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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar a atividade antinociceptiva do
extrato metandlico (EMGP) e do 6leo essencial (OEGP) obtidos da Gymneia
platanifolia (folhas, caule e flores). Este estudo também avaliou a atividade
antinociceptiva e predi¢des in silico de dois compostos isolados da Polygala
boliviensis, poligaleno (POLI) e aurapteno (AURA). O OEGP foi obtido por
hidrodestilacdo durante 3h, sendo detectados 22 compostos, constituidos
principalmente por espatulenol (31%) e 6xido de cariofileno (10%). O EMGP foi
obtido por maceracdo com metanol. Em testes in vivo, OEGP, EMGP, POLI e
AURA, foram administrados em camundongos, mostrando acdo contra a
hipernocicepcao (contor¢des abdominais induzidas por acido acético, formalina
e artrite induzida por zimosan). No entanto, os tratamentos ndo alteraram o limiar
de resposta ao estimulo térmico no teste de placa quente, indicando auséncia
de acdo central. Foram realizadas rotinas de acoplamento molecular com as
enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2), mieloperoxidase (MPO), c-Jun
N-Terminal Protein Kinase 1 (JNK1), NF-kappaB (NF-kB) e MAP quinase ERK2
(ERK2) para avaliar o padréo de interacdes intermoleculares com POLI e AURA.
O acoplamento mostrou que o0s compostos indicam uma relevancia de
interacOes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e pontes salinas, importantes
para o reconhecimento molecular no sitio ativo das enzimas. Nossos resultados
demonstram importante atividade antinociceptiva do EMGP, OEGP, POLI e
AURA em modelos animais de dor, possivelmente envolvendo vias periféricas
da cascata inflamatéria. A técnica de acoplamento molecular identificou
afinidade de POLI e AURA para COX-1, COX-2, MPO, JNK1, NF-kB e ERK2.

Palavras-chave: Dor. Antinocicep¢cdo. Gymneia platanifolia. Polygala
boliviensis.



ABSTRACT

The objective of this study was to characterize and evaluate the antinociceptive
activity of the methanolic extract (EMGP) and essential oil (OEGP) obtained from
Gymneia platanifolia (leaves, stem and flowers). This study also evaluated the
antinociceptive activity and in silico predictions of two compounds isolated from
Polygala boliviensis, polygalene (POLI) and auraptene (AURA). OEGP was
obtained by hydrodistillation for 3h, with 22 compounds detected, mainly
consisting of spathulenol (31%) and caryophyllene oxide (10%). EMGP was
obtained by maceration with methanol. In in vivo tests, OEGP, EMGP, POLI and
AURA were administered to mice, showing action against hypernociception
(abdominal contortions induced by acetic acid, formalin and arthritis induced by
zymosan). However, the treatments did not change the response threshold to
thermal stimulation in the hot plate test, indicating the absence of central action.
Molecular docking routines were performed with the enzymes cyclooxygenase 1
and 2 (COX-1 and COX-2), myeloperoxidase (MPO), c-Jun N-Terminal Protein
Kinase 1 (JNK1), NF-kappaB (NF-kB) and MAP kinase ERK2 (ERK2) to evaluate
the pattern of intermolecular interactions with POLI and AURA. The docking
showed that the compounds indicate a relevance of hydrophobic interactions,
hydrogen bonds and salt bridges, important for molecular recognition in the active
site of enzymes. Our results demonstrate important antinociceptive activity of
EMGP, OEGP, POLI and AURA in animal models of pain, possibly involving
peripheral pathways of the inflammatory cascade. The molecular docking
technique identified affinity of POLI and AURA for COX-1, COX-2, MPO, JNK1,
NF-kB and ERK2.

Keywords: Pain. Antinociception. Gymneia platanifolia. Polygala boliviensis.
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12
INTRODUCAO GERAL

A dor pode ser classificada de diversas formas, incluindo aguda, crdnica,
visceral, inflamatéria e neuropatica (SERIZAWA et al., 2021; TAMBA; LEON;
PETREUS, 2013). A origem da dor ndo se limita apenas a danos fisicos, mas
também é influenciada por uma série de fatores psicolégicos (HANNIBAL;
BISHOP, 2013), podendo também ter uma base genética significativa (ZORINA-
LICHTENWALTER et al., 2016). A presenca de dor é comum em muitas
condicbes médicas na pratica contemporanea, afetando, por exemplo,
aproximadamente 25% dos cidaddos americanos diariamente. Estimativas
populacionais de dor crbnica entre adultos dos EUA, apontam que variam de
11% a 40% o numero de cidaddos que possuem algum tipo de dor crbnica, o
que acarreta num enorme prejuizo social, econdbmico e de saude publica
(DAHLHAMER et al., 2018). J& no Brasil, estudos apontam que quase 37% dos
brasileiros acima de 50 anos tém dores cronicas. Desses, 30% usam opioides
para aliviar o problema (BRASIL, 2023). Com estatisticas tdo alarmantes, a dor
emergiu como um problema global de saude publica e uma das principais causas
de incapacidade em todo o mundo (BLANCHETTE et al., 2016). A medida que a
expectativa de vida aumenta e as doencgas cronicas se tornam mais prevalentes,
espera-se um aumento anual na incidéncia de dor associada, especialmente
entre 0s idosos, cujo tratamento também é mais complexo (NAVABI et al., 2021;
SCURRAH et al., 2018). Diante deste cenario, € fundamental que a pesquisa se
concentre no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que sejam mais
eficazes, tenham menos efeitos colaterais e custos mais acessiveis, visando
melhorar a qualidade de vida da populacdo (VIRGEN et al., 2022; COHEN;
VASE; HOOTEN, 2021).

Historicamente, o uso de plantas com propriedades analgésicas sempre
esteve presente na medicina tradicional desde a antiguidade, e seus estudos
tém sido grandes aliados na descoberta de novas opg¢fes terapéuticas no
combate a dor (MAHNASHI et al., 2021; FAROOQ et al., 2019). Apesar disto,
diversas espécies ainda sdo desconhecidas quanto ao seu potencial
farmacoldgico. Uma destas plantas € a Gymneia platanifolia, anteriormente
conhecida como Hyptis platanifolia (Salzm. ex Benth), conhecida como uma

espécie aromatica endémica do semiarido brasileiro (Bahia, Ceara, Maranhé&o,
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Pernambuco, Piaui) perene com caule herbaceo ramificado, folhas pecioladas
membranosas e flores em forma de corola tubular e branca. As analises
fitoquimicas e fitofarmacoldgicas desta planta revelaram rendimento médio de
0,5% de Oleo nas folhas, com atividade contra Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Salmonella choleraesuis e Candida albicans, tendo a-farneseno e y-
bisabolene como principais constituintes (SILVA et al., 2005; LUCCHESE et al.,
2006). Algumas atividades biologicas ja foram identificadas com o extrato
metandlico e 6leo essencial desta espécie. Ambos apresentaram atividade
antibacteriana contra a bactéria Xanthomonas campestris pv. viticola e Ralstonia
solanacearum e atividade antifingica frente aos fitopatégenos Aspergillus niger,
Cladosporium herbarum, Lasiodiplodia theobromae e Rhizopus sp (SANTOS,
2016).

Ainda neste contexto, espécies vegetais pertencentes ao género Polygala
L. (Polygalaceae) também tém sido alvo de consideravel interesse devido as
suas propriedades farmacolégicas, que incluem acdo expectorante, sedativa,
antipsicética, antifangica e analgésica. Além disso, estudos fitoquimicos indicam
a presenca de uma variedade de classes de metabdlitos secundarios, que
provavelmente exibem atividades biologicas significativas (LAPA, 2006).
Pesquisas anteriores documentaram a ocorréncia de diversas classes de
metabolitos secundarios e suas atividades bioldégicas em espécies de Polygala
(ZENG et al., 2022; WANG et al., 2022; UNLU et al., 2022). Polygala boliviensis
A. W. Benn, comumente chamada de “arrozinho”, € uma planta herbacea de
pequeno porte, atingindo entre 18 e 35 centimetros de altura, encontrada na
Bolivia e no Brasil (COELHO; AGRA; BARACHO, 2008). No contexto da
medicina popular, esta planta € utilizada como diurético, expectorante, no
combate a blenorragia e no tratamento de picadas de cobra. Além desses usos
medicinais, ha registros que indicam suas propriedades antibacterianas e a
capacidade de inibir a formagédo de biofilmes (TRENTIN DDA et al., 2011).
Alguns estudos ja demonstraram importantes atividades biologicas de P.
boliviensis. Rocha e colaboradores (2019) identificaram em seus estudos, pela
primeira vez, as propriedades antinociceptivas e antiedematogénicas de P.
boliviensis. Ainda nesse sentido, Silva (2016) isolou o poligaleno a partir do

extrato cloroférmico das partes aéreas de P. boliviensis. Verificou-se que o
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poligaleno possui efeitos imunomoduladores, reduzindo os niveis de IL-6 e TNF
apos estimulacdo com LPS em macréfagos peritoneais (SILVA et al., 2016).
Diante desses dados, o presente estudo objetivou avaliar e caracterizar a
atividade antinociceptiva do extrato metanolico e do 6leo essencial obtidos da G.
platanifolia (folhas, caule e flores), e, avaliar a atividade antinociceptiva e in silico
de dois compostos isolados da P. boliviensis, poligaleno e aurapteno. A tese esta
dividida em trés secfes: a primeira descreve uma revisdo bibliografica dos
aspectos gerais da dor e inflamacédo encontrados na literatura, a segunda
descreve a coleta e obtencdo do extrato metandlico e Oleo essencial, a
caracterizacao do 6leo essencial, e por fim, fornece evidéncias que o tratamento
por via oral com o extrato metandlico ou com o 6leo essencial obtidos da G.
platanifolia apresenta reducdo na hipernocicepg¢éo induzida nos testes. A Ultima
secdo, aborda a avaliacdo da atividade antinociceptiva das moléculas isolados
da P. boliviensis, poligaleno e aurapteno, demonstrando que o tratamento com
ambos os compostos mostra reducdo na hipernocicepc¢ao induzida, além de
apresentarem interagdes moleculares importantes nas rotinas de acoplamento

molecular realizadas com alvos farmacoldgicos da inflamacéo e dor.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Dor

A dor é definida pela Associacgao Internacional para Estudo da Dor (IASP)
como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
um dano tecidual real, potencial ou descrita tal como se o dano estivesse
presente”. E uma sensacdo descrita como sendo uma experiéncia
multidimensional na qual estdo envolvidos diversos componentes em sua
resposta: motivacionais, emocionais, sensitivo discriminativo, afetivos e
cognitivos (WHO, 2012; RAJA et al., 2020). Embora incdbmoda e desagradavel,
a dor exerce funcdo bioldgica para conservar a integridade da vida do individuo,
contribuindo para a preservacao da espécie. A dor propriamente dita, apresenta
um carater subjetivo caracterizado por sintomas fisicos e psicolégicos. Seu
processamento envolve a ativacdo do cortex somatossensorial em areas
responsaveis pela cognicdo e pela emogdo (CALABRO et al., 2021), sendo
influenciada, por exemplo, pela ansiedade, depressdo, expectativa e muitas
outras variaveis psicoldgicas.

Dependendo do tipo de lesdo, a dor ainda pode ser classificada como:
nociceptiva, onde ocorre uma estimulagcao dos nociceptores; neuropatica, onde
h& disfuncao do nervo; neurogénica, situacdo em que ocorre uma lesao no nervo;
psicogénica, onde os fatores psicolégicos predominam sobre os fisioldgicos; e
dor inflamatéria que esta relacionada ao processo de sensibilizacdo periférica
(BESSON, 1999; SCHAIBLE, 2015).

O termo nocicepcao consiste na real injaria tecidual ou em um evento
potencialmente danoso transduzido e codificado por nociceptores em niveis
espinhais e supra-espinhais (BERTOTTI et al.,, 2024). Células nociceptoras
podem ser ativadas por diversos estimulos, tais como quimicos, térmicos e
mecanicos, contudo, essa estimulacéo pode ser reforcada ou sensibilizada por
mediadores inflamatdrios, como bradicinina, serotonina e prostaglandinas (LIU
et al., 2024). Neste sentido, substancias capazes de atuar bloqueando estas vias
de sinalizacdo, tanto em nivel central ou até mesmo periférico, tornam-se
ferramentas cruciais para o controle da dor (RAJAGOPAL et al., 2022). Portanto,
a dor pode ser considerada uma experiéncia complexa, porque nao envolve

apenas a transducdo do estimulo nociceptivo, mas existe também o
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processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo, responsavel pelas
diferentes respostas comportamentais a dor processadas pelo cérebro do
individuo. (GOUDET; MARCHAND, 2022; FONG; SCHUG, 2014).

Mas de uma maneira geral, alguns pesquisadores caracterizam a dor
COmo uma resposta organica protetora como citado anteriormente. Todavia, a
dor possui a funcéo de alertar o individuo para uma lesdo iminente ou real dos
tecidos, levando ao surgimento de respostas reflexas e comportamentais
coordenadas com o intuito de manter o dano tecidual o mais controlado possivel
(MARCHON et al., 2024). Esse tipo de dor quando pontual € classificada como
dor aguda (ASADAUSKAS et al., 2024). Mas, quando a dor persiste por um
periodo prolongado, deixa de apresentar vantagens bioldgicas e passa a causar
sofrimento ao organismo. Este tipo de dor € classificada como dor crbnica, a qual
€ gerada por impulsos de baixa magnitude produzidos por atividade neural
anormal (BABOS et al., 2013; ANWAR, 2016).

Os nociceptores apresentam um limiar de ativagdo maior do que outros
receptores sensoriais e respondem progressivamente, de acordo com a
intensidade do estimulo (PENG, 2019). Eles podem ser encontrados em toda a
superficie da pele, mucosa, membranas, tecidos conectivos de 6rgaos viscerais,
ligamentos e articulacdes, musculos, tenddes e vasos arteriais (BOURNE, 2014).
Nociceptores sdo terminacdes nervosas livres de fibras mielinicas delgadas
(fibras do tipo Ad ou do tipo Ill) e fibras nervosas amielinicas (fibras tipo C ou tipo
IV). A presenca de mielina aumenta a velocidade de conducdo do impulso
nervoso. Portanto, fibras Ad sdo responsaveis pela conducao da assim chamada
“primeira dor ou dor rapida” que se caracteriza por ser rapida, aguda e pontual.
Enquanto as fibras tipo C transmitem a “segunda dor ou dor lenta”, sendo esta
atrasada, difusa e fraca, respondendo a uma ampla variedade de estimulos
(mecanicos, quimicos, térmicos e isquémicos) (CHANG, 2024; SOUZA et al.,
2020).

