada (v.0.) (6,25, 12,5 e 25 mg kg™), causou uma inibicdo significativa
(""p<0,001 e "p<0,05) apenas nas doses de 12,5 e 25 mg kg™, exibindo uma inibicdo de
68,39% (40,61 + 9,64 s) e 36,40% (81,72 + 13,03 s), da nocicepgdo por glutamato,
respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (128,5 £ 18,78 s).

A FACOEt (Figura 32 B) administrada (v.0.) (6,25, 12,5 e 25 mg kg™), causou uma
inibicdo significativa ("p<0,05) apenas nas doses de 12,5 e 25 mg kg™, exibindo uma inibigéo
de 45,26% (76,02 £ 14,81 s) e 43,21% (478,87 £ 9,22 s), da nocicepgdo por glutamato,
respectivamente, quando comparado ao grupo veiculo (138,9 + 18,95 s). O grupo tratado com
morfina (5 mg kg'), droga padrdo, também reduziu significativamente este pardmetro
apresentando 95,24% (6,61 £ 3,16 s) de inibicao.
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Figura 32. Efeito das FHEX (A) (6,25, 12,5 e 25 mg kg, v.0.) e FACOEt (B) (6,25, 12,5 e 25
mg kg?, v.0.) na nocicepcdo induzida por glutamato em camundongos (n=6). Os valores
foram expressos como média + E.P.M. “p< 0,05; ~p< 0,001; vs controle veiculo (ANOVA
one way e Teste de Tukey).
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5.5 Avaliacao dos possiveis mecanismo de acédo envolvidos na atividade antinociceptiva
de FHEX e FACOEt

5.5.1 Participacgao do sistema opioide

Como podemos observar nas Figura 33 (A) a FHEX na dose de 12,5 mg kg™ (48,56 +
8,35 s) e a FACOEt Figura 33 (B) na dose de 12,5 mg kg™ (45 + 6,95 s), assim como a
morfina (5,90 £ 2,56 s) reduziram significativamente o tempo de lambida no teste do
glutamato em 66,72%, 69,16% e 95,95% respectivamente, quando comparados ao grupo
veiculo (145,94 + 18,31 s). O grupo tratado apenas com naloxona (132, 17 + 20,44 s) ndo
alterou o tempo de reacdo provocado pelo estimulo doloroso. O tratamento prévio da
naloxona, administrado quinze minutos antes das FHEX e FAcCOEt ou morfina, modificou a
antinocicepc¢do provocada tanto pela FHEX (148,45 + 28,81 s), FAcCOEt (161,54 + 30,05 s),

como o efeito produzido pela morfina (105,00 £ 20,92 s) foram significativamente revertidos.
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Figura 33. Efeito de FHEX (A) (12,5 mg kg, v.0.) e FACOEt (B) (12,5 mg kg, v.0.), contra
a acdo da naloxona (2 mg kg™, i.p.) na nocicepcéo induzida por glutamato (20 pL 20 pmol™
pata) em camundongos (n=6). Os valores foram expressos como média + E.P.M. = (ANOVA
one way seguido pelo Teste de Bonferroni). “p< 0,05; vs veiculo, ™ p< 0,001 vs morfina
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5.5.2 Participagdo dos canais de K*a7p

As figuras 34 (A) e (B) representam o efeito das FHEX e FACOEt sobre os canais de
K*ate NO teste do glutamato. O tratamento dos animais com a FHEX na dose de 12,5 mg kg™,
v.0., promoveu reduco de 64,04% (52, 48 +8,07 s) e a FACOEt na dose de 12,5 mg kg™, v.o.,
reduziu 67,45% (47,49 + 6,20 s) o tempo de lambida em relagdo ao veiculo (145,94 + 18,31
s). O pré-tratamento dos animais com glibenclamida (10 mg kg™), ndo foi capaz de inibir o
efeito da FHEX (94,93 + 22, 15 s) na nocicepcao induzida pelo glutamato. Ja para a FACOEt
0 para o tratamento com glibenclamida foi capaz de inibir significativamente o efeito

antinociceptivo.
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Figura 34. Efeito de FHEX (A) e FACOEt (B) (12,5 mg kg, v.0.), contra a acdo da
glibenclamida (3 mg kg, i.p.) na nocicepcdo induzida por glutamato (20 pL 20" pmol pata™)
em camundongos (n=6). Os valores foram expressos como média + E.P.M. = (ANOVA one
way seguido pelo Teste de Bonferroni). “p< 0,05; vs veiculo, ~p< 0,01 vs morfina
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5.5.3 Participacdo da via L-arginina-oxido nitrico

Os resultados apresentados nas figuras 35 (A) e (B) mostram que o grupo tratado
apenas com L-arginina (127,0 £ 32,91) apresentou valores proximos aos do controle (166,3
18,50), descartando a existéncia de efeitos antinociceptivo do precursor do 6xido nitrico. A L-
arginina associada ao L-NOARG (106,4 £ 26,25 s) reverteu o efeito do L-NOARG sozinho
(53,05 + 10,38 s). A associacdo da L-arginina com a FHEX (12,5 mg kg™) (75,78 + 18,85 s)
ndo alterou de forma significativa o tempo de lambedura dos animais, quando comparado com
FHEX (48,57 £ 8,35 s) sozinho, 0 mesmo foi observado para a FACOEt (45,00 = 6,95 s)
evidenciando assim que o efeito antinociceptivo de FHEX e FAcCOEt ndo esta relacionado

com a via do 6xido nitrico.
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Figura 35. Investigacdo do envolvimento da via L-arginina-Oxido nitrico no efeito
antinociceptivo de FHEX (A) (12,5 mg kg?, v.0.) e FACOEt (B) (12,5 mg kg™, v.0.), L-
NOARG (75 mg kg, i.p.), L-arginina (600 mg kg, i. p.) e veiculo, na nocicepcéo induzida
por glutamato (20 uL 20" umol pata™) em camundongos (n=6). Os valores foram expressos
como média + E.P.M. (n=6) ('p< 0,05; vs veiculo; "p< 0,05 vs L-arginina) (ANOVA one way
seguido pelo Teste de Tukey).
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6.5 Avaliacdo da atividade motora espontanea de FHEX e FACOEt
6.5.1 Teste do campo aberto

A fim de avaliar efeito locomotor das FHEX (Figura 36 A) e FACOEt (Figura 36 B),
os camundongos foram submetidos ao teste do campo aberto. Os dados indicam que as FHEX
e FACOEt nas doses de (6,25, 12,5 e 25 mg kg?, v.0.), ndo interferem com o nimero de
invasdes dos animais, quando comparados ao grupo veiculo. O diazepam (4 mg kg, i.p.)

