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RESUMO

MARIANO, Geysa de Matos Dutra. Avaliagao dos efeitos antinociceptivo e anti-inflamatoério de extrato,
fracoes e compostos de Borreria verticillata (L.) G. Mey (Vassourinha de botao). 2017. 73f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Fisiologicas). Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

A Borreria verticillata (L.) G. Mey € uma planta herbacea da familia Rubiaceae, considerada uma erva
daninha e conhecida como vassourinha-de-botdo. Por ser usada pela populagdo como analgésica e
antipirética, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatoério do extrato
aquoso das folhas de B. verticillata (EFBV), das fragoes flavonoidica (Flav), butandlica (BuOH) e acetato de
etila (AcOEt) e dos compostos rutina (Ru, rendimento de 58%) e acido clorogénico (AC, rendimento de 3%),
administrados via oral em camundongos. Estudos anteriores, mostraram a atividade do extrato de EFBYV, do
flavonoide rutina e do composto fendlico acido clorogénico em diversas atividades bioldgicas, incentivando
nossa pesquisa com estes compostos, objetivando a confirmagao dos usos da B. verticillata. A avaliagdo da
atividade antinociceptiva pelo modelo das contor¢cdes abdominais (dcido acético), mostrou que a
administragdo de EFBV (100, 300 e 1000mg/kg) produziu inibi¢des no numero de contor¢des de 23,6%,
30,3% e 47,3% respectivamente, quando comparados ao veiculo, assim como o controle positivo (CP)
indometacina reduziu as contor¢des. No modelo de imersdao cauda, a administracdo de EFBV nao mostrou
alteragdes no tempo de laténcia dos animais diante do estimulo térmico e para confirmar estes resultados
antinociceptivos, avaliamos a atividade motora do EFBYV, no qual sua administra¢cdo ndo modificou o tempo
de permanéncia dos animais no rota-rod. A avaliagdo da atividade anti-inflamatoria, utilizando o modelo de
pleurisia por carragenina, mostrou que a administragdo de EFBV (1g/kg) inibiu a migragdo leucocitaria em
33,7%, comparativamente ao veiculo e as fragdes Flav (20mg/kg), BuOH (200mg/kg) e AcOEt (25mg/kg)
também apresentaram redugdes na migragdo leucocitaria de 38,9%, 71,1%, 78,8% respectivamente.
Avaliando a atividade antiedematogénica com o modelo de edema de orelha (6leo de croton), a administracao
de EFBV (1g/kg) reduziu o edema de orelha em 47,6%. Na artrite articular por zimosan, o EFBV (1g/kg), a
Ru (30mg/kg) e 0 AC (2mg/kg) reduziram o edema da articulagcdo fémur-tibial em 57,8%, 49,2% ¢ 51,7%
respectivamente, quando comparados aos veiculos. Neste mesmo modelo, o EFBV (1g/kg), os compostos Ru
(30mg/kg) e AC (2mg/kg) inibiram a migracdo leucocitaria para cavidade articular em 64,9%, 79,5% e
77,8%, quando comparados aos seus respectivos veiculos, assim como a CP dexametasona também produziu
reducdes nos dois parametros avaliados neste modelo. Na mensurag¢do do didmetro fémur-tibial, seguida da
dosagem da citocina TNF-a no macerado articular, EFBV, Ru e AC reduziram a espessura articular em 58,1%
(EFBYV, Ru) e 40,7% (AC), quando comparados ao controle salina-zimosam. Avaliamos a concentra¢do de
TNF-o ap6s administracdo de EFBV, Ru ou AC, onde observamos redugdes de 30,4%, 37,0%, 21,7%,
respectivamente, na concentragdo da citocina, comparados com controle salina-zimosan e semelhante ao CP,
reduzindo em 50,0% esta concentragdo. Estes resultados evidenciam que a antinocicep¢do do EFBV, no
modelo das contor¢des abdominais mostrando envolvimento de mecanismos anti-inflamatorios, tendo este
extrato apresentado atividade antiedematogénica no modelo de edema de orelha e, juntamente com os
compostos Ru e AC, no modelo de artrite por zimosan. Adicionalmente, o EFBV e as fra¢des (Flav, BuOH e
AcOE}Y) inibiram a migrac¢do leucocitaria na pleurisia por carragenina, tendo também o extrato, Ru e AC
apresentado efetividade semelhante na artrite articular por zimosan, reduzindo também a concentragdo de
TNF-a. Esses resultados sugerem que os efeitos anti-inflamatdrio, antinociceptivo e anti-artrite obtidos
envolve a inibi¢do do TNF-a, justificando os efeitos biologicos do EFBYV, da rutina e do acido clorogénico,

podendo explicar alguns dos usos da B. verticillata (L.) G. Mey.

Palavras-chave: Antinociceptivo, Anti-inflamatério, Borreria verticillata (L.) G. Mey.



ABSTRACT

MARIANO, Geysa de Matos Dutra. Evaluation of antinociceptive and anti-inflammatory effects of
extract, fractions and compounds of Borreria verticillata (L.) G. Mey (Vassourinha de botao). 2017.
73p. Dissertation (Master in Physiological Sciences). Department of Physiological Sciences, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Borreria verticillata (L.) G. Mey is a herbaceous plant of the family Rubiaceae, considered a weed and known
as vassourinha-de-botdo. Because it is used in the population as analgesic and antipyretic, the objective of
this work was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory potential of B. verticillata (EFBV)
aqueous extract of the leaves, flavonoid (Flav), butanol (BuOH) and ethyl acetate (AcOEt) fractions and
compounds rutin (Ru, 58% yield) and chlorogenic acid (AC, 3% yield), administered orally in mice. Previous
studies have shown the activity of the EFBV extract, the flavonoid rutin and the phenolic compound
chlorogenic acid in several biological activities, encouraging our research with these compounds, aiming to
confirm the uses of B. verticillata. The evaluation of antinociceptive activity by the writhing test (acetic acid),
showed that the administration of EFBV (100, 300 and 1000mg/kg) produced inhibitions in the number of
writhes of 23.6%, 30.3% and 47.3%, respectively, when compared to the vehicle, as well as the positive
control (CP) indomethacin reduced of the writhes. In the tail-immersion test, the administration of EFBV did
not show changes in the latency time of the animals in front of the thermal stimulus and to confirm these
antinociceptive results, we evaluated the motor activity of the EFBYV, in which its administration did not
modify the dwell time of the animals in the rota-rod. The evaluation of anti-inflammatory activity through
the carrageenan-induced pleurisy test showed that EFBV (1g/kg) inhibited leukocyte migration in 33.7%,
compared to the vehicle and the fractions Flav (20mg/kg), BuOH (200mg/kg), AcOEt (25mg/kg) presented
reductions in the migration of 38.9%, 71.1%, 78,8% and 85.5% respectively. Evaluating the
antiedematogenic activity with the ear edema test (croton oil), the administration of EFBV (1g/kg) reduced
edema by 47.6%. In zymosan-induced articular arthritis, EFBV(1g/kg), Ru (30mg/kg) and AC (2mg/kg)
reduced edema of the femoral-tibial joint in 57.8%, 49.2% and 51.7%, respectively, when compared to
vehicles. In the same test, EFBV (1g/kg), Ru (30mg/kg) and AC (2mg/kg) compounds inhibited the leukocyte
migration to the joint cavity in 64.9%, 79.5% and 77.8%, when compared to their respective vehicles and CP
dexamethasone also produced reductions in the two parameters evaluated in this model. In the measurement
of the femoral-tibial diameter, followed by cytokine TNF-a dosing in the joint macerate, EFBV, Ru and AC
reduced joint thickness by 58.1% (EFBYV, Ru) and 40.7% (AC), when compared to saline-zymosan control,
with CP dexamethasone reduced the thickness by 76.5%. The concentration of TNF-a after administration of
EFBYV, Ru or AC, where we observed reductions of 30.4%, 37.0%, 21.7%, respectively, in the cytokine
concentration, compared to saline-zymosan control and similar to CP, reducing this concentration by 50.0%.
These results show that the antinociception of the EFBYV, in the writhing test, participate in anti-inflammatory
mechanisms, and this extract showed antiedematogenic activity (ear edema) and, together with the
compounds Ru and AC, at the femoral-tibial joint in arthritis by zimosan. In addition, EFBV and fractions
(Flav, BuOH and AcOE}t) inhibited leukocyte migration in pleurisy by carrageenan, and the extract, Ru and
AC also showed similar effectiveness in zymosan-induced arthritis, also reducing the concentration of TNF-
o. These results suggest that the anti-inflammatory, antinociceptive and anti-arthritis effects involved the
inhibition of TNF-a, justifying the biological effects of EFBV, rutin and chlorogenic acid, and may explain
some of the uses of B. verticillata (L.) G. Mey.

Keywords: Antinociceptive, Anti-inflammatory, Borreria verticillata.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para o alivio e o tratamento de doencas vem sendo uma
pratica realizada por milénios, desde o periodo paleolitico médio e pelo menos ha 60.000 anos,
com registros na antiga Mesopotamia e Egito, desempenhando até a atualidade um importante
papel na saude mundial, considerando a diversidade de espécies e de componentes quimicos
vegetais disponiveis, que favorecem o desenvolvimento de farmacos fitoterapicos.

De acordo com dados do ano de 1998 da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
observou-se que mesmo em paises desenvolvidos e com acesso a medicamentos alopéticos,
grande parte da populacao fazia uso de medicamentos fitoterapicos, por popularidade histérica,
razdes culturais ou por preocupacdes com os efeitos adversos dos medicamentos sintéticos, a
exemplo do desconforto gastrico e as hemorragias decorrentes da utilizacdo de medicamentos
anti-inflamatorios.

Em paises em desenvolvimento da Africa, aproximadamente 80% da populacio
dependia exclusivamente do uso medicinal das plantas na satde basica, pelo custo mais baixo
e pela facilidade de obtencdo das fontes naturais. Em cidades rurais de Gana, Mali, Nigéria e
Zambia, mais de 60% das criangas com febre alta eram tratadas com ervas medicinais, conforme
pesquisas realizadas pelo programa de Malaria da OMS (WHO, 2002). No ano de 2013, essa
mesma organizagéo reiterou que milhdes de pessoas continuavam utilizando os medicamentos
a base de plantas como unica fonte de cuidado, pela maior acessibilidade e baixo custo,
indicando que essa pratica continuaria a crescer.

Nos dias atuais, o desenvolvimento e o uso de farmacos fitoterapicos tem mostrado
crescimento e ganhado forgas no mercado mundial, incrementado por novas tecnologias que
garantem a deteccdo e a identificacdo dos constituintes quimicos derivados de plantas, que
associados com estudos farmacoldgicos e de biologia molecular, além de pesquisas de
seguranca, eficacia, toxicidade e ensaios clinicos, tem tornado o uso mais racional e menos
empirico, podendo apresentar efeitos adversos menores quando comparados ao tratamento
alopatico, conforme revelam diversas pesquisas.

As leis e as politicas que regulamentam a utilizacdo de medicamentos a base de plantas
a nivel regional e nacional, buscam a seguranca e a eficicia dessa terapia, através de
orientagdes, normas técnicas e treinamentos, avancando junto a OMS. No ano de 1999, dos 191
estados-membros pertencentes a esta Organizagéo, apenas 65 faziam parte do grupo orientado

e no ano de 2012 ja eram 119 estados, que avancaram em pesquisas atraves da criagdo de



institutos nacionais de investigagdo, que antes eram 19 e no ano de 2012, numericamente
aumentaram para 73 institutos (WHO, 2013).

Este avanco tecnoldgico e cientifico na descoberta de novos farmacos derivados de
plantas utilizadas no tratamento e cura de doencas, tem resultado em inUmeras prémiac6es. No
ano de 2015, os farmacologistas Youyou Tu, William C. Campbell e Satoshi Omura, receberam
o Prémio Nobel de Medicina e Fisiologia pela descoberta de dois fitoterpicos importantes no
tratamento de doencas parasitarias. Avaliando extratos de ervas chinesas no tratamento da
maléria, Tu descobriu que a artemisinina isolada do extrato de Artemisia annua L. produziu
inibicdo do crescimento dos parasitas Plasmodium falciparum e P. vivax, desenvolvendo assim
um novo antimaldrico, jA Campbell e Omura, descobriram as avermectinas, que foram isoladas
de Streptomyces avermitilis em amostras de solo do Japdo, passando a serem usadas com
sucesso no tratamento de doencas como a filariose linfatica (elefantiase) e a oncocercose,
mostrando assim a importancia do avanco nos estudos dos constituintes quimicos extraidos de
plantas e suas partes com finalidades terapéuticas (EFFERTH et al., 2015).

A Borreria verticillata (L.) G. Mey (BV) é uma planta herbacea, pertencente a familia
Rubiaceae, conhecida popularmente pelos nomes: vassourinha de botéo, corddo-de-frade, erva-
botdo, erva de lagarto, poaia, poaia-comprida, poaia-falsa e perpétua do mato. Tem sido
empregada empiricamente em diversos objetivos terapéuticos como anti-inflamatoria,
analgesica, antipirética, antitumoral, antioxidante, hepatoprotetora, antidiarreica, no tratamento
de erisipelas e afeccGes de pele como psoriase e hanseniase, hemorroidas, diabetes e
dismenorreia, além de acdes antimicrobianas e antifingicas. Diversos estudos cientificos com
a espécie tém avaliado algumas destas atividades, mas observa-se a necessidade do
aprofundamento das propriedades terapéuticas especificas, principalmente no que diz respeito
a presenca de atividades anti-inflamatdria e analgésica, tendo em vista que atualmente, ha
poucos estudos investigando essas propriedades terapéuticas.

A inflamag&o é uma resposta fisiopatoldgica protetora a uma leséo, trauma ou dano de
um tecido vivo envolvendo uma cascata de eventos bioquimicos e celulares como a liberacao
de inumeros mediadores (histamina, citocinas, quimiocinas, produtos da cascata do
complemento), vasodilatacdo com aumento da permeabilidade vascular, edema e
extravasamento de fluidos e proteinas, ativacdo da migracdo celular e quimiotaxia por
neutrofilos, sensibilizacdo e ativacdo de nociceptores, lise tecidual e processo de cura atraves
de reparo ou regeneragédo, sendo os sinais desta resposta caracterizados por dor, calor, rubor

(vermelhiddo), tumor (edema) e consequente perda de fungdo. Um dos sinais cardinais da
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inflamacdo é a dor, sendo caracterizada por uma experiéncia sensorial e emocional
desagradével, associada a danos real ou potencial dos tecidos. De carater aguda ou cronica, a
dor envolve mecanismos periféricos e centrais de transmisséo a partir do corno dorsal da medula
espinal, atravessando laminas, chegando até o talamo e o cortex somatossensorial, cujos
nociceptores ativados frente a um estimulo potencialmente nocivo, liberam inimeros
mediadores e aminas biogénicas, que agem sobre receptores promovendo a sensibilizacdo do
nociceptor e as respostas de alodinia e hiperalgesia.

O tratamento e o alivio dos sinais e sintomas caracteristicos da inflamacéo aguda podem
ser realizados por algumas classes de farmacos, como os anti-inflamat6rios ndo-esteroidais
(AINES), os anti-inflamatorios esteroidais (AIES) ou glicocorticdides, além dos analgésicos
opidides, voltados somente para o tratamento da dor, sendo que a classe mais utilizada pela
populacdo é dos AINES. Contudo, sabemos que essa classe de farmacos apresentam indmeros
efeitos adversos, como a irritagdo gastrica, alteracdes da funcéo renal e da coagulacdo, além de
outros, e em decorréncia destes efeitos, observa-se a preferéncia ao uso de fitoterapicos eficazes
no tratamento da dor e da inflamacao, creditando-se minimizarem estes efeitos colaterais. Desta
forma, o estudo de plantas e de seus constituintes quimicos com atividade anti-inflamatoéria
busca ajudar a medicina de muitos paises pela possibilidade de minimizacdo desses efeitos,
além da facil acessibilidade pela populagéo.

Estudos de atividades farmacoldgicas preliminares realizados pelo nosso grupo
evidenciaram efeitos anti-inflamatorio e anti-edematogénico no extrato aquoso da folha de BV,
gerando assim perspectivas favoraveis para a prospeccao fitoquimica biomonitorada, seguido
do isolamento e da identificacdo de constituintes quimicos responsaveis pelos efeitos
inicialmente encontrados neste extrato, bem como a determinacdo de mecanismos envolvidos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatdrio
do extrato da folha de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV), das fragdes extraidas do extrato por
particdo com solventes organicos: flavonoidica (Flav), butandlica (BuOH) e acetato de etila
(AcOE) e de compostos isolados a partir dessas fragdes, a Rutina (Ru) e o Acido clorogénico
(AC), administrados pela via oral em camundongos, através de métodos ou modelos
farmacoldgicos apropriados, bem como a quantificacdo de citocinas inflamatdrias para
investigar mecanismos de acao envolvidos com estas atividades, podendo explicar algumas das
indicacdes populares desta espécie, além de determinar a participacao dos compostos isolados

rutina e acido clorogénico nestas atividades.



1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas Medicinais e seu Uso na Dor e Inflamacao

Conforme a definicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) na
Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) N°. 10/2010, as plantas medicinais sdo espécies
vegetais, cultivadas ou ndo, que possuem substancias ou classe de substancias utilizadas com
finalidades terapéuticas, apds processo de coleta, estabilizacao e secagem, na sua forma integra,
rasurada, triturada ou pulverizada, cuja efetividade encontra-se comprovada pelo uso
tradicional, alicercado na tradigdo popular e na revisdo de literatura de documentos técnico-
cientificos (BRASIL, 2010).

S&o organismos Vvivos encontrados na natureza, assim como 0S animais e 0S micro-
organismos, que possuem em sua estrutura, misturas de substancias quimicamente complexas
com inumeras habilidades como a cura e tratamento de doencas. Possuem atividades
terapéuticas como anti-inflamatorias, analgésicas, antipiréticas, antimicrobianas, laxativas,
eméticas, cardiotonicas, relaxante muscular, além de tratar obesidade, doenca de Parkinson,
Alzheimer, cancer e centenas de outras doencas. Além disso, também sdo usadas como
precursoras para a sintese quimico-farmacéutica devido a grande diversidade de seus
constituintes quimicos naturais, sendo fonte de compostos para a descoberta e a producdo de
novos medicamentos fitoterapicos (JI et al., 2009; BRAHMACHARI, 2011; LAHLOU, 2013).