Outros tipos de nociceptores tém sido postulados para sinalizar estimulos
mecanicos nocivos, incluindo os canais idnicos sensiveis ao acido (ASICs),
TRPV1 (Receptor vanildide transitério tipo 1) e canais de potassio (WOOLF,
2007). As fibras tipo C séo nociceptores polimodais, pois respondem a estimulos
térmicos, quimicos e mecanicos. Elas s&do responsaveis por induzir as

manifestacdes da dor crbnica, enquanto as fibras tipo Ad sao responsaveis por



19

promover a sensacao durante a dor aguda e respondem a estimulos mecanicos
fortes, podem responder a estimulos térmicos e quimicos desde que tenham sido
previamente sensibilizados (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Tipos de fibras Ao e AP ABlell c
w | o
Mielinizacao Muita Pouca Ausente
Didgmetro (pm) 10 2-6 04-12
Velocidade de 30-100 1,2-30 05-2
condugao (m/s)
Temperatura Nao reconhece Tipo | = 53°C =43°C
Tipo Il > 43°C
Tipo de sinal Propriocepgao Térmico, mecanico e Térmico, mecénico e
Toque leve quimico guimico

Figura 1: Diferentes tipos de neurbnios sensoriais primarios, responsaveis pela
conducgéo do sinal nociceptivo da periferia ao SNC.
Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

Para que seja realizada a interpretacdo da sensacao dolorosa séo
necessarias trés etapas fundamentais no processamento da dor: transducao
gue é a ativacdo dos nociceptores por transformacdo de um estimulo nocivo
mecanico, térmico ou quimico, em potencial de acéo; transmissao, que é o
conjunto de vias que permitem que o impulso nervoso, gerado no nociceptor,
seja conduzido para o SNC com modulacdo no tdlamo ou cértex cerebral;
modulacdo, que sdo 0s mecanismos e vias responsaveis pela supressdo ou
simplificacéo da dor e que podem ser ativados pelas préprias vias nociceptivas
(BALLOTTA et al., 2018).

Quando ocorre uma lesdo tecidual, hd uma resposta bioquimica
caracterizada pela liberacdo e interagdo de mediadores quimicos especificos

nos locais afetados, os quais se ligam aos seus receptores correspondentes.
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Esse processo desencadeia a transmissdo do estimulo doloroso ao longo do
sistema nervoso até atingir niveis centrais. ApOs a sensibilizacdo dos
nociceptores periféricos e a geracdo de potenciais de acdo, diversos
neurotransmissores sao liberados no corno dorsal da medula espinhal. Entre
esses neurotransmissores estao a substancia P, o L-glutamato, o acido gama-
aminobutirico (GABA), o peptideo intestinal vasoativo (VIP), a colecistocinina 8
(CCK-8), a somatostatina e o0 peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) (MATSUKA, 2021). Os neurbnios de segunda ordem sao, entao,
ativados pelos neurotransmissores e essa informagdo nociva na forma de
potenciais de acdo eleva-se para o tronco encefélico e o talamo que, a seguir,
transmitem a informacdo para o cortex, onde sdo processadas informacdes
como intensidade e localizacdo da dor e para o sistema limbico, onde os
aspectos emocionais e afetivos séo agregados na experiéncia da percepc¢ao da
dor (CHENG et al., 2021). Chegando ao talamo, o estimulo nocivo passa pelo
processo de somatizacao, informando que existe uma sensacgado nociceptiva,
enquanto no sistema limbico existe 0 componente emocional que discrimina o
tipo de sensacao (ROY et al., 2009).
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1.2 Dor inflamatéria

Na maioria das vezes, a dor inflamatéria esta presente em doencas
crbnicas ou até mesmo transitorias. A dor de origem inflamatoria resulta
basicamente da interacdo entre o tecido danificado e os neurdnios sensoriais
nociceptivos periféricos por meio da participacdo de mediadores inflamatorios.
Ou seja, o fenbmeno da dor inflamatéria estd relacionado ao processo de
sensibilizacao periférica, em que, apdés uma leséo tecidual ha a liberacdo de
mediadores inflamatorios, responsaveis pela ativacdo direta ou pela
sensibilizacao dos nociceptores (CUNHA et al., 2005).

Quando ocorre a instalacdo de um processo inflamatorio, j4 se sabe que
hd uma liberagcdo de diversos mediadores inflamatérios, como aminas
vasoativas, oOxido nitrico, citocinas, fatores de necrose tumoral, cininas e
substancia P, entre outros (ROCHA et al., 2007). Com a ativa¢éo da via do acido
araquidénico e assim o inicio da sintese de prostaglandinas pelas
ciclooxigenases, modificacfes estruturais nas fibras aferentes primarias séo
observadas mediante a ativacdo de diversos segundos mensageiros, enzimas
ou proteinas, provocando a reducéo significativa do limiar de ativacédo da fibra,
caracterizando assim a sensibilizagc&o das vias nociceptivas resultando em uma
maior excitabilidade do neurdnio que, por fim, leva a ocorréncia de sensac¢des
dolorosas (WANG; MULLALLY, 2020; SCHAIBLE; RICHTER, 2004).

Todo este fenbmeno de sensibilizacdo de vias nociceptivas, pode ainda
ser caracterizado em duas categorias distintas denominadas alodinia e
hiperalgesia (JENSEN, FINNERUP, 2014). A hiperalgesia refere-se as
condicbes de sensibilidade dolorosa aumentada, ou seja, provocando a
percepcdo do individuo sobre uma dor exagerada ou desproporcional ao
estimulo nociceptivo empregado. Ja alodinia provoca uma dor originada de uma
estimulacdo que antes ndo causava dor, portanto, uma resposta dolorosa a um
estimulo que antes ndo era capaz de provocar a ativacdo dos nociceptores
(MIZUMURA, 1997; LOLIGNIER; EIJKELKAMP; WOOD, 2015).

O fato é que a inducdo de uma dor inflamatdria no individuo é provocada
pela liberacdo dos mediadores inflamatorios (histamina, bradicininas, serotonina,
citocinas, quimiocinas e eicosanoides) que por sinal, atende a uma hierarquia

temporal de liberacdo e de acdo. Por exemplo, se forem feitas analises do
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exsudato inflamatdrio em uma fase tardia de um processo inflamatério agudo é
possivel identificar uma série destes mediadores, tanto finais quanto
intermediarios. Todavia, caso seja realizada uma andlise minuciosa desse
mesmo exsudato, durante uma sequéncia de tempos em tempos definida no
processo inflamatério, nota-se uma sequéncia acentuada desta liberacéo.

Por este motivo, pode-se bloquear uma cascata de fenémenos no
processo inflamatorio por meio da inativacao ou bloqueio de determinados alvos
participativos de todo este conjunto de eventos, reduzindo assim 0 processo
inflamatoério e consequentemente a dor (CUNHA et al., 1992, FERREIRA et al.,
1993; YANG et al., 2021; SACHS et al., 2002; YOST, BROWNE, LUCKI, 2022).

1.3 Artrite Reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doenca autoimune com carater
inflamatorio, de etiologia desconhecida, caracterizada por poliartrite periférica e
simétrica. Além disso, ocasiona uma série de complicacdes clinicas e problemas
associados como 0 cansacgo, a perda excessiva de peso e a rigidez matinal,
podendo também desenvolver-se em outros 6rgaos e causar danos maiores ao
seu portador, ocasionando a diminuicdo da expectativa de vida (SMOLEN;
ALETAHA; MCINNES; 2016).

Geralmente, a artrite € caracterizada por dor e rigidez em torno de uma
ou mais articulagdes, originando-se de forma gradual ou de repente. Estima-se
que 21,2% (18,7% com idade padronizada) dos adultos norte-americanos com
idade 218 anos (53,2 milhdes) tiveram artrite diagnosticada durante o periodo de
2019-2021 (FALLON et al., 2023). As prevaléncias de artrite padronizadas por
idade foram maiores entre mulheres (20,9%) do que entre homens (16,3%).
Adultos com idade 245 anos representam 88,3% de todos os adultos dos EUA
com artrite (FALLON et al., 2023). A prevaléncia estimada de AR na populagédo
mundial € de 0,5 a 1,0%, e a incidéncia é maior na faixa etaria dos 30 aos 50
anos (FINCKH et al., 2022). Além disso, sabe-se que a AR é mais prevalente em
mulheres numa proporcdo estimada de 3:1 em relagdo aos homens, acomete
diversos grupos populacionais e ocorre em todas as etnias. Geralmente os

primeiros sintomas aparecem depois dos 40 anos, no entanto, nas mulheres
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esses sintomas podem aparecer mais precocemente (VENETSANOPOULOU et
al., 2022; ALMUTAIRI et al., 2021)

A articulacdo é uma estrutura recoberta pela cartilagem articular,
ligamentos e pela membrana sinovial que delimita a cavidade preenchida pelo
liguido sinovial. Essa membrana é constituida por sinoviocitos do tipo A,
macrofagos sinoviais, e do tipo B, fibroblastos sinoviais, vasos sanguineos e
nervos sensoriais, enquanto a cartilagem articular € composta por uma matriz
extracelular (colageno, proteoglicanos e acido hialurénico) e pelos condrocitos
(FAZAL et al., 2018).

Pelo fato de a AR apresentar uma origem multifatorial, os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento dessa doenca ainda sao muito estudados. Sao
consideradas as participacbes de fatores hormonais, ambientais e
principalmente imunolégicos que atuam em conjunto sobre individuos
geneticamente suscetiveis, com manifestacdes ocasionadas a partir de diversos
mecanismos inflamatoérios (LERMAN et al., 2023).

Acredita-se que a AR tem influéncias também de fatores genéticos, fato
comprovado pela identificagcdo de diversos genes relacionados com o
desenvolvimento da AR, dando destaque ao sistema de histocompatibilidade
humano (HLA: human leukocyte antigens) no locci DRB1. Estes genes codificam
as moléculas de histocompatibilidade presentes na superficie das células
apresentadoras de antigenos, além disso, estao associados ao desenvolvimento
de formas mais graves da doenca (DING; OROZCO, 2019; OKADA et al., 2019).

A fisiopatologia da AR apesar de complexa, parece ser iniciada quando o
sistema imunoldgico adaptativo, tanto celular como humoral, reconhece
antigenos que resultam em uma série de mecanismos inflamatérios efetuadores
distintos, incluindo o recrutamento de leucocitos (COATES, HELLIWELL, 2017;
POURHABIBI-ZARANDI et al., 2024). O espaco sinovial normalmente é acelular,
no entanto em pacientes com AR, o espaco fica infiltrado de células inflamatdérias
(macrofagos, linfocitos e neutréfilos) que liberam citocinas, sendo estas as
principais responsaveis pela continuidade da resposta imune nessa condigéo
(MANTOVANI; GARLANDA, 2023; DI CONZA; HO, 2020). Uma articulacdo
inflamada apresenta hiperplasia da sindvia, aumento do fluido sinovial, grandes

infiltrados celulares (neutrofilos, macrofagos, fibroblastos, células T, células B e
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células dendriticas), levando a uma erosdo e remodelamento do o0sso e da
cartilagem da articulacdo (ALETAHA, SMOLEN, 2018).

Quando ha um processo inflamatorio, a expressdo génica para a
producdo de citocinas é aumentada, e consequentemente ha um aumento das
mais variadas citocinas como por exemplo IL-17, TNF e IFN-y, IL-13, IL-6, IL-8 e
IL-12 gerando a iniciacdo e amplificacdo da resposta inflamatoria. As citocinas
sdo peptideos regulatérios que sdo produzidos potencialmente por todas as
células, e somente algumas delas séo constitutivamente expressas, como fator
de necrose tumoral (TNF-a) em mastdocitos (ALETAHA, SMOLEN, 2018), e
esses mediadores tém uma atuacéo crucial na ativacao das células sinoviais que
resultam em inflamacéo e destruicdo 0ssea observada na artrite.

As citocinas provenientes de macrofagos e fibroblastos apresentam-se
em grandes quantidades na membrana sinovial, onde se observa um predominio
da atividade das células Thl e uma baixa atividade de células Th2. Portanto, na
artrite ocorre um desequilibrio na regulacdo da amplitude e duracdo da
inflamacéo, as citocinas pré-inflamatérias predominam, onde TNF-a, IL-183 e IL-
6 apresentam maior destaque. No entanto, mesmo com esse predominio de
citocinas pro-inflamatérias também se observa a presenca de mediadores anti-
inflamatoérios como a IL-10, mas em niveis insuficientes para suprimir a
inflamacéo (CHOY, 2012; ACHUTHAN et al., 2018).

Uma outra hipotese que poderia explicar a iniciacdo da AR seria a
presenca de um agente infeccioso ou outro tipo de exposicdo ambiental. Isto
resultaria na ativacdo de mecanismos locais de imunidade inata no
microambiente articular, ativando células do revestimento sinovial e resultando
uma subsequente resposta celular adaptativa em individuos suscetiveis
geneticamente, ocasionando a sinovite. Projecfes de tecido proliferativo
penetram na cavidade articular, invadindo a cartilagem e o tecido 0sseo,
formando o pannus, caracteristico da AR (VOGELPOEL et al., 2015).

Em consequéncia a exposicéo inicial (como um agente infeccioso, por
exemplo), hd um influxo de macrofagos e o aumento na proliferacdo de
sinovidcitos, ocasionando uma hiperplasia da membrana sinovial; o tecido é
entdo infiltrado por células mononucleares, em especial linfocitos T auxiliares e

linfécitos B, podendo haver a formacdo de estruturas semelhantes a nédulos
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linfaticos, com a participacdo de macrofagos e células dendriticas, em
aproximadamente um quinto dos pacientes (SWEENEY e FIRESTEIN, 2004).

Ainda assim, ocorre a ativacdo de mecanismos pro-inflamatorios
mediados por citocinas. As células T que se acumulam na membrana sinovial
produzem IL-17 e interferon gama (IFNy) de maneira exacerbada, enquanto os
sinoviocitos A e B sintetizam citocinas como IL-1, TNF-a (envolvido na regulagéo
de outras citocinas, recrutamento celular, angiogénese e destruicédo tecidual) e
IL-8. A ativacao de todos esses eventos possibilita a progresséo e perpetuagéo
da inflamacé&o sinovial, ja que havera estimulo & proliferacdo de sinoviocitos e
producdo continua de outras citocinas e enzimas que levam a efeitos que vao
desde o influxo de outros macrofagos até mesmo a destruicdo articular,
conservando um mecanismo de retroalimentacdo positiva de sinovidcitos e
macréfagos recrutados colaborando para a progresséo da doenca (SWEENEY
e FIRESTEIN, 2004).