alterou o parametro avaliado de maneira significativa em relagdo ao controle (" p<0,001).
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Figura 36. Efeito de FHEX (A) (6,25, 12,5 e 25 mg kg™, v.0.) e FACOEt (B) (6,25, 12,5 e 25
mg kg, v.0.) sobre a atividade motora no teste do campo aberto em camundongos (n=6). Os
valores foram expressos como média = E.P.M. do nimero de quadrantes invadidos em 5 min.
“"p< 0,001 vs veiculo (ANOVA one way, seguido do Teste de Tukey).
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6.5.2 Teste do rota rod

Os dados indicam que os tratamentos com as FHEX (Figura 37 A) e FACOEt (Figura
37 B) nas doses de 6,25, 12,5 e 25 mg kg™, v.0., ndo interferem no tempo que 0s animais
permanecem na barra giratdria no teste do rota rod, quando comparados ao grupo controle. O
diazepam (4 mg kg, i.p.) droga padrdo altera o parametro avaliado de maneira significativa

em relacéo ao controle ("~ p<0,001).
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Figura 37. Efeito de FHEX (A) (6,25, 12,5 e 25 mg kg™, v.0.) e FACOEt (B) (6,25, 12,5 e 25
mg kg, v.0.) sobre a atividade motora no teste do Rota Rod em camundongos (n=6). Os
valores foram expressos como média = E.P.M. de permanéncia em segundos na barra
giratéria.  p< 0,001 vs veiculo (ANOVA one way, seguido do Teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

As plantas sdo capazes de produzir e sintetizar uma ampla diversidade de compostos
de baixa massa molecular, denominados metabdlitos secundarios, que evoluiram como
compostos de defesa contra herbivoros e micro-organismos (SOBEH et al., 2016). A maioria
dos metabolitos secundarios exibe atividade farmacoldgica relevante, como anti-inflamatorio,
anticancerigeno entre outros (ISLAM et al., 2016). Os metabolitos secundarios encontram-se
divididos em trés classes principais de acordo com a via metabolica, que sdo eles terpenoides,
compostos fendlicos e alcaloides, que devido ao seu mecanismo de agdo complementar
servem, como fontes de muitas drogas potentes (SIMOES et al., 2017; LAKSHMI; NAIR,
2017).

A analise preliminar da presenca de metabdlitos nas fracdes hexanica e acetato de etila
feita por cromatografia em camada delgada (CCD) evidenciou a presenca de manchas com
coloragédo roxa, o que pode ser um indicativo de compostos da classe dos terpenoides em
ambas as amostras. Verificou-se também na cromatoplaca das amostras analisadas a presenca
de manchas amarelas na fracdo acetato de etila caracterizando os compostos pertencentes a
classe dos flavonoides (CHAVES, 1997). Resultados semelhantes também foram encontrados
na analise fitoquimica das vagens de S. tubulosa realizados por Araujo et al. (2015), que
revelaram a presenga de taninos, flavonoides e saponinas. Com base nisso foi realizada a
analise por meio de cromatografia gasosa e espectrometria de massas (CG-EM) da fracédo
hexanica. A espectrometria de massa é uma técnica padrdo para a investigacdo analitica de
moléculas e misturas complexas, que é importante na determinacdo da composi¢do elementar
de uma molécula e na percepcdo de estruturas parciais usando fragmentacdes como
caracteristicos nos espectros de massas (KIND; FIEHN, 2010).

Os resultados relativos a analise da fragdo hexénica por CG-EM conduziram a
identificacdo de uma serie de compostos, entre eles alguns &cidos graxos como &cido
palmitico e acido oleico, e dois triterpenos lupenona e lupeol. Esse estudo corrobora com 0s
dados obtidos por Ragasa et al. (2014), que identificaram no extrato etandlico de S. saman 0s
mesmos acidos graxos e o triterpeno lupeol. O lupeol e a lupenona também foram encontrados
nas folhas de Mimosa pudica L. e Senna obtusifolia L. e ambos da familia Fabaceae (LUZ et
al., 2010). Nas raizes de Piptadenia rigida (Benth.) foi identificado o triterpeno lupeol
(CARVALHO et al., 2011). O lupeol € classificado como triterpeno, sendo encontrado em
varias plantas, como repolho branco, pimenta, pepino, manga, morango e uva vermelha e em

plantas medicinais, como ginseng americano (KHAN et al., 2018). No entanto, ganhou mais
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importancia por exibir vérias atividades farmacoldgicas sob condices in vitro e in vivo. Estas
incluem a sua atividade benéfica contra a inflamacdo, artrite, diabetes, doengas cardiacas,
toxicidade renal e toxicidade hepatica (FERNANDEZ et al., 2001; KALLUBAI et al., 2015).
Na tentativa de identificacdo dos componentes da fracdo acetato de etila foi utilizado a
espectrometria de massas (MS) que tem sido adotado por ser um caminho rapido e seguro
para a obtencdo de principios ativos de plantas guiado por bioensaios.

A espectrometria de massas (MS) utilizando como fonte de ionizagdo eletrospray
(ESI), permite a analise direta e rapida de misturas complexas. Estruturas de diferentes
tamanhos e tipos de moléculas polares tais como os acidos fendlicos, flavonoides glicosilados
ramificados e taninos (SIMIRGIOTIS et al., 2012). Os dados obtidos a partir da técnica ESI-
IT-MS possibilitaram identificar os constituintes quimicos majoritarios da fracdo acetato de
etila das vagens de S. tubulosa. Considerando seus padrdes de fragmentacdo e espectros
comparando-o0s com os dados existentes na literatura.

Ao analisar o espectro de massas, destaca-se que o pico obtido por ESI(-)-ITMS em
modo negativo m/z 169 [M-H] é caracteristico do acido galico, um metabdlito secundario de
ampla ocorréncia natural, formado pela via do &cido chiquimico (FATHONI et al., 2017). O
ion da molécula desprotonada em m/z 169 confirma a presenca desta substancia, que também
foi encontrada no extrato aquoso de folhas verdes de Myrtus communis L. e identificada por
Romani, Campo e Pinelli (2012), como sendo apenas um galatanino. Esta substancia foi
isolada da casca do caule e das folhas de Cenostigma macrophyllum Tul. (ALVES et al.,
2012), como também dos frutos de Punica granatum L. e Caesalpinia ferrea Mart
(BENSAAD et al., 2017; NAKAMURA et al., 2002) e nas folhas de Schotia
brachypetala Sond. (SOBEH et al., 2016). Dentre as atividades biolégicas deste composto
estd a anti-inflamatdria com inibicdo da producdo de NO, PGE-2 e IL-6 e hepatoprotecdo
contra danos hepaticos induzidos por tetracloreto de carbono em ratos, além de atividade
antioxidante com inibicdo da peroxidacédo lipidica (BENSAAD et al., 2017; TUNG et al.,
2009).