As plantas também podem ser definidas como alimento, alimento funcional ou dietético
complementar, tendo como principais fontes originadas das frutas, legumes e ervas, se
apresentando geralmente na forma de extratos brutos, com mistura de material fresco e seco
gue podem revelar uma infinidade de propriedades terapéuticas. Diante disso, o consumo de
frutas no Brasil tem aumentado, pelo reconhecimento do potencial terapéutico e nutricional
oriundos de minerais, fibras, vitaminas e outros compostos secundarios com importancia para
salde humana e presentes neste alimento (RUFINO et al.,, 2010; SAHOO et al., 2010;
BRAHMACHARI, 2011; LAHLOU, 2013).

A fitoterapia ¢ definida pela Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
como a ciéncia que estuda o uso dos produtos de origem vegetal em suas diferentes preparacoes
farmacéuticas, sem a utilizagéo de substancias ativas isoladas, ainda que de origem vegetal, na
prevencao, atenuagdo ou cura de doengas, tendo a ANVISA na RDC N°. 26/2014, definido os

fitoterapicos ou medicamentos fitoterapicos como aqueles obtidos de matérias-primas ativas
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vegetais, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa, com seguranca e eficacia baseadas
em evidéncias clinicas, além da constancia de sua qualidade. Esses medicamentos fitoterapicos
conforme a OMS incluem ervas, materiais, preparagdes ¢ produtos acabados a base de plantas
que contém como ingredientes ativos partes de plantas, ou outros materiais vegetais, ou
combinagdes (BRASIL, 2006; SAHOO et al., 2010).

No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas em areas rurais e urbanas
conforme a tradicdo popular desenvolvida ao longo dos anos, ou trazidos para o pais por
estrangeiros e empregadas em formulacGes caseiras como chas, decoctos, tinturas, xaropes e
p6s, ou como produtos do desenvolvimento farmacéutico (RATES, 2001; CALIXTO, 2005).

O uso de fitoterapicos sempre foi maior nos paises em desenvolvimento, pela escassa
disponibilidade de servicos de saude, pela facilidade das fontes naturais e por estes poderem
apresentar seguranca, eficacia e baixo custo. Sabe-se, entretanto, que diante do
desenvolvimento cientifico no século XX, gerando o conhecimento quimico, boténico,
farmacoldgico e toxicologico dos fitoterdpicos, contrariou as tradigdes populares que
informavam que o uso de produtos naturais ndo era prejudicial a saide. Apesar desta terapia
poder ser menos iatrogénica, desenvolvendo menos efeitos adversos, eles podem acontecer,
produzindo reagdes de hipersensibilidade, toxicidade e interagdes entre medicamentos, sendo
sempre necessario a avaliagao criteriosa de estudos clinicos e pré-clinicos (RATES, 2001; JI et
al., 2009; SAHOO et al., 2010; BRAHMACHARI, 2011, GHASEMIAN et al., 2016).

Conforme estimativas dos anos de 1998 e 1999, 65 a 80% da populacdo de baixa renda
dependia exclusivamente das plantas medicinais para a sua saude, cerca de 25% dos
medicamentos prescritos em todo o mundo eram derivados de plantas e 121 compostos ativos
estavam sendo usados. Do total de 252 medicamentos na lista de medicamentos essenciais da
OMS, 11% eram exclusivamente de origem vegetal e 60 % dos farmacos anti-tumorais e anti—
inflamatdrios ja existentes no mercado ou sob ensaio clinico eram de origem natural (RATES,
2001; CALIXTO, 2005; AGRA et al., 2007; SAHOO et al., 2010).

De acordo com Newman e colaboradores (2012), em um estudo que apresenta 0s
produtos naturais como fonte de novas substancias quimicas ao longo de 30 anos (1981 a 2010),
mostra que a utilidade de produtos naturais de todas as origens como fonte de novas estruturas
quimicas ainda esta muito forte. Em 1981, foram aprovadas 25,6% novos compostos quimicos
de origem natural, natural biologica e derivadas de produtos naturais, ja no ano de 2010, estas
aprovacdes chegaram a 50%, resultando num aumento significativo do numero de novas

moléculas naturais aprovadas ao longo dos anos, que ddo origem a diversos medicamentos e



que irdo, auxiliar no tratamento de inimeras doencas, como por exemplo, doencas infecciosas
e inflamatorias, o cancer e a hipertensdo, dentre muitas outras.

O Brasil possui a maior biodiversidade natural, de origem vegetal, animal e mineral,
sendo que, de todas as espécies de plantas existentes no mundo, 22% estdo presentes no NOSso
pais. Este fato, associado ao historico de uso popular e a0 aumento ano-a-ano dos estudos
técnico-cientificos, podem explicar que entre 0s anos de 1984 e 2004, o Brasil teve um aumento
de 41,6% no numero de publicacdes cientificas relacionadas ao uso de plantas, quando
comparados com paises como México (19,9%), Argentina (19,5%) e Chile (6,4%). Fica assim
evidenciado que os estudos e uso de fitoterapicos tem crescido ao longo dos anos, incentivando
a descoberta de novos fitoterapicos a partir de pesquisas técnicos-cientificos mais
aprofundados, de modo a aumentar o quantitativo de medicamentos a base de plantas com
custos baixos, eficacia, seguranca e toxicidade conhecidas, além de boa qualidade para o
tratamento e cura de doengas, alcangando todas as classes sociais em todo o mundo (RATES,
2001; CALIXTO, 2005).

O uso das plantas medicinais na dor e inflamacao tem sido amplamente recomendado
na medicina popular por muitos paises e ha muitos anos, existindo registros desde a antiga
Mesopotamia (2600 a.C.), com relatos do uso do suco de papoula. No Egito antigo (1500 a.C.)
foi citado o uso do salgueiro, na Grécia e Roma antiga a obra “Corpus Hippocraticum” de
Hipocrates (468-377 a.C.) mencionava o extrato de Atropa belladona com efeitos anestésicos,
além do uso da casca do Salgueiro (Salix alba) e do 6pio (Papaver somniferum) para alivio da
dor. Ao passar do tempo, outros estudiosos escreveram novas obras como Pedanius Dioscérides
(100 d.C.) citando a Camomila como agente antiflogistico na cura de feridas, picadas e
queimaduras, bem como Claudio Galeno (129-200 d.C.) que estudou os efeitos toxicos do 6pio,
referenciando o mesmo como “o mais forte dos medicamentos que adormecem os sentidos e
induzem sono profundo”. (JI et al., 2009; LIMA, 2013; PETROVSKA, 2012; LAHLOU, 2013).

Até o inicio do século XIX a identidade dos compostos quimicos responsaveis pelos
efeitos medicinais das plantas ainda era desconhecida, sendo usadas de maneira doméstica em
humanos e animais, se admitindo a existéncia de diferentes compostos quimicos numa Unica
espécie natural, que separadamente ou sinergicamente promoviam melhorias de determinadas
doencas (JI et al., 2009; LIMA, 2013; PETROVSKA, 2012; LAHLOU, 2013).

Foi quando em 1805 o farmacéutico alemdo Friedrich Wilhelm Sertiirner, isolou o
composto “morfina”, primeiro alcaloide farmacologicamente ativo extraido do 6pio (Papaver

somniferum), que representou a porta de entrada para o inicio do isolamento de diversos



compostos ativos de diferentes espécies de plantas usadas na dor e inflamagdo, como o0s
alcaloides Chichonidina e Quinina da casca de Chinchona identificados em 1820 por Joseph
Pelletier e Joseph Canventou e usados como antimalarico e antipirético, a salicilina isolada da
casca de Salix alba (Salgueiro) em 1828 por Johann Buchner e empregada na dor e febre, a
colchicina da espécie Colchicum autumale (Colchicum) usada no tratamento de gota; a
Curcumina extraida da Curcuma longa; a cafeina isolada da Coffea arabica, a cocaina isolada
da Erythroxylum coca, dentre muitos outros (FALCAO et al. 2005; JI et al., 2009;
PETROVSKA, 2012; LIMA, 2013; GHASEMIAN et al., 2016; YUAN et al., 2016).

Estes isolamentos provaram que os compostos quimicos individuais presentes nos
extratos, sejam eles alcaloides, terpenoides e/ou flavonoides, eram os responsaveis pela
atividade farmacologica esperada, estimulando o aumento de estudos e a criagdo de novas
ferramentas de identificacdo de constituintes quimicos a partir de plantas sendo garantido pelo
avango tecnologico e cientifico ocorridos nos séculos XX e XXI. Um bom exemplo foi a
introdugdo no mercado em 2004, do primeiro fitoterapico anti-inflamatério de uso externo
extraido da planta Cordia verbenacea, conhecido como Acheflan®, e usado para o tratamento
de traumas, tendinites e dores musculares (YUNES et al., 2001; Jl et al., 2009; LAHLOU, 2013;
PERINI et al., 2015).

Apesar da ampla utilizacdo das plantas medicinais pela populacio mundial nos dias
atuais, acompanhada da evolugdao da quimica, biologia e farmacologia; as primicias deste
emprego pelos povos ocidentais e orientais mostrou-se inicialmente desafiador, visto que no
passado, resultaram na ingestdo de substancias toxicas e/ou venenosas que culminaram em
distarbios como vOmitos, diarreia, coma e até mesmo a morte. Por certo, esta préatica foi
necessaria, desencadeando o desenvolvimento de amplos conhecimentos e praticas fitoterapicas
utilizados até hoje com seguranca e confiabilidade, a descoberta de uma infinidade de
fitoterapicos e o desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas de purificacdo e isolamento de
constituintes quimicos derivados das plantas (LAHLOU, 2013; YUAN et al., 2016).

2.2 Familia Rubiaceae: Géneros Spermacoce e Borreria

A familia Rubiaceae ¢ uma das maiores familias de angiospermas da ordem Gentianales,
com trés subfamilias: Rubioideae, Cinchonoideae e Ixoroideae. Possui 650 géneros e 13000
espécies, encontradas em diversas regides, tropicais, subtropicais e em algumas areas

temperadas e frias. No Brasil, encontramos essa familia na Mata atlantica, aproximadamente



130 géneros e 1500 espécies, registrados 36 espécies diferentes de Borreria. As plantas dessa
familia apresentam diversos usos terapéuticos como antihipertensiva, antimicrobiana,
antioxidante, antimalarica, antidiabética e anti-inflamatéria pela presenca de compostos
1solados como alcaldides, terpenos e antraquinonas (AGUIAR et al., 2010; CONSERVA et al.,
2012; FERREIRA-JUNIOR et al., 2012; BALDE et al., 2015; KALA, 2015).

Os géneros Spermacoce e Borreria, pertencentes a tribo Spermacoceae e subfamilia
Rubioideae, compreendem entre 250-300 espécies cada um, distribuidos em regides tropicais e
subtropicais, como Africa, Asia, América, Europa, com maior diversidade no planalto
brasileiro, sendo comum na estacdo chuvosa por sua preferéncia a areas umidas. Na Guiné,
pode ser encontrada em savanas, terrenos baldios, areas ndo cultivadas e fendas de rochas.
(AGUIAR etal., 2010; CONSERVA et al., 2012; FERREIRA-JUNIOR et al., 2012; MURTALA
etal., 2015; BALDE et al., 2015).

Alguns autores tratam os dois géneros de maneira separada, outros os caracterizam em
combinagdo pela semelhanca dos seus frutos maduros e outros consideram a espécie
Spermacoce verticillata L. sindnimia da B. verticillata (L.) G. Mey. Essas duas espécies tem
sido usadas na medicina tradicional da América Latina, Asia, Africa e Oeste da India, por suas
atividades analgésica, antipirética, anti-inflamatdria, anti-tumoral, antimicrobiana, larvicida,
antioxidante, anti-ulcerogénica e hepatoprotetora (Tabela 1) (MOREIRA et al., 2010;
CONSERVA et al., 2012; MURTALA et al., 2015; BALDE et al., 2015; KALA, 2015).

Tabela 1: Atividades biol6gicas de materiais fitoquimicos extraidos de Borreria verticillata (L.) G. Mey
(adaptado de CONSERVA et al., 2012).

Atividades Espécie ou partes Material Microorganismos testados
da planta Fitoquimico
. . B. verticillata (L.) Extrato S. aureus, E. coli e Monilia
Antimicrobiana . . .
G. Mey indeterminado albicans

) Cepas multirresistentes de P,

Raizes Metanol Aeruginosa
Partes aéreas Oleo volatil N. gonorrhoeae, F. aeruginosa

e C. albicans

, ] Ovos, miracideos e cercarias
Esquistossomicida Folhas Oleo essencial de Schistossoma hematobium

Estimulante uterino Raizes Extrato aquoso

Camarao de agua salgada

Toxicidade Folhas e raizes Metanol (valores de DLso >250ug/mL)




A Borreria verticillata (L.) G. Mey é uma erva daninha pequena, perene e ereta,
distribuida pela América do Sul e Central, sendo conhecida no Brasil como: erva-botdo, erva
de lagarto, perpétua do mato, poaia, falsa-poaia, poaia-preta, poaia-midda, poaia-rosario, poaia-
comprida, corddo de frade e vassourinha de botéo, essa erva tem um histérico de uso em varias
condicGes de satde, como dor, inflamacdo e febre (Figura 1) (AGUIAR et al., 2010; MOREIRA
etal., 2010; CONSERVA et al., 2012, FERREIRA-JUNIOR et al., 2012; USHIE et al., 2013).
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Figura 1: Borreria verticillata (L.) G. Mey (Google imagens).

O estudo botanico das plantas tem como parte fundamental o processo de identificacdo
da espécie que terd suas propriedades farmacoldgicas determinadas, de modo a contribuir na
padronizacao, evitando conflitos e possibilidades de intoxicacdes pelo uso da espécie errada.
Estudos botanicos das folhas de Borreria verticillata (L.) G. Mey mostram folhas sésseis e
verticiladas, 1amina foliar com contorno lanceolado a linear, nervacdo primaria peninérvia e
secundaria do tipo eucamptodédroma a acrédroma e algumas folhas sdo asperas pela presenca
de pélos longos e grossos, observa-se também células epidérmicas em formato poliédrico com
paredes retas na face adaxial e sinuosa na face abaxial, cuticula com estrias leves (Figura2 a e
b). O mesdfilo é do tipo dorsiventral com cavidades secretoras e idioblastos com réafides de
oxalato de calcio (AGUIAR et al., 2010).



Figura 2: Aspectos da espécie Borreria verticillata (L.) G. Mey. a) Aspecto geral do ramo florido b)
Vista frontal da epiderme foliar. A — face adaxial. B — face abaxial. Legenda: célula epidérmica (ce),
estdmato (est), cuticula estriada (cut) (adaptado de AGUIAR et al., 2010).

Sao inumeras as indicagdes e usos populares desta espécie. Empiricamente, a infusdo
das flores ¢ usada como antipirética e analgésica, o macerado das raizes como emética,
antidiarreica, antimaldrica e no tratamento de hemorroidas e erisipela e o cha das raizes ¢ usado
para tratar leucorréias e blenorragias. As folhas sdo usadas na inflamacao dos olhos e gengiva,
cegueira, hemorragia, disenteria, diarreia, também como antipirética, analgésica e abortiva,
além de tratar doencas hepaticas e renais. No Oeste da India, o decocto é empregado no
tratamento da diabetes e dismenorréia, no Senegal trata infec¢des bacterianas da pele e
hanseniase e a infusdo atribui-se melhoras a digestdo do estomago. Na Nigéria, o extrato ou
suco das partes aéreas frescas ¢ usada para eczema (7inea versicolor), psoriase, sarna e
furtinculo. O enema trata feridas de gonorréia, esquistossomose e paralisia e a lo¢do alivia o
prurido na pele. (Tabela 1) (PEIXOTO-NETO et al., 2002; CONSERVA et al., 2012; USHIE et
al., 2013; ABDULLAHI-GERO et al., 2014; BALDE et al., 2015; MURTALA et al., 2015).

Essa gama de atividades atribuidas a Borreria verticillata (L.) G. Mey resultaram em
estudos fitoquimicos e a descoberta de metabdlitos secundarios, sendo atualmente mais de 60
compostos, distribuidos em diferentes classes, no qual foram isolados alcaloides, iridoides,
flavonoides e terpendides, alem de antraquinonas, saponinas, compostos fenolicos, taninos,
glicosideos, esterdis e carboidratos (CONSERVA et al., 2012; ABDULLAHI-GERO et al.,
2014; MURTALA et al., 2015).

Investigagdes fitoquimicas apontaram compostos alcal6ides indolicos como borrerina e
verticilatinas A e B, cloretos bis-indélicos como borreverina, isoborreverina e espermacoceina,
alcaldides tetrahidroisoquinolinas e emetinas. Destacando o tartarato de borreverina com

atividade antimicrobiana in vitro contra diversos patdgenos como Sarcina lutea, Vibrio
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cholerae, Staphylococcus aureus e seis linhagens diferentes de Pseudomonas aeruginosa.
Ogunwande e colaboradores (2010), mostraram que os 6leos essenciais isolados das folhas de
BV produziram inibicdo no crescimento de microorganismos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans
(PEIXOTO-NETO etal., 2002; AGUIAR et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; CONSERVA et
al., 2012; FERREIRA-JUNIOR etal., 2012).

No oléo essencial de B. verticillata (L.) G. Mey, foram encontrados compostos
terpendides do tipo mono, di e sesquiterpendides: cariofileno, guiaeno, campesterol, beta-
sitosterol, estigmasterol, fitol, cimeno, germacreno, pineno, copaeno e uma infinidade de outros
compostos (OGUNWANDE et al., 2010; CONSERVA et al., 2012).

Alguns compostos iridoides também foram identificados, como asperulosido, 4cido
asperulosidico, borreriagenina, diacetil-asperulosido dafiloside, dcido desacetil-asperulosidico,
feretosido, diacetil-asperulosidato metila, escandosido e 6'-O-(2-gliceril) éster de metila
escandosido, sendo o asperulosido responsavel pelas atividades esterdide anabolizante
muscular, inibidor do TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa), redutor da producgao de IL-1
(Interleucina-1 beta) e PGE; (Prostaglandina E»), além de serem eficazes no tratamento da
artrite reumatoide. O asperulosido combinado com o acido desacetil-asperulosidico e
escandosido demostraram atividade contra o virus Epstein Barr e inibigdo contra a oxidagdo da
LDL (lipoproteinas de baixa densidade). O acido asperulosidico mostrou inibi¢do fraca da
inflamacdo induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) em camundongos
(AGUIAR et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; CONSERVA et al., 2012; FERREIRA-JUNIOR
etal., 2012).