1.4 Potencial biotecnolégico de plantas

O Brasil ocupa quase metade da América do Sul e é o pais com a maior
diversidade de espécies no mundo, espalhadas nos seis biomas terrestres e nos
trés grandes ecossistemas marinhos. Sdo mais de 103.870 espécies animais e
43.020 espécies vegetais conhecidas no pais. Suas diferentes zonas climéticas
favorecem a formacao de zonas biogeograficas (biomas), tais como: Amazoénia,
Cerrado, Pantanal, Mata Atlantica, Caatinga, Campos Sulinos e o bioma
Costeiro. Em sua biodiversidade, encontra-se indmeras plantas com
propriedades medicinais, que ao longo do tempo vem sendo utilizadas no uso da
melhoria da saude (DUTRA et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

Todavia, plantas sempre foram muito analisadas como potenciais fontes
de moléculas com interesse biotecnoldgico. A possibilidade de aplicacao desses
compostos na saude humana, assim como em outras areas, tem proporcionado
a intensos estudos ligados a extracdo, caracterizacdo e respectiva atividade
biolégica (SEM; SAMANTA, 2015) Segundo estimativas da Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), de 65 a 80% da populacdo mundial usa plantas medicinais nos
cuidados basicos ou como recurso terapéutico, uma tendéncia crescente
inclusive nos paises desenvolvidos (CALIXTO, 2000; OSMAN, 2019).
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A utilizagdo dessas plantas medicinais na fabricagcdo de farmacos, tem
recebido incentivos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Na década de
1991, a OMS enfatizou a relevante contribuicdo da medicina tradicional para o
fornecimento de cuidados de saude, especialmente para pessoas com acesso
limitado aos sistemas de saude convencionais. A OMS recomendou aos paises
membros que aumentassem a colaboracdo entre os praticantes da medicina
tradicional e os profissionais da saude moderna, com foco particular no uso de
remeédios tradicionais com eficicia cientificamente comprovada. Isso visava
reduzir os custos com medicamentos. (BRASIL, 2019).

Dessa forma, reiterou a importancia do cultivo e conservacao das plantas
medicinais nos cuidados com a saude, além de reforcar o compromisso em
estimular um maior desenvolvimento de politicas publicas com a finalidade de
inseri-las no sistema oficial de saude.

Portanto, plantas medicinais se caracterizam como importantes aliadas
para a pesquisa farmacolégica e o desenvolvimento de drogas, hdo somente
guando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos,
mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos (BRASIL, 2019).

Diversas substancias isoladas de plantas continuam sendo fontes de
medicamentos. Por exemplo, os glicosideos cardiotbnicos obtidos da Digitalis,
usados para insuficiéncia cardiaca. Plantas que foram a origem da descoberta
de medicamentos para o coracdo. Delas extrai-se glicosideos cardiotdnicos
chamados cardenolideos, sendo os mais utilizados a digitoxina e a digoxina
(Figuras 2 e 3, respectivamente) (DOHERTY, 2018). Um outro grande exemplo
€ a Papaver somniferum L. (Papaveraceae), vulgarmente conhecida por
papoula, planta usada para a extracao do 6pio, cujo componente majoritario € a
morfina (Figura 4), principio ativo empregado para combater a dor. Apds um
século, fora isolado dessa mesma planta, a codeina e mais tarde a papaverina
(DEVEREAUX; MERCER; CUNNINGHAM, 2018).



Figura 2: estrutura quimica da digitoxina

Figura 3: estrutura quimica da digoxina

Figura 4: estrutura quimica da morfina
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A familia botanica Lamiaceae é notavel pela sua vasta diversidade,
abarcando mais de 6.000 espécies com ampla aplicacéo nas areas biolégicas e
meédicas (BEKUT et al., 2018). Um género de particular relevancia dentro dessa
familia € o Hyptis, cujas plantas exibem um metabolismo peculiar de alta
variabilidade. Recentemente, uma revisao taxonémica da subtribo Hyptidinae,
fundamentada em marcadores moleculares, resultou na redistribuicdo de grande
parte das espécies desse género em onze novos géneros: Cantinoa Harley &
J.F.B. Pastore, Condea Adanson, Cyanocephalus (Pohl ex Benth.) Harley &
J.F.B. Pastore, Gymneia (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Hyptidendron Harley,
Leptohyptis Harley e J.F.B. Pastore, Martianthus Harley e J.F.B. Pastore,
Medusantha Harley e J.F.B. Pastore, Oocephalus (Benth.) Harley & J.F.B.
Pastore, Physominthe Harley e J.F.B. Pastore e Eplingiella Harley & J.F.B.
Pastore.

O género Gymneia é composto por pelo menos seis espécies: Gymneia
ampelophylla (Epling) Harley & J.F.B. Pastore (sinbnimo de Hyptis ampelophylla
Epling), Gymneia chapadensis Harley, Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.)
Harley & J.F.B. Pastore (sindbnimo de Hyptis interrompe Pohl ex Bentham)
Gymneia malacophylla (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinbnimo de Hyptis
malacophylla Bentham), Gymneia moniliformis Harley, Gymneia platanifolia
(Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinbnimo de Hyptis platanifolia Mart.
Ex Bentham) e Gymneia virgata (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinGnimo
Hyptis virgata Bentham) (HARLEY; PASTORE, 2012).

A espécie Gymneia platanifolia, previamente classificada como Hyptis
platanifolia (Salzm. ex Benth), € uma planta aromatica endémica das regides
semiaridas do Brasil (Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Piaui). Trata-se de
uma planta perene com caule herbaceo ramificado, folhas membranosas
pecioladas e flores em formato de corola tubular e branca. Existem poucos
relatos na literatura sobre esta planta, mas analises fitoquimicas e
fitofarmacologicas demonstraram que as folhas dessa planta possuem um
rendimento médio de oOleo de 0,5%, apresentando atividade contra Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e Candida albicans,
com a-farneseno (Figura 5) e y-bisaboleno (Figura 6) como seus principais
constituintes (PRADO; PRADO, 2022). Outros estudos identificaram atividades

biol6gicas do extrato metanolico e do Oleo essencial desta espécie, incluindo
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atividade antibacteriana contra Xanthomonas campestris pv. viticola e Ralstonia
solanacearum, bem como atividade antifungica contra fitopatbgenos como
Aspergillus niger, Cladosporium herbarum, Lasiodiplodia theobromae e
Rhizopus sp (SANTOS, 2016).

H,C
WGH:E

CH, CH, CH,

Figura 5: estrutura quimica do a-farneseno

CHs

Figura 6: estrutura quimica do y-bisaboleno

JA o género Polygala (Polygalaceae) tem despertado consideravel
interesse devido as suas propriedades farmacoldgicas, que englobam acédo
expectorante, sedativa, antipsicotica, antifingica e analgésica. Essas
caracteristicas tornam este género alvo de investigagdo para o potencial
desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos. Além disso, estudos
fitoquimicos revelaram a presenca de uma diversidade de classes de metabdlitos

secundarios, os quais provavelmente exibem atividades biologicas significativas
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(LACAILLE-DUBOIS; DELAUDE; MITAINE-OFFER, 2020). Pesquisas
anteriores documentaram a ocorréncia de varias classes de metabdlitos
secundarios e suas atividades biolégicas em espécies de Polygala (ZENG et al.,
2022; WANG et al., 2022; UNLU et al., 2022).

Polygala boliviensis A. W. Benn, comumente conhecida como "arrozinho",
€ uma planta herbacea de pequeno porte, que pode atingir entre 18 e 35
centimetros de altura, encontrada na Bolivia e no Brasil (COELHO, 2008). Na
medicina popular, esta planta € utilizada como diurético, expectorante, no
tratamento da blenorragia e em picadas de cobra. Além desses usos medicinais,
ha relatos que indicam suas propriedades antibacterianas e sua capacidade de
inibir a formacao de biofiimes (TRENTIN DDA et al., 2011). Estudos prévios
identificaram importantes atividades biol6gicas de Polygala boliviensis. Rocha,
em seus estudos, identificou pela primeira vez as propriedades antinociceptivas

e antiedematogénicas desta espécie (ROCHA et al., 2019).

1.5 Modelos in silico no planejamento de farmacos

O planejamento de novas substancias tem como principal objetivo a
obtencdo de compostos que possuam propriedades farmacoterapéuticas Uteis,
capazes de representarem novas entidades quimicas, candidatas a prototipos
de farmacos eficazes e seguros. Nas Ultimas décadas, é notavel uma grande
procura por substancias farmacologicamente ativas e, mesmo que varias
estruturas quimicamente bioativas tenham sido identificadas o crescente
desenvolvimento tecnolégico contemporaneo possibilita opcdes que apresentam
melhores resultados na obtencdo de novos principios biologicamente ativos,
sendo a Quimica Medicinal a responséavel pelo desenvolvimento desses estudos
(LUSARDI; SPALLAROSSA; BRULLO, 2024).

A quimica farmacéutica medicinal possui métodos eficientes para otimizar
perfil farmacolégico de substancias, levando ao planejamento e sintese destas,
cada vez mais ativas, com biodisponibilidade satisfatoria, e metabolismo
adequado ao seu emprego terapéutico. Estes métodos podem constituir de
aproximacéo intuitiva, tais como sintese de analogos, isbmeros e isdsteros ou

outros processos de modificagdo molecular, como a simplificacdo molecular, a
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latenciacdo, modificacdo de sistemas anelares, entre outros (KOROLKOVAS,
1998; MONGE et al., 2000).

Diversos medicamentos disponiveis hoje ao alcance de todos, foram
desenvolvidos através de estratégias da quimica medicinal. Nos dltimos trinta
anos, os avancos ligados as técnicas utilizadas nessa area da ciéncia tém
exposto histdrias de sucesso.

Um bom exemplo é a cimetidina, que foi o primeiro antagonista seletivo
de receptores da histamina, subtipo 2. Este composto compete com a histamina
pelo sitio ativo dos receptores das células gastricas, responsaveis pela producao
de &cido cloridrico. A cimetidina foi também o prot6tipo de varios outros
medicamentos utilizados para o tratamento de Ulcera gastrica e duodenal, tais
como ranitidina, famotidina, nizatidina e roxatidina (TOLOMEU, FRAGA, 2024).
Os antirretrovirais do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), disponiveis no
mercado, também foram desenhados através de técnicas racionais. A
zidovudina (AZT), foi identificada a partir de algas marinhas (VANANGAMUDI et
al. 2023). E largamente utilizado para o tratamento da imunodeficiéncia
adquirida, geralmente combinado com outros medicamentos, e atua no nivel da
enzima transcriptase reversa do virus.

Portanto, a modelagem molecular tem fundamental importancia para a
analise dos aspectos que regem as interacdes de farmacos com seus alvos. A
regulacao dos processos biolégicos se da principalmente através da combinacéo
de fatores: estruturais, incluindo estrutura geométrica e estrutura eletrbnica,
energéticos, dinamicos e cinéticos. Em se tratando da parte estrutural, os
aspectos tridimensionais, que antes ndo eram considerados, agora trazem
indicios do comportamento da substancia no ambiente biologico. Trouxeram,
principalmente, ampliacdo da visdo sobre a conformacao bioativa do ligante no
momento da interacdo com a proteina alvo (OSELUSI, DUBE, ODUGBEMI et
al., 2024).

Normalmente séo utilizadas duas estratégias para a identificacao ligantes
a partir de métodos de triagem virtual. A primeira estratégia € baseada na
estrutura tridimensional do alvo biol6gico, ou seja, através de um processo de
reconhecimento molecular por complementaridade. A outra estratégia €
fundamentada na estrutura dos ligantes, através de um processo de similaridade

estrutural dos compostos biologicamente ativos (CETIN et al., 2022).
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As técnicas baseadas na estrutura do receptor tornaram-se amplamente
utilizadas com a chegada de amplas quantidades de informacdo de alvos
bioldgicos provenientes de técnicas cristalograficas, que terdo um papel principal
no processo de desenvolvimento de farmacos (PEI; WANG; LIU, 2006).
Portanto, a utilizacdo de métodos de ensaios virtuais robustos, utilizando-se
alvos moleculares bem definidos € muito importante para a identificacdo de
novas moléculas bioativas (KONTOYIANNI, 2017).

A técnica de acoplamento molecular consiste em aplicar conhecimentos
com a funcionalidade de se obter a melhor orientagéo e conformagédo de uma
molécula ligante no seu sitio receptor (FORLI, 2015). O objetivo € encontrar o
melhor ajuste para o encaixe entre duas moléculas (complexo receptor-ligante).
De acordo com Montanari (2011), por este caminho pode-se obter informagdes
espaciais para cada acoplamento realizado, possibilitando eleger a melhor
molécula que representa as interacées necessarias com o alvo, para um bom
resultado desejado. Portanto, a modelagem molecular se resume em identificar
possiveis moléculas bioativas, com aperfeicoamento de perfis farmacocinéticos
e farmacodinamicos, e maximizar as probabilidades de se ligar a seu alvo

bioldgico.
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Atividade antinociceptiva de Gymneia platanifolia

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi caracterizar e avaliar a atividade
antinociceptiva in vivo do extrato metandlico (EMGP) e do dleo
essencial (OEGP) obtidos de Gymneia platanifolia (folhas, caule e
flores). O OEGP foi obtido por hidrodestilagdo durante 3h e foram
detectados 22 compostos, constituidos principalmente por
espatulenol (31%) e, 6xido de cariofileno (10%). O EMGP foi obtido
por maceracdo com metanol. Nos testes in vivo, OEGP e EMGP
foram administrados em camundongos Swiss machos, mostrando
acao contra hipernocicepcao (contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético, modelo de formalina e testes de artrite induzida por
zimosan). Por outro lado, ndo alteraram o limiar de resposta ao
estimulo térmico no teste da placa quente, indicando auséncia de
acao central. Nossos resultados sugerem, portanto, que OEGP e
EMGP promovem acédo antinociceptiva, provavelmente através de
vias periféricas. Mais estudos sdo necessarios para definir o

mecanismo de acao.

Palavras-chave: antinocicep¢ao; Gymneia platanifolia; dor.
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1. INTRODUCAO

A familia Lamiaceae é uma das maiores familias boténicas,
compreendendo mais de 6.000 espécies que incorporam uma grande variedade
de plantas com aplica¢fes bioldgicas e médicas (1). Um dos géneros de grande
importancia pertencentes a esta familia € Hyptis, conhecido por possuir plantas
com metabolismo especial de alta variabilidade. Este género sofreu
modificacdes taxondmicas apos recente revisao da subtribo Hyptidinae, baseada
em marcadores moleculares, quando grande parte de suas espécies foi
redistribuida em onze géneros: Cantinoa Harley & J.F.B. Pastore, Condea
Adanson, Cyanocephalus (Pohl ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Gymneia
(Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Hyptidendron Harley, Leptohyptis Harley e
J.F.B. Pastore, Martianthus Harley e J.F.B. Pastore, Medusantha Harley e J.F.B.
Pastore, Oocephalus (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore, Physominthe Harley e
J.F.B. Pastore e Eplingiella Harley & J.F.B. Pastor.