O ion em [M-H] em m/z 197 sugere a presenca de um constituinte da classe dos
compostos fenolicos, o galato de etila, que foi identificado em comparacdo com a literatura,
apresentando fragmentos de fons MS? em m/z 169 e 125 (CHERNONOSOVA; KARPOVA;
LYAKH, 2017). Os espectros MS? desse fon levaram & formagao do fon produto em m/z 169,
gue esta relacionado com a perda de CH,=CH, [M-28-H]" e o fragmento idnico em m/z 125
[M-28-44-H]’, bem como a perda de CH,=CH, e CO,, confirmando assim o composto galato
de etila (SUN et al., 2007; WYREPKOWSKI et al., 2014).
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A anélise do ion da molécula desprotonada em m/z 285 indicam o composto luteolina
da classe dos flavonoides. A fragmentacéo deste fon produziu m/z 265 no MS? (FATHONI et
al., 2017). Os principais fragmentos de ions para luteolina sdo m/z 241 e m/z 175 (BRITO et
al., 2014). Esse composto também foi identificado nas folhas de Albizia chinensis Osb., e
isolado da casca do caule de Albizia julibrissin Durazz (GHALY; MELEK; ABDELWAHED,
2010; JUNG et al., 2004).

Uma das atividades biologicas da luteolina estd relacionada com a reducdo da
inflamacéo pela inibi¢do da secre¢do de citocinas inflamatorias, como a interleucinal  (IL-1
B) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) de mastécitos humanos (HMC-1) (JEON et al.,
2014). A luteolina também inibe a angiogénese, induz a apoptose e atua na prevencdo da
carcinogénese em modelos animais, reduzindo o crescimento tumoral in vivo e o potencial
quimioterapico (LOPEZ-LAZARO, 2009).

O é&cido elagico apresenta o ion da molécula desprotonada em m/z 301. O padrédo de
fragmentacdo do A&cido elagico constitui-se basicamente das perdas no espectro MS?,
originando os ions m/z 257, 229 e 185 (MULLEN et al., 2003; SEERAM et al., 2008;
SANTOS et al., 2013). E um composto fenélico muito importante, encontrado em plantas
medicinais como quebra-pedra (Phyllanthus amarus Schum.) (DHOOGHE et al., 2011). E a
literatura descreve algumas atividades bioldgicas tais como antioxidante ndo enzimatica, com
a eliminacéo de radicais livres e a atividade antioxidante enziméatica como o aumento do nivel
proteico de enzimas antioxidantes (OMUR; COYAN, 2016; OLIVEIRA, 2016; YOUSEF;
MASYR; MOHSEN, 2016; CHEN; CHEN; ZHOU, 2018). Além de controlar o indice
glicémico e o metabolismo lipidico em camundongos (CHAO; HSU; YIN, 2009). Possui
atividade anti-inflamatoria com inibicdo da enzima COX-1 e COX-2 e reducdo da producéo
da PGE-2 (BENSAAD et al.,, 2017; CORBETT et al., 2010; FAVARIN et al., 2013).
Segundo Marin e seus colaboradores (2013), no modelo de colite ulcerativa, o &cido elagico
inibiu significativamente a progressdo da doenca, reduzindo a inflamag&o intestinal com a
reducdo de mediadores como a COX-2 e iNOS e a via de sinalizagdo NF-kB foi bloqueada.

A andlise do espectro evidenciou ainda ion da molécula desprotonada em m/z 341,
onde sua fragmentacdo produziu o ion m/z 179, devido a divisdo da porcdo hexose (162 Da),
bem como ions m/z 161 [M-H-hexose-H,0]’, m/z 143 [M-H-hexose-2 x H,0O]". Com base nos
argumentos acima, o composto foi atribuido como sendo o &cido cafeico-O-f-hexosideo
(KOOLEN et al., 2013; SAID et al., 2017).

Outra classe de substancias identificadas na fragéo acetato de etila das vagens de S.

tubulosa sé@o os flavonoides, comum também em outras espécies da familia Fabaceae como
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Albizia chinensis Merr., Albizia lebbeck L., Albizia julibrissin Durazz. (GHALY; MELEK;
ABDELWAHED, 2010; EL-MOUSALLAMY, 1998; LAU et al., 2007).

A verificacdo dessas evidéncias foi realizada com base na interpretacdo dos espectros
de massas dos principais ions percursores observados. Por exemplo, a quercetrina foi
identificada pela presenca do ion percursores de m/z 447 que foi atribuido ao ion da molécula
desprotonada [M-H] (TIBERTI et al., 2007). A quercetrina é um flavonol pertencente a
classe dos flavonoides sendo considerado um potente antioxidante, pois protege contra lesdo
tecidual induzida por varias toxicidades de drogas. Além de atividades bioldgicas como
antiviral, anticancer, hepatoprotetora, antimicrobiana e anti-inflamatéria (MAALIK et al.,
2014; DAVID et al., 2016; DAJAS, 2012; BAGHEL et al., 2012; LIN et al., 2012; ANHE et
al.,, 2012; YING et al., 2013; LEKIC et al., 2013; LIU et al., 2012). E encontrado
principalmente em cebolas, uvas, frutas vermelhas, cerejas, brocolis e frutas citricas (DAVID
etal., 2016).

A andlise criteriosa dos ions evidenciou a presenca de uma molécula de digaloil-
glucose (m/z 483). No MS? o fon m/z 331 e os principais fragmentos foram determinados pela
perda de 4gua a m/z 313 [M-H-18]", remocao de um e dois grupos formaldeido (CH,0) da
glicose em m/z 271 [M-H-60]" e m/z 211 [M-H-60-60]", respectivamente, também pela perda
de outra molécula de 4gua a m/z 193 [M-H-2x60-18] e a perda de glicose [M-H-162]". O
composto foi identificado como 1,6- digaloil-glucose (SANTOS et al., 2013;
NUENGCHAMNONG et al., 2011; WYREPKOWSKI et al., 2014). Esta mesma substancia
também foi identificada em Punica granatum L. e Caesalpinia ferrea Stem Bark (MENA et
al., 2012; WYREPKOWSKI et al., 2014).

O conjunto de dados fornecidos pelo espectro de massas correspondente ao ion m/z
593 corroboram para sugerir a presenca da luteolina-7-O-rutinosideo ou kaempferol-3-O-
rutinosideo (CHEN; INBARAJ; CHEN, 2012). Esses mesmo compostos também foram
isolado das folhas de Albizia chinensis Merr., (GHALY; MELEK; ABDELWAHED, 2010).