Ferreira-Junior e colaboradores (2012), foram capazes de isolar pela primeira vez em
um estudo, compostos das partes aéreas, caule e raizes de B. verticillata (L.) G. Mey, através
de extracdo com solventes organicos. Isolando terpenos (dcido mordlico, 4cido ursolico, acido
oleandlico), um flavonoide (3-O-a-L-ramnopiranosil-quercetina), fitoesterdis (sitostenona e
estigmastenona) e a primeira antraquinona (2-hidroxi-3-metilantraquinona) isolada desta
espécie, util para a caracterizagdo da quimiotaxonomia da tribo Spermacoceae.

Misturas de acidos alifaticos, triacilglicerois, sacarose, glucose, compostos volateis
como acidos graxos e compostos aromaticos, acidos carboxilicos e aminoacidos, também foram
encontrados na espécie B. verticillata (L.) G. Mey (AGUIAR et al., 2010; MOREIRA et al.,
2010; CONSERVA et al., 2012;; USHIE et al., 2013).
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Observando a diversidade de compostos quimicos que podem ser extraidos da planta
BV, bem como a gama de efeitos a ela atribuidos, dentre eles as atividades hepatoprotetora,
analgesica e anti-inflamatoria, diversos trabalhos buscam comprovar alguns destes efeitos,
identificando compostos que possivelmente estariam atuando, além de ensaios de toxicidade.

Murtala e colaboradores (2015), determinaram em seus estudos a capacidade
hepatoprotetora do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey em ratos expostos a
hepatoxicidade induzida por tetracloreto de carbono (CCls), atribuindo a essa propriedade a
acao antioxidante dos compostos flavonoidicos presentes no extrato da B. verticillata (L.) G.
Mey.

O extrato total de alcaldides extraido das partes aéreas de BV, mostrou potencial
antimicrobiano significativo contra Staphylococcus aureus, moderada contra Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Mycobacterium fortuitum, Gardnerella vaginalis,
Candida albicans, Candida tropicalis e fraca contra Streptococcus viridans, comprovando que
este potencial esta intimamente ligado a presenca de muitos alcaldides na solucdo extraida
(BALDE et al., 2015)

Cherigo e colaboradores (2012), realizaram ensaios utilizando o extrato organico das
partes aéreas de B. verticillata (L.) G. Mey, evidenciando atividade antiparasitaria moderada
contra Plasmodium falciparum, com inibicao de 65% do crescimento de seus trofozoitos e com
o isolamento de trés compostos durante a triagem fitoquimica: esqualeno, epoxi-esqualeno e
borrecapina, sendo o alcal6ide indélico borrecapina responsavel pelas atividades contra o P.
falciparum.

Abdullahi-gero e colaboradores (2014), avaliaram o extrato etandlico da folha de B.
verticillata (L.) G. Mey, evidenciando a atividade antinociceptiva nos modelos de contor¢des
abdominais induzidas por &cido acético, placa quente e formalina, assim como efeitos
antiedematogénico através dos testes de edema de pata induzida por carragenina e por
formalina; atribuindo a participagdo de compostos alcaloides, flavonoides e terpenoides
encontrados na triagem fitoquimica nessas atividades. Este estudo também mostrou baixa
toxicidade do extrato etanolico da folha em ensaios in vivo, no qual foi possivel observar que a
DLso do extrato esta acima de 5000 mg/kg quando administrado pela via oral em camundongos.

Lima e colaboradores (2014) identificaram pela primeira vez trés novos compostos
encontrados no extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV): fenodlico (acido
clorogénico), flavonoide (quercetin-3-O-rutinosido (rutina) e kaempferol-3-O-rutinoside,

compostos estes (acido clorogénico (Ac) e rutina (Ru)) testados nesta dissertacdo por serem 0s
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compostos majoritarios encontrados nestas fragdes, com rendimentos de 3% e 58%,
respectivamente, comprovando a riqueza e a importancia dos metabolitos secundarios desta
especie.

Estudos preliminares realizados pelo nosso grupo em parceira com Lima e
colaboradores (2016), utilizando o EFBV administrado pela via oral em camundongos e nos
métodos farmacoldgicos da pleurisia induzida por carragenina (1g/kg) e do edema de orelha
por 6leo de croton (0,1g/kg, 0,3g/kg e 1g/kg), evidenciaram os efeitos anti-inflamatério e anti-
edematogénico, com a reducdo na migracédo leucocitaria e na diferenca de peso das orelhas dos
animais, tendo o extrato apresentado 1Dsg de 0,95g/kg. Também as fragdes extraidas a partir do
EFBV, a fracdo butandlica (200mg/kg) e a fracdo acetato de etila (25mg/kg) foram efetivas no
modelo da pleurisia, revelando a participacdo dos compostos flavonodides na atividade anti-

inflamatdria, considerando serem ricos nessas fracoes.

2.2.1 Compostos Flavonoides e Rutina

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos de baixo peso molecular, presentes em
grande quantidade na natureza na forma de glicosideos, sendo essenciais para a funcéo,
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas. Sao sintetizados naturalmente a
partir das vias do &cido chiquimico e acético e se diferenciam por combinacfes entre as
agliconas dos flavondides e unidades de aclcares (CAZAROLLLI et al., 2008; SALVAMANI
etal., 2014; RASOULI et al., 2016).

Existem diferentes classes de flavonoides: flavonas, flavononas, flavanonol, flavondis,
catequinas, antocianidinas, isoflavonas, taninos, entre outros e sdo importantes na dieta humana
presentes em frutas, legumes, sementes, nozes, grdos, trigo, vinho, cha, cerveja e algumas
hortalicas (CAZAROLLI et al., 2008; SALVAMANI et al., 2014; RASOUL et al., 2016).

As acdes biologicas dos flavonodides tem sido muito estudadas, sendo a principal, a agcdo
antioxidante, que ocorre por inativagcdo da peroxidacdo lipidica, com reducdo da formagéo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), inibicdo de enzimas como mono-
oxigenase microssomal, glutationa-S-transferase, succinoxidase mitocondrial e NADH
oxidase, envolvidas no estresse oxidativo, possuem também atividade contra a deposicdo e
oxidacdo das LDLs, combinados ao efeito antiagregante plaquetario, fatores esses,

determinantes no desenvolvimento de doencas degenerativas do coragao, cérebro e cancer, além
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de outras atividades, como antineoplasica, antibacteriana, antiflngica, antiprotozoéria e
antiviral (CAZAROLLLI et al., 2008; SALVAMANI et al., 2014; RASOULI et al., 2016).

Mais de 400 metabolitos secundarios estdo presentes em diferentes formas, os mais
comuns sdo as quercetinas: quercetina-3-rutinosideo, conhecida mundialmente por “rutina”,
quercetina-4'-glucosideo e quercetina-3,4'-glucosideo, além de kaempferol, miricetina,
naringenina, catequinas e muitos outros. A rutina é encontrada em mais de 130 preparagdes
medicinais registradas, também conhecida como Vitamina P, estima-se que mais de 70 espécies
de plantas contenham esse flavonoide em sua estrutura (Figura 3). A quercetina é a porgédo
aglicona da rutina sintetizada por hidrélise pela flora intestinal e estudos comprovam que a
quercetina e a rutina coexistem e séo encontradas em alguns alimentos como cebolas, magés,
bagas, chas e vinho (CAZAROLLLI et al., 2008; CHUA, 2013; SALVAMANI et al., 2014,
GANESHPURKAR et al, 2016).

Quercetina 3-0-Rutinosideo (Rutina)

Figura 3: Estrutra molecular da Rutina identificada a partir do EFBV (LIMA et al., 2014).

A rutina € responsdvel por diversas atividades bioldgicas: anti-inflamatoria,
antihipertensiva, antiulcerosa, antioxidante, antidepressiva, anticonvulsivante, antiobesidade,
antiarteriosclerose, antihipercolesterolémica, anticarcinogénica, citoprotetora, possuli
capacidade reno, cardio e neuroprotetora, além de atividade anti-Alzheimer por supressdo da
atividade de citocinas como TNF-a, IL-1B em microglias e melhora da discinesia tardia
(CAZAROLLI et al., 2008, CHUA, 2013; SALVAMANI et al., 2014; GANESHPURKAR et
al, 2016; RASOULI et al., 2016).

Com atividade anti-inflamatdria, a quercetina, foi o primeiro flavonoide identificado
como inibidor da enzima Fosfolipase A> (PLA2), enzima chave na sintese dos eicosanoides,
além da inibicdo da atividade das enzimas cicloxigenase, lipoxigenase e redutase aldose e
reducdo na producdo de oxido nitrico (NO). Inibe também a liberacdo de histamina dos
mastocitos, regulam a secrecdo de IgG, IgM e IgA (Imunoglobulinas G, M e A), inibem a

sintese de IL-2, IL- 1B, IL- 6, TNF-a (Fator de necrose tumoral), NF — kB (fator nuclear kappa
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B) e reduzem a expressédo e producdo de moléculas de adesdo ICAM — 1 (moléculas de adesdo
intercelular-1), agindo sobre a expressdo, sintese e atividade de citocinas e quimiocinas
importantes na resposta inflamatéria (CAZAROLLI et al., 2008; SALVAMANI et al., 2014,
NA et al., 2016).

A rutina apresentou atividade anti-inflamatoria em estudos, como uma possivel
inibidora seletiva de COX-2 (cicloxigenase-2), bem como inibidora da producdo de éxido
nitrico e PGE> induzido por LPS in vitro em macrdfagos peritoneais e in vivo apos injecéo de
LPS em camundongos, além de apresentar reducdo na migracéo de neutrofilos por reducéo da
expressdo da quimiocina MIP-2 (proteina inflamatoria de macréfago-2) via NF-kB em modelos
de les&o pulmonar aguda induzida por LPS (CHUA, 2013; CHEN et al., 2014;).

Esse flavonoide também tem mostrado potencial antinociceptivo no modelo de placa
guente, bem como em modelos de hiperpermeabilidade induzida por &cido acético, inibindo o
aumento da permeabilidade vascular e reduzindo a migracdo leucocitaria em modelos de
migracdo leucocitaria induzida por carboximetilcelulose (CMC) (CHUA, 2013).

A rutina demonstrou efeitos benéficos na artrite reumatoide e osteoartrite, em modelos
de artrite induzida por colageno em macrofagos da linhagem RAW 264.7 de ratos, com inibicédo
da transcricdo de genes de citocinas pré-inflamatérias como: TNF-a, IL- 1, IL- 8. Em modelos
de inflamacdo induzida por adjuvante completo de Freund e carragenina, a rutina inibiu as fases
aguda e crbnica da inflamacéo artritica, apresentando reducdo de edemas, nédulos e anquiloses
na pata de ratos (GUARDIA el al., 2001; CHUA, 2013).

Em modelos de estresse oxidativo em condrécitos induzido por peréxido de hidrogénio,
mostrou reducdo da expressdo de citocinas como: TNF-o, IL-1, MMP-2 ¢ MMP-9
(metaloproteinases de matriz 2 e 9), reduzindo o desgate Gsseo e cartilaginoso caracteristicos
dessas doencas. Na artrite séptica induzida por uma mistura de Candida albicans e adjuvante
completo de Freund, mostrou potencial anti-artritico com reducdo do edema da regido plantar,
reducdo da producdo de NO e supressdo da proliferacdo de células T (HAN, 2009; CHUA,
2013, NA et al., 2016).

Torres-Régo e colaboradores (2016), determinaram o isolamento de rutina e acido
clorogénico do extrato aquoso das frutas de mangabeira (Hancornia speciosa) em conjunto com
Furtado e colaboradores (2016), que isolaram rutina e acido clorogénico do extrato aquoso das
folhas de salsa-brava (Ipomoea asarifolia), demonstrando seus potenciais anti-inflamatorios.
Em modelos de edema de orelha induzido por xileno, de migracéo celular na peritonite induzida

por carragenina e da bolha de ar induzida por zimosan combinados com a dosagem de citocinas
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pro-inflamatorias, observou-se que a administracdo intravenosa ou intraperitoneal de diferentes
doses de rutina (2,5 - 40 mg/kg) e acido clorogénico (2 - 15mg/kg) isolados de Hancornia
speciosa e Ipomoea asarifolia, promoveram reducdo da producdo de citocinas como TNF-a,
IL-1pB, IL-6 e IL-12, além de reducdo do numero total de leucdcitos na cavidade peritoneal e na
bolha de ar, bem como redugdo do edema de orelha, mostrando assim potenciais anti-

inflamatdrios significativos.

2.2.2 Compostos Fendlicos e Acido clorogénico

Os acidos clorogénicos sdo compostos polifendlicos formados a partir da esterificacdo
do &cido cinamico com o acido quinico (Figura 4b). Esses compostos foram primeiramente
identificados em grdos de café verde, mas podem ser encontrados em bebidas preparadas a
partir de ervas, em frutas (citricas, macas, péras e bagas) e em vegetais. Os acidos clorogénicos
mais conhecidos sdo os acidos cafeoilquinico, dicafeoilquinico, feruloilquinico e p-
cumaroilquinicos, sendo o acido 5-cafeoilquinico (Figura 4a), o mais abundante, fazendo parte
de 76-84% do total dos acidos clorogénicos (THOM, 2007; ZHAO et al., 2011; CRAIG et al.,
2016; LIANG et al., 2016).

HO,, ,COOH
0 L)
T s
H X0 COOH oY OH
HO OH
H Hoﬂj\OH OH
OH Acido clorogénico
Acido 5-cafeoilquinico
a) b)

Figura 4: a) Estrutra molecular do Acido 5-cafeoilquinico (LIANG et al., 2016), b) Acido clorogénico
identificado a partir do EFBV (LIMA et al., 2014).

Os acidos clorogénicos séo caracterizados por apresentar uma gama de atividades:
antioxidante, antihipertensiva, antidiabética, antiobesidade, antibacteriana, anti-inflamatdria,
além de acOes benéficas na Doenca de Alzheimer, no célculo biliar e na eclampsia (THOM,
2007; ZHAO et al., 2011; UPADHYAY etal., 2013; CRAIG et al., 2016; LIANG et al., 2016).

Todos os acidos clorogénicos possuem atividade antioxidante potente, sendo o acido 5-

cafeoilquinico o mais estudado, protegem a planta da degeneragdo ambiental, modulam a
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expressdo de enzimas antioxidantes, doando atomos de hidrogénio e reduzindo metais e
oxigénio, além de acOes quelantes, inibindo assim, a formacdo de ROS e o0 estresse oxidativo
por perdxido de hidrogénio em células humanas, além de atividade contra a oxidacdo do LDL,
prevenindo doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (UPADHYAY et al., 2013;
CRAIG etal., 2016; LIANG et al., 2016).

Em diferentes modelos experimentais, a administragdo oral de &cido clorogénico
extraido do café, mostrou efeitos anti-hipertensivos, cardioprotetores por supressdao da
expressao das P-selectinas nas plaquetas, atraves da inibicao da atividade da COX-1 e COX-2
(cicloxigenases 1 e 2), além de reduzir o peso corporal e 0s niveis de glicose em animais obesos
(THOM, 2007; UPADHYAY etal., 2013; ZHAO et al., 2011; CRAIG et al., 2016).

A capacidade anti-inflamatdria dos acidos clorogénicos também tem sido apresentada
através de diversos modelos experimentais celulares, mostrando atividade contra secrecdo de
IL-8, IL-6 em células extraidas de adenocarcinoma de colén humano (Caco-2) e estimuladas
por um conjunto de mediadores inflamatérios (TNF-a, LPS, IL-1 e IFN) e perdxido de
hidrogénio. Estudos também mostraram a reducdo da producdo de TNF-a, IL-1p, IL-6, NO,
COX-2 e NF-xB em macrofagos da linhagem RAW 264.7 de murinos estimulados por LPS
(UPADHYAY etal., 2013; LIANG et al., 2016).

Na inducédo de lesdo hepatica por CCls em ratos, a administracdo oral de compostos
fendlicos foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a, NO ¢ COX-2, reduzindo a inflamac&o e a
fibrose do figado por inibicdo da via inflamatéria do NF-«xB, além de favorecer a cicatrizagdo
hepética por acbes sobre o estresse oxidativo (LIANG et al., 2016).

Estudos de Chauhan e colaboradores (2012), demonstraram o potencial antiartritico
através da administracéo por via oral de &cido clorogénico isolado da fragdo aquosa (40 mg/kg)
de Bidens pilosa, utilizando modelos de inducdo da inflamacéo da articulacdo do joelho de ratos
com LPS, produzindo supresséo significativa da expressdo de citocinas como TNF-a, IL-1,
além de reducéo de edema de pata e na contagem de células T.

O tratamento de culturas de condrdcitos de coelhos com acido clorogénico mostrou
resultados positivos na osteoartrite, reduzindo a expressdo génica e a producdo de
metaloproteinases, envolvidas na degradacéao da cartilagem. De forma semelhante, na avaliacdo
morfologica e histologica de joelhos de coelhos com osteoartrite experimental induzida por
transeccdo do ligamento cruzado anterior, a administracdo intra-articular de 0,3mL de acido
clorogénico (20uM) promoveu inibicdo da degradacdo da cartilagem e melhora do quadro
artritico (CHEN et al., 2011).
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Modelos celulares que avaliaram o desenvolvimento da hiperplasia sinovial na artrite
reumatoide, investigaram o potencial do &cido clorogénico em inibir a proliferacdo de uma
linhagem de sinoviocitos semelhantes a fibroblastos (RSC-364) induzidas por IL-6, sendo
possivel observar que o tratamento desta linhagem celular com &cido clorogénico em diferentes
doses (5 - 100 umol/L), promoveu o bloqueio das respostas pro-inflamatdrias via NF-kB através
de sinalizacdo mediada por IL-6, resultando em inibicdo da proliferacdo celular e apoptose,
mostrando assim que o acido clorogénico possui potencial anti-artritico potente (LOU et al.,
2016).

2.3 Bases da Inflamagéo

Ainflamacdo é considerada uma resposta protetora do organismo, representando uma
defesa contra um estimulo nocivo, seja ele de origem mecénica, quimica ou térmica, de maneira
a destruir, isolar ou neutralizar a fonte de inflamacéo, restabelecendo a homeostase dos tecidos
com acdes de resolucgdo caracterizadas por reparo ou regeneracdo. Mas quando essa resposta
ndo € regulada se tornando exacerbada, pode causar efeitos devastadores ao tecido exposto com
evolucéo da inflamagéo aguda para cronica (HENSON, 2005; KUMAR et al., 2010; ASHLEY
etal., 2012).