O género Gymneia é composto por pelo menos seis espécies: Gymneia
ampelophylla (Epling) Harley & J.F.B. Pastore (sinénimo de Hyptis ampelophylla
Epling), Gymneia chapadensis Harley, Gymneia interrupta (Pohl ex Benth.)
Harley & J.F.B. Pastore (sindbnimo de Hyptis interrompe Pohl ex Bentham)
Gymneia malacophylla (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinbnimo de Hyptis
malacophylla Bentham), Gymneia moniliformis Harley, Gymneia platanifolia
(Mart. ex Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinbnimo de Hyptis platanifolia Mart.
Ex Bentham) e Gymneia virgata (Benth.) Harley & J.F.B. Pastore (sinGnimo
Hyptis virgata Bentham) (2).

A espécie Gymneia platanifolia, anteriormente conhecida como Hyptis
platanifolia (Salzm. ex Benth), € uma espécie aromatica endémica do semiarido
brasileiro (Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Piaui) perene com caule
herbaceo ramificado, folhas pecioladas membranosas e flores em forma de
corola tubular e branca. As andlises fitoquimicas e fitofarmacologicas desta
planta revelaram rendimento médio de 0,5% de 6leo nas folhas, com atividade
contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis e
Candida albicans, tendo a-farneseno e y-bisabolene como principais
constituintes (3-4). Algumas atividades bioldgicas ja foram identificadas com o

extrato metandlico e 6leo essencial desta espécie. Ambos apresentaram
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atividade antibacteriana contra as bactérias X. campestris pv. viticola e R.
solanacearum e atividade antifangica frente aos fitopatbgenos A. niger, C.
herbarum, L. theobromae e Rhizopus sp (5). O objetivo do presente estudo foi
caracterizar quimicamente o Oleo essencial das folhas, caule e flores de G.
platanifolia (OEGP) e o extrato metandlico bruto (EMGP), avaliando suas acdes

em modelos experimentais de dor.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

Amostras da espécie G. platanifolia, foram coletadas em fevereiro de
2022, no periodo da manh@&, no campus da Universidade Estadual de Feira de
Santana (UEFS), municipio de Feira de Santana-BA (12°11'52.8 'S
38°58'02,1"W). Apds a expedicdo de coleta, o material foi herbalizado para
confeccdo de exsicata, sendo depositado no Herbario do Departamento de
Biologia da UEFS sob o numero 260.236. Apoés realizar a identificagcdo da
espécie, o acesso foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob n® AF2A66D,
nos termos da Lei n® 13.123/2015.

2.2 Extracado de 6leo essencial

O dleo essencial das folhas, caule e flores de G. platanifolia (OEGP) foi
obtido por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger em triplicata. O material
vegetal, apds coleta, passou pelo processo de secagem em temperatura
ambiente (25° C) e protegido da luz. Apds a secagem, as folhas, caule e flores
foram moidas juntas em moinho de facas até obterem particulas de baixa
granulometria. O material foi entdo pesado e dividido em duas partes iguais.
Cada parte foi colocada em um frasco contendo 1000mL de agua destilada no
aparelho Clevenger, por 180 minutos a partir do inicio da destilacdo. Apos a
extracdo do 6leo essencial, foi adicionado sulfato de sédio anidro (Na2SOa) para
retirar a agua residual e evitar perdas por hidrélise durante o armazenamento.

Em seguida, o oleo foi coletado e colocado em recipientes de vidro escuro e
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pesado em balanca de precisdo. O calculo do teor de Oleo foi realizado através
da relacdo entre o volume de 6leo coletado e a massa de material vegetal seco

utilizado na extracéo (6).

2.3 Andlise da composicao quimica do OEGP

O OEGP foi analisado por cromatografia gasosa com deteccdo por
ionizagdo de chama (GC/DIC) e por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (GC/MS), para determinacdo dos constituintes, seu
namero e concentracdo. A identificacdo dos compostos foi realizada por
comparacao com a base de dados GC/MS (NIST 21 e NIST107), com padrées
auténticos e pelo célculo do indice de Kovat (calculado pela co-injecdo da
amostra com uma série homologa de n-alcanos Cs-C24) (7). Nas analises GC/DIC
foi utilizado um Cromatografo Varian® CP-3380, com detector de ionizacdo de
chama (DIC) e coluna capilar DB -5 (30m x 0,5mm x 0,25um), temperatura do
injetor de 220 °C e 240°C. detector, split 1:50, hélio como gas de arraste a uma
vazéo de 1 mL/min, com programa de temperatura do forno de: 60°C a 240°C
(3°C/min), mantendo a 240°C por 20 minutos. As andlises de GC/MS foram
realizadas em um Cromatégrafo Shimadzu® CG2010 acoplado a um
Espectrémetro de Massas Shimadzu® GC/MS-QP 2010, coluna capilar BPX-5
(30m x 0,25mm x 0,25um), temperatura do injetor 220 °C, gas de arraste hélio
com vazao de 1mL/min, split 1:100, temperatura de interface 240°C, temperatura
da fonte de ionizacdo 240°C, energia de ionizacdo 70 eV, corrente de ionizacao:
0,7 kV e programa de temperatura do forno: 60°C a 240°C ( 3°C/min), mantendo
a 240°C por 20 minutos. Antes da injecdo, 20mg de cada amostra de Oleo
essencial foram dissolvidos em 1mL de diclorometano e injetados 0,2uL desta
solucéo. Apds andlise, um conjunto de 6leos essenciais foi compilado para testes

posteriores.

2.4 Obtencéo do extrato metandlico

ApoOs a coleta, a espécie vegetal foi submetida ao processo de secagem
em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Esse procedimento evita a

degradacdo do conteudo metabdlico da planta, pois o alto teor de agua no
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material vegetal permite o desenvolvimento de microrganismos. ApOs 0 processo
de secagem, as folhas, caule e flores foram moidas juntas até obterem particulas
de baixa granulometria em moinho de facas, a fim de aumentar a superficie de
contato entre o material e o solvente. Posteriormente, foram realizadas extragdes
consecutivas por maceracdo com metanol (propor¢ao 1:3, material vegetal:
metanol), por trés vezes consecutivas, observando intervalo de trés dias entre
as extracdes (8-9). Apdés maceracao, os extratos foram concentrados em
evaporador rotatorio, sob pressao reduzida, em temperaturas entre 40-45°C, e
em seguida transferidos para um recipiente de vidro e colocados em capela para
evaporacao do residuo remanescente do solvente. Apos completa secagem, o
material foi pesado e em seguida determinado o rendimento do extrato bruto de

G. platanifolia.

Testes Farmacoldgicos

2.5 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados com camundongos machos adultos da
linhagem Swiss Webster (25-30g) provenientes do biotério da Universidade
Estadual de Feira de Santana. Todos os testes comportamentais foram
realizados entre 07h00 e 18h00 do dia. Os animais foram mantidos em caixas
apropriadas no biotério, com temperatura de 22-25°C e ciclos claro-escuro de 12
horas, com livre acesso a comida e agua. Todos os experimentos foram
realizados de acordo com o protocolo e diretrizes da Associagdo Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) para utilizacdo de animais de laboratério (10). Os
experimentos foram conduzidos apés aprovacdo do comité de ética de uso em

animais da Universidade Estadual de Feira de Santana sob protocolo n°® 12/2023.

2.6 Drogas e diluentes

Os medicamentos foram adquiridos da Sigma® (Zimosan,
Dimetilsulfoxido), Teuto® (Dexametasona), Cristalia® (Isoflurano e Midazolam).
Merck® (formaldeido e acido aceético). O O6leo essencial foi diluido em

dimetilsulféxido (DMSO) 10% + solucgéo fisiolégica. Dexametasona, midazolam
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e zimosan foram diluidos em solucéo salina. O controle negativo foi composto
por solucao fisiologica + DMSO 10%. O extrato foi diluido em DMSO 5% +

solucéo salina. O controle negativo foi composto por solucédo salina + DMSO 5%.

2.7 Teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético

Para avaliar o efeito antinociceptivo, diferentes grupos foram tratados por
via intraperitoneal com veiculo, ou OEGP (50-200 mg kg 1) 30min antes da
injecdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético. EMGP (100-400 mg kg 1) ou
veiculo foi administrado por via oral 60min antes do estimulo nociceptivo. Morfina
(5 mg kg 1, s.c.) foi utilizada como farmaco de referéncia, 40 minutos antes do
estimulo nociceptivo. O protocolo comportamental foi aplicado conforme descrito
anteriormente por Valasques Junior et al (11). O ndamero total de contor¢des
abdominais foi registrado dentro de 30min apés a administragao intraperitoneal

de acido acético (0,8%).

2.8 Teste de formalina

Os animais foram tratados por via intraperitoneal com OEGP (50-200 mg
kg 1) ou veiculo, 30min antes da administracdo intraplantar na pata traseira
direita com 20ul de formalina 2,5% diluida em solucéo salina. EMGP ou veiculo
foram administrados por via oral (100-400 mg kg 1) 60min antes da estimulagéo.
Morfina (5 mg kg %, s.c.) foi utilizada como farmaco de referéncia, 40min antes
do estimulo nociceptivo. Ap6s a administracdo, os camundongos foram
devolvidos a camara de observacédo espelhada. Conforme descrito por Cardona
et al (12). O tempo que o animal passa lambendo ou mordendo a pata, apés a
administragao intraplantar de formalina, foi quantificado como comportamento

nociceptivo.

2.9 Teste de placa quente

Proposto por Woolfe e Mc Donald (13), consiste em colocar os animais
em uma placa quente (55 °C £ 1,0 °C) e cronometrar o tempo gasto pelo animal

para manifestar uma resposta nociceptiva como lamber, morder, pular ou
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levantar suas patas. Estabelece-se um limite maximo de 30 segundos para
minimizar a probabilidade de danos nos tecidos. Doses de 100, 200 e 400 mg
kgt de OEGP foram administradas i.p. ou veiculo. EMGP (100-400 mg kg 2, v.0.)
ou veiculo foi administrado 60min antes do inicio do teste. Morfina 5 mg kg foi
administrada por via subcutanea, foi utilizada como farmaco de referéncia. Desta
forma, o tempo que os camundongos levaram para manifestar uma resposta

nociceptiva foi medido em intervalos: 0,5h; 1h; 3h e 5h apds a aplicacao.

2.10 Inducao de modelo experimental de artrite induzida por zimosan

Os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com OEGP nas
respectivas doses (50, 100 e 200 mg kg 1) ou veiculo 30min antes da
administracdo de zimosan. EMGP (100, 200 e 400 mg kg 1) ou veiculo foi
administrado por via oral 1h antes do estimulo nociceptivo. A dexametasona
(2mg/kg) foi utilizada como farmaco de referéncia, sendo administrada por via
subcutédnea (s.c.) 40 minutos antes do estimulo nociceptivo. Todos os
camundongos foram anestesiados com isoflurano a 2%, em seguida o modelo
de artrite foi induzido com a administracéo de zimosan (30ug/5uL) na articulagéo
tibiotarsal direita dos camundongos. O grupo controle recebeu 5uL de solugéo

salina na articulacéo tibiotarsal direita dos camundongos.

2.11 Avaliacdo nociceptiva articular

A avaliacdo da hipernocicepc¢ao da articulagéo tibiotarsal induzida pelo
zimosan foi realizada conforme descrito por Guerrero et al. (14). Os
experimentos foram realizados com um anestesiometro eletrénico, que capta a
pressdo por meio de um transdutor conectado a um contador de forca digital
expresso em gramas (g). A captura da pressao foi realizada pelo contato do
transdutor de pressdo com a pata, o que € realizado através de uma ponta
descartavel de polipropileno com area de 4,15 mm? conectada ao transdutor. Os
camundongos foram mantidos individualmente em caixas de acrilico, com piso
de tela metalica ndo maleavel. Os animais foram colocados nas caixas 15
minutos antes do inicio do experimento, para adaptacdo ao ambiente. A
avaliacdo da nocicepcao articular consiste em aplicar, através das malhas da

rede, uma pressao linearmente crescente no centro da pata do camundongo, até
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gue o animal seja estimulado a realizar a flexao dorsal da articulacédo tibiotarsal.
Para este fim, foi utilizada ponta com area de 4,15mm? que permite avaliar a
hipernocicepcéao articular, pois esta ponta ndo € per se nociceptiva. A sequéncia
de procedimentos experimentais consistiu em quantificar a hipernocicepcéo
mecanica articular nos tempos 0h, 0,5h, 1h, 3h, 5h, 7h e 24h apdés a inducéo da
artrite. A intensidade da hipernocicepcédo mecanica articular foi quantificada por

meio de valores de limiar mecéanico absoluto (em gramas).

2.12 Teste do cilindro giratério (rota-rod)

O desempenho motor dos animais foi estudado no aparelho cilindro
giratorio, conforme método descrito por Rocha et al (15). Os animais foram
submetidos a uma andlise de pré-selecao um dia antes do experimento, a fim de
selecionar apenas 0s animais que permaneceram na barra de equilibrio por 120
segundos em trés tentativas. A velocidade constante escolhida foi de 18 rotacdes
por minuto (rpm). Os animais selecionados foram entéo tratados com OEGP (200
mg kg -1, i.p.) ou veiculo 30 minutos antes de serem colocados no aparelho.
EMGP (400 mg kg 1, v.0.) ou veiculo foi administrado 60 minutos antes de serem
colocados no aparelho. A capacidade de coordenacédo foi quantificada pelo
tempo registrado no aparelho. Os resultados foram expressos como o tempo
meédio, em segundos, que o animal permaneceu no aparelho. Por se tratar de
um benzodiazepinico, utilizou-se midazolam (10 mg kg, i.p.) como farmaco de

referéncia com pré-tratamento de 30 minutos.
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2.13 Teste de campo aberto

O aparelho consiste em uma caixa de acrilico opaco (50cm x 60cm x 45cm), com
piso demarcado em 12 quadrados iguais. No momento do teste, os animais
foram colocados em um dos cantos do aparelho e foi registrado o numero de
vezes gque cruzaram os quadrados com as quatro patas durante o periodo de
trés minutos. Os animais foram tratados com OEGP (200 mg kg 2, i.p.; ou
veiculo) 30 minutos antes de serem colocados no aparelho de registro. EMGP
(400mg kg %; ou veiculo; v.0.) foi administrado 60 minutos antes do teste. Os
resultados foram expressos como o niumero médio de quadrados cobertos. O
farmaco de referéncia utilizado foi o midazolam (10mg/kg, i.p.) com 30 minutos

de pré-tratamento Rocha et al (15).

2.14 Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPadPrism (GraphPad
Inc., San Diego, CA) verséo 5.0 para Windows e apresentados como média +
erro padrdo da média (S.E.M.) das medidas feitas com 6 animais por grupo. A
comparacao entre os diferentes grupos de tratamento foi feita utilizando ANOVA
unidirecional, seguida pelo teste de Bonferroni. Nos estudos de medidas
repetidas ao longo do tempo foi utilizada ANOVA de duas vias, seguida do teste
de Bonferroni. Em todos os testes, as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do EMGP e OEGP

Apds ser concentrado em evaporador rotatério e seco em capela de
exaustdo, foram obtidas 58,69 de extrato metandlico bruto, correspondendo a

16,14% de rendimento.