A analise do espectro evidenciou também o ion da molécula desprotonada em m/z 609,
com base na literatura sugeriu-se a substancia quercetrina-3-O-(6-O-ramnosil-glucosideo)
(KARAR et al., 2013). Esse mesmo composto também foi isolado das folhas de Albizia
lebbeck L. e Albizia chinensis Merr., (EL-MOUSALLAMY, 1998; GHALY; MELEK;
ABDELWAHED, 2010).

O uso de plantas no tratamento de varias doengas é feito na maioria das vezes de
forma meramente intuitiva, destituido de qualquer informac&o sobre os efeitos colaterais e
bioldgicos associados a essas terapias (CRAGG; NEWMAN, 2013). Com base nisso,
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inicialmente avaliou-se o perfil toxicoldgico das fragdes hexanica, acetato de etila e aquosa na
dose de até 2000 mg kg™. Os resultados observados ndo revelaram sinais de toxicidade
sistémica apos a administracdo das fracdes hexanica, acetato de etila e aquosa na dose de
2000 mg kg™ via oral (v.0.). Ndo foram observadas mortes nem alteracées de comportamento
durante o tempo de observacéo de 14 dias, durante o estudo ndo foram observadas alteragoes
nos sistemas respiratorio, locomotor e nervoso. Foi observado também sobrevivéncia de
100% dos animais tratados com a dose de 2000 mg kg™, assim néo foi possivel estabelecer a
DLso.

A literatura mostra que vérias plantas utilizadas na medicinal tradicional no
apresentam toxicidade expressiva, por exemplo, o extrato hidro alcodlico da casca de Albizia
glaberrima Benth. e o extrato etandlico de S. tubulosa ndo apresentaram sinais de toxicidade e
mortalidade nos animais quando monitorados por 14 dias apds o tratamento até a dose de
2000 mg kg™ (OGBIT; AKINDELE; ADEYEMI, 2017; SALES, 2015). Da mesma forma que
0 extrato bruto de Faidherbia albida Del, ndo produziu nenhuma morte até a dose 5000 mg
kg™ (TJANI; UGURU; SALAWU, 2008).

De acordo com a OCDE 423, uma vez que todos 0s animais sobreviveram até sua
eutanasia, as fracbes podem ser consideradas como de baixa toxicidade (OECD, 2001). Na
avaliacdo da toxicidade aguda, também ndo houve alteracdo do peso corporal dos animais.
Esse parametro € relevante em avaliacGes de toxicidade dos animais tratados, pois indica 0
aparecimento, muitas vezes precoce, de efeitos toxicos de uma determinada substancia no
organismo animal (PIRES-JUNIOR et al., 2012). Resultados semelhantes foram encontrados
em experimento para avaliar a ingestdo direta das vagens de S. tubulosa numa dieta contendo
5% de vagens associadas a ragdo, no qual verificou-se que a incorporacdo das vagens de S.
tubulosa na dieta ao nivel de 5% néo afetou o ganho de peso dos animais (ARAUJO et al.,
2015). Esses resultados corroboram com nosso trabalho que mostra que a administracdo das
doses estudadas néo interfere no ganho de peso dos animais avaliados.

Neste trabalho foi observado que o tratamento agudo com as fracGes hexanica e
acetato de etila ndo alteraram os niveis de AST e ALT quando comparadas ao controle. Além
disso, a anélise macroscopica dos 6rgaos internos mostrou que as fragdes ndo causaram danos
aos 0rgéos analisados, o que confirma a baixa toxicidade. Um dos drgéos mais afetados por
substancias toxicas é o figado que € o principal 6rgéo responsavel pela biotransformacéo de
substancias quimicas no organismo e, portanto, € um dos envolvidos diretamente nos efeitos

adversos causados por substancias toxicas, assim as enzimas séricas AST e ALT sdo
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consideradas marcadores sensiveis de toxicidade hepatica e seu aumento na atividade indica
danos ao figado (RAMAIAH, 2011).

Quanto a toxicidade reprodutiva ndo foi avaliada neste trabalho, uma vez que esse
parametro ja tinha sido avaliado por Sales (2015), que concluiu que as fracGes hexanica,
acetato de etila e aquosa na dose de 240 mg kg™ apresentaram toxicidade sobre a gestagdo de
ratas Wistar com a diminuigdo do indice de gestacdo apenas na fragdo hexanica. Dessa forma,
as fracdes ndo devem ser utilizadas durante o periodo gestacional, por serem responsaveis por
alteracdes na gestacdo e sobre o sistema reprodutor. Mas este fato ndo é impedimento para
que as fracdes sejam usadas como um possivel fitoterdpico, apenas pode ser limitado seu uso,
além do uso racional durante a gestacdo, assim como acontece com outros fitoterapicos a
exemplo da Gikgo biloba L., Peumus boldos Molina (ANVISA, 2016; BRUNO et al., 2018).
Entretanto faz-se assim necessaria a realizacdo de estudos toxicologicos mais detalhados para
garantir a segurancga na sua utilizagéo.

No presente estudo, avaliou-se o efeito anti-inflamatorio das fragdes de S. tubulosa em
roedores utilizando edema induzido por diferentes agentes. A injecdo de carragenina produziu
um evento bifasico no mecanismo de inflamacdo. A fracdo hexanica inibiu 0 edema em todas
as doses analisadas, na segunda e terceira hora, sendo que na maior dose (200 mg kg ™)
manteve esse efeito da segunda até a quinta hora. Ja a fracdo acetato de etila, produziu
inibicdo significante, somente na dose de 200 mg kg™, da terceira & quinta hora. A fracdo
aquosa ndo produziu efeito antiedematogénico em nenhuma das fases do processo
inflamatdrio. O que sugere que seus constituintes bioativos ndo sdo capazes de reduzir o
edema induzido por carragenina.

O edema de pata induzida por carragenina € um modelo animal experimental
geralmente usado para avaliar a contribuicdo de produtos naturais por resistir as alteraces
bioguimicas associadas a inflamacdo aguda e adequado para investigacdo de efeito e anti-
inflamatdrio de produtos naturais (KHEDIR et al., 2016).

Segundo Vinegar et al. (1969), a resposta inflamatoria induzida pela carragenina é
bifasica, a primeira fase (1-3 h) vascular é caracterizada por formacdo marcada de edema
resultante da répida producdo de véarios mediadores inflamatorios incluindo histamina,
serotonina e bradicinina (DI ROSA et al., 1971). A segunda fase celular (3-5 h) é marcada
pela liberagdo de prostaglandinas, produzido pela enzima cicloxigenase (COX-1) e (COX-2)
(SEIBERT et al., 1994; SALVEMINI et al., 1996).