Seus sinais caracteristicos vém sendo descritos desde papiros egipcios de 3.000 a.C..
Celsius, no primeiro século d.C., apresentou os quatro sinais cardinais da inflamacao,
caracterizados por vermelhid&o (rubor), edema (inchaco), calor (aumento da temperatura local)
e dor (sensibilizacdo periférica de nociceptores), e o quinto sinal cardinal caracterizado por
perda da funcdo (tumor) foi apresentado por Rudolf Virchow, no século XIX (Figura 5)
(KUMAR et al., 2010).
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Figura 5: Sinais cardinais da inflamacéo (Adaptado de LAWRENCE et al., 2002).

Os mecanismos de defesa do organismo contra um agente nocivo podem ocorrer pela
imunidade inata e pela imunidade adaptativa. A inata é a primeira linha de defesa, auxiliando
no reconhecimento do agente lesivo e na resposta da imunidade adaptativa. Sendo a imunidade
inata um mecanismo inicial de resposta, esta promove uma cascata de eventos bioquimicos e
celulares que se iniciam por meio do reconhecimento do agente nocivo pelas PAMPS (Padrdes
moleculares associados a patogenos) e pelas DAMPS (Padr6es moleculares associados a
danos), que sinalizam ao organismo possiveis prejuizos e/ou infec¢Bes causadas por danos,
necrose ou agentes patogénicos, respectivamente (HAN et al., 2005; ASHLEY et al., 2012).

As PAMPS se ligam a receptores transmembranares especificos conhecidos como “toll-
like” (TLR), que culminam na ativacgdo de vias de sinalizacdo, ativando o fator de transcri¢ao
NF-«B (fator nuclear kappa B), regulador de expressdo génica da resposta inflamatoria, apos
liberacdo da proteina IkB (proteina inibidora do NF-xB) e translocac¢do do fator até o nucleo
celular, esse fator controla positivamente a expressdo de genes responsaveis pela sintese de
citocinas pré-inflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y, em conjunto com quimiocinas,
moléculas de adesdo, eicosandides, fatores de crescimento, metaloproteinases, enzimas como
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS) que sintetiza o 6xido nitrico
(NO) (Figura 6) (HAN et al., 2005; ASHLEY et al., 2012; HOLL et al., 2016).
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Figura 6: Cascata do acido araquid6nico e outras vias que compdem a resposta inflamatdria
(Adaptado de GHASEMIAN et al., 2016).

Ja as DAMPS, se ligam a receptores intracelulares de dominio de oligomerizagdo de
ligacdo de nucleotideos conhecidos como “NOD-like” (NLR), capazes de identificar e agir
contra patdgenos bacterianos invasores intracelulares. Ativam a caspase-1 convertendo pro-
citocinas inativas em citocinas ativas (IL-1p, IL-18), culminando em mecanismos de eliminagéo
das células infectadas por vias de morte celular (HAN et al., 2005; ASHLEY et al., 2012).

A ativacdo de células do tecido lesado em conjunto com a liberacdo de diversos
mediadores sollveis como citocinas, quimiocinas, eicosanoides, aminas vasoativas (histamina
e serotonina) e muitos outros, contribuem nas respostas vasculares agudas da inflamacéo,
caracterizada por vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de
exsudato rico em proteinas e células, caracterizando os quatro sinais cardinais da inflamacao
(HENSON, 2005; ASHLEY et al., 2012).

A vasodilatagdo, o aumento da permeabilidade vascular e o extravasamento de fluidos
que culminam nos sinais cardinais de rubor, calor e edema, ocorrem por a¢do de mediadores
inflamatorios pré-formados como histamina, serotonina, substancia P, dentre outros, seguido
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da participacdo de bradicinina, prostaglandinas (PGE e PGl), 6xido nitrico, fator ativador de
plaquetas e leucotrienos Cs4, D4 € E4, liberados sobre a musculatura lisa vascular no inicio da
resposta inflamatoria. A Prostaglandina E», prostaciclina I, a bradicinina e a substancia P
promovem sensibilizacdo periférica dos nociceptores caracterizando o sinal cardinal de dor
(Figura 5) (KUMAR et al., 2010; ASHLEY et al., 2012).

As respostas seguintes a essas agdes sdo celulares, determinadas como subcrénica, com
recrutamento de leucdcitos (neutrofilos e macrofagos), reconhecimento e destruicdo do agente
nocivo. A acéo das citocinas TNF-a e IL-1, induzem o aumento da expressdo de moléculas de
adesdo de células endoteliais: VCAM-1 (molécula de adesdo celular vascular 1) e ICAM-1
(molécula de adesdo intercelular 1), promovem a sintese de outras citocinas, além de
quimiocinas (IL-8), fatores de crescimento, eicosanoides e NO. O recrutamento é seguido de
acOes de adesao e rolamento dos leucocitos pelo endotélio, pela acdo das L, P e E-selectinas em
conjunto com as integrinas (LAWRENCE et al., 2002; HENSON, 2005; KUMAR et al., 2010).

Seguido ao rolamento, ocorre a diapedese, onde os leucécitos atravessam livremente 0s
espacos interendoteliais junto ao exsudato, favorecidos pelas alteracbes vasculares da fase
aguda, ocorrendo a quimiotaxia, com migracdo dos leucocitos em direcdo ao foco da
inflamacéo, por acdo de quimiocinas (IL-8), componentes da cascata do complemento (C5a) e
leucotrienos (Ba), reconhecendo e se ligando ao agente agressor (Figura 7) (KUMAR et al.,
2010; ASHLEY etal., 2012).

Histamina
Prostaglandinas
& Lsucotrienos

Vasodilatagéo Célula residente
Neutrdfilos mmese=menen . Na tecidos
Monécitos
Vénula \@ @ @/
Pés-capilar
Extravasamento E@;
l Macrofagos
@ @ Desgranulagéo ROS, RNS,
proteases
Exsudato \

Fagocitose Ag

Figura 7: Etapas da migracdo leucocitéria, quimiotaxia e fagocitose. Legenda: Antigeno (Ag), Espécies
reativas de oxigénio (ROS), Espécies reativas de nitrogénio (RNS) (Adaptado de ASHLEY etal., 2012).
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Por conseguinte, os neutrofilos sofrem desgranulacéo, liberando substancias citotoxicas
como espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), além de enzimas proteoliticas,
promovendo a neutralizacdo do agente, seguida da substituicdo pelos macrdfagos e acdes de
fagocitose, ingerindo e eliminando o agente causador da injdria, restaurando a homeostase do
tecido e promovendo a resolucéo do quadro infeccioso por renovacao e regeneragdo das células
lesadas ou por reparo com formacdo de cicatriz, pela acdo de fibroblastos e fatores de
crescimento (Figura 7) (KUMAR et al., 2010; ASHLEY et al., 2012).

A fase crbnica ou de prolongamento da inflamacdo, caracteristicos de doengas como
artrite reumatoide, asma, glomerulonefrite, dentre outras, podem ocorrer por problemas na
resolucédo da inflamagdo, por persisténcia do agente nocivo ou por alteracbes em etapas do
processo cura, como por exemplo, no momento da quimiotaxia e fagocitose, a ativacdo
exacerbada dos leucocitos, pode promover destruicdo do tecido sadio pelas substancias
citotoxicas liberadas, gerando danos teciduais, cronicidade da inflamac&o e a¢des de resolucao
da inflamag&o com formacéo de fibrose (HENSON, 2005; KUMAR et al., 2010; ASHLEY et
al., 2012).

2.3.1 Acido araquidonico e as prostaglandinas

O 4cido araquiddnico é um &cido graxo poli-insaturado essencial, que normalmente se
apresenta esterificado na bicamada fosfolipidica da membrana das células. No momento do
estimulo nocivo, seja ele quimico, fisico ou mecanico, a enzima fosfolipase Az hidrolisa os
acidos graxos dos fosfolipidios de membrana e libera o acido araquidénico, tornando-os livres
para sofrer a acdo das enzimas Cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) desencadeando a sintese
dos prostanoides e também sofre acdo da enzima 5-Lipoxigenase (5-LOX), produzindo os
leucotrienos (Figura 6) (KUMAR et al., 2010; CORNEJO-GARCIA et al., 2016).

Os produtos da acdo da COX-1, COX-2 e 5-LOX sintetizados a partir dos macrofagos,
neutrofilos, células dendriticas, plaquetas e outras células, formam o grupo dos eicosanoides,
com agbes na imunidade, através da regulacdo da producdo de citocinas, na formacdo de
anticorpos, na proliferacdo celular, na migragéo e na apresentacao de antigenos (HARIZI et al.,
2008; KUMAR et al., 2010; CORNEJO-GARCIA et al., 2016).

Os produtos finais da acdo das cicloxigenases sdo a sintese das prostaglandinas,
prostaciclinas e tromboxanos, que agem promovendo efeitos considerados como proé-

inflamatdrios (Figura 6). Podem ser produzidos por duas isoformas de cicloxigenase, a isoforma
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COX-1, considerada constitutiva, por agir na homeostase de 6rgdos e tecidos (protecdo e
motilidade géstrica, na contracdo uterina, na atividade plaquetéria e em muitas outras a¢des),
além de estar envolvida na inflamacdo e a isoforma COX-2, considerada induzida, agindo
intimamente na reacdo inflamatoria. Mas diversos estudos tém relatado as a¢cdes da COX-2 no
mecanismo compensatério da hemodindmica renal, por ser encontrada na mécula densa,
glomérulos, arteriolas aferentes e eferentes, regulando a sintese de prostaglandina renal
(HARIZI et al., 2008; KUMAR et al., 2010; CORNEJO-GARCIA et al., 2016; KAEWPUT et
al. 2016).

As prostaglandinas com acfes na inflamacdo séo as prostaglandinas PGD2, PGEa,
PGF»,, responsaveis pelas agdes de vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, dor,
febre, quimioatracdo, além de acdes sobre o Utero e broncodilatacdo. As prostaciclinas (PGl2)
presentes no endotélio vascular, agem na vasodilatacdo e na inibicdo da agregacdo plaquetaria
e os tromboxanos (TXA?>), presentes nas plaquetas, responsaveis pelas a¢cdes de vasoconstrigdo
e ativagdo da agregacao plaquetaria (Figura 6) (KUMAR et al., 2010; CORNEJO-GARCIA et
al., 2016).

O produto final da acdo da 5-LOX, é a sintese dos leucotrienos Bs (LTBa),
responsaveis pelas acGes de quimiotaxia e os leucotrienos LTCs, LTD4 e LTE4, responsaveis
pelo aumento da permeabilidade vascular e a¢des de broncoconstri¢do (Figura 6) (KUMAR et
al., 2010; CORNEJO-GARCIA et al., 2016).

2.3.2 Citocinas e quimiocinas

As citocinas sdo biomoléculas sintetizadas por linfocitos, macrdfagos, células
endoteliais e epiteliais além de tecido conjuntivo, agindo sobre um receptor na célula-alvo no
momento de uma resposta a um estimulo nocivo, seja ela uma resposta inflamatéria aguda ou
crénica, sendo considerados os principais moduladores da inflamacdo. Podem ser do tipo
monocinas, linfocinas, interleucinas, interferons, fatores estimuladores de colbnias e
quimiocinas (KUMAR et al., 2010; TURNER et al., 2014).

O TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) é uma citocina pro-inflamatoria, sendo
inicialmente identificada como um fator sérico com atividade citolitica e citostatica contra
células tumorais, mas se revelou um importante mediador inflamatério, agindo na orquestracao
da resposta inflamatdria aguda. E sintetizada por células do sistema imunoldgico (macréfagos,

mastocitos, mondcitos, linfocitos T), além de fibroblastos, queratindcitos e neurdnios e
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secretada ap6s um estimulo nocivo, ativando o fator NF-«xB, que induz a expressdo de citocinas
como IL-1pB, IL-6 e a sintese de quimiocinas (IL-8), eicosanoides e NO. Ativa moléculas de
adesdo endotelial e auxilia no remodelamento da matriz, além de funcGes adicionais no
metabolismo lipidico, resisténcia insulinica e muitos outros (KUMAR et al., 2010; LAVETI et
al., 2013; TURNER et al., 2014).

A IL-1B (Interleucina-1B) ¢ uma citocina pro-inflamatoria essencial a resposta imune
inata. Sintetizada por macrofagos e mondcitos, células endoteliais e algumas epiteliais, €
secretada no momento da estimulacéo dos receptores Toll-like e NOD-like, sendo identificada
como um pirogénio enddgeno, agindo assim na febre. Age de forma sinérgica com o TNF-q,
favorecendo as respostas de fase aguda da inflamacéo, promovendo a quimiotaxia e a producgéo
de mais citocinas pela ativacdo do fator NF-xB. A Interleucina-6 é expressa em fagocitos,
células T e B, fibroblastos, células endoteliais, além de outras, agindo na maturacao de células
B, bem como na ativacéo e diferenciagdo de células T (KUMAR et al., 2010; LAVETI et al.,
2013; TURNER et al., 2014).

O IFN-y (Interferon gama) ¢ uma citocina secretadas de células T, responsavel pelo
aumento da permeabilidade vascular, ativagdo de macréfagos, além do aumento da expressao
de moléculas de adesao (KUMAR et al., 2010; TURNER et al., 2014).

As quimiocinas sdo glicoproteinas de baixo peso molecular sintetizadas no momento de
sua acdo e/ou constitutivamente em tecidos, sendo secretadas por macr6fagos e mondcitos,
células endoteliais e linfocitos T, agindo no recrutamento de leucdcitos na inflamacéo,
controlando o rolamento e a migracdo dessas células através dos tecidos, a diapedese e a
quimiotaxia (KUMAR et al., 2010; TURNER et al., 2014).

Existem aproximadamente 44 tipos de quimiocinas diferentes, separadas em grupos
conforme arranjo dos residuos de cisteina em sua estrutura. As primeiras a agirem sobre 0s
neutrdfilos sdo as quimiocinas alfa, como a IL-8, induzidas pelo TNF-a e IL-1pB, atuando na
ativacdo e quimiotaxia de neutréfilos. As quimiocinas B s3o quimioatratores de outras células
como monacitos, eosinofilos, baséfilos e linfocitos, como a MCP-1 (proteina quimioatrente de
mondcito), MIP-1a (proteina inflamatéria de macrofagos 1a) e muitas outras. As quimiocinas
v sdo especificas de linfocitos, como a linfotactina e por fim a quimiocina fractalquina, do grupo
de quimiocinas CX3C, responsavel pela forte ades@o e quimiotaxia de mondcitos e células T
(KUMAR et al., 2010; TURNER et al, 2014).

A Interleucina-8 (IL-8/CXCL8 ou KC/CXCL1 (identificada em camundongos)) € uma

guimiocina mediadora de respostas inflamatorias, identificada como ativadora e quimioatrativa
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de neutrofilos, além da capacidade de recrutamento, adesao e migracao de neutrofilos e ativagdo
de monacitos, linfocitos, basofilos e eosindfilos para os locais da inflamagéo. A quimiocina
CXCL2 (ou MIP-2 (identificada em camundongos)) possui a mesma funcéo da IL-8, sendo um
potente quimioatraente de neutrofilos, promovendo recrutamento e migracdo macica de
neutrdfilos, além de acdes na producdo de espécies reativas de oxigénio e na fagocitose
(TURNER et al., 2014, INOUE et al., 2016, LI et al., 2016).

2.4 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide ¢ uma doenga inflamatoria crénica auto-imune ainda de origem
desconhecida, pressupondo-se que esteja relacionada a uma suscetibilidade genética somada a
fatores ambientais e autoimunidade, que promove dor, inchaco e rigidez das articulacdes,
podendo levar a destruicdo progressiva, ao déficit do musculo-esquelético e a incapacidade
fisica com reducdo da qualidade de vida caso ndo suprimida. Afeta inicialmente as pequenas
articulacbes das maos e dos pés e também podem envolver manisfestacdes extra-articulares
como na pele, vasos, coracdo, pulmdes e musculos, causando fibrose pulmonar, amiloidose,
doencas cardiovasculares e outras comorbidades (KUMAR et al., 2010; BRZUSTEWICZ et al,
2015; SMOLEN et al., 2016, THOMPSON et al., 2016).

E caracterizada por diversas alteracdes fisiologicas que se inicia com a ativagio de
linfécitos TCD4+, infiltracdo de células imunes (neutrofilos, macréfagos, células dendriticas e
linfocitos), liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatdérias como TNF-a, IL-1 e IL-6,
producdo de quimiocinas (IL-8 e MIP-2) e prostanoides. Ocorre hiperplasia dos sinoviécitos
caracterizada por pannus, seguido de angiogénese, destruicdo de cartilagem e erosao 6ssea. As
células que infiltram a camada sinovial sdo células da imunidade inata e células da imunidade
adaptativa (células T e B), além de plasmdcitos e células plasmaticas (Figura 8). Essas células
ativam fibroblastos e condrocitos, que promovem a sintese de osteoclastos promovendo a
destruicdo articular e 0ssea, o agravamento do processo inflamatdrio e a produgdo de auto-
anticorpos (KUMAR et al., 2010; BRZUSTEWICZ et al, 2015; INOUE et al., 2016; LI et al.,
2016; SMOLEN et al., 2016).
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As principais citocinas envolvidas na resposta inflamatdria sinovial sdo o TNF-a, a IL-
1, a IL-6 e 0 GM-CSF (fator estimulador de colénias de granuldcitos e macréfagos). O TNF-a
é a primeira citocina a ser ativada promovendo a sintese das outras citocinas: IL-1, IL-6 e GM-
CSF, resultando em ativagdo de fibroblastos e fator de crescimento do tecido conjuntivo
(CTGF) na sindvia, com inducdo de metaloproteinases, ativacdo de osteoclastos e condrdcitos
promovendo a destruicdo 0ssea, a formacao de pannus por ativacdo de células endoteliais e
guimiotaxia, além de produzir dor (nocicepc¢do) e febre por sintese de PGE2. A IL-1 atua em
conjunto com o0 TNF-a, promovendo a sintese de outras citocinas, recrutando leucocitos e
ativando linfocitos T, enquanto a IL-6 ativa quimiocinas e moléculas de adeséo, ativa linfécitos
T e B e matura osteoclastos, favorecendo todas em conjunto, a destruicdo da cartilagem e a
erosdo 0ssea (BRZUSTEWICZ et al, 2015; SMOLEN et al., 2016, THOMPSON et al., 2016).
Os sintomas da artrite reumatoide podem ser melhorados com algumas classes de
farmacos como os AINES, os AIES e DMARDs (anti-reumaticos modificadores da doenca),
reduzindo a dor, a inflamacé&o e os danos as articulagdes e 0ssos, quando usados no inicio da
doenca, pois ndo sdo capazes de reverter os danos ja ocorridos, tornando sua eficacia limitada,
necessitando assim de maiores estudos sobre terapias que possam inibir os danos articulares da
artrite reumatoide, assim como a inflamagé&o e a dor cronica (THOMPSON et al., 2016).
Atualmente as citocinas pré-inflamatorias limitantes desta doenca tem sido alvo da
indUstria farmacéutica, que tem trabalhado de forma a encontrar possiveis tratamentos com
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inibidores dos receptores de citocinas, através de anticorpos monoclonais, interrompendo suas
acOes inflamatorias, reduzindo assim a gravidade da doenca e a destruicdo dos tecidos
circundantes (BRZUSTEWICZ et al, 2015; SMOLEN et al., 2016, THOMPSON et al., 2016).