Tabela 1: Rendimento do extrato metandlico bruto das folhas, caules e flores de G. platanifolia

Material Massa do material Massa do Rendimento
vegetal seco (g9) extrato (g) (%)

Folhas, 363 58,6 16,14%

caules e

flores G.

platanifolia

O 06leo essencial teve rendimento médio de 0,12%, sendo utilizadas

398,45g de massa do material vegetal seco e extraida a quantidade de 0,5mL

de 6leo essencial.

Tabela 2: Rendimento do 6leo essencial extraido das folhas, caules e flores de G.

platanifolia
Material Massa do material Volume do Rendimento
vegetal seco (9) oleo (%)

essencial
(mL)

Folhas, 398,45 0,5 0,12%

caules e

flores G.

platanifolia
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3.2 Caracterizacao quimica do OEGP

Foram identificados 22 compostos (aproximadamente 71,50% da
composicdo total do 06leo). Sendo espatulenol (31,1%), O0xido de cariofileno
(10,37%), a-muurolol (5,97%), a-cadinol (5,6%), 7-epi-a-selineno+d-cadineno
(3,87%) e a-ilangene (3,1%), os principais compostos. A presenca majoritaria de
espatulenol e 6xido de cariofileno foi observada em outras espécies de Hyptis,
como Hyptis pectinata L. (16), Hyptis brevipes (Poit.) (17) e Hyptis fruticosa (18).
Ainda neste contexto, a andlise do 6leo essencial de Hyptis suaveolens (19)
revelou o espatulenol como um dos principais compostos desta espécie,
apresentando assim uma importante semelhanca com o0s resultados
encontrados em nosso trabalho. Adicionalmente, a composicdo quimica do
OEGP esta de acordo com dados da literatura que indicam a presenca
majoritaria destes componentes nestas espécies. Conforme observado, o0s
constituintes OEGP podem ser encontrados nos 6leos essenciais de outras
espécies de Hyptis, variando apenas em proporcoes. Este fato revela perfis
quimicos ligeiramente semelhantes entre as espécies, sendo as diferencas na

composicdo destes 6leos condicionadas por fatores ambientais.
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Tabela 3: Composicao quimica dos 6leos essenciais obtidos da parte aérea de G. platanifolia

Composto IKiit? IKcaic  Média + DP
b
p-metilacetofenona 1182 1184 0,63+0,11
a-cubeno 1348 1354 0,93 0,06
a-ilangene 1375 1375 3,1+0,20
a-copaeno 1376 1379 t
dauceno 1381 1388 t
B-bourboneno 1388 1390 0,67+0,11
B-cubeno + B-elemeno  1388/1390 1393 1,1+0,10
cipereno 1398 1406 0,73 +0,06
a-santaleno 1417 1417 t
(E)-cariofileno 1419 1424 0,37 £0,11
a-humuleno 1454 1455 0,7 £0,00
germacreno D 1485 1486 0,93+ 0,06
a-bergamoteno 1434 1438 0,07 £ 0,00
y-amorfeno 1495 1499 1,0+0,00
a-muuroleno 1500 1505 1,27 £0,06
B-bisaboleno 1505 1511 2,1+0,001
7-epi-a-selineno+d- 1522/1523 1524 3,87 +0,29
cadineno
(2)-calameneno 1529 1529 1,17+0,11
espatulenol 1583 1586 31,1+0,95
oxido de cariofileno 1583 1589 10,37 £0,06
a-muurolol 1646 1648 5,97+0,11
a-cadinol 1654 1655 5,6 +0,53
Total de compostos 71,50 £ 0,98

identificados

t — tracos, a - indice de Kovats determinado em coluna DBS5 utilizando séries homologas de n-

alcanos (Cs-C21), b - indice de Kovats da literatura (Adams, 2007).
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3.3 Teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético

Este trabalho estudou os efeitos da G. platanifolia em modelos
experimentais de dor. Com base nisso, o teste inicial para avaliar a atividade
antinociceptiva foi o teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético. O
comportamento de contorcdo em camundongos apds a administracdo de &cido
acético, induzindo a nocicep¢do quimica, permite avaliar a nocicepcdo
inflamatoria visceral e a atividade antinociceptiva de substancias que atuam
tanto em nivel central quanto periférico (20). A resposta depende da interagédo
de diversos neurotransmissores e neuromoduladores caracterizando a
nocicepcao, tornando-a um excelente modelo de triagem na busca de novas
substancias analgésicas. Em nosso estudo, apés administracdo intraperitoneal
do agente nociceptivo (a4cido acético 0,8%) nos camundongos, 0S animais
tratados pela administracéo intraperitoneal de OEGP na dose de 200 mg kg *
apresentaram reducédo significativa no niumero de contor¢des (Figura 1-A). O
tratamento oral com EMGP (400 mg kg ') também apresentou reducéo
significativa no numero de contor¢des (Figura 1-B). A morfina (5mg/kg), utilizada
como medicamento de referéncia, inibiu significativamente o numero de
contor¢des abdominais (p<0,05).

O oxido de cariofileno foi identificado como um dos componentes
majoritarios do nosso 6leo essencial (10,37%). Chavan et al (21) demonstraram
que o oxido de cariofileno reduziu o nimero de contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético, exibindo atividade antinociceptiva através de diversos
mecanismos que podem envolver acdes centrais e periféricas. Portanto, o efeito
do tratamento com OEGP no teste de contorcdo abdominal induzido por acido
acético pode ser, pelo menos em parte, devido a presenca de Oxido de

cariofileno.
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Figura 1 — Efeito do tratamento com OEGP (painel A) e EMGP (painel B) nas contor¢cBes
abdominais induzidas por acido acético. Os camundongos foram tratados com OEGP (50, 100 e
200 mg kg?) ou veiculo por via intraperitoneal 30 minutos antes da solugdo de acido acético, ou
EMGP (100, 200 e 400 mg kg*) ou veiculo por via oral 1h antes de acido acético 0,8%. A morfina
(Mor; 5 mg kg 1, s.c.) foi utilizada como farmaco de referéncia, sendo administrada por via
subcutanea 40 minutos antes do acido acético. Os dados sdo expressos como média + E.P.M; n
= 6 camundongos por grupo. *** Significancia estatistica em relagdo ao grupo controle negativo
(p<0,05), conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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3.4 Teste de formalina

A administracdo intraplantar de formalina promove duas fases de
sensibilidade dolorosa, que podem servir tanto para avaliar a substancia
antinociceptiva como também para elucidar os mecanismos de antinocicepcao
(22). Esse comportamento nociceptivo ocorre em um padrao bifasico. A primeira
fase corresponde aos primeiros 5 minutos e esta associada a resposta imediata
a formalina, a segunda fase (15 a 30 minutos) resulta da libertacdo de
mediadores hiperalgésicos no local da aplicagdo. A fase inicial (dor
neurogénica), que nao foi afetada pelo tratamento com 6leo essencial ou extrato
metandlico, tem inicio imediato e € caracterizada por excitacao direta das fibras
sensoriais C e liberagdo de substancia P. Por outro lado, a fase tardia (dor
inflamatoria) deste teste € causada por inflamacao local e esta associado a
alteracdes teciduais e funcionais no corno dorsal da medula espinhal com
liberacdo de mediadores quimicos como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e aminoacidos excitatorios (23). Neste estudo, o tratamento com
200 mg kg ! de OEGP (Figura 2B) e 400 mg kg * de EMGP (Figura 2D), induziu
atividade antinociceptiva apenas na fase tardia da formalina. A morfina teve

efeito significativo em ambas as fases.



58

2-A Fase Inicial 2B Fase Tardia
S 150 g 2001
=3 =
3 &
E S 150
S 100 e -
5o - = - T. ..
c @ T 2@ 1004
e e -
§ 5o 5
s £ 50
8 0- T T T 8 0- *,:* T T T
Veiculo Mor 50 100 200 Veiculo Mor 50 100 200
Oleo essencial Oleo essencial
G. platanifolia (mg/kg) G. platanifolia (mg/kg)
2-C Fase Inicial 2-D Fase tardia
1504 200-
—— 150+ b ol
100- 1 b i --

Tk

504

(3.
<
1

Comportamento nociceptivo
(sec)
]
(=]
L

Comportamento nociceptivo
{sec)

Veiculo Mor 100 200 400 Veiculo Mor

100 200 400
Extrato metanolico Extrato metandlico
G. platanifolia (mg/kg) G. platanifolia (mg/kg)

Figura 2 - Efeito do tratamento com OEGP (painéis A e B) e EMGP (painéis C e D) no teste da
formalina. Os camundongos foram tratados com OEGP (50, 100 e 200 mg kg 1) ou veiculo, por
via intraperitoneal 30 minutos antes da formalina, ou EMGP (100, 200 e 400 mg kg 1) ou veiculo,
por via oral 1h antes da formalina. Morfina (Mor; 5mg kg 1, s.c.) foi utilizada como farmaco de
referéncia, sendo administrada por via subcutanea 40 minutos antes da injecdo de formalina. Os
dados séo expressos como média + E.P.M; n = 6 animais por grupo. *** Significancia estatistica
em relacéo ao grupo controle negativo (p<0,05), conforme determinado pela ANOVA seguida do
teste de Bonferroni.
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3.5 Teste de placa quente

Como o extrato e o0 Oleo essencial ndo apresentaram efeito
antinociceptivo na primeira fase do teste da formalina, sugerindo que
provavelmente ndo houve efeito central no processo antinociceptivo, foi
realizado o teste da placa quente para confirmar a auséncia desse mecanismo.
Este modelo permite avaliar a participagdo de mecanismos centrais na atividade
antinociceptiva, que é determinada pela resposta do animal a um estimulo
térmico, temperaturas acima de 43°C. O estimulo térmico ativa nociceptores
(fibras C amielinicas) que sé@o responséaveis por transmitir informacdes ao corno
dorsal da medula espinhal e, posteriormente, aos centros corticais, produzindo
uma resposta nociceptiva organizada (24-25). Por esse motivo, 0 modelo de
placa quente é amplamente utilizado no estudo de medicamentos analgésicos,
principalmente aqueles que atuam no sistema nervoso central, como os opioides
(25). O tratamento com OEGP (100, 200 e 400 mg kg ) ndo alterou o tempo de
laténcia no teste da placa quente (Figura 3A). Da mesma forma, o tratamento
com EMGP (100, 200 e 400 mg kg 1) ndo alterou o tempo de laténcia no teste
da placa quente (Figura 3B). A morfina (5 mg kg 1), analgésico opioide utilizada
como droga de referéncia, aumentou significativamente o tempo de laténcia de
resposta ao estimulo térmico. Portanto, estes dados mostram que a atividade
antinociceptiva tanto do OEGP quanto do EMGP nédo envolve a participacao de

mecanismos supraespinhais.
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Figura 3 - Efeito do tratamento com OEGP (painel A) e EMGP (painel B) no teste da placa
guente. Para avaliar a evolugdo temporal do efeito antinociceptivo, o limiar térmico nociceptivo
foi avaliado até 5 horas ap6s a administragéo intraperitoneal de OEGP (50, 100 e 200 mg kg -,
i.p.) ou veiculo, ou apés administracdo oral de EMGP (100, 200 e 400 mg kg -1, i.p.) ou veiculo.
Morfina (5 mg/kg s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados sédo expressos como média + E.P.M;

n = 6 animais por grupo. *Significativamente diferente do grupo controle (p<0,001) ANOVA duas
vias, seguida de teste de Bonferroni.
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3.6 Avaliag&o nociceptiva articular

O modelo de artrite induzida por zimosan € amplamente utilizado em
pesquisas porgue mimetiza as principais caracteristicas clinicas observadas na
artrite reumatoide em humanos. A dor articular resulta principalmente dos efeitos
diretos e indiretos de mediadores inflamatdrios, como histamina, eicosanoides,
Fator Ativador de Plaquetas (PAF), neuropeptideos, Oxido nitrico e
principalmente citocinas e prostaglandinas que sensibilizam as fibras
nociceptivas primarias que inervam a articulagdo inflamada (26-28). Além disso,
alguns componentes, incluindo produtos lipidicos do &cido araquidénico, sistema
complemento e endotelina-1 (ET-1), também estdo envolvidos na inflamacao
causada pelo zimosan. Neste estudo, o pré-tratamento com OEGP (200 mg kg -
1) reduziu a hipernocicepgéo articular até a primeira hora do teste (Figura 4A).
EMGP (400 mg kg ') também causou reducgdo hipernociceptiva articular até a
primeira hora do teste (Figura 4B).

O dleo avaliado em nossos estudos teve o espatulenol como componente
majoritario (31,1%). Em outro estudo, este composto preveniu a sensibilidade
nociceptiva ao frio induzida pela formalina, a hiperalgesia mecanica induzida
pela carragenina, o edema da pata e a atividade da mieloperoxidase (29). Além
disso, o 6xido de cariofileno, outro composto importante do OEGP (10,37%), tem
acdo analgésica e anti-inflamatéria (21). Portanto, o efeito antinociceptivo do
OEGP deve provavelmente ser parcialmente devido a presenca de espatulenol

e O6xido de cariofileno.
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Figura 4 - Efeito do tratamento com 6leo essencial (painel A) e extrato metandlico (painel B) de
G. platanifolia na hipernocicepc¢ao articular induzida por zimosan. Os camundongos foram pré-
tratados por via intraperitoneal com OEGP (50, 100 e 200 mg kg 1), ou veiculo, 30 minutos antes
da injecao tibiortarsal com zimosan (30ug/5uL), ou EMGP (100, 200 e 400 mg kg 1) ou veiculo,
por via oral 1h antes da injecdo tibiotarsal com zimosan (30ug/5uL). O comportamento
nociceptivo articular foi avaliado antes e até 24 horas apés a injecdo intra-articular. Os resultados
sd@o expressos como média = E.P.M; de 6 animais por grupo. *Significativamente diferente
quando comparado ao grupo veiculo/zimosan (p<0,05); determinado por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste de Bonferroni.
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3.7 Teste de campo aberto

Os depressores do sistema nervoso central (neurolépticos,
benzodiazepinicos, barbituricos e etanol), assim como os relaxantes musculares,
podem reduzir a coordenagdo motora em animais (30, 31). Neste estudo foram
utilizados métodos (contor¢cdes abdominais, teste da formalina, artrite induzida
por zimosan e placa quente) para avaliar a atividade antinociceptiva, que
automaticamente requer respostas motoras dos animais. Portanto, conclusdes
precipitadas poderiam ser tiradas do efeito antinociceptivo observado caso
houvesse perda de coordenacdo motora nos animais devido a sedacao e/ou
relaxamento muscular. Para descartar essa possibilidade foram realizados o
teste do cilindro giratorio (rota-rod) e o teste de campo aberto.