De acordo com o resultado obtido, pode ser sugerido que FHEX pode inibir a fase de

edema induzido por carragenina e, a atividade antiedematogénica da fracdo, pode estar
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relacionada com a inibicdo de mediadores inflamatorios enddgenos como histamina,
serotonina e bradicinina e também mediadores tardios como, por exemplo, a inibicdo da
biossintese da cicloxigenase e consequente, diminuicdo da expressdo de prostaglandinas, ja a
FACOETt pode estar relaciona com a diminuicéo de prostaglandinas.

Resultados semelhantes aos aqui encontrados foram relatados para outras espécies da
mesma tribo de S. tubulosa, como na Albizia glaberrima Benth. em que o extrato
hidroalcodlico reduziu o edema a partir da terceira hora de observacdo, possivelmente por
meio da inibicdo da producdo prostaglandinas e diminuicdo da cicloxigenase (OGBITI,
AKINDELE; ADEYEMI, 2017). Bao et al. (2009) avaliaram o extrato etandlico de
Pithecellobium clypearia Benth. rico em composto fendlicos e verificaram que diminuiu
significativamente o edema induzido por carragenina, com efeitos inibitérios maximos as 4 h
apos injecdo de carragenina.

Véarios modelos experimentais podem ser empregados para investigar o potencial
antiedematogénico de uma substancia com potencialidade terapéutica, entre 0s mais comuns
podemos citar o edema de pata induzido por dextrana e carragenina, utilizadas neste
experimento. Foi analisado o efeito de FHEX sobre o edema induzido por dextrana, uma vez
que essa fracdo produziu efeito nas duas fases de observacdo do edema.

Estd bem estabelecido que a carragenina e a dextrana induzem o edema da pata por
diferentes mecanismos. O edema induzido pela injecéo intraplantar de dextrana ocorre por um
mecanismo diferente daquele ocorrido pela carragenina. Dextrana é um polissacarideo de alta
massa molecular que induz reacdo apos injecdo em camundongos e ratos, caracterizada por
extravasamento e formagdo de edema, como consequéncia da liberacdo de histamina e
serotonina dos mastocitos, sem o envolvimento de leucdcitos polimorfonucleares no tecido
inflamado (NDEBIA et al., 2011; CARVALHO et al., 2013). No presente trabalho, a FHEX
diminuiu a formacgéo de edema induzido por dextrana nas patas de camundongo, sugerindo
que os efeitos de FHEX poderiam envolver o bloqueio dos receptores de histamina e/ou
serotonina ou a inibicdo da sua liberagdo dos mastécitos (CARVALHO et al., 2013).

Foi investigado a atividade antiedematogénica das FHEX e FACOEt no edema de pata
induzido pela prostaglandina E2 (PGE2). As prostaglandinas sdo formadas quando o acido
araquidoénico é liberado na membrana plasmatica por fosfolipases e metabolizado pelas a¢Ges
das cicloxigenases, elas desempenham um papel fundamental na geracdo da resposta
inflamatoria. Sua biossintese € significativamente aumentada no tecido inflamado e contribui
para o desenvolvimento dos sinais cardinais de inflamacdo aguda (GROSSER; RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2017; FIRDOUS; KUTTAN; KUTTAN, 2015). Os resultados obtidos no
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edema de pata induzido pela injecdo de PGE2 em camundongos mostram que as fragoes
inibiram o edema de maneira semelhante a indometacina. Esses dados revelam que as FHEX
e FACOEt inibiram a acdo da PGE2 e que esse efeito inibitorio pode ser devido a ligacao
direta das FHEX e FACOELt ao receptor da PGE2 ou ainda por bloquear pontos na via de
sinalizacdo induzida pela PGE2 (KALE et al., 2007).

A atividade antiedematogénica das FHEX e FACOEt podem estar relacionados a seus
compostos fitoquimicos, como acidos graxos e triterpenos presentes na FHEX. Foi descrito
que &cidos graxos poli-insaturados funcionam como mediadores e reguladores da inflamacéo
(KHEDIR et al., 2016). O triterpeno lupeol identificado na FHEX exibe propriedades anti-
inflamatorias topicas em diferentes modelos animais de inflamag&o, reduzindo os niveis de
citocinas inflamatdrias e a expressdo proteica pro-inflamatoria via inibicdo da via do fator
nuclear kB (NF-kB) (FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007). Além do acido galico
presente na FACOEt que ja foi relatado na literatura como redutor de inflamac&o associado a
inibicdo da producéo de PGE2 (BENSAAD et al., 2017).

A supressdo da inflamacao esta entre as acGes farmacoldgicas mais comuns relatadas
para produtos naturais, particularmente para aqueles de origem vegetal. Para muitos destes
compostos, a interferéncia com a biossintese de PGs prd-inflamatdrios é proposta como
potencial modo subjacente de acdo (KOEBERLE; WERZ, 2014; KOEBERLE; WERZ,
2018). Entre esses compostos estd o lupeol que reduz significativamente a producdo de
prostaglandina E2 (PGE2) e os polifendis que ja foram reconhecidos como inibidores potentes
de cicloxigenase (FERNANDES et al., 2001; CHEN et al., 2012; PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

No presente estudo, também foi avaliada a atividade antinociceptiva das fracGes
FHEX, FACOEt e FAQ, em modelos experimentais de nocicepgéo, contribuindo assim, para o
conhecimento farmacoldgico desta planta. Os resultados deste estudo mostram pela primeira
vez que as FHEX e FACOEt obtidas a partir do extrato etandlico das vagens de S. tubulosa,
possuem atividade antinociceptiva quando administrados por via oral em diferentes modelos
de nocicepcao quimica em camundongos.

As fragbes (FHEX e FACOELt) produziram antinocicep¢do em ambas as fases do teste
da formalina. No entanto a FAqQ ndo produziu efeito antinociceptivo em nenhuma das fases do
teste. A injecdo intraplantar de formalina evidencia duas fases distintas de sensibilidade
dolorosa. A primeira fase, quando a dor neurogénica é causada pelo efeito direto da formalina
nas fibras C sensoriais, liberando neuropeptidios como a substancia P, entre outros. A

segunda fase € caracterizada como dor inflamatoria, relacionada a liberacdo de mediadores
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nociceptivos, como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e amino&cidos
excitatorios, que podem ser inibidos por analgésicos e anti-inflamatérios (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989).