2.5 Dor

A dor e sua origem tem sido estudado desde tempos muito antigos, tendo Charles
Darwin em 1872, descrito como uma emog¢do importante para a sobrevivéncia da espécie.
Desde 1986, a dor ¢ definida pela Associacdo Internacional para Estudo da Dor (IASP-
International Associaton for the Study of Pain) como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, associada a danos real ou potencial dos tecidos (D’MELLO et al., 2008;
KLAUMANN et al., 2008; KUNER, 2010, MITSI et al, 2016).

Classificada como um dos cinco sinais cardinais da inflamag¢do, a dor tem fun¢ao
protetora, sinalizando ao organismo a presenca de uma lesdo ou dano que necessite de
tratamento ou fuga, mas no momento de uma inflamacdo, ela perde o carater protetor se
tornando uma doenca. A dor ¢ um problema que afeta a sociedade e a todos em um determinado
momento da vida, podendo comprometer de forma permanente um individuo (D’MELLO et
al., 2008; KLAUMANN et al., 2008, KANDEL et al., 2014, DINAKAR et al. 2016).

A palavra Dor ¢ mais corretamente usada para seres humanos, pois envolve mais do que
a transmissdo de impulsos elétricos nociceptivos, mas também a percep¢ao da dor, que envolve
componentes emocionais, afetivos, além de condicoes psicologicas do individuo no momento
em que ela acontece. Ja nos animais, o termo que mais se aplica seria Nocicepgao, onde so se
caracteriza a transmissdo e a conducdo do sinal nociceptivo, sem o envolvimento emocional,
pois os animais ndo sdo capazes de responder ou avaliar a intensidade da dor na qual estdo
sentindo (VERRI et al., 2006; KLAUMANN et al., 2008, JOHNSON, 2016).

Pode ser caracterizada como dor aguda aquela de ocorréncia recente e rapida, causada
por um trauma, lesdo ou inflamag¢do, devendo ser eliminada no momento da cura, pois sua
funcao ¢ facilitar o processo de cicatrizagdo. J& a dor cronica € caracterizada como persistente,
que perdura por um longo tempo (acima de 6 meses) mesmo depois da cura, podendo surgir até
mesmo na auséncia de uma patologia, debilitando o individuo e reduzindo sua qualidade de
vida, pois ndo respondem aos tratamentos analgésicos convencionais. A dor pode ser de alguns
tipos: como dor nociceptiva quando ocorre ativagao direta de nociceptores em resposta a uma
lesdo ou inflamagao e a dor neuropatica quando ocorre lesdo dos nervos periféricos ou disfungao

no sistema nervoso central, podendo ser acompanha de sensacdo de queimacao e choque
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(KUNER, 2010; KLAUMANN et al., 2008, KANDEL et al., 2014, PETERSON et al. 2016,
MITSI et al., 2016).

2.5.1 Fisiopatologia da Dor

A sensagdo ou percep¢ao de dor inicia-se na periferia, através dos nociceptores,
terminagdes nervosas livres compostas de fibras aferentes primdrias presentes na pele, tecido
subcutaneo, articulagdes e musculos, responsaveis por responder a uma série de estimulos
(térmico, mecanico ou quimico), transformando-os em impulsos elétricos e transmitindo esses
impulsos ao ganglio da raiz dorsal da medula espinal (KLAUMANN et al., 2008, KANDEL et
al., 2014, JOHNSON, 2016, FRIAS et al., 2016).

As fibras responsaveis por essa conducao sao de trés tipos e transmitem diferentes tipos
de informacdes: as fibras AP (A beta), de grande didmetro e mielinizagdo, promove condugao
rapida, sendo responsaveis por sensagoes indcuas tateis como o toque e a pressao, as fibras Ad
(A delta), de médio diametro e mielinizagdo, promove conducdo intermediaria e sdo
responsaveis pelo primeiro estagio da dor, aquele de carater forte, rapido e localizado, oriundas
de sensagdes nocivas térmicas (mudangas de temperatura bruscas) e mecanicas (pressao
intensa) e as fibras C, de pequeno didmetro, amielinizadas e condug¢ao lenta, sdo responsaveis
pelo segundo estagio da dor, aquele de carater prolongado, sensagdo penetrante e difuso, sendo
consideradas nociceptores polimodais, pois sdo ativadas por estimulos nocivos mecanicos,
térmicos ou quimicos, necessitando de um limiar de excitabilidade mais alto. Além destes,
existem os nociceptores silenciosos, expresso nas visceras, ativados em momentos de
estimulacdo intensa, acredita-se que eles contribuam para as ac¢des de hiperalgesia na
inflamacao (D’MELLO et al., 2008; KLAUMANN et al., 2008, MARCHAND, 2008; KUNER,
2010; KANDEL et al., 2014, FRIAS et al., 2016, DINAKAR et al. 2016).

No momento de uma lesdo ou inflamagdo, os nociceptores sdao ativados por uma série
de mediadores locais como bradicinina, histamina, serotonina (5-HT), ions hidrogénio (H") e
potassio (K), fator de crescimento neural (NGF), NO, adenosina trifosfato (ATP), citocinas e
prostaglandinas liberados de macrdofagos, leucocitos, mastocitos, linfocitos, plaquetas, além de
mediadores liberados dos proprios nociceptores como o glutamato, o peptideo relacionado ao
gene de calcitonina (CGRP) e a substancia P (SP), que vao promover uma sensibilizacao
periférica local por modificagdo do limiar de disparo ou ativagao dos nociceptores (Figura 9)
(D’MELLO et al., 2008; KLAUMANN et al., 2008, RANG et al., 2012, DINAKAR et al.
2016).
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Figura 9: Ativacdo dos neur6nios nociceptivos. Legenda: Ganglio da raiz dorsal (GRD), Fator de
crescimento neural (NGF), Adenosina trifosfato (ATP), Peptideo relacionado ao gene de calcitonina
(CGRP), Serotonina (5-HT), Tons hidrogénio (H") (RANG et al., 2012).

A histamina e a serotonina promovem aumento da permeabilidade vascular dos vasos
da area lesada, a bradicinina ativa diretamente as fibras Ao e C, assim como as c¢lulas lesadas
promovem aumento da expressao de COX-2, culminando em aumento da sintese e liberacdo de
prostaglandinas, como a prostaglandina E, (PGE2) que em conjunto com as monoaminas
(histamina e serotonina), atuam em receptores metabotropicos das fibras C, ativando segundos
mensageiros como adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico), proteina quinase A (PKA) e
proteina quinase C (PKC). Em seres humanos, esse aumento de sensibilidade ¢ definido como
hiperalgesia, uma resposta exacerbada frente a um estimulo doloroso e como alodinia, dor
frente a um estimulo que antes era indcuo, envolvendo a reorganizacdo do processamento
central das fibras Af de limiar baixo no corno dorsal da medula (VERRI et al., 2006;
KLAUMANN et al., 2008; KUNER, 2010, DINAKAR et al. 2016).

Também sabemos que as citocinas e as quimiocinas pro-inflamatoérias, liberadas de
células locais ou que migram até a area afetada, sdo precursoras da liberagcao desses mediadores
hiperalgésicos e até mesmo, as proprias citocinas podem sensibilizar diretamente os
nociceptores. As citocinas e quimiocinas IL-1B, TNF-a, IL-6 e quimiocinas como IL-8/CINC-
1 (CINC-1: IL-8 experimental em ratos) apresentaram efeitos nas a¢des de hipernocicepgao
através de modelos animais com carragenina, LPS e antigenos (Figura 10) (VERRI et al., 2006,
GUERRERO et al., 2012, JOHNSON, 2016).

O TNF- o é uma citocina pro-inflamatdria responsavel por ativar a IL-6, IL-1p ¢ a IL-
8, a IL-1p aumenta a expressdo de COX-2 e consequentemente a sintese de prostaglandinas,

além de NGF, que aumenta a expressao de SP, glutamato, NO e CGRP, a IL-6 também aumenta
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a sintese de prostanoides e a IL-8/CINC-1 induz a liberac@o de aminas simpaticas, promovendo
assim todos em conjunto, as agoes de hipernocicepcdo (Figura 9) (VERRI et al., 2006;
KLAUMANN et al., 2008, GUERRERO et al., 2012, BRZUSTEWICZ et al., 2015).
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Figura 10: Cascata de citocinas e quimiocinas induzidas por estimulos inflamatorios. Legenda:
Carragenina (Cg), Lipopolissacarideo (LPS), Antigeno (Ag) (adaptado de VERRI et al., 2006).

Estudos também mostraram que neur6nios expressam receptores de TNF-a ¢ IL-1p,
podendo diretamente sensibilizar nociceptores. O TNF-a promoveu a formagao de potenciais
de acdo em neurdnios nociceptivos quando aplicado topicamente em axdnios periféricos, além
de aumentar a sensibilidade a estimulos mecanicos e quimicos, ja a IL-1p agiu sobre neurénios
sensoriais aumentando a sua sensibilidade a estimulos térmicos nocivos. Diante das evidéncias
sobre o efeito direto das citocinas e quimiocinas na hipernocicepcao, seus principais efeitos
ainda sdo os indiretos, através da sintese de outras citocinas e mediadores inflamatorios que
sensibilizam os nociceptores (VERRI et al., 2006; KLAUMANN et al., 2008, GUERRERO et
al., 2012).

Apos a liberagdo dos mediadores, ativacao e sensibiliza¢do dos nociceptores periféricos,
esses sinais sdo codificados em impulsos elétricos e conduzidos a medula espinal. Os axonios
das fibras aferentes primarias sdo despolarizados, conduzindo as informagdes através de
potenciais de agdo para os neurdnios de segunda ordem no corno dorsal da medula espinal, mais
especificamente nos corpos celulares dos ganglios da raiz dorsal, 4rea disposta em laminas e ali
nas fibras aferentes primdrias se encerram. As fibras Ad e C transmitem estimulos nociceptivos
as laminas I (Idmina marginal) e II (substancia gelatinosa), mas a lamina II também possui
interneurdnios que respondem a estimulos indcuos provenientes das fibras AP, que também
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transmite estimulos indcuos tateis aos interneurdnios das laminas III e IV. A 1amina V recebe
informagdes de nociceptores viscerais provenientes de fibras Ad, no qual desenvolve uma
sensa¢ao de dor proveniente de uma lesdo visceral espelhada sobre uma regiao da superficie do

corpo (Figura 11) (KUNER, 2010; KANDEL et al., 2014, DINAKAR et al. 2016).
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Figura 11: Sinais de entrada na medula espinal (adaptado de KANDEL et al., 2014).

Para que as informacdes cheguem até niveis talamocorticais, apos chegarem a medula
espinal, os impulsos precisam atravessar os tratos ascendentes, os impulsos provenientes das
fibras Ad e C chegardo até o cortex somatossensorial, mas ocorrerd em espagos de tempo
diferentes. O trato espinotalamico tem papel crucial na transmissdo da informag¢ao nociceptiva,
sendo composto de axonios das laminas I, V, VI e VII, que cruzam a medula espinal, ascendendo
em dire¢do ao talamo e depois ao cortex somatossensorial, enviando impulsos nociceptivos de
carater discriminativo da dor. O trato espinoparabraquial tem seus axonios nas laminas [ e V,
transmitindo informagdes sobre os componentes emocionais da dor, indo da medula até a
substancia cinzenta periaquedutal e cortex cingulado anterior que faz parte do sistema limbico
(Figura 12) (D’MELLO et al., 2008; KLAUMANN et al., 2008, KUNER, 2010; KANDEL et
al., 2014, FRIAS et al., 2016, DINAKAR et al., 2016).
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Figura 12: Condugao dos impulsos nociceptivos (adaptado de KUNER, 2010). Legenda: Dorsal (D),
Ventral (V).

2.6. Tratamento da dor

O tratamento da dor pode ser realizado por algumas classes de farmacos, esses farmacos
podem ser administrados profilaticamente antes da injuria acontecer, no caso, administrados
antes de uma cirurgia invasiva como por exemplo, uma extracao de dente, de forma a diminuir
o tempo de recuperagdo desse paciente, ou podem ser administrados no momento da dor por
um trauma, lesdo ou inflamacdo, depois de desenvolvida a hiperalgesia e alodinia
(KLAUMANN et al., 2008).

Os mais usados para o controle da dor sdo os farmacos opidides, mas o controle da dor
pode depender de outras classes como AINES (quando a dor for de origem inflamatoria), além

de anticonvulsivantes e antidepressivos. Os opidides (morfina, metadona, codeina e outros)
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atuam em receptores do tipo , d, k, impedindo a conducdo do impulso nociceptivo a nivel
espinal e supra-espinal, agindo na dor aguda e cronica, mas esses fArmacos sdo conhecidos por
promover efeitos adversos, destacando a morfina que pode desenvolver depressao respiratoria,
tolerancia e dependéncia em seus usuarios. Os AINES também sao usados com frequéncia, pois
inibem a atividade das enzimas Cicloxigenase 1 e 2, impedindo a sintese de mediadores que
promovem a sensibilizacdo dos nociceptores a nivel periférico e espinal, mas seu uso esta
sempre relacionado ao desenvolvimento de efeitos adversos, como o acido acetilsalicilico e o
ibuprofeno, responsaveis pelo desenvolvimento de ulceracdes gastricas, distirbios da
coagulagdo como hemorragias e muitos outros. Os anticonvulsivantes como o topiramato ¢ a
gabapentina podem agir na dor por bloqueio do canal de Na* e Ca?*, respectivamente, reduzindo
a conducao do impulso nociceptivo a nivel espinal e supra-espinal, mas podem desenvolver
alteracdes cognitivas como sonoléncia e tonturas e os antidepressivos da classe dos triciclicos
(amitriptilina) e os antidepressivos inibidores da receptacdo de serotonina-norepinefrina
(venlafaxina e duloxetina) que agem inibindo a receptagdo de serotonina e noradrenalina,
através do bloqueio de seus transportadores (SERT e NET), impedindo suas agdes nociceptivas
também a nivel espinal e supra-espinal, mas estes podem desencadear sedagdo e hipertensao
diastolica, respectivamente. Por estes farmacos apresentarem uma gama de efeitos adversos,
como por exemplo a constipagao intestinal e a tolerancia produzida pelo opidide morfina ou os
distarbios da coagulagdo e as ulceras gastricas pelo anti-inflamatorio acido acetilsalicilico, se
faz necessario novas abordagens farmacoldgicas, buscando diferentes mecanismos de agao, de
forma a minimizar ou inibir estes efeitos adversos, de forma a melhorar a qualidade de vida dos
pacientes com dor (KLAUMANN et al., 2008; BRUNTON et al., 2012, PETERSON et al.,
2016, DINAKAR et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo ¢ avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio
do extrato aquoso das folhas de Borreria verticillata (L.) G. Mey (EFBV), das fracdes
flavonoidica (Flav), butandlica (BuOH) e acetato de etila (AcOEt) e de compostos
identificados: a Rutina (Ru) ¢ o Acido clorogénico (AC), utilizando métodos farmacoldgicos in
VIvo € in vitro.

Este estudo se justifica ao se fundamentar nos usos empiricos da espécie e no
biomonitoramento fitoquimico, identificando substincias farmacologicamente ativas, bem
como mecanismos de acdo envolvidos, podendo explicar alguns dos usos populares da Borreria
verticillata (L.) G. Mey; criando perspectivas para o desenvolvimento de novos fitofArmacos
eficazes e inovadores, que apresentem efeitos colaterais minimos no tratamento da dor e de

doengas inflamatorias.
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3 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a realiza¢ao dos experimentos foram utilizados camundongos machos e adultos
(Mus musculus) da linhagem Swiss, pesando entre 25 e 35 g e fornecidos pelo Biotério de
Criagdo de Roedores do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Os animais foram mantidos sob iluminacao controlada em um ciclo claro/escuro
(12/12h) e com regime de agua e ragdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
seguindo normas que envolvem cuidados com animais de laboratorio e normas éticas para seu
uso em experimentos com dor (ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992). Apds as
avaliagdes experimentais os animais foram submetidos a eutanasia com injecao intraperitoneal
(i.p.) de pentobarbital 100mg/kg, associado a inje¢do subcutanea (s.c.) de lidocaina 5mg/kg ¢
os métodos foram submetidos e aprovados pela Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA

—ICBS/UFRRIJ, n° 010/2014).

4.2 Material Botanico

As folhas de Borreria verticillata (L.) G. Mey. (Rubiaceae) foram coletadas durante o
periodo de floragao em Liomeiro, Pernambuco - Brasil, pelo Professor Dr. Pedro Germano do
Departamento de Biologia da UFRRJ. Uma exsicata foi depositada no herbario do
Departamento de Botanica da UFRRJ (Exsicata: RBR 26925) pelo Professor Dr. Douglas

Siqueira De Almeida Chaves do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFRRJ.

4.3 Substancias, Reagentes e Solventes

O extrato das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey., fragdes e compostos foram
fornecidos pelo Professor Dr. Douglas Siqueira De Almeida Chaves do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da UFRRJ.

Dexametasona (Decadron®, Aché Lab. Farm., Sdo Paulo, Brasil), agua destilada,
solugdo salina 0,9%, acido acético, indometacina, carragenina, zimosan, rutina e dacido
clorogénico (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), morfina (Dimorf®, Cristalia, Sio
Paulo - Brasil), fentanil (Fentanest®, Cristalia, Sdo Paulo - Brasil) diazepam (Laboratorio Unido
Quim. Farm. Nacional S.A. S3o Paulo, Brasil), ELISA kits para TNF-a (Duo set
R&D systems®, Minneapolis, MN), formaldeido 3,0%, éter, solu¢do de PBS, heparina, tween®
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80 (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), solucdo de Turk, violeta de genciana (ADV., Sao

Paulo, Brasil).