O teste de campo aberto é amplamente utilizado para avaliar o estado
espontaneo de atividade motora de animais (32) e foi aqui utilizado para
determinar se OEGP ou EMGP podem induzir comprometimento motor e, assim,
interferir na avaliacdo do comportamento de nocicepc¢ao. Neste modelo, OEGP
e EMGP né&o causaram efeito significativo (Figura 5) em comparacao ao grupo
controle. Entretanto, o midazolam apresentou reducéo significativa (p<0,05). O
espatulenol, principal composto do OEGP, também n&o reduz a atividade
locomotora em testes de campo aberto (29). Estes dados permitem-nos concluir
que OEGP e EMGP nao interferem no comportamento locomotor durante
experimentos de nocicepcgao.
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Figura 5 — Efeito do tratamento com OEGP (painel A) e EMGP (painel B) no teste de campo
aberto. Os animais foram tratados com OEGP (200 mg kg ') ou veiculo por via intraperitoneal,
30 minutos antes do inicio do teste, ou EMGP (400 mg kg 1) ou veiculo, por via oral 1h antes do
inicio do teste. Midazolam (10 mg kg 1, s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados s&o expressos
como média £ E.P.M; n = 6 animais por grupo. *Significativamente diferente do grupo controle
(p<0,05), conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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3.8 Teste de cilindro giratorio (rota-rod)

O teste rota-rod foi proposto por Rocha et al (15) e consiste em uma
metodologia utilizada para triagem de farmacos com possivel atividade
neurotoxica/miorrelaxante. Esse método permite avaliar a especificidade da
acao antinociceptiva de drogas, verificando se essas substancias promovem
incoordenacdo motora nos animais, seja por meio de sedacao e/ou relaxamento
muscular, através do tempo que 0s animais permanecem na barra giratéria (32,
33). Os tratamentos com OEGP (200 mg kg 1) e EMGP (400 mg kg 1) nédo
afetaram o desempenho motor dos animais no teste do cilindro giratorio.
Midazolam (10 mg kg 1), droga de referéncia, reduziu significativamente o tempo
de permanéncia dos animais no cilindro giratorio. Portanto, este resultado
confirma que o tratamento com 6leo essencial ndo promoveu alteracdes na

funcdo motora dos animais.
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Figura 6 — Efeito do tratamento com OEGP (painel A) e EMGP (painel B) no teste rota-rod. Os
animais foram tratados com OEGP (200 mg kg 1) ou veiculo por via intraperitoneal, 30 minutos
antes do inicio do teste, ou EMGP (400 mg kg 1) ou veiculo, por via oral 1h antes do inicio do
teste. Midazolam (10 mg kg 1, s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados sdo expressos como
média = E.P.M; n = 6 animais por grupo. *Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05),
conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram importante acéo
antinociceptiva tanto do 0leo essencial quanto do extrato metandlico, obtido de
Gymneia platanifolia, em modelos experimentais de dor. O espatulenol (31,1%)
e 0 oxido de cariofileno (10,37%) foram identificados como 0s principais
compostos do Oleo essencial. Mais estudos sdo necessarios para identificar

possiveis mecanismos de acao.
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RESUMO

Este estudo avaliou a atividade antinociceptiva e in silico de dois compostos
isolados de Polygala boliviensis A. W. Been, poligaleno (POLI) e aurapteno
(AURA). Ambos foram submetidos a testes farmacol6gicos em camundongos
Swiss machos. A administracdo oral de POLI ou AURA reduziu
significativamente as contor¢des abdominais induzidas por acido acético, a
segunda fase da nocicepcdo induzida por formalina e a hipernocicepcéo
mecanica no modelo de artrite induzida por zimosan (p<0,05). Entretanto, a
administracéo oral de POLI ou AURA néo alterou o limiar de resposta ao estimulo
térmico no teste da placa quente, indicando auséncia de acdo central. Também
nao houve alteracdo no comportamento exploratério ou comprometimento motor
dos animais, avaliados nos testes de campo aberto e rota-rod, respectivamente.
Com base nesses resultados, rotinas de acoplamento molecular foram
realizadas com as enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2),
mieloperoxidase (MPO), c-Jun N-Terminal Protein Kinase 1 (JNK1), NF-kappaB
(NF-kB) e MAP kinase ERK2 (ERK2) para avaliar o padrdo de interacdes
intermoleculares. O acoplamento mostrou que 0s compostos indicam a
relevancia das interacfes hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio, que sédo
importantes para o reconhecimento molecular no sitio ativo das enzimas. Nossos
resultados demonstram a importante atividade antinociceptiva de POLI e AURA
nos modelos animais de dor, possivelmente envolvendo as vias periféricas da
cascata inflamatoria. Além disso, a técnica de acoplamento molecular identificou
a afinidade desses compostos por COX-1, COX-2, MPO, JNK1, NF-kB e ERK2.

Palavras-chave: dor; antinocicepcdo; Polygala boliviensis; poligaleno;
aurapteno; in vivo; in silico
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1. INTRODUCAO

A dor é comum em muitas condi¢des médicas na pratica contemporanea,
afetando, por exemplo, aproximadamente 20,5% dos cidaddos americanos
diariamente. Com estatisticas tdo alarmantes, a dor surgiu como um problema
global de saude publica e uma das principais causas de incapacidade em todo o
mundo [1]. A medida que a expectativa de vida aumenta e as doencas cronicas
se tornam mais prevalentes, espera-se um aumento anual na incidéncia de dor
associada, especialmente entre os idosos, cujo tratamento também € mais
complexo [2, 3]. Diante desse cenario, € essencial que as pesquisas se
concentrem no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que sejam mais
eficazes, tenham menos efeitos colaterais e custos mais acessiveis, visando
melhorar a qualidade de vida da populacdo [4, 5]. Historicamente, 0 uso de
plantas com propriedades analgésicas sempre esteve presente na medicina
tradicional desde a antiguidade, e seus estudos tém sido grandes aliados na
descoberta de novas opcOes terapéuticas para combater a dor [6, 7]. Dentro
deste contexto, espécies vegetais pertencentes ao género Polygala L.
(Polygalaceae) tém sido alvo de consideravel interesse devido as suas
propriedades farmacolégicas, que incluem acdo expectorante, sedativa,
antipsicética, antifangica e analgésica. Além disso, estudos fitoquimicos indicam
a presenca de uma variedade de classes de metabdlitos secundarios, que
provavelmente apresentam atividades biolégicas significativas [8]. Estudos
anteriores conduzidos por alguns pesquisadores documentaram a ocorréncia de
variadas classes de metabdlitos secundarios e suas atividades biol6gicas em
espécies de Polygala [9-11]. Polygala boliviensis A. W. Been, comumente
chamada de "arrozinho", € uma planta herbacea de pequeno porte, atingindo
entre 18 e 35 centimetros de altura, com caule ramificado logo acima da base e
coberto por tricomas falciformes. As folhas s&o alternas na porgdo superior e
verticiladas na por¢cdo basal, sendo sésseis ou curto-pecioladas,
membranaceas, lineares a linear-lanceoladas, glabras e puntiformes, com pico
agudo e base cuneiforme. As inflorescéncias sdo racemosas, espiciformes,
laxifloras, medindo de 2 a 14 cm de comprimento, com raquis e pedunculo
também cobertos por tricomas falciformes, e a corola varia do rosado

esbranquicado ao violeta. Esta espécie € encontrada na Bolivia e no Brasil [12].
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No contexto da medicina popular, a infusédo ou decoccédo das folhas de P.
boliviensis em agua € utilizada como diurético, emético e expectorante e no
combate a blenorragia. Adicionalmente, as raizes sdo comidas e colocadas
acima da area afetada para tratar picadas de cobra. Além desses usos
medicinais, h& registros que indicam suas propriedades antibacterianas e a
capacidade de inibir a formacao de biofilmes [13]. Rocha et al. identificaram [14]
em seus estudos, pela primeira vez, as propriedades antinociceptivas e
antiedematogénicas de P. boliviensis. Ainda neste sentido, Silva et al. [15]
isolaram o poligaleno do extrato cloroférmico de P. boliviensis. Foi constatado
gue o poligaleno possui efeitos imunomoduladores, reduzindo os niveis de IL-6
e TNF e potencializando a ativacdo do NF-kB apo6s estimulacdo com LPS em
macréfagos peritoneais. Portanto, o presente estudo foi realizado para investigar
a atividade antinociceptiva de duas cumarinas isoladas do extrato cloroférmico

de P. boliviensis, poligaleno e aurapteno.
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2. RESULTADOS

2.1 Obtencéo das Cumarinas

As cumarinas isoladas foram identificadas como aurapteno [16] e
poligaleno [15]. Aurapteno foi encontrado como um pdé branco com um peso
molecular (PM) de 298 Da e formula molecular C19H2203 (Figura 1), enquanto
poligaleno foi isolado como um cristal branco com um PM de 260 Da e formula
molecular C14H120s (Figura 2). Listadas abaixo estdo as estruturas moleculares

bidimensionais para analise posterior de encaixe molecular.

11" 10
CH; CH;
6' 2'
NS AN
H,c~ 8 4
7' 5 3

Figura 1. Estrutura quimica do aurapteno isolado de Polygala boliviensis.

Figura 2. Estrutura quimica do poligaleno isolado de Polygala boliviensis.
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2.2 Efeito antinociceptivo no teste de contor¢do abdominal induzida por &cido

acético

A atividade antinociceptiva de POLI e AURA foi inicialmente avaliada no
teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético. Apés a administracéo
intraperitoneal do agente nociceptivo (acido acético) em camundongos, 0S
animais tratados pela administragéo intraperitoneal de POLI e AURA em doses
de 90 mg/kg produziram uma reducdo significativa no nimero de contor¢des
abdominais induzidas por este agente algésico (p<0,05). A morfina (5 mg/kg)
usada como droga de referéncia também inibiu significativamente o nimero de

contor¢des abdominais (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3 — Os painéis A e B representam o efeito da administracdo de poligaleno (POLI) e
aurapteno isolados de P. boliviensis nas contor¢des abdominais induzidas por acido acético em
camundongos. Os camundongos foram tratados com POLI (30, 60 e 90 mg/kg) ou AURA (30, 60
e 90 mg/kg) ou veiculo por via oral 60 minutos antes de 4cido acético a 0,8%. A morfina (Mor; 5
mg/kg, s.c.) foi utilizada como farmaco de referéncia, sendo administrada por via subcuténea 40
minutos antes do acido acético. Os dados sdo expressos como média + E.P.M; n = 6
camundongos por grupo. *** SignificAncia estatistica em relacdo ao grupo controle negativo
(p<0,05), conforme determinado por ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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2.3 Efeito antinociceptivo no teste da formalina

A injecdo intraplantar de formalina promoveu uma resposta bifasica,
caracterizada pela presenca de duas fases distintas de nocicepc¢éo: a primeira,
denominada fase neurogénica, e a posterior, denominada fase inflamatoria
(Figura 4). Na fase de dor neurogénica ou fase inicial (0-5 min), pode-se notar
que os pré-tratamentos com POLI ou AURA (30, 60 e 90 mg/kg) n&o inibiram o
comportamento nociceptivo dos animais (Figura 4A e C). Entretanto, na segunda
fase (15-30 min), o pré-tratamento com POLI ou AURA (90 mg/kg) foi capaz de
inibir significativamente o comportamento nociceptivo (p<0,05) (Figura 4B e D).
A morfina (5 mg/kg, i.p.), droga de referéncia, apresentou agéo antinociceptiva

em ambas as fases do teste da formalina.
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Figura 4 - Efeito do tratamento com poligaleno (painéis A e B) e aurapteno (painéis C e D) obtidos
de P. boliviensis na nocicepcéo induzida pela formalina. Os camundongos foram tratados com
POLI (30, 60 e 90 mg/kg) ou AURA (30, 60 e 90 mg/kg) ou veiculo, por via oral 60 minutos antes
da formalina. Morfina (Mor; 5mg/kg, s.c.) foi utilizada como farmaco de referéncia, sendo
administrada por via subcutanea 40 minutos antes da injecdo de formalina. Os dados s&o
expressos como média + E.P.M; n = 6 animais por grupo. *** SignificAncia estatistica em relagao
ao grupo controle negativo (p<0,05), conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de
Bonferroni.
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2.4 Teste de placa quente

Os resultados representados na Figura 5 demonstram que o pré-
tratamento com POLI ou AURA em diferentes doses (30, 60 e 90 mg/kg, i.p.) ndo
alterou o tempo de laténcia de resposta ao estimulo térmico no teste da placa
quente nos tempos de 0,5, 1,0, 3,0 e 5,0h apds os tratamentos. Entretanto, o
tratamento com morfina (agonista n&o seletivo do receptor opioide, 5 mg/kg, s.c.)
aumentou o periodo de laténcia dos animais 0,5 e 1h apds a administracao
(p<0,001).
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Figura 5 - Efeito do tratamento com poligaleno (painel A) e aurapteno (painel B) obtidos de P.
boliviensis no teste da placa quente em camundongos. A figura mostra dados de laténcia (reflexo
nociceptivo) representados como indice de antinocicepc¢ao. Para avaliar a evolugdo temporal do
efeito antinociceptivo, foram analisados os limiares térmicos nociceptivos até 5 horas apos a
administragdo oral de POLI (30, 60 e 90 mg/kg, i.p.) ou veiculo, ou de AURA (30, 60 e 90 mg/
kg, i.p.) ou veiculo. Morfina (5 mg/kg s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados sdo expressos
como média + E.P.M; n = 6 camundongos por grupo. * Significativamente diferente do grupo
controle (p<0,001) ANOVA duas vias seguida do teste de Bonferroni.
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2.5 Efeito antinociceptivo na hipernocicepc¢ao articular induzida por zimosan

A atividade antinociceptiva de POLI e AURA foi avaliada no modelo de
artrite induzida por zimosan. A inje¢éo intra-articular com zimosan promoveu
reducdo significativa (p<0,05) no limiar mecanico em comparacdo ao grupo
solucéo salina (Figura 6). Os tratamentos orais com POLI (90 mg/kg) ou AURA
(90 mg/kg) e POLI + AURA (30+30 mg/kg) reduziram a hipernocicepcéao articular
induzida por zimosan na primeira hora (p<0,05) quando comparado ao grupo
veiculo (veiculo/zimosan). Dexametasona (2 mg/kg, s.c.), o farmaco de
referéncia, também produziu aumento no limiar mecanico, com o efeito
permanecendo até a sétima hora quando comparado ao grupo controle negativo
(p<0,05).