O teste de formalina € sensivel a varias classes de analgésicos, 0s resultados
mostraram que o tempo gasto em lamber a pata lesada foi significativamente reduzido pela
administracao oral das FHEX e FACOEt em ambas as fases, sugerindo um efeito central e
periférico por meio de uma resposta bifasica do tempo da lambida da pata induzida por
formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Além disso, FHEX e FACOEt foram capazes de inibir a nocicepcdo neurogénica
causada pela capsaicina, um alcaloide extraido de pimentas picantes, que estimula as
terminacfes nervosas nociceptivas e térmicas causando dor intensa. A capsaicina atua
ativando os receptores de potencial transitorio (TRP) (GEES et al., 2013; HWANG et al.,
2000). A injecdo de capsaicina na pata traseira de camundongos produz padrdes de
comportamento de nocicepgdo caracteristicos, tais como lamber e morder a pata afetada,
produzindo alteragbes significativas nos limiares de nocicepcdo térmica e mecanica. Tais
fatos acontecem pela inducdo da estimulacdo direta de fibras do tipo C ndo mielinizadas e
pobre em fibras Ad mielinizadas e finas através do receptor de potencial transitorio do tipo
valinoide 1 (TRPV1) localizados nos neurdnios nociceptivos, abrindo um canal ndo seletivo
de cations, permitindo o influxo de cations, principalmente Ca’* e Na®, causando
despolarizacdo e iniciacdo de potenciais de acdo e a liberacdo de varios neuropeptidios
envolvidos na transmissdo dolorosa, dentre estes a substancia P (NAH et al., 2000;
SAWYNOK et al., 2006; PALAZZO; ROSSI; MAIONE, 2008).

Com a finalidade de avaliar o envolvimento dos aminoacidos excitatérios no efeito
antinociceptivo de FHEX e FACOEt, foi realizado o teste da nocicepgdo induzida pelo
glutamato. O glutamato é um importante neurotransmissor excitatério que transmite sinais
nociceptivos promovendo a ativacéo direta de receptores em fibras nociceptivas (RUGGIERO
et al., 2011). Esta ligado a mediacdo da nocicepcao, na coluna dorsal e na periferia do sistema
nervoso, uma vez que € liberado em resposta a estimulacéo nociceptiva e lesdo tecidual ou de
nervo (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002). Substancias que diminuem a nocicepgdo
induzida por glutamato podem estar atuando em seus receptores como antagonistas ou
inibindo a sintese de NO pelo blogueio da NOS (BEIRITH et al., 2002).

Os resultados mostraram que as FHEX e FACOEt foram capazes de reduzir a
nocicepg¢édo induzida pelo glutamato nos camundongos tratados com a dose de 12,5 e 25 mg

kg™. Esse resultado por ser devido a presenca do composto lupeol encontrado na fracdo
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hexanica. Sua propriedade j& foi demonstrada ao analisar seu efeito antinociceptivo
administrando o composto extraido da fracdo hexanica de Zanthoxylum rhoifolium Lam. em
modelos de dor aguda em roedores, sugerindo que o lupeol pode interferir na ativacdo dos
receptores glutamatérgicos, o que limitaria a producao de 6xido nitrico e outros mediadores
(PEREIRA et al., 2010). A acdo antinociceptiva da FHEX na nocicep¢do causada pelo
glutamato pode estar associada, pelo menos em parte, a sua interagdo com o sistema
glutamatérgico ou com a producéo do NO.

Na perspectiva de esclarecer se 0 mecanismo de acdo envolvido na resposta
antinociceptiva de FHEX e FACOEt estaria relacionado com a participacdo do sistema opioide
no efeito antinociceptivo de FHEX e FACOEt, os animais foram previamente tratados com a
naloxona. Observou-se que a naloxona na dose avaliada produziu efeito significativo sobre a
nocicepc¢do do glutamato e reverteu completamente a antinocicepc¢do induzida pela morfina e
pelas FHEX e FACOEt, sugerindo que o sistema opioide provavelmente esta envolvido na
antinocicepgéo das FHEX e FACOEt.

A antinocicep¢do da FACOEt também foi antagonizada pelo pré-tratamento com
glibenclamida (um bloqueador dos canais de K * a7p), 0s canais K “arp estdo amplamente
presentes em neurdnios periféricos e centrais, além de células gliais onde desempenham um
papel importante na regulacdo da excitabilidade da membrana e liberacdo de
neurotransmissores (GHORBANZADEH, 2014).

Os resultados apresentados neste trabalho corroboram com COELHO (2014), o qual
avaliou o galato de etila, um dos constituintes presentes na FACOEt, no pré-tratamento dos
animais com glibenclamida, a substancia foi capaz de prevenir parcialmente e também
demonstrou que a ativacdo de canais de potéassio sensiveis ao ATP estd envolvida na
antinocicepcédo causada pelo galato de etila, sugerindo que a via canais K * atp provavelmente
esta envolvido na antinocicepcao da FACOEt.

Pela via do glutamato esta bem descrito que o sistema Oxido nitrérgico, também exerce
um papel importante na modulacdo da nocicepgéo. A ativacéo de receptores glutamatergicos,
especialmente 0 NMDA, pode estimular a atividade de enzimas intracelulares como a NOS
através do aumento de célcio intracelular e a producdo de uma variedade de segundos
mensageiros, como o NO, relacionados com a transmissdo da conducédo da dor (BEIRITH et
al., 2002). No presente estudo, ficou demonstrado que a via L-arginina 0xido nitrico reverteu
de forma parcial o efeito antinociceptivo causada pelas FHEX e FACcOEt. Foi possivel
observar que quando tratados com a L-NOARG, os animais exibiram um comportamento

antinociceptivo, em relacdo ao grupo controle, diferente da auséncia de efeito evidenciado
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quando apenas L-arginina foi administrada. Estas evidéncias corroboram com os resultados
encontrados no teste da nocicepcdo induzida pelo glutamato, visto que a via glutamatérgica
pode estar envolvida na participacdo do NO.

Sabe-se que drogas com atividade sedativa também podem inibir o comportamento de
lamber e cogar a pata do animal e também influenciar na resposta motora (WATANABLE et
al., 1999). No entanto, o presente trabalho mostrou que as FHEX e FACOEt nédo alteraram a
atividade locomotora dos animais. A atividade locomotora ¢ um resultado da ativacdo
cerebral, que se manifesta como uma excitacdo dos neurdnios centrais e um aumento no
metabolismo cerebral (CALABRESI et al., 2000). O teste de campo aberto e do rota rod
foram utilizados para excluir a possibilidade de que a agdo antinociceptiva das fracGes
pudessem estar relacionadas a disturbios inespecificos na atividade locomotora dos animais
(GONGALVES et al., 2013).