4.4 Obtencio do Extrato, Rutina e Ac. Clorogénico

O processo extrativo das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) foi realizado por
decocgdo 10% (p/v), 15 minutos, utilizando o material vegetal seco (100 g) e previamente
pulverizado, seguido por filtragdo, congelamento (-20 °C) e secagem por liofiliza¢do (Liobras®
K101) obtendo 12,1 g de decocto.

O fracionamento e monitoramento do extrato das folhas foram realizados por trés
técnicas: precipitacdo com etanol, partigdo com solventes organicos [acetato de etila (AcOEt)
e butanol (BuOH)] e uso da cromatografia para monitoramento e obtencdo das fracdes. O
extrato foi purificado por precipitacdo com etanol e repartido, sucessivamente, com acetato de
etila (3 x 400 mL), obtendo-se a fragdo acetato de etila e n-butanol (3 x 400 mL), obtendo-se a
fragdo butanolica (BuOH).

A purificacdo dos extratos foi realizada por cromatografia liquida cléssica utilizando
silicas silanizadas de fase inversa (RP-2) com fase movel em gradiente de 4gua/metanol e
cromatografia por exclusdo molecular em gel de Sephadex (LH-20 e GI15-125). O
fracionamento em colunas cromatograficas foi monitorado por cromatografia em camada
delgada (CCD-Merck®) utilizando Silica 60F 254 como suporte e n-butanol/ acido acético/dgua
(BAW 8:1:1) e acetato de etila/acetona/acido acético/agua (AAAA 30:3:1:1) como eluentes. Os
cromatogramas foram analisados sob luz ultravioleta (UV; 254 nm e 365 nm) e visualizados
com reveladores quimicos especificos para cada classe quimica e as concentragdes de todas as
substancias obtidas foram definidas a partir dos rendimentos obtidos durante o processo de
extragdo (Figura 13).

Anélises qualitativa e quantitativa do extrato foram realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector fotométrico por arranjo de diodos SPD-20A. Os
compostos foram quantificados a partir de uma curva de calibracdo de rutina em triplicata
contendo cinco concentragfes (0,02-0,1 mg/mL). Os compostos fendlicos correspondentes
foram analisados pelo tempo de retencéo e as suas caracteristicas espectrais frente aos padroes.
Padrdo de quercetina-3- O-rutinosideo (rutina) e do &acido clorogénico foram adquiridos de
Sigma Aldrich.

Para caracterizacdo da substancia isolada foi realizada a Espectrometria de Ressonéancia

Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio, Carbono-13 e técnicas bidimensionais de
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espectroscopia de correlacdo homonuclear (COSY) e correlacdo heteronuclear multiplo-

Quantum (HMQC).

A particdo do extrato de BV com solventes organicos (acetato de etila e butanol),

permitiu a identificacdo de trés fracdes: a fracdo acetato de etila (AcOEt), a fracdo butandlica

(BUuOH), fracdo esta, que possibilitou a identificacdo da fracdo flavonoidica (Flav). A obtencéo

destas fracGes favoreceu o processo de identificagdo dos compostos rutina e acido clorogénico

presentes no extrato bruto. Neste processo, a fracdo acetato de etila apresentou rendimento de

6% (755 mg) e o composto isolado a partir desta fracao, o &cido clorogénico 3% (22,7 mg). A

fracdo butanolica apresentou rendimento de 14% (1,7 g), da qual originou a fragdo flavonoidica

com rendimento de 22% (385,6 mg), fracdo esta, rica em rutina, total de 58% (225 mg).
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Decocg¢do
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Figura 13: Processo de extragdo da folha de EFBYV, flavonoide rutina e fendlico acido clorogénico
(Laboratorio de Quimica UFRRJ — Professor Dr. Douglas Siqueira Chaves).
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4.5 METODOS FARMACOLOGICOS
4.5.1 Métodos de avaliacio de atividade antinociceptiva

4.5.1.1 Modelo das contor¢des abdominais induzidas por acido acético:

Inicialmente, os camundongos foram separados em 5 grupos (n=8) e tratados por via
oral (p.o.) com veiculo (dgua: 10 mL/kg), com o EFBV (100, 300 ¢ 1000 mg/kg), ou com o
controle positivo indometacina (10 mg/kg), um anti-inflamatério nao-esteroidal inibidor da
atividade das enzimas cicloxigenases (vide discussdo). As contor¢des abdominais foram
induzidas 60 minutos apds os tratamentos através da administra¢ao intraperitoneal (i.p.) de
acido acético diluido em salina (1,2%; 10 mL/kg). Em seguida, o nimero de contor¢des
abdominais, consideradas como contragdes da parede abdominal com peritonite seguida por
extensdo de pelo menos uma das patas posteriores, foram registradas por 30 minutos (Figura
14). Os animais foram colocados individualmente sob funis de vidro, com um periodo de
adaptacao prévia de 15 minutos antes da administragdo do acido acético. Os resultados foram
expressos como média = erro padrao da média dos numeros de contor¢des acumuladas durante
os 30 minutos de avaliagdo, permitindo desta forma, através de regressao linear a determinagao

da dose inibitoria 50% (IDso) (KOSTER et al., 1959).

-60 0 30 min.
)
l l '
Adm. do Adm. do Contagem do n°
Ac. Acético de contorgdes
1,2% (ip.)

Figura 14: Esquema do método de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.

4.5.1.2 Modelo da imersao da cauda:

Conforme D’amour e Smith (1941), este modelo permite o estudo de substancias com
atividades antinociceptivas centrais semelhantes aos opiodides, avaliando o tempo em segundos
(s) que o animal leva para responder ao estimulo térmico doloroso, com o reflexo de retirada

da cauda do banho aquecido a 55°C.
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Neste modelo, foram separados 3 grupos de camundongos (n=8), no qual estes animais
foram individualmente contidos e o terco inferior da cauda imergido em 4agua aquecida a 55°C
(£1°C). Foi realizada uma leitura controle 30 minutos antes, seguida de leituras 30, 60, 90 e
120 minutos ap6s administragdo p.o. do veiculo (adgua), do EFBV (1 g/kg) ou administra¢ao
subcutanea (s.c.) do controle positivo, o opidide fentanil (50 pg/kg), responsavel pelo bloqueio
da conducdo do estimulo doloroso a niveis espinais e supra-espinais (vide discussio)
(JANSSEN et al. 1963, LAPA, et al., 2007). Para evitar a lesao tecidual, foi estabelecido como
periodo maximo de laténcia 20 segundos (Figura 15). Os resultados foram expressos como a
média + o erro padrdo da média do tempo de laténcia necessario até o reflexo de retirada da

cauda de cada grupo analisado, dentro dos tempos determinados.
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Figura 15: Esquema do método de imersao da cauda.

4.5.2 Métodos de avaliacao de atividade motora

4.5.2.1 Modelo do Rota-rod:

Considerando que os testes de nocicepgao propostos nesta dissertacdo envolveram
respostas motoras dos animais, caracterizadas por contor¢des abdominais e reflexos de retirada
da cauda, tornou-se necessario a avaliacdo da influéncia do extrato da folha de Borreria
verticillata (L.) G. Mey na atividade motora dos animais, avaliando incoordenacdo motora,
seja por sedagdo e/ou por relaxamento muscular.

Inicialmente, os animais foram colocados em uma barra giratoria de 2,5 cm de diametro
que giram em velocidade constante de 12 r.p.m. a 25 cm de altura da superficie do aparelho,

por 1 minuto, sendo selecionado apenas os animais que ndo apresentaram quedas neste periodo.
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Em seguida, grupos de camundongos (n=10) foram tratados com veiculo (agua, p.o.), EFBV
(1 g/lkg, p.o.) ou o controle positivo, o benzodiazepinico diazepam (0,75 mg/kg, i.p.), farmaco
sedativo e relaxante muscular (vide discussdao) (LAPA et al. 2007). Trinta minutos apos o
tratamento com diazepam (via intraperitoneal) ou 1 hora apds os tratamentos com EFBV ou
veiculo (via oral), os animais foram novamente colocados na barra giratoria, sendo avaliado o
tempo de permanéncia na barra giratoria e nimero de quedas (Figura 16). Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média do tempo de permanéncia na barra durante 1

minuto no aparelho rota-rod (DUHAM & MYIA, 1957).

1 | LI
-60 0 1 min
Adm. do Animais colocados Tempo de permanéncia
EFBV na barra giratéria dos animais na barra
velocidade de 12 r.p.m. em segundos

Figura 16: Esquema do método de rota-rod.

4.5.3 Métodos de avaliacio de atividade anti-edematogénica

4.5.3.1 Modelo do edema de orelha induzido por Oleo de Croéton:

Grupos de camundongos (n=8) foram tratados por via oral (p.o.) com veiculo (agua),
EFBV (1 g/kg) ou tratados por via subcutanea (s.c.) com o controle positivo dexametasona (2
mg/kg). Uma hora apds os tratamentos com veiculo e EFBV ou 30 minutos apos tratamento
com controle positivo dexametasona, um anti-inflamatorio esteroidal com capacidade de inibir
a sintese dos eicosanoides em conjunto com a reducao da sintese de mediadores inflamatdrios
(vide discussdo), foram aplicados topicamente 10 puL de 6leo de créton (2,5 % v/v em acetona)
na orelha direita e o mesmo volume de acetona na orelha esquerda. Apos 4 horas os animais
foram eutanasiados e foram coletados fragmentos de 6 mm de didmetro de cada orelha com

punch de bidpsia. Em seguida, os tecidos coletados foram pesados em balanga analitica. Os
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resultados foram representados como médias + erro padrao da média da diferenca de peso (A),
em miligramas (mg), entre o material coletado das duas orelhas (Figura 17) (TUBARO et al.,

1986).

1 | 1
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EFBV Oleo de da orelha + pesagem
créton 2,5% dos fragmentos
RESULTADOS
A da diferenga de

peso entre as orelhas
direita e esquerda

Figura 17: Esquema do método de edema de orelha induzida por 6leo de croton.

4.5.4 Métodos de avaliacao de atividade anti-inflamatoria

4.5.4.1 Modelo da pleurisia induzida por carragenina:

Grupos experimentais de camundongos (n=10) foram tratados via oral (p.0.) com
veiculo (agua), EFBV (1 g/kg), com as fracdes Flav (20 mg/kg), BuOH (200 mg/kg) e AcOEt
(25 mg/kg) ou foram tratados por via subcutanea (s.c.) com controle positivo dexametasona (2
mg/kg), as concentragdes de extrato e das fragdes foram definidas a partir dos rendimentos
obtidos durante o processo de extracdo. A pleurisia foi induzida através da administracéo intra-
torécica (i.t.) de 100 pL de carragenina (1% diluido em salina estéril) 1 hora apds os tratamentos
com veiculo, EFBV, fracdes e veiculo ou 30 minutos apos tratamento com controle positivo
dexametasona. Apos 4 horas, os animais foram submetidos a eutanasia, sendo realizada a
abertura e a lavagem da cavidade pleural com 1000 pL de solu¢ao de PBS heparinizado (20
Ul/mL) (Figura 18). O lavado pleural foi coletado e armazenado em tubos Eppendorf® imersos
em gelo (amostras com sangue foram descartadas). Uma aliquota de 20 pL do lavado pleural
de cada animal foi transferida para um Eppendorf® contendo 380 pL de liquido de Turk
(diluicdo 1:20), possibilitando assim a coloracdo dos leucécitos e sua posterior contagem em
camara de Newbauer sob microscopia Optica. Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média do nimero de leucdcitos totais x 108/mL (VINNEGAR et al., 1973).
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Figura 18: Esquema do método de pleurisia induzida por carragenina.

4.5.4.2 Modelo da Artrite na articulacio Fémur-tibial induzida por Zimosan:

Grupos de camundongos (n=10) foram tratados com veiculo (dgua, p.o.), EFBV (1
g/kg, p.o.), rutina (1, 10, 30 mg/kg, p.o.), acido clorogénico (0,2, 0,6, 2,0mg/kg, p.o.) e controle
positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.), as concentragdes dos compostos foram definidas a
partir dos rendimentos obtidos durante o processo de extracdo. Uma hora apods os tratamentos
com veiculo, EFBV, Ru e AC ou 30 minutos ap6s o tratamento com controle positivo
dexametasona os animais foram brevemente anestesiados com isoflurano (2%) para
determinagdo do didmetro basal da articulagdo fémur-tibial com auxilio de paquimetro digital,
seguido da administracdo intra-articular (i.a.) de 150 pg de zimosan (glicano derivado da
parede celular de Saccharomyces cerevisiae, que promove ativagdo de receptores toll-like 2 e
do sistema complemento, vide discussdo) diluido em 10 pL de salina na cavidade articular
fémur-tibial direita dos camundongos e igual volume de salina na articulagdo contralateral,
utilizando uma agulha diretamente no espaco fémur-tibial. Apds 6 horas, os animais foram
eutanasiados e uma nova avalia¢ao do diametro da articulacao fémur-tibial foi realizada. Em
seguida, a cavidade articular fémur-tibial foi exposta para realizacao do lavado articular com
PBS contendo heparina (10 UI/mL). Ao lavado articular foi adicionado liquido de Turk (1:20)
para contagem de leucdcitos em cadmara de Neubauer usando microscopio Optico (aumento de
400x) (Figura 19) (KEYSTONE et al., 1977). Os valores da espessura da articulacdo foram
expressos como a média = erro padrao da média da diferenca (A) do didmetro medido no tempo

0 e apos 6 horas da injecdo intra-articular de zimosan em milimetros e os resultados da

42



migracdo leucocitaria foram expressos como a média do numero total de células/cavidade

articular (x 10*/mL) (CONTE et al., 2010).
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Figura 19: Esquema do método de artrite induzida por zimosan.

4.5.4.3 Determinacao da concentracio articular de TNF-a:

O modelo de artrite induzida por zimosan foi repetido e 2 horas apds a administra¢ao
i.a. de zimosan os animais foram eutanasiados para dissec¢do da articulacao e ossos do joelho.
Os limites anatdomicos proximal e distal para a disseca¢do da articulagdo fémur-tibial foram a
epifise distal do fémur e a epifise tibiofibular proximal, respectivamente. Apos a dissecagao,
as articulagdes foram pesadas, maceradas em PBS (400uL) com homogeneizador,
centrifugadas e o sobrenadante coletado e utilizado para determinagdo da concentragio
articular de citocinas inflamatodrias (Figura 20). Os resultados foram expressos como a média
+ erro padrao da média da concentragao de TNF-a no sobrenadante foi corrigido pelo peso de
cada articulacao dissecada.

A determinacdo dos niveis de TNF-a, foram analisadas por ELISA utilizando kits
comerciais da Duo set R&D systems, de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante, de

grupos tratados com EFBV (1 g/kg) e Ru (30 mg/kg) e AC (2 mg/kg) (CONTE et al., 2010;
DOMICIANO et al., 2013).
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Figura 20: Esquema de determinagdo da concentragdo de TNF-a pelo método de artrite
induzida por zimosan.

4.6 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos métodos farmacologicos empregados, foram inseridos no
programa GraphPad Prism 6 para a andlise estatistica. Os Resultados foram expressos como
a média + o erro padrio da média (EPM). As diferengas estatisticas entre os grupos
experimentais foram detectadas pela andlise de varidncia (One-Way ANOVA), seguido pelo

pos-teste Tukey, considerando diferenca significativa de p<0,05 (SOKAL & ROHLEF, 1981).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade antinociceptiva do EFBV

5.1.1 Modelo das contorg¢des abdominais induzidas por &cido acético:

O pré-tratamento dos camundongos pela via oral com o EFBV produziu antinocicepcéao
nas duas maiores doses (300 e 1000 mg/kg), representado pela inibi¢do dose-dependente do
numero de contor¢cdes abdominais induzidas por &cido acético em 30,3% (27,4+2,5
contorcdes) e 47,3% (20,7+4,1 contorcdes), respectivamente, quando comparado com o
grupo veiculo (39,3+2,9 contor¢des). De forma semelhante, o grupo controle positivo
indometacina (10 mg/kg, p.o.) também inibiu em 54,7% (17,8+1,8 contor¢Bes) o nimero

de contorcBes abdominais (Figura 21).
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Figura 21. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) no teste das
contorg¢des abdominais induzidas por acido acético. Veiculo (agua, p.o.), EFBV (100, 300 e 1000 mg/kg,
p.0.) ou controle positivo Indometacina (Indo, 10 mg/kg, p.o.) foram administrados 1 hora antes da
injecdo de acido acético (1,2% diluido em salina, 0,01 mL/1 g). *P<0,05 e ***P<0,001
significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais representam a
média = EPM (n=8).

5.1.2 Modelo de imerséo da cauda:

Nesse modelo, o pré-tratamento pela via oral dos camundongos com o EFBV (1 g/kg)
ndo modificou os tempos das laténcias ao estimulo térmico em nenhum dos tempos avaliados:
30 min (3,4+0,4 s), 60 min (3,4+0,4 s), 90 min (3,8+0,4 s) e 120 min (3,4+0,3 s), quando

comparado as laténcias observadas para o grupo veiculo: 30 min (3,1+0,41 s), 60 min (2,8+0,2
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s), 90 min (3,50,3 s) e 120 min (4,0+0,6 s). Por outro lado, o controle positivo fentanil (50
ug/kg, s.c.) ampliou significativamente a reatividade dos animais ao estimulo térmico em 81,0%
(16,3+1,9s), 78,5% (12,9£2,8 5), 62,9% (9,4+0,9 s) e 27,5% (5,5%1,0 s) para os tempos de: 30,
60, 90, 120 min, respectivamente, quando comparadas as laténcias do grupo veiculo (Figura
22).
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Figura 22. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) no teste de imersdo
da cauda. Veiculo (agua, p.o.), EFBV (1 g/kg, p.0.) ou controle positivo Fentanil (50 pg/kg, s.c.) foram
administrados uma hora ou 30 minutos, respectivamente, antes da imersao da cauda em agua quente (55
°C £ 1 °C). ***P<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. Os simbolos e as
linhas horizontais representam a média + EPM (n=8).