Vehicle/Vehicle
Vehicle/zim

Dexa/zim

POLI 90 (mg/kg)/zim
AURA 90 (mg/kg)/zim

POLI 30 +
AURA 30
(mg/kg)/zim

ettt

Limiar Mecanico (g)

Figura 6 — Efeito da administragéo oral de poligaleno (POLI) e aurapteno (AURA) isolados de P.
boliviensis na hipernocicepcao articular induzida por zimosan. Os camundongos foram pré-
tratados por via oral com POLI (90mg/kg), ou AURA (90mg/kg), ou POLI + AURA (30+30 mg/kg),
ou veiculo, 60 minutos antes da injecdo tibiotarsal com zimosan (30ug/5uL). O comportamento
nociceptivo articular foi avaliado antes e até 24 horas apo0s a inje¢ado intra-articular. Foi utilizada
como farmaco de referéncia a dexametasona, administrada por via intraperitoneal 30 minutos
antes. Os resultados s@o expressos como média + E.P.M.; n = 6 camundongos por grupo. *
Significativamente diferente quando comparado ao grupo veiculo/zimosan (p<0,05); determinado
por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni.
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2.6 Teste de campo aberto

A administragdo oral de POLI ou AURA (90 mg/kg) n&o alterou
significativamente o nimero de quadrados percorridos pelos camundongos em
relacdo ao grupo controle, tratado com veiculo. O diazepam (10 mg/kg, s.c.)
apresentou reducao significativa no numero de quadrados percorridos no campo
aberto (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7 — Efeito da administracdo oral de poligaleno (painel A) e aurapteno (painel B) isolados
de P. boliviensis no teste de campo aberto em camundongos. Os animais foram tratados com
poligaleno (90mg/kg), ou aurapteno (90mg/kg) ou veiculo por via oral, 60 minutos antes do inicio
do teste. Diazepam (10mg/kg, s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados sdo expressos como
média = E.P.M; n = 6 animais por grupo. *Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05),
conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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2.7 Rota-rod

A funcdo motora dos animais foi avaliada no teste rota-rod, realizado 60
min apos a administracdo oral da maior dose utilizada nos testes para avaliar a
acado do POLI ou AURA (90 mg/kg). Observou-se que 0s grupos tratados néo
alteraram significativamente o tempo gasto pelos animais no rota-rod, em
comparacdo aos animais que receberam pré-tratamento com diazepam (10

mg/kg), o controle positivo (p<0,05) (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito da administracdo oral de poligaleno (painel A) e aurapteno (painel B) isolados
de P. boliviensis no teste rota-rod em camundongos. Os animais foram tratados com poligaleno
(90mg/kg), ou aurapteno (90mg/kg) ou veiculo por via oral, 60 minutos antes do inicio do teste.
Diazepam (10mg/kg, s.c.) foi o farmaco de referéncia. Os dados sdo expressos como média *
E.P.M.; n = 6 animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05),
conforme determinado pela ANOVA seguida do teste de Bonferroni.
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2.8 Selecdo e obtencdo de estruturas cristalograficas para acoplamento
molecular

Como estudos anteriores in vivo envolvem a participagao de diversas vias
de sinalizacdo da dor, foram selecionados seis alvos farmacoldgicos que atuam
direta ou indiretamente na formacdo do estimulo doloroso. A analise do
acoplamento molecular nesses alvos permite, ao menos em parte, a visualizacéo
de como POLI e AURA interagem em nivel molecular, fornecendo informacdes
valiosas sobre o0s possiveis mecanismos que governam a resposta bioldgica
encontrados em testes in vivo. Os melhores alvos selecionados para o estudo
foram os codigos PDB: 2AYL (COX-1), 4PH9 (COX-2), 4C1M (MPO), 3ELJ
(JNK1), 4G3F (NF-kB) e 5LCJ (ERK1/2), pois apresentaram os melhores valores
de resolucdo. A estrutura cristalogréfica 2AYL é proveniente do organismo Ovis
aires, com resolucéo de 2A e, além disso, possui identidade de sequéncia 93%
semelhante ao organismo humano [17] e apresenta interacdes intermoleculares
com seu ligante cristalografico de natureza hidrofébica com residuos VAL349,
LEU352, TYR355, LEU359, TYR385, TRP387, ILE523 e ALA527, ligacao de
hidrogénio com TYR355 e interacao eletrostatica com ARG120 (Figura 9a). A
estrutura 4PH9 vem do organismo Mus musculus e tem um valor de resolucéo
de 1,81 A, contém uma identidade de sequéncia de 88% em comparacdo com o
organismo humano, [18] e interage com seu ligante cristalografico por meio de
uma interagdo hidrofébica com os residuos VAL350, TYR356, LEU360, TRP388
e ALA528, ligacdo de hidrogénio com TYR356 e interacdo eletrostatica com
ARG121 (Figura 9b). A estrutura 4C1M vem do organismo Homo sapiens, com
resolucéo de 2A [19], e apresenta intera¢des intermoleculares com sua natureza
hidrofébica de ligante cristalografico com os residuos ARG239 e PHE366 e
ligacdes de hidrogénio com GLN91 e ARG239 (Figura 9c). A estrutura 3ELJ vem
do organismo Homo sapiens, com resolucéo de 1,80A [20] e interage com seu
ligante cristalografico através de uma interagdo hidrofobica com os residuos
ILE32, VAL40, ALA53 e LEU168 e ligacbes de hidrogénio com MET111,
ASN156, ALA36 e LYS55 (Figura 9d). A estrutura 4G3F vem do organismo Mus
musculus, com resolucéo de 1,64A [21], e apresenta interacdes intermoleculares
com seu ligante cristalografico hidrofébico com os residuos VAL408, VAL416,
LYS431, ILE469, MET471 e LEU524 e ligacbes de hidrogénio com LYS431,
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GLU442, LEU474, ASP536, GLU442 e ASP536 (Figura 9e). A estrutura 5LCJ
vem do organismo Homo sapiens, com resolugéo de 1,78A [22], e interage com
seu ligante cristalografico por meio de interacdes hidrofébicas com os residuos
ILE31, VAL39 e LEU156, ligagbes de hidrogénio com MET108, LYS114, ALA35
e SER153 e ligacGes halogenas com GLN105 (Figura 9f).
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Figura 9 - Representacéo de alvos complexados com seus respectivos ligantes cristalograficos:
COX-1, PDB: 2AYL (a); COX-2, PDB: 4PH9 (b); MPO, PDB: 4C1M (c); JNK1, PDB: 3ELJ (d);
NF-«kB, PDB: 4G3F (e) e ERK1/2, PDB: 5LCJ (f). Linhas tracejadas cinza: intera¢des hidrofdbicas;
linha azul sélida: ligacdo de hidrogénio; linha tracejada amarela: interacdo eletrostéatica; linha
verde sélida: ligacdo de halogénio; linha branca sélida: ligacdo de hidrogénio com molécula de
agua.
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2.9 Acoplamento molecular

Os resultados para acoplamento molecular sdo apresentados na Tabela
1. Os valores da funcéo de pontuacdo Chemgauss4 usada no programa FRED
demonstram que AURA e POLI tém afinidade para os alvos moleculares
testados. Para COX-1 e 2, POLI tem melhor afinidade, enquanto AURA tem
melhor afinidade para MPO, JNK, NF-kB e ERK2. As interacdes intermoleculares
de cada molécula com os alvos moleculares estudados foram rastreadas para o

perfil de reconhecimento molecular.

ALVO AURA POLI
MOLECULAR

COX-1 -11.58 -11.86
COX-2 -9.78 -11.29
MPO -10.57 -9.18
JNK -10.21 -10.01
NF-kB -9.55 -7.59
ERK2 -9.05 -8.58

Tabela 1- Valores de energia do acoplamento molecular do poligaleno e do aurapteno com os
alvos.
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2.9.1 COX-1

Poligaleno (Figura 10a) interage com os residuos ALA527, VAL359,
LEU352, TRP387, ILE523 e LEU521, além de uma ligacdo de hidrogénio com o
residuo SER530. Da mesma forma, aurapteno mostrou interacdes hidrofobicas
com varios residuos, notavelmente ALA527, ILE345, VAL349, LEU352, TYR355,
LEU359, LEU384, TRP387, PHE518, ILE523 e LEUS531 (Figura 10b). Interagcbes
hidrofébicas podem ser observadas com o ligante cristalografico (Figura 9a),
indicando que interacfes hidrofébicas sdo importantes para o reconhecimento
molecular. Além disso, ligacdes de hidrogénio sdo observadas entre o ligante
cristalografico e ARG120 e TYR355, demonstrando a importancia das interacdes

com residuos ARG e TYR para o reconhecimento molecular.
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Figura 10 - Representacao da estrutura de COX-1 (PDB: 2AYL) no complexo com POLI (a) e
AURA (b). Linhas tracejadas cinza: interagbes hidrofébicas; linha azul sélida: ligagdo de
hidrogénio.
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2.9.2 COX-2

POLI realiza interagbes hidrofébicas com LEU360, TRP388, PHES519,
VAL424, ALA528 e LEU532, além de uma ligacao de hidrogénio com o residuo
SER531 (Figura 1l1a). Uma ligacdo de hidrogénio em ambos 0s encaixes €
observada com o residuo SER531. AURA complexado com COX-2 mostrou
interagBes hidrofobicas com varios residuos, notavelmente VAL117, ILE356,
VAL350, TYR356, LEU360, TRP388, PHE519, VAL524, ALA528 e LEU532,
além de uma ligacdo de hidrogénio com o residuo SER531 (Figura 11b). O
ligante cristalografico forma interagBes hidrofébicas, indicando que essas
interagfes sdo importantes para o reconhecimento molecular no sitio ortostérico.
Um fato importante, o ligante cristalografico (Figura 9b) apresenta uma ligacao
de hidrogénio com a cadeia lateral do residuo TYR356, indicando que a interacéo

com este amino&cido também é importante para o reconhecimento molecular.
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Figura 11 - Representacdo da estrutura de COX-2 (PDB: 4PH9) no complexo com POLI (a) e
AURA (b). Linhas tracejadas cinza: interagbes hidrofébicas; linha azul sélida: ligagdo de
hidrogénio.
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2.9.3 MPO

POLI mostrou interacdes hidrofdbicas com ARG239, GLU242, PHE366 e
PHE407; da mesma forma, interacdes eletrostaticas com HIS95 e ARG239 sao
notadas (Figura 12a). AURA mostrou interacdes hidrofébicas com residuos de
PHE99, GLU102, ARG239, GLU242 e PHE407 (Figura 12b). Também é possivel
notar interacdes eletrostaticas com os residuos HIS95 e ARG239. Analisando o
ligante cristalografico, observa-se que AURA e POLI apresentam interacfes
hidrofébicas da mesma natureza que o ligante cristalografico (Figura 9¢) em
residuos semelhantes, indicando que interacdes hidrofébicas sao importantes
para o reconhecimento molecular no sitio ativo. Em destaque, AURA tem
interacOes eletrostaticas com a cadeia lateral do residuo HIS95 e ARG239.
Também é possivel notar interacdes eletrostaticas envolvendo HIS95 e ARG239,
indicando que a interagdo com esses aminoacidos € importante para o

reconhecimento molecular de POLI.
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Figura 12 - Representacdo da estrutura de MPO (PDB: 4C1M) no complexo com POLI (a) e
AURA (b). Linha tracejada cinza: interagfes hidrofobicas; linha tracejada amarela: interagdo
eletrostatica.
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2.9.4 INK

POLI mostrou interagdes hidrofébicas com residuos de VAL40, ALAS53,
MET111, VAL158 e LEU168. Também é possivel notar uma ligacdo de
hidrogénio com o residuo ASN114 (Figura 13a). AURA mostrou interacdes
hidrofébicas com residuos ILE32, VAL40, ALA53, LYS55, MET111, VAL158 e
LEU168 (Figura 13b). Ao examinar o ligante cristalogréfico (Figura 9d), torna-se
evidente que AURA e POLI se envolvem em interacdes hidrofobicas
semelhantes as do ligante cristalografico com residuos idénticos. Esta
observacdo ressalta a importdncia das interacdes hidrofébicas no
reconhecimento molecular dentro do sitio ativo JNK. Além disso, o ligante
apresenta uma ligacdo de hidrogénio com a cadeia lateral dos residuos ASN114,
indicando que a interacdo com esses aminoacidos também € importante para o

reconhecimento molecular.
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Figura 13 - Representacdo da estrutura de JNK1 (PDB: 3ELJ) no complexo com POLI (a) e
AURA (b). Linha tracejada cinza: interag8es hidrofébicas; linha azul sélida: ligacéo de hidrogénio.
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2.9.5 NF-kB

POLI também mostrou interacdes hidrofébicas com residuos VAL408,
VAL416 e LEU524 (Figura 14a). AURA complexado com NF-kB revelou
interacOes hidrofébicas com VAL408, VAL416 e LYS431, além de uma ligacao
de hidrogénio com o residuo GLN481A (Figura 14b). Interacdes de natureza
semelhante sdo notadas no ligante cristalogréfico (Figura 9e), sugerindo a
significancia das interacfes hidrofébicas para o reconhecimento molecular
dentro do sitio ativo. Além disso, ligacdes de hidrogénio sdo observadas entre
AURA e o sitio, especificamente com o residuo GLN481, destacando a
importancia das interacdes com esses aminoacidos para o reconhecimento

molecular também.
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Figura 14 - Representacéo da estrutura do NF-kB (PDB: 4G3F) com énfase no sitio ativo. Linha
tracejada cinza: interag8es hidrofdbicas; linha sélida azul: ligagdo de hidrogénio.
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2.9.6 ERK2

POLI também mostrou interacdes hidrofébicas com VAL39, LYS54,
MET108 e LEU156. Interacbes eletrostaticas sdo observadas no residuo
LYS114 entre POLI e ERK2 (Figura 15a). AURA acoplado a ERK2 mostrou
interag6es hidrofébicas com ILE31, VAL39, ALA52, LYS54, ASP111 e LEU156.
LigacBes de hidrogénio também podem ser observadas entre AURA e o residuo
ALA35 (Figura 15b). Comparando com o ligante cristalografico (Figura 9f),
interacOes hidrofébicas podem ser observadas com esses mesmos residuos
descritos em AURA e POLI. Interacdes de ligacdo de hidrogénio também séo
observadas no ligante com residuo LYS114 e ALA35, indicando que sé&o

importantes para o reconhecimento molecular.
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Figura 15 - Representacdo da estrutura de ERK1/2 (PDB: 5LCJ) no complexo com POLI (a) e
AURA (b). Linha tracejada cinza: interagfes hidrofobicas; linha tracejada amarela: interagdo
eletrostatica; linha solida azul: ligagdo de hidrogénio.
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3. DISCUSSAO

Modelos animais tém sido amplamente utilizados por vérias décadas para
estudar a dor e tém contribuido excelentemente para desvendar mecanismos de
patogénese e validar novos alvos para tratamento [23]. Um estudo anterior
demonstrou que o tratamento oral com extrato de Polygala boliviensis produz
efeitos antinociceptivos e antiedematogénicos [14]. Assim, este trabalho
investigou as duas cumarinas isoladas de Polygala boliviensis, a POLI e a AURA,
produzem atividade antinociceptiva. O primeiro teste utilizado foi um teste de
contorcdo abdominal induzida por &cido acético, um modelo amplamente
utilizado para avaliar a eficacia de novas substancias que atuam em niveis
central e periférico do sistema nervoso no alivio da sensacao de dor [24,25]. Em
nossos estudos, tanto o POLI (90 mg/kg) quanto o AURA (90 mg/kg)
apresentaram inibicdo significativa no teste de contor¢do abdominal quando
comparados ao veiculo. Para confirmar a atividade antinociceptiva do POLI e do
AURA, foi utilizado o teste da formalina. A fase inicial resulta do efeito direto dos
nociceptores [26] e ndo foi afetada pelo tratamento oral com POLI ou AURA. Por
outro lado, na fase tardia, associada a dor inflamatéria [27], tanto POLI (90
mg/kg) quanto AURA (90 mg/kg) demonstraram atividade antinociceptiva no
teste, sugerindo assim um possivel efeito antinociceptivo envolvendo vias anti-

inflamatorias.