O presente estudo mostrou que o tratamento com as FHEX e FACOEt ndo tiveram
nenhum efeito na coordenacdo motora e nem locomotora, como refletido pelo teste de campo
aberto e rota rod. Portanto, a supressdo da resposta da lambida induzida pela capsaicina,
formalina e glutamato, causada pelo tratamento com FHEX e FACOEt, sdo indicagdes

complementares da acdo antinociceptiva dessa planta.
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7 CONCLUSOES

1. A analise fitoquimica por meio da cromatografia em camada delgada permitiu inferir
que as fragOes apresentam em sua constituicdo compostos da classe dos terpenoides,

flavonoides e outros fenélicos;

2. O estudo por CG-EM da fracdo hexanica levou a identificacdo de 11 substancias, em
sua maioria acidos graxos e dois compostos triterpénicos, a lupenona e o lupeol, sendo
todos relatados pela primeira vez na espécie, fortalecendo assim o perfil fitoquimico

do género Samanea;

3. A analise por ESI-ITMS da fracdo acetato de etila permitiu a identificacdo de 10
constituintes quimicos, entre compostos fenolicos, incluindo flavonoides, todos

relatados pela primeira vez na espécie;

4. As fracBGes hexanica, acetato de etila e aquosa podem ser consideradas como de baixa

toxicidade, pois ndo provocam mortes, nem alteragcdes nos parametros quimicos;

5. As fracOes hexanica e acetato de etila, administrado por via oral, reduziram
significativamente o edema induzido por carragenina, a partir da terceira hora, pela
dextrana a partir de uma hora, e pela PGE2, em todas as horas indicando atividade

anti-inflamatéria;

6. Observou-se efeito antinociceptivo das fracGes hexanica e acetato de etila, nos

modelos de nocicepcdo quimica induzida por capsaicina, formalina e glutamato;

7. O mecanismo de agdo das fracGes hexanica e acetato de etila pode estar relacionado
com a via opioide. Na fracdo acetato de etila pode também esté relacionado a via dos

canais de K" atp:

8. A atividade antinociceptiva foi complementada pelos testes do campo aberto e rota-
rod. As fragbes ndo foram capazes de alterar a capacidade exploratoria e locomotora
dos animais, excluindo assim a possibilidade de atividade antinociceptiva relaciona a

sedacéo dos animais;
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9. O efeito anti-inflamatdrio e antinociceptivo evidenciado nas fragdes hexanica e acetato
de etila pode estar relacionado a presenca de compostos como o lupeol, &cido gélico,

luteolina e acido elagico;

10. Diante do exposto os resultados indicam efeitos anti-inflamatorios e antinociceptivo,
com grande potencial para subsidiar o desenvolvimento de um fitoterapico, porém,
outras investigacOes farmacoldgicas e celulares sdo necessarias para esclarecer melhor

0 mecanismo de acdo envolvidos
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PERSPECTIVAS

As fracOes derivadas do extrato etandlico das vagens de S. tubulosa sdo apresentadas
como um produto com baixa toxicidade e mostram ainda efeitos anti-inflamatério e
antinociceptivo.

Uma perspectiva é produzir um fitoterdpico utilizando as fragdes hexéanica e acetato de
etila, e realizar outros estudos mais detalhados para garantir a seguranca na sua utilizacédo. E
posteriormente regulamentar seu uso e distribui¢do junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) com a subsequente comercializacdo, principalmente se seu custo for
menor do que os produtos j& disponiveis no mercado, facilitando a aquisicdo pela populacdo
que dele precisar.

Quanto aos estudos experimentais, € almejada a continuidade de testes com as fracbes
hexanica e acetato de etila, tanto por vias de administragdo nao utilizadas neste trabalho como
em modelos animais diferentes, objetivando encontrar outras atividades destas fragGes, assim

como elucidar melhor seus mecanismos de acgéo.
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Anexo A — Carta de aprovacdo da Comissdo de Etica e Experimentag&o no uso de

animais em Pesquisa.

MINISTERIO DA EDUCAGAO b

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA .

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL ym

Campus Unlvoraitarlo Ministro Potrdnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
? Tolofone (86) 3215-5734 _o-mail: ceeapi@uipi.edu.br

-

CERTIFICADO

L 3

Certificamos que o Projeto intitulado “Estudo das agoes farmacologicas das
fragbes de extrato das vagens de Samanea tubulosa Benth.”, protocolo n°
053/15, sob a responsabilidade de AMILTON PAULO RAPOSO COSTA- que
envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagad
Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reuniao na presente data

18/09/2015.
Vigéncia do Projeto  |Outubro/ 2015 a Margo/ 2016 '
Espécie/ linhagem 1. Camundongo heterogénicol Swiss; ‘
2. Rato heterogénico/ Wistar. |
N° de Animais 280 1
Peso/ Idade 1. 25-30g; |
2. 180-200 g. j
Sexo 1. 126 machos; l
2. 154 machos. :
Origem Biotério Central da UFPI. |

Teresina, 18 de Setembro de 2015.

|

et L. de Mendonca ”

Comité de ETica em Hxperimentagdo Animat-UFFI
Coordenadora
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Anexo B — Carta de aprovacio da Comissao de Etica e Experimentagio no uso de
animais em Pesquisa.

MINISTERIO DA EDUCAGAQ

UNIVERSIDADE FEDERAL D i S
, O PIAU
PRO-REITORIA DE PESQUISA ! E

COMITE DE ETICAEM E 3
Campus Universitario Ministro Petrénio Portala, é_‘:ﬁﬂg%e I:aiel? BA-N!M"AL D>
Telefone (86) 3215-5734 _e-ma: ceeapi@uipiedubr " o - 4049550 -

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Estudo das agées farmacoldgicas das fragdes de
extrato das vagens de Samanea tubulosa Benth., protocolo n°® 146/16, sob 2
responsabilidade do Prof. Dr. AMILTON PAULO RAPOSO COSTA -Morfofisiologia
Veterinaria/CCAJUFPI que envolve a producao, manutencao e/ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de
2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi Aprovado
pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do
Piaui, em Reunido na presente data 15/04/2016.

' Vigéncia do Projeto | Junhol 2016  Dezembrof 2017
' Espécie/Linhagem | Camundongo heterogénico/swiss

| N° de Animais | 364
| Peso/ Idade 12530/ —
Sexo | Machos
Origem | Biotério Central da UFPI.

Teresina, i5 de Abril de 2016.

f pecs
e/Mendoncg
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Anexo C — Declaracéo do depésito de pedido de patente submetido ao Instituto Nacional

de Propriedade Industrial por meio do Ndcleo de Inovagéo e Transferéncia de
Tecnologia na Universidade Federal do Piaui.

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
NUCLEO DE INOVACAO E TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA
Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Setor de Convivéncia L09 e L10
Bairro Ininga CEP: 64049-550 - Teresina-Pl Fone/Fax (86)3237-1638

DECLARACAO

Requerente: TAMNATA FERREIRA ALIXANDRE. CPF: 026.588.783-62.