5.2 Avaliacdo da atividade motora do EFBV

5.2.1 Modelo do rota-rod:

No modelo de rota-rod, o pré-tratamento com o EFBV (1 g/kg, p.0.) ndo modificou o
tempo de permanéncia na barra giratéria (57+£2,0 s), quando comparado ao grupo veiculo
(59,8+0,3 s). De forma contréria, 0 grupo controle positivo, pré-tratado com o diazepam (0,75
mg/kg, i.p.), apresentou significativa redugéo de 56,1% (25+7,3 s) no tempo de permanéncia
dos animais na barra giratéria, indicando que o EFBV néo possui efeitos sobre a motricidade
dos animais, reforgando o indicativo de efeito antinociceptivo do EFBV evidenciados nos

modelos de antinocicepc¢éo (Figura 23).
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Figura 23. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey no teste de rota-rod.
Veiculo (4gua, p.o.), EFBV (1 g/kg, p.o.) e o diazepam (0,75 mg/kg, i.p.) foram administrados 1 hora
ou 30 minutos, respectivamente, antes da conducdo a barra giratoria, observando o tempo de
permanéncia dos camundongos na barra giratéria (12 r.p.m.) por 1 minuto. ***P<0,001
significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais representam a
média £ EPM (n=8).

5.3 Avaliacdo da atividade antiedematogénica do EFBV

5.3.1 Modelo do Edema de orelha induzido por Oleo de Créton:

O EFBV (1000 mg/kg, p.o.) apresentou efeito anti-edematogénico evidenciado atraves
da redugédo do edema na orelha induzido por 6leo de croton em 47,6% (A=1,8+0,4 mg), quando
comparado com o grupo tratado com veiculo (A= 3,4+0,2 mg). De forma semelhante, o controle
positivo dexametasona (2 mg/kg. s.c.) também inibiu o edema em 66,8% (A= 1,1+£0,3 mg)
(Figura 24).

47



—~ 4-

(@]

1S I

w

9+

=

; *

s 24 2

%) 3 ** *

[+ —

© (3]

o >

w

D

o

< 0 -
1000 2
EFVB Dexa

(mg/kg, p.o.) (mg/kg, s.c.)

Figura 24. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) no teste do edema
de orelha induzido por 6leo de créton. Foram administrados éleo de créton (2,5% em acetona, 20
pL/orelha) na superficie interna da orelha direita e acetona (20 pL/orelha) na superficie interna da orelha
esquerda de camundongos, 1 hora antes da administracdo de veiculo (4gua, p.o.) EFBV (1000 mg/kg,
p.0.) ou 30 minutos antes do controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.). (A) representa as diferengas
de peso entre as orelhas direita e esquerda. **P<0,01 e ***P<0,001 significativamente diferente do
grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais representam a média + EPM (n=8).

5.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do EFBV, fracGes e compostos

5.4.1 Modelo da pleurisia induzida por carragenina:

No ensaio de pleurisia induzida por carragenina, o pré-tratamento de camundongos por
via oral (p.0.) com o EFBV (1 g/kg) reduziu a migracdo de leucdcitos para a cavidade pleural
em 33,7% (4,5+0,5 leucdcitos x 108/mL), quando comparado com o grupo tratado com veiculo
(6,9+0,7 leucocitos x 108/mL), semelhantemente ao controle positivo dexametasona (2 mg/kg,
s.c.) que reduziu em 50,8% (3,4+0,2 leucécitos x 10%/mL) a migracdo leucocitaria para a
cavidade pleural (Figura 25a).

Apo0s o pré-tratamento p.o. com as fragGes Flavonoidica (Flav, 20 mg/kg), butanolica
(BuOH, 200 mg/kg) ou acetato de etila (AcOEt, 25 mg/kg), todas as fragcdes avaliadas foram
capazes de reduzir a migracdo leucdcitaria para a cavidade pleural em 38,9% (7,2+1,9
leucdcitos x 108/mL), 71,1% (3,4+0,4 leucdcitos x 10%/mL) e 78,8% (2,5+0,3 leucdcitos x
105/mL), respectivamente, quando comparado com o grupo tratado com veiculo (11,8+1,0
leucécitos x 10%/mL). O grupo controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.) reduziu a
migragdo leucocitaria em 85,5% (1,7+0,2 x leucécitos 10%/mL) na cavidade pleural (Figura
25b).
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Figura 25. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) (a) e das Fracdes
(b) no teste da pleurisia induzida por carragenina. Veiculo (agua, p.o.), EFBV (1000 mg/kg, p.o.) e as
Fragdes Flav (Flavonoidica: 20 mg/kg, p.0.), BUOH (Butandlica: 200 mg/kg, p.o.) e AcOEt (Acetato de
etila: 25 mg/kg, p.o.) foram administrados 1 hora antes da injecédo intra-toréacica de carragenina (1%, 0,1
mL/10 g) e controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.) 30 minutos antes por via subcutanea. *P<0,05
e ***P<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais
representam a média £ EPM (n=10).

5.4.2 Modelo da artrite na articulagdo fémur-tibial induzida por zimosan:

Neste ensaio, o tratamento oral com EFBV (1 g/kg) reduziu a espessura da articulagéo
fémur tibial em 57,8% (0,7+£0,1 mm) e a migracdo de leucdcitos para a cavidade articular em
64,9% (1,4+0,4 leucécitos x 10*/mL) quando comparado com o grupo tratado com veiculo

(1,7+0,23 mm e 4,0+0,7 leucdcitos x 10*/mL, respectivamente) (Figura 26 a e b).
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Assim como esperado, o controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.) também reduziu
0 edema articular em 82,4% (0,3+£0,2 mm) e a migracao leucocitaria para a cavidade articular
em 89,9% (0,4+0,1 leucécitos x 10*/mL) (Figura 26 a e b).
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Figura 26. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV) no modelo de
artrite induzida por zimosan. Veiculo (agua, p.o.), EFBV (1 g/kg, p.0.) e controle positivo dexametasona
(2 mg/kg, s.c.), foram administrados 1 hora ou 30 minutos antes, respectivamente da administragdo de
zimosan (150 pg diluidos em salina, 0,01 mL/articulacdo) na articulagdo fémur-tibial de camundongos,
sendo avaliados a espessura das articulacdes (a) e a contagem de leucdcitos no exsudato articular (b)
seis horas ap0s a aplicacdo do zimosan. *P<0,05, “"P<0.01 e ***P<0,001 significativamente diferente
do grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais representam a média + EPM (n=10).

Nesse mesmo modelo, o tratamento oral com o flavonoide rutina nas doses de 10 e 30
mg/kg, reduziram significativamente a espessura da articulagdo em 46,6% (0,7+0,07 mm),
49,2% (0,6+£0,1 mm), respectivamente, quando comparado com o grupo tratado com veiculo
(1,2+£0,1 mm). Da mesma forma, o grupo controle positivo dexametasona também reduziu em
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58,5% (0,5+0,1 mm) a espessura da articulagdo. A dose de 1 mg/kg néo foi efetiva em inibir
este parametro (Figura 27a).

Estas trés doses avaliadas de rutina (1, 10 e 30 mg/kg, p.o.) produziram inibigdes
significativas na migracédo de leucdcitos para a cavidade articular em 59,1% (0,9+0,2 leucocitos
x 10*/mL), 64,1% (0,8+0,3 leucocitos x 10*/mL) e 79,5% (0,5+0,2 leucdcitos x 10%/mL),
respectivamente, quando comparado com o grupo tratado com veiculo (2,3£0,2 leucécitos x
10*mL). O controle positivo dexametasona reduziu em 77,6% (0,5+0,1 leucdcitos x 10*/mL)

a migracao leucocitaria na cavidade articular (Figura 27b).
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Figura 27. Efeito da Rutina (Ru) no modelo de artrite induzida por zimosan. Veiculo (agua, p.o.), Ru
(1, 10 ou 30 mg/kg, p.0.) e controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.), foram administrados 1 hora
ou 30 minutos antes, respectivamente, da administracdo de zimosan (150 pg diluido em salina, 0,01
mL/articulacdo) na articulagdo fémur-tibial de camundongos, sendo avaliados a espessura das
articulacbes (a) e a contagem de leucdcitos no exsudato articular (b) seis horas ap6s a aplicacdo do
zimosan. ~P<0.01 e ***P<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. As colunas
e barras verticais representam a média + EPM (n=10).

O efeito anti-inflamatério do &cido clorogénico nas doses de 0,6 e 2 mg/kg (p.o.)
também foi evidenciada através de reducdes das espessuras das articulacdes em 38,9% (0,7+0,1
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mm) e 51,7% (0,6+£0,1 mm) respectivamente, quando comparado com 0 grupo tratado com
veiculo (1,2+0,15 mm) e, de maneira semelhante, o grupo controle positivo tratado com
dexametasona que apresentou reducéo de 78,1% (0,3+0,1 mm) (Figura 28a).

Essas mesmas doses do AC também foram capazes de inibir a migracdo de leucocitos
para a cavidade articular em 61,0% (1,2+0,2 leucécitos x 10%/mL) e 77,8% (0,7%0,1 leucdcitos
x 10*/mL) quando comparado com o grupo tratado com veiculo (3,0+0,5 leucécitos x 104/mL),
assim como o controle positivo dexametasona que inibiu em 93,4% (0,2+0,03 leucdcitos x
10*mL) (Figura 28b). A dose de 0,2 mg/kg de acido clorogénico nio foi capaz de alterar

nenhum dos parametros avaliados (Figura 28 a e b).
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Figura 28. Efeito do Acido clorogénico (AC) no modelo de artrite induzida por zimosan. Veiculo (agua,
p.o.), AC (0,2, 0,6 ou 2,0 mg/kg, p.o.) e controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.), foram
administrados 1 hora ou 30 minutos antes, respectivamente, da administracdo de zimosan (150 g
diluido em salina, 0,01 mL/articulacdo) na articulacdo fémur-tibial de camundongos, sendo avaliados a
espessura das articulacdes (a) e a contagem de leucécitos no exsudato articular (b) seis horas apds a
aplicacdo do zimosan. “P<0.01 e ***P<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com
veiculo. As colunas e barras verticais representam a média + EPM (n=10).
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5.4.3 Determinacéo do edema e da concentracdo de TNF-a articular:

Na avalia¢do da formacg&o do edema duas horas apés a inje¢do de zimosan intra-articular
(i.a.) (vide discussdo), o pré-tratamento p.o. com o EFBV (1 g/kg), a rutina (30 mg/kg) ou o
acido clorogénico (2 mg/kg), produziu uma reducao significativa da espessura da articulagédo
fémur-tibial dos camundongos de 58,1% (0,34+0,1mm) (extrato e Ru) e 40,7% (0,48+0,1mm)
(AC), quando comparados com o controle zimosan (0,81+0,1mm), e de forma semelhante que
0 controle positivo dexametasona que reduziu a espessura da articulagédo em 76,5% (0,19+0,1)
(Figura 29a).

Adicionalmente, o tratamento p.o. com 0 EFBV (1 g/kg), a rutina (30 mg/kg) ou acido
clorogénico (2 mg/kg) reduziram significativamente a concentracdo articular de TNF-o em
30,4% (0,32+0,02 pg/g), 37,0% (0,29+0,02 pg/g), 21,7% (0,36+0,02 pg/g), respectivamente,
guando comparados ao grupo controle zimosan (0,46+0,04 pg/g). De maneira esperada, o
tratamento com controle positivo dexametasona também reduziu em 50,0% (0,23+0,31 pg/g) a
concentracdo articular de TNF-o (Figura 29b). Este experimento foi realizado ap6s 2hs, pois 0
TNF-a é uma citocina de sintese precoce, sendo sintetizada nas primeiras duas horas apds o

estimulo com zimosan.
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Figura 29. Efeito do extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey, dos compostos Ru e AC
na concentracdo de TNF- a no modelo de artrite induzida por zimosan. Veiculo (4gua, p.o.), EFBV (1
o/kg, p.o.), Rutina (Ru, 30 mg/kg, p.o.), acido clorogénico (AC, 2,0 mg/kg, p.o.) e controle positivo
dexametasona (2 mg/kg, s.c.) foram administrados 1 hora (Veiculo, EFBV, Ru e AC) ou 30 minutos
(Dexametasona) antes da administragdo de zimosan (150 ug diluido em salina, 0,01 mL/articulagdo) na
articulacdo fémur-tibial de camundongos, sendo avaliados a espessura das articulagbes (a) e a
concentracdo da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-o)) (b) duas horas apds a aplicacdo do
zimosan. *P<0.05 e ***P<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com controle zimosan
(###). As colunas e barras verticais representam a média £ EPM (n=10).
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6 DISCUSSAO

Desde os primordios, o uso das plantas medicinais no tratamento e cura de doencgas
sempre aconteceu por questoes culturais e historicas, embasadas no seu uso empirico. O Brasil
¢ conhecido por ser um pais rico em biodiversidade natural e possuir em seu territorio uma parte
significativa de plantas existentes no mundo todo. Essa vantagem, em conjunto com a
preocupacao com os efeitos adversos promovidos pelo uso dos medicamentos sintéticos, tem
promovido a cada dia, um aumento no nimero de estudos cientificos sobre as plantas e suas
atividades terapéuticas, incentivando assim, o seu uso e a necessidade da descoberta e
aprovagao de novas fontes fitoterapicas menos iatrogénicas, de custo mais baixo e com eficacia
comprovada (RATES, 2001; CALIXTO, 2005; AGRA et al., 2007).

Os géneros Spermacoce e Borreria, pertencentes a familia Rubiaceae, possuem
aproximadamente 36 espécies, amplamente distribuidas em diversas aéreas e em diferentes
paises da América do Sul e Central, com grande diversidade no planalto brasileiro. A Borreria
verticillata (L.) G. Mey ¢ uma planta herbécea, caracterizada como uma erva daninha prejudical
ao desenvolvimento da vegetacdo ao seu redor, mas suas folhas, caules, flores e seu dleo
essencial apresentaram diversos usos na terapéutica tradicional, tratando diversas doengas,
incluindo as inflamatorias (AGUIAR et al., 2010; CONSERVA et al., 2012; ABDULLAHI-
GERO et al., 2014; BALDE et al., 2015).

Estudos de Lima e colaboradores (2014), permitiram além do estudo fitoquimico do
extrato aquoso das folhas de B. verticillata (L.) G. Mey (EFBV), a separacgéo de fracdes a partir
de particGes com solventes organicos e a identificacdo de um flavonoide e um &cido fendlico
extraidos a partir deste extrato, conhecidos como rutina e &cido clorogénico, respectivamente,
relatados pela primeira vez na B. verticillata (L.) G. Mey. O flavonoide rutina foi o principal
composto encontrado seguido pelo &cido clorogénico, identificados por tempo de retencédo e
absorcdo UV em comparagdo com os respectivos padrdes. As condigdes de HPLC, permitiram
uma boa separacéo para o acido fendlico e flavonoides, sendo a quantidade de acido clorogénico
e da quercetina-3-O-rutinosideo (rutina) nas folhas de B. verticillata (L.) G. Mey, de 0,022 e
0,248%, respectivamente.

O extrato de B. verticillata (L.) G. Mey vem mostrando efetividade ao longo dos anos,
em uma gama de atividades, como analgésica, antipirética, anti-inflamatoria, anti-tumoral,
antimicrobiana, antioxidante e hepatoprotetora, acGes estas, confirmadas pela presenga de uma

infinidade de compostos como alcaloides, iridoides, flavonoides e terpenoides. Sendo alguns

55



iridoides responsaveis por acoes sobre a inibi¢cdo do TNF-a, a reducdo da producédo de IL-1p e
PGE>, além de a¢des na artrite reumatoide. Estudos também evidenciaram baixa toxicidade do
extrato da folha de BV in vivo, concluindo que a DLso do extrato esta acima de 5000mg/kg, por
este motivo, utlizamos a dose de BV de 1000mg/kg (ABDULLAHI-GERO et al., 2014;
AGUIAR et al., 2010; MOREIRA et al., 2010; CONSERVA et al., 2012; FERREIRA-JUNIOR
etal., 2012; MURTALA et al., 2015).

Diversos estudos mostram que flavonoides e substancias fenolicas sdo capazes de
interferir no processo inflamatorio, representando um incentivo a ampliacdo deste estudo, de
forma a explicar alguns dos usos populares desta espécie. Estudos cientificos mostraram que a
rutina produz efeito anti-inflamatério pela reducdo da sintese de prostaglandinas, através da
inibicdo da enzima cicloxigenase, bem como a inibicdo da secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias como o TNF-a e a IL-1 (CAZAROLLI et al., 2008). Além disso, a literatura
também relata efeitos anti-inflamatorios do &cido clorogénico, evidenciado pela inibi¢do do
edema da pata induzido por carragenina e da fase inflamatdria da nocicepcéo induzida por
formalina em ratos (SANTOS et al., 2006).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito antinociceptivo e
anti-inflamatorio do extrato aquoso das folhas da Borreria verticillata (L.) G. Mey. (EFBV),
bem como de fracbes (flavonoidica (Flav), butandlica (BuOH) e acetato de etila (AcOEt)) e
compostos (rutina e acido clorogénico) derivados deste extrato, buscando evidenciar possiveis
mecanismos envolvidos com estas atividades.

Para avaliar a atividade antinociceptiva do EFBV foram utilizados dois modelos
farmacoldgicos, de forma que possiveis mecanismos centrais e periféricos fossem investigados.
O primeiro modelo utilizado foi das contor¢des abdominais induzidas por &cido acético, este é
considerado um modelo de triagem de compostos sintéticos e naturais, através de estimulo
quimico, utilizado para o estudo da atividade antinociceptiva periférica. A administracao
intraperitoneal do &cido acético promove uma irritacdo que desencadeia uma peritonite,
ativando nociceptores locais que desencadeiam um reflexo motor espinal de contorc¢des
abdominais caracterizadas por tor¢do do tronco com extensdo dos membros posteriores, sendo
estes comportamentos indicativos de nocicepcao, sendo possivel sua observacao e mensuracao
em um periodo de 30 minutos (KOSTER et al., 1959; PARVEEN et al., 2007).

A peritonite causada pela administracdo do acido acético, transmite ao sistema nervoso
central estimulos nociceptivo, resultantes da sintese e liberacdo de mediadores pro-

inflamatorios como as prostaglandinas (PGE2, PGE,, e PGF.), além de produtos oriundos da
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lipoxigenase. Alguns autores acreditam que algumas citocinas como IL-1p, TNF-a ¢
quimiocinas como IL-8, também estejam envolvidas com o processo das contor¢es
abdominais (VERMA et al., 2005, VERRI et al., 2006; PARVEEN et al., 2007).