Titulo do Projeto: "PROCESSO DE ()BTléN(;[\() DE EXTRATO. FRAC‘C)ES E COMPOSTOS ISOLADO
PARA ELABORACAO DE COMPOSICAO FARMACEUTICA DA ESPECIE Samanca tubulosa Benth..
FABACEAE PARA TRATAMENTO DE DOR E INFLAMACAO™

Data de Entrada no NINTEC: 22/05/2017.

O Nucleo de Inovagao e Transferéncia de Tecnologia — NINTEC | 6rgao da Universidade Federal do
Piaui. através deste instrumento, declara para as finalidades de direito. a pedido do interessado. que se
encontra em nosso poder solicitacao para depdsito de pedido de PATENTE de autoria do(a) Requerente
supra nominado(a) e seu respectivo titulo. também cima descrito. o(a) qual estd em fase de andlise dos
requisitos necessarios a sua formalizagao junto ao INPI — Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecugao da postulagao pretendida. o objeto deste pleito deve
necessariamente atender as seguintes fases:
a) pré-analise a patenteabilidade da criagao:
b) busca de anterioridade para verificacao do estado da técnica:
¢) envio do resultado da busca de anterioridade. juntamente com cdpias de pedido ja requerido no
Brasil e em outros paises. bem como orienta¢des para a reda¢ao do pedido de patente (AN
127/1997 — INPI);
d) solicitagdao de pagamento das taxas de deposito e abertura de processo no Protocolo Geral para
depdsito de pedido:
¢) apreciacdo ¢ assinatura da Reitoria da UFPL.

f) encaminhamento da documentagao ao INPI para deposito.

Salientamos ainda que. para cada fase acima descrita, ¢ necessario tempo habil para as respostas. a

fim de cumprir com fidelidade e seguranca a pretensao perquerida.
Por ser verdade. firmo a presente.

Teresina (PI), 06 de junho de 2017.

ﬁ* :
Prof" . Maria Rita de Morais Chaves Santos

Coordenadora do Nucleo de Inovagao e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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Anexo D — Comprovante de Cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado.

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
Comprovante de Cadastro de Acesso
Cadastro n2 A2EBB03

A atividade de acesso ao Conhecimento Tradicional Associado, nos termos abaixo resumida, foi
cadastrada no SisGen, em atendimento ao previsto na Lei n® 13.123/2015 e seus regulamentos.

Numero do cadastro: A2EBB03

Usuario: Universidade Federal do Piaui
CPF/CNPJ: 06.517.387/0001-34

Objeto do Acesso: Conhecimento Tradicional Associado
Finalidade do Acesso: Pesquisa e Desenvolvimento Tecnolégico
Espécie B

nao
Fonte do CTA :

CTA de origem nao identificavel

Titulo da Atividade: Estudo das agoes farmacoldgicas das fragoes do extrato das vagens de

. . Samanea _tubu]osa Benth. S —
Equipe ; ST R SRR G e s B AR R S R RO R

Amilton Paulo Raposo Costa Universidade Federal do Piaui

Tamnata Ferreira Alixandre Universidade Federal do Piaui

Paulo Alex Bezerra Sales Universidade Federal do Piaui

Mariana Helena Chaves Universidade Federal do Piaui

Mariuce Pereira Damasceno Lima Universidade Federal do Piaui

Lucas Antonio Duarte Nicolau Universidade Federal do Piaui
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ANEXO E — Submissao de artigo para revista “BIOMEDICINE &
PHARMACOTHERAPY”
QUALIS B1-BIOTECNOLOGIA
Chemical characterization and anti-inflammatory activity of Samanea tubulosa (Benth.)

in vivo experimental models

Successfully received: submission Chemical characterization and anti-inflammatory activity of 5a..

Biomedicine & Pharmacotherapy <EviseSupport@elsey
it com =

Qua 2e087018, 1046
Viod W

9 6 > -

This message was sent gutormatically, Please do not repll

Ref: BIOPHA,_2013_6340

Title: Chernical characterization and anti-inflarmmatory actiaty of Samanea tubulosa Benth) inwuvo
experimental models

lournal: Biomedicine & Pharmacotherapy

Drear Dr, Ferreira Alixandre,

Thank wou for submitting wour rmanuscript for consideration for publication in Biomedicine &
Pharmacotherapy . Your subrmission was received in good order,

To track the status of wour manuscript, please log into BVl 5Ee at:
btk i nsnnnceyize cormfevise faces fpa ges/navigation MayvCo ntroller jspxf /RN L SCR=BIOPHA and

locate your subrmission under the header "My Subrmissions with Journal' onyour 'MWy Buthor Tasks'
wie,

Thank you for submitting ywour work o this journal,
Kind reqards,
Biomedicine & Pharrmacotherapy

Have questions or need assistance?

For further assistance, please visit our Custormer Support site, Here ywou can search for solutions on a
range of topics, find answers to frequently asked questions, and learn more abo ot EWISE ¢ wia
interactive tutorials, You can also talk 245 to our custormer support tearm by phone and 24/7 by live
chat and email,

Copyright € 2018 Elsewvier BY, | Privacy Policy

Els ewier B, Radarweg 29, 1043 N¥ Amsterdam, The Metherlands, Req. Mo, 33156677,
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ANEXO F — Submissao de artigo para revista “PHYTOMEDICINE”
QUALIS A2-BIOTECNOLOGIA

Submission Confirmation

Ingrid Maier" < <eesserver@ eesmail.elsevier.com =
Seg 2470952018, 2006
wiocE: tam nataalivandre @ifpiedu by

9 % 2 v

W futomated email sent by the system ™

Dear Tarmnata,

We hawe received your article "Antinociceptive effect of Samanea tubulosa Benth. (Fabaceae) in models
of acute pain in mice" for consideration for publication in Phytomedicine asQOriginal Article

Your manuscript will be given a reference number once an editor has been assigned.

To track the status of your paper, please do the following:

1. Go to this URL: https:ffees.elsevier.com fMhymed/

2 Enter these login details:
Your username is: tamnata.alixandre@hotm all.com
If vou need to retrieve password details, please go to:

bitpffeeselsevencom/PHYMEDSutomall guerasp,

3 Click [Author Login]
This takes wou to the Author Main Menu,

4, Click [Submissions Being Processed]

Thark vou for submitting wour work to this journal.
Kind regards.

Ingrid kaier
Managing Editor
Phivtornedicine

A A A R A A A A A

Pleaze note that the editorial process varies considerably from joumal to journal. To wiew a sample
editorial process, please click here:
hitp:ffeeselseviercom/eeshelpfsample editonal processpdf

For further assistance, please wisit our custormer support site at
hitp:ffhelpelseviercom/appfanawersist/p/ 7925 Here you can search for solutions on a range of
topics. find answers to frequently asked questions and learn more about EES via interactive tutorials.
You will also find our 2447 support contact details should you need any further assistance from one of
our customer support representatives,