Neste modelo, observamos que as doses de 100, 300 e 1000 mg/kg de EFBV
administradas por via oral, promoveram uma reducdo dose-dependente no ndmero de
contorcdes abdominais induzidas por &cido acético. Da mesma forma, a indometacina, utilizada
como controle positivo deste modelo, um anti-inflamatério ndo-esteroidal inibidor ndo seletivo
da enzima cicloxigenase, uma importante enzima envolvida na sintese de PGE> (mediador
responsavel pela sensibilizacdo de nociceptores e inducdo da hiperalgesia inflamatéria),
também inibiu as contor¢des abdominais induzidas por acido acético (BRUNTON et al., 2012).
Estes resultados indicam um possivel efeito antinociceptivo do EFBV. Entretanto, este método
é pouco especifico, tornando sempre necessarios novos ensaios para confirmar e determinar 0s
possiveis mecanismos envolvidos com a antinocicepcdo obtida neste extrato.

Diante deste resultado, seguimos na avaliacdo da atividade do EFBV no modelo de
imersdo da cauda (55 °C) que promove um reflexo motor espinal de retirada da cauda dos
camundongos no momento da percep¢ao do estimulo térmico doloroso (D’AMOUR E SMITH,
1941). Este modelo permite avaliar mecanismos antinociceptivos centrais semelhantes aos dos
analgésicos opidides, cuja nocicep¢do aguda ndo-inflamatéria é produzida pelo estimulo
térmico local, capaz de ativar neurbnios periféricos e centrais, excitando fibras termossensiveis
e nociceptores (LE BARS et al. 2001).

O analgesico opioide fentanil é um derivado sintético da fenilpiperidina, mais potente
que a morfina, que se liga a receptores opidides expressos em neurbnios nociceptivos
periféricos, espinais e supraespinais, reduzindo a condu¢do do impulso destes neur6nios,
implicando na reducédo da conducéo da dor e diminuicdo da resposta dos animais diante de um
estimulo doloroso (LAPA et al., 2007; BRUNTON, 2012). A eficacia terapéutica de farmacos
opidides no modelo de retirada de cauda decorre principalmente da capacidade destes em
hiperpolarizar neur6nios espinais por abertura de canais de potassio (K*) (LE BARS et al.
2001). Por este motivo, o fentanil foi utilizado como controle positivo deste teste. Conforme
esperado, o controle positivo fentanil promoveu um aumento significativo nos tempos de
laténcias dos animais ao estimulo térmico na quase totalidade das avaliacdes, entretanto a
administracdo oral de EFBV na dose de 1 g/kg ndo foi capaz de promover alteragdes no tempo

de laténcia dos animais diante do estimulo térmico em nenhum dos tempos avaliados, sugerindo
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assim que a antinocicepcdo do EFBV possivelmente esteja relacionada a mecanismos
antinociceptivos de origem inflamatoria.

Considerando que os resultados do extrato aquoso das folhas da Borreria verticillata
(L.) G. Mey obtidos na avaliacdo de atividade antinociceptiva através dos modelos das
contorgdes abdominais e de imerséo de cauda sdo respostas dependentes da atividade motora
dos animais, como movimentar o tronco e 0sS membros durante as contor¢des abdominais ou
retirar a cauda da agua aquecida, tornou-se imprescindivel a avaliagcdo da influéncia do EFBV
na atividade motora destes animais, evitando assim resultados falso-positivos diante da
possibilidade da presenca de atividade sedativa e/ou relaxante muscular no extrato.

O modelo utilizado para avaliacdo da atividade motora dos animais foi o rota-rod, no
qual ap6s a administracdo do EFBV, os animais foram conduzidos a uma barra giratoria numa
velocidade constante (12 r.p.m.), sendo quantificado por 1 minuto o tempo de permanéncia
desses animais sobre a barra giratéria (DUHAM & MYIA, 1957). O controle positivo
geralmente utilizado neste modelo é o diazepam, um farmaco da classe dos benzodiazepinicos,
depressor do sistema nervoso central (SNC), que promove sedacdo e incoordenagdo motora
qguando administrado em animais (VEENA et al., 2015).

Neste modelo, a administragdo intraperitoneal de diazepam (0,75 mg/kg), promoveu
uma reducdo no tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratéria e, de forma
contréria, 0 EFBV (1 g/kg) ndo modificou este pardmetro, revelando assim, que o EFBV néo
interfere na motricidade dos animais, reforcando a especificidade da atividade antinociceptiva
do EFBV evidenciada no modelo de contor¢des abdominais induzida pelo acido acético.

A resposta inflamatoria aguda que se inicia no momento de uma lesdo e/ou trauma,
culmina no desenvolvimento de uma série de eventos, vasculares e celulares. A dor se origina
da sintese e liberacdo de mediadores locais no momento do estimulo nocivo, que ativa
nociceptores locais, promovendo a conducdo dessa informacdo dolorosa a niveis espinais e
supra-espinais. No momento de uma resposta inflamatoria intensa, ocorre o fenbmeno de
hipernocicepcéo, desencadeado pela liberagdo de prostandides e aminas, exacerbando a dor
diante de estimulos nocivos. As respostas vasculares, facilitardo as respostas celulares, cujo o0s
sinais de vermelhiddo, calor e edema, auxiliardo na diapedese e direcionamento dos leucdcitos
até o local da inflamag@o em conjunto com a ac¢do das quimiocinas, promovendo as acdes de
resolucdo da inflamacéo e destruicdo do agente agressor. Quando estes eventos se exarcebam,
0 uso de substancias com atividades sobre os mediadores inflamatdrios liberados durante o

momento da resposta inflamatoéria aguda, sdo necessarios, de forma a minimizar estes eventos,
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como a vermelhiddo, o edema e a dor, de forma a acelerar o processo de resolucédo da inflamagéo
(KUMAR et al., 2010; BRUNTON, 2012).

A inibicdo da formacdo do edema é uma caracteristica importante de farmacos que
possuem propriedades anti-inflamatorias. O edema é um dos cinco sinais cardinais da
inflamacéo, sendo desencadeado pela vasodilatagdo e pelo aumento da permeabilidade vascular
com consequente extravasamento de fluidos, proteinas e células (KUMAR et al., 2010).

O potencial antiedematogénico do EFBV foi investigado através do modelo de edema
de orelha induzida por 6leo de créton (TUBARO et al., 1986). A formacdo deste edema &
mediada por histamina e serotonina na fase inicial (1% hora) e pela sintese e liberacdo de
prostaglandinas e leucotrienos na fase posterior (42 hora) (PARVEEN et al., 2007). Estudos
relatam, que o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato, uma espécie de éster de forbol presente no
Oleo de créton, promove o aumento da expressdo de éxido nitrico sintase induzivel e
ciclooxigenase-2 (LEE et al., 2013).

O controle positivo utilizado neste modelo é a Dexametasona, um anti-inflamatorio
esteroidal, caracterizado por diversas acGes sobre a transcricdo de genes, estimulando a
producdo de lipocortina (anexina-1) que age inibindo a Fosfolipase Az, enzima crucial na
sintese dos eicosanoides, além de inibir a sintese de mediadores inflamatérios relevantes, em
destaque 0 TNF-a e a IL-1, além da reducédo da expressdo de COX-2 (BRUNTON, 2012).

A administracdo oral do extrato aquoso das folhas da Borreria verticillata (L.) G. Mey.
(1 g/kg), produziu efeito antiedematogénico, sendo este resultado indicativo da atividade anti-
inflamatdria do EFBV. Contudo, é sabido que farmacos vasoconstritores podem reduzir o
edema por mecanismos que ndo interferem na resposta inflamatoria (BRUNTON, 2012).

Prosseguimos a avaliagdo da atividade anti-inflamatdria do EFBV utilizando o modelo
de pleurisia induzida por carragenina, um polissacarideo sulfatado isolado de algas. Neste
modelo, a carragenina induz uma inflamacéo quimica e local na pleura, similar a produzida por
doencas infecciosas e inflamatorias neste local (VINNEGAR et al., 1973). Como consequéncia,
é possivel observar um aumento de exsudato e do nimero de células inflamatdrias na cavidade
pleural, sendo esta migracdo dependente da sintese e liberacdo de mediadores quimioatraentes
como leucotrienos (LTBg4), citocinas (IL-1 e TNF-a) e quimiocinas (KC e MIP-2) (KROGEL
& ANTONY, 1997; FRODE et al., 2001; AFONSO et al., 2012; SANZ E KUBES, 2012). O
direcionamento dos leucdcitos até o local da origem da inflamacéo tem como principal objetivo

0 reconhecimento e a neutralizacdo e/ou destruicdo de agentes estranhos/agressores (KUMAR
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et al., 2010). A inibicdo da migracdo leucocitaria também € indicada como uma caracteristica
de farmacos com propriedades anti-inflamatorias (LAPA et al. 2007).

Na busca de compostos ativos, a particdo do extrato aquoso das folhas da Borreria
verticillata (L.) G. Mey. com solventes organicos (acetato de etila e butanol), facilitou a
identificacdo de trés fragdes distintas que serdo testadas neste modelo, a fragéo acetato de etila
(AcOEt), a fracdo butandlica (BuOH) e a fragdo flavonoidica (Flav), que favoreceram o
isolamento do composto acido clorogénico, isolado a partir da fracdo acetato de etila com
rendimento de 3% (22,7 mg) e o flavonoide rutina, isolado a partir da fracdo flavonoidica,
identificada a partir da fracdo butandlica, com rendimento de 58% (225 mg), compostos estes
majoritarios nas fracdes e com previsivel participacdo nas atividades antinociceptiva e anti-
inflamatdrio do EFBV, testados a seguir.

Os resultados deste modelo mostraram que a administracdo oral de EFBV (1 g/kg) inibiu
a migracdo leucocitaria para a cavidade pleural induzida pela carragenina. Estes resultados
reforcam o indicativo de efeito anti-inflamatério do EFBV. Da mesma forma, foi possivel
observar que a administracao oral das fracdes extraidas a partir do extrato aquoso das folhas de
B. verticillata (L.) G. Mey, as fracdes flavonoidica (Flav), butandlica (BuOH) e acetato de etila
(AcOEt), também foram capazes de promover uma reducdo significativa da migracéo
leucocitéria, indicando que essas fracdes retiveram diferentes compostos responsaveis pelos
efeitos anti-inflamatdrios do EFBV e sugerindo que este efeito provavelmente decorra de uma
acao sinérgica destes compostos, por mecanismos de acdes diferentes, tendo em vista a
possibilidade da presenca de diversos compostos quimicos diferentes como alcaloides, iridoides
e flavonoides.

A identificacdo do &cido clorogénico e da rutina com a particdo do EFBV explica 0s
resultados anti-inflamatoérios observados com o extrato e com as frag6es, no modelo de pleurisia
induzida por carragenina, considerando que estudos de Chauhan e colaboradores (2012) e
Torres-Régo e colaboradores (2016), dentre outros, ja revelaram a efetividade destes compostos
na inibicdo da dor e da inflamagéo.

Com frequéncia, os extratos de plantas podem conter inimeros constituintes quimicos
como alcaloides, flavonoides, dentre outros, que podem agir sinergicamente na produgéo de
uma determinada atividade farmacoldgica, como exemplo disto, estudos provaram que
diferentes compostos de Croton urucurana (Sangra D’agua), como acido acetilaleuritdlico,

catequina e galocatequina, possuem efeitos antinociceptivos com poténcia igual ou inferior aos
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extratos e fracOes, sugerindo que isoladamente eles ndo agem tanto quanto em conjunto
(CALIXTO et al., 2000).

As atividades antiedematogénica e anti-inflamatdria do EFBV e dos compostos rutina e
acido clorogénico passaram a ser estudadas utilizando o modelo de artrite induzida por zimosan.
Esta escolha foi fundamentada na possibilidade de avaliar diferentes parametros inflamatorios,
tais como a formacao do edema e a migragéo de leucdécitos, usando um Gnico modelo de doenca
inflamatdria de importéncia clinica. Além disso, este modelo permite a caracterizacdo de
possiveis mecanismos de atividades, através da dosagem de citocinas e quimiocinas nas
articulacdes inflamadas. Finalmente, a utilizacdo deste modelo permite a reducdo do nimero de
animais utilizados em experimentacgdo, justificando assim sua implementacdo também por
motivos éticos.

Neste método, a administracdo na articulacdo fémur-tibial de zimosan, um glicano
derivado da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, induz uma severa e réapida (2-6 h)
mono-artrite por mecanismos dependente da ativacdo de receptores Toll-like 2 e do sistema
complemento local. A ativacdo de receptores Toll-like 2 pelo zimosan promove, via ativagdo
do fator NF-kB, aumento da expressao de genes e da sintese de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias locais, tais como o0 TNF-a, IL-1B3, MIP-2, IL-8/KC, além do aumento da expressdo
de COX-2 e, consequentemente, da sintese de PGE2, que culminam na propagacdo de uma
inflamacdo caracteristica de uma artrite reumatoide, doenca auto-imune associada a inflamacéo,
edema, hiperalgesia e aumento da migracdo leucocitaria nas articulacdes afetadas. Estes
eventos, possibilitam mensurar o inchago da articulacdo (edema) e o aumento do nimero de
leucdcitos na cavidade articular (migracdo leucocitaria), além de possibilitar a dosagem de
citocinas e quimiocinas de macerado articular (KEYSTONE et al., 1977; ROCHA et al., 2003;
GUERRERO et al., 2012).

A administracdo oral de EFBV (1 g/kg) 1 hora apés a injecdo de zimosan na cavidade
articular da articulacdo fémur-tibial foi capaz de reduzir o edema articular e a migracdo de
leucocitos em 6 horas para a cavidade afetada. De forma semelhante, os compostos rutina e
acido clorogénico inibiram de forma dose-dependente a formacdo do edema articular e a
migracdo leucocitaria.

Estes resultados evidenciam o potencial terapéutico do EFBV na artrite, uma doenca
inflamatdria crénica de alta relevancia clinica. Além disso, estes resultados reforcam os

indicativos de efeito anti-inflamatério do EFBV, sugerindo que o flavonoide rutina e o
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composto fendlico &cido clorogénico sdo importantes compostos ativos que participam dos
efeitos bioldgicos do EFBV.

Em seguida, investigamos se o efeito anti-artrite do EFBV, da rutina e do &cido
clorogénico cursavam com a inibi¢ao da sintese de TNF-a na articulacao inflamada. O TNF-a
€ uma citocina pro-inflamatoria precoce, que inicia sua sintese nas primeiras duas horas (2 h)
apods o estimulo com zimosam, por isso a avaliagdo da concentragdo desta citocina foi realizada
apos duas horas do estimulo. Esta citocina é responsavel por orquestrar respostas inflamatorias
aguda e cronica, promovendo a sintese de outras citocinas e quimiocinas, tais como a IL-1,
IL-6 e IL-8, a sintese de NO, assim como ativando a cascata do &cido araquidonico, resultando
na sintese dos eicosanoides, responsaveis pela caracterizacdo dos sinais cardinais da
inflamacdo, tais como o edema, a hiperemia, a hipernocicepcao inflamatéria e a migracéo de
leucdcitos (KUMAR et al., 2010; LAVETI et al., 2013; TURNER et al., 2014). A relevancia
do TNF-a para a progressdo da artrite ¢ bem descrita na literatura e levou ao desenvolvimento
do infliximab, um anticorpo monoclonal anti-TNF-a utilizado clinicamente para o tratamento
da artrite em humanos (THOMPSON et al., 2016).

Os resultados apontaram que o0 EFBV, a rutina e o &cido clorogénico nas maiores doses
administradas por via oral, foram capazes de reduzir a concentragdo articular de TNF-a,
sugerindo que os efeitos anti-inflamatério, antinociceptivo e anti-artrite obtidos envolvem a
inibicdo do TNF-a, justificando os efeitos bioldgicos do EFBV, da rutina e do &cido
clorogénico.

E importante ressaltar que mais estudos precisam ser realizados para elucidar os
mecanismos de a¢do, descrevendo assim, de forma mais precisa 0s mecanismos envolvidos na
antinocicep¢do e também nos mecanismos anti-inflamatérios envolvidos, de forma a
comprovarmos as acdes terapéuticas desta espécie e alicercar esse entendimento ao uso popular

da espécie pela populacéo.
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7. CONCLUSOES

A presenca dos compostos extraidos do extrato aquoso da folha de Borreria verticillata

(L.) G. Mey indicam marcadores quimicos para este género ¢ familia, aumentando os recursos

para a classificacdo quimiotaxondmica desta espécie.

O uso de plantas medicinais como fonte de compostos bioativos se mantém como uma

estratégia promissora que pode contribuir para o desenvolvimento de novas terapias.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que:

O EFBV possui atividade anti-inflamatoria, evidenciado pela inibicdo da
formacdo do edema e pela inibi¢cdo da migracdo leucocitaria, nos modelos de
edema induzido por 6leo de créton, pleurisia induzida por carragenina e artrite
por zimosan.

O EFBV possui atividade antinociceptiva, provavelmente decorrente de seus
efeitos anti-inflamatdrios, evidenciados nos modelos de contor¢do induzida por
acido acético e no modelo de imersdo da cauda.

O EFBV néo alterou a performance motora dos animais no modelo de rota-rod.
As fracdes Flav, BUOH e AcOEt retiveram os compostos bioativos evidenciado
pela inibicdo da migracdo de leucdcitos no modelo de pleurisia induzida por
carragenina.

O EFBV e os compostos isolados do extrato, a rutina (Ru) e o acido clorogénico
(AC), mostraram atividade anti-artrite evidenciado pela inibicdo do edema
articular e da migracdo de leucdcitos para a articulagdo no modelo de artrite
articular por zimosan.

O EFBV, a Ru e 0 AC, reduziram a concentracao articular de TNF-a na artrite
articular por zimosan, justificando os efeitos antinociceptivo, anti-inflamatério
e anti-artrite do extrato da folha de Borreria verticillata (L.) G. Mey e destes

compostos isolados.

A inibi¢dao da migragdo leucocitaria do extrato, fragdes e compostos, em conjunto com

as atividades antiedematogénicas e antinociceptivas de EFBV sdo efeitos caracteristicos de

farmacos anti-inflamatorios como o anti-inflamatoério esteroidal dexametasona.

Estes resultados revelam o potencial terapéutico de B. verticillata (L.) G. Mey contra

doencas inflamatoérias, criando perspectivas para o tratamento de doengas inflamatérias
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cronicas como a artrite reumatoide.

Os efeitos anti-inflamat6rios e antinociceptivos observados nos modelos realizados com
a B. verticillata (L.) G. Mey envolvem a presenga de compostos flavonoides e fendlicos de
bioatividade, como a rutina e o acido clorogénico, podendo explicar o uso popular da espécie

em doencas que envolvem a dor e a inflamacao.
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