Os relatos da literatura também mencionam efeitos antinociceptivos
encontrados em outras espécies do género Polygala. Pradi et al. [28]
demonstram em seus estudos que o extrato hidroalcoolico de Polygala
altomontana (30, 100 e 300 mg/kg) apresentou agcao antinociceptiva dose-
dependente durante a fase inflamatéria do teste da formalina. Além disso, a
preparacao (30 e 300 mg/kg) apresentou acao anti-hiperalgésica quando testada
em modelo de nocicep¢do mecanica. Em sua identificacdo, os pesquisadores
encontraram ésteres de sacarose, fenilpropanoides, derivados de quercetina
glicosilados, estirilpironas e cumarinas. Kim et al [29], em seus estudos,
identificaram uma atividade anti-hiperalgésica do extrato metandlico de Polygala
cyparissias, sugerindo que a atividade anti-hiperalgésica do extrato esta, pelo
menos em parte, relacionada a sua capacidade de inibir a hipersensibilizacao

induzida por mediadores hiperalgésicos ou agentes inflamatorios, como
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lipopolissacarideo (LPS), carragenina ou adjuvante completo de Freund (CFA).
Meotti et al. [30] identificaram que a cumarina escopoletina isolada de Polygala
sabulosa e dois ésteres da cumarina foram obtidos de maneira semissintética;
enguanto isso, a acetilescopoletina e a benzoilescopoletina (0,001-10 mg/kg)
exibiram efeitos antinociceptivos significativos e relacionados a dose contra a dor

visceral induzida por acido acético.

Em outros estudos, pesquisadores também identificam moléculas
pertencentes a classe das cumarinas com potencial atividade anti-inflamatéria.
Leal et al. [31] avaliaram um estudo comparativo dos efeitos antioxidantes e anti-
inflamatoérios das cumarinas naturais 1,2-benzopirona, umbeliferona e
esculetina, envolvendo analises in silico, in vitro e in vivo. Em seus testes, a
enzima COX-2 apresentou boas afinidades pelas trés cumarinas, conforme
revelado por analises de acoplamento molecular. Entretanto, considerando os
efeitos anti-inflamatérios in vivo, a 1,2-benzopirona foi a mais eficiente no
combate a inflamacéo pleural nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Na dose de 20
mg/kg, a 1,2-benzopirona foi ineficaz, assim como as cumarinas umbeliferona e
esculetina nas doses de 20 e 200 mg/kg. Liang et al. [32] avaliaram o efeito
neuroprotetor da umbeliferona contra déficits neuroldgicos induzidos por
isquemia/reperfusdo em ratos. O tratamento dose-dependente de umbeliferona
diminuiu a pontuacdo neurolégica, infarto cerebral, mediador inflamatério (TNF-
a, IL-1B, IL-6, COX-2, NF-kB e PGE2) no soro e tecido cerebral em comparacéo
com os ratos do grupo controle induzidos por I/R. A umbeliferona também
diminuiu o nivel do fator nuclear kappa B (NF-kB) em comparacao com 0s ratos
do grupo controle. Castro-Martinez et al. [33] demonstraram que os extratos de
Tagetes lucida tém efeitos imunomoduladores e neuroprotetores. Em seus
resultados, eles concluiram que os extratos e cumarinas 7-lIsopreniloxicumarina,
herniarina, 7-O-Prenilescopoletina, dimetilfraxetina e escoporona de Tagetes
lucida (25 mg/kg) exercem efeito neuroprotetor, controlando danos motores e
neuroinflamacdo, aumentando a expressao de IL-4 e IL-10 e diminuindo IL-1B8 e

TNF-a, notavelmente.

O teste da placa quente é um modelo amplamente utilizado para avaliar
analgésicos de acdo central. O estimulo térmico ativa nociceptores (fiboras C

amielinicas), que sdo responsaveis por transmitir informagdes ao corno dorsal
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da medula espinhal e, consequentemente, aos centros corticais, desencadeando
uma resposta nociceptiva organizada [34-35]. O tratamento com POLI ou AURA
nao alterou o tempo de laténcia no teste da placa quente. A morfina (5 mg/kg),
um analgésico opioide usado como controle positivo, aumentou
significativamente o tempo de laténcia da resposta ao estimulo térmico. Portanto,
esses dados mostram que a atividade antinociceptiva encontrada ndo envolve a
participacdo de mecanismos supraespinhais, como também demonstrado no

teste da formalina.

A artrite reumatoide € uma doenca cronica do tecido conjuntivo de
etiologia imunoldgica, caracterizada pela inflamacéo e degeneracdo dos 0Ssos
e cartilagens das articulacdes. Durante o processo inflamatério, ocorre a sintese
em larga escala de mediadores quimicos presentes na inflamacéo, notadamente
as interleucinas IL-1, IL-6 e o fator de necrose tumoral TNF-alfa. O zimosan tem
sido usado como um agente pro-inflamatério ha algum tempo, amplamente
utilizado para induzir artrite aguda [36]. Assim, a artrite aguda causada pelo
zimosan na articulacdo do joelho ¢é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, migracdo celular e dor. A dor articular € atribuida
principalmente aos efeitos, diretos e indiretos, de mediadores inflamatorios,
como histamina, eicosanoides, fator de ativacdo plaquetaria (PAF),
neuropeptideos, éxido nitrico e, notavelmente, citocinas e prostaglandinas, que
sensibilizam as fibras nociceptivas primarias que inervam a articulacéo inflamada
[37]. Neste trabalho, os pré-tratamentos com POLI (90 mg/kg) e AURA (90
mg/kg) reduziram a hipernocicepgéo articular até a primeira hora do teste,
sugerindo um possivel efeito antinociceptivo envolvendo vias anti-inflamatérias.
Para verificar possivel sinergismo entre substancias bioativas isoladas do
mesmo extrato de Polygala boliviensis, que ja demonstrou ter efeito
antinociceptivo [14], foi realizado tratamento oral com POLI (30 mg/kg) e AURA
(30 mg/kg) antes da inducéo da artrite com zimosan. Um fato interessante, esse
efeito sinérgico entre doses ineficazes de POLI (30 mg/kg) e AURA (30 mg/kg)
mostrou antinocicepcdo até a primeira hora apdés a injecdo de zimosan. Os
relatos da literatura citam diversas atividades biolégicas de AURA e POLI, com
destaque para a atividade anti-inflamatéria. Okuyama et al. [38] demonstraram

gque o aurapteno suprimiu a ativagcdo microglial, a expresséo da ciclooxigenase
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(COX-2) em astrdcitos e a expressdo do mRNA da COX-2 no hipocampo. Vu
Dang La e pesquisadores [39] mostraram que o aurapteno diminuiu, de forma
dose-dependente, a secrecdo da metaloproteinase 2 da matriz, bem como os
principais mediadores inflamatorios, incluindo IL-6 e IL-8. Da mesma forma,
relatos na literatura indicam que o POLI tem efeitos imunomoduladores,
reduzindo os niveis de IL-6 e TNF apds estimulagdo com LPS em macréfagos
peritoneais, independente da regulacdo negativa do NF-kB [15]. Esses relatos
reforgcam os resultados encontrados em nossos testes, indicando que a atividade
antinociceptiva nessas moléculas é possivelmente por meio da inibicdo de

mediadores inflamatorios.

O teste de campo aberto € um procedimento conveniente para medir de
forma geral a sedacao ou atividade exploratéria do animal [40]. Normalmente,
guando ha um novo ambiente, o animal tende a explorar o local, mesmo que esta
situacdo cause estresse ou conflito. O teste de rota-rod foi proposto por Dunham
e Miya [41] e consiste em uma metodologia utilizada para triagem de farmacos
com efeitos colaterais na coordenacdo motora. Este método permite avaliar a
especificidade da acdo antinociceptiva de farmacos, verificando se estas
substancias promovem incoordenacdo motora em animais, seja por meio de
sedacéo e/ou relaxamento muscular, ao longo do tempo em que 0s animais
permanecem em uma barra giratoria [42]. A administracdo oral de POLI (90
mg/kg) ou AURA (90 mg/kg) ndo afetou a atividade locomotora dos animais e,
portanto, ndo reduziu a capacidade exploratéria no teste de campo aberto. Da
mesma forma, no teste rota-rod, ndo afetou o desempenho motor dos animais.
Portanto, esses resultados validam a atividade antinociceptiva de POLI e AURA

em modelos experimentais de dor.

Para verificar a afinidade dessas moléculas por COX-1, COX-2,
mieloperoxidase (MPO), JNK1, NF-kB e ERK1/2, foi realizado um teste in silico
utiizando a técnica de acoplamento molecular. Cada um desses alvos
desempenha um papel fundamental nas respostas a dor e foi, portanto,
selecionado para teste. As prostaglandinas (PGs) produzidas pela atividade da
enzima COX-1 desempenham um papel preponderante na regulacdo das
fungcbes homeostaticas em varios sistemas do corpo, enquanto aquelas

formadas pela COX-2 estdo principalmente associadas a modulacdo da dor e a
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resposta inflamatoria [43]. Evidéncias confirmam o papel crucial dessa enzima
no teste da formalina, mostrando a ligagdo da COX-2 com a transmisséo
nociceptiva em camundongos [44]. Da mesma forma, as ciclooxigenases
desempenham um papel fundamental na artrite reumatoide. A COX-2 esti
presente em maiores quantidades nos tecidos sinoviais de pacientes com artrite
reumatoide, mas a COX-1 também esta presente em quantidades menores. A
expressdo de COX-2 na sindvia reumatoide é estimulada por citocinas pro-
inflamatorias; além disso, ja esta comprovado que as prostaglandinas
(especialmente a prostaglandina E2) atuam como mediadoras em interagdes
complexas que contribuem para o desenvolvimento de erosées na cartilagem
articular e no 0sso adjacente as articulacées [45]. Em nossos testes, tanto AURA
quanto POLI, quando acoplados a COX-1, apresentam interagcfes relevantes,
destacando interacdes hidrofébicas com os aminoacidos ARG-120A e TYR-
385A. Esses aminoacidos parecem ser essenciais para a atividade do ligante,
pois parecem interagir via ligacdes de hidrogénio. Ainda nesse sentido, quando
acoplados a COX-2, apresentam interacfes hidrofébicas com diversos
aminoacidos, destacando novamente as interacdes com ARG-121A e TYR-
386A. O ligante cristalografico também interage com esses residuos, indicando

assim que a interacdo com esses aminoacidos € importante para o

reconhecimento molecular.

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima peroxidase contendo heme,
encontrada principalmente em neutrofilos, com menor presenca em mondcitos.
Embora desempenhe um papel fundamental no sistema imunol6gico, a MPO
esta implicada na origem ou progressdo de varias doencas devido a sua
capacidade de intensificar a inflamacao e causar danos aos tecidos. Pesquisas
mostram que a MPO é um marcador da atividade dos neutréfilos em danos aos
tecidos e na resposta inflamatoria em varias condi¢des inflamatorias, que podem
causar dor. Niveis elevados de MPO foram observados em varias doencas
inflamatodrias, como artrite reumatoide. Estudos sobre sua presenca na
cartilagem inflamada sugerem que ela pode causar a doenga por meio do
estresse oxidativo, mas atualmente acredita-se que a MPO esteja mais
associada a progressédo da doenca ao longo do tempo [46, 47]. Em nossos

estudos, foram demonstradas interacbes extremamente relevantes para o



109

encaixe molecular. Tanto na AURA quanto na POLI, houve interagdo com
residuos ARG239B, GLN91B e HEM®605B. Interacbes com esses residuos
também sdo observadas no ligante cristalografico, indicando que séo relevantes

para o encaixe no sitio ativo.

A via c-Jun NH2-terminal kinase (JNK) € uma subdivisdo das proteinas
quinases ativadas por mitdgeno (MAPKs) e desempenha um papel crucial em
varios estados de doencas inflamatorias [48]. E vista como um alvo promissor
para o tratamento dessas doencas, pois desempenha um papel decisivo na
maturacdo e atividade das células T, além de regular a producéo de citocinas
pré-inflamatérias, como a interleucina-2 (IL-2), IL-6 e TNF-a. A relevancia da via
JNK em doencas inflamatdrias crénicas como osteoartrite e artrite inflamatoria
foi observada por Ge et al. e Han et al. respectivamente [49, 50]. AURA, quando
acoplada ao sitio ativo, mostrou interacdes hidrofébicas relevantes com os
residuos ALA113, ASN156, MET111 e SER155. Interagcbes com 0S mesmos
residuos séo observadas no ligante cristalografico, destacando o papel
fundamental desses aminoacidos no acoplamento molecular. POLI demonstrou
interacOes hidrofébicas com ALA113, ALA53, MET111 e VAL40, entre outros.
Da mesma forma, esses residuos sao observados em interacdes com o ligante

cristalogréfico.

As cinases relacionadas ao sinal extracelular (ERK1/2s), que fazem parte
da familia da proteina cinase ativada por mitdgeno (MAPK), sdo componentes
terminais da cascata de fosforilacdo e foram associadas ao desenvolvimento de
dor neuropatica e inflamatéria. Pesquisas recentes indicam que as cinases
ERK1/2 desempenham um papel essencial na regulacdo da expressao génica
inflamatoria, sendo ativadas apos receptores imunes em resposta a estimulos
como infeccdes, danos celulares ou teciduais [51]. Um estudo colaborativo
demonstrou que a ativagdo de ERK1/2 na medula espinhal contribui para a
alodinia mecéanica em um modelo de dor pds-operatéria em camundongos [52].
Outros pesquisadores confirmaram que a via de sinalizacdo ERK1/2 esta
profundamente envolvida na modulagcdo do componente sensorial da dor em
varios niveis do sistema de processamento da dor [53]. As evidéncias também

confirmam que a estimulagdo excessiva desta via esta intimamente ligada a



110

destruicdo da cartilagem articular e a hiperplasia inflamatéria dos tecidos

sinoviais, demonstrando seu envolvimento na artrite reumatoide [54].

Em nossos estudos com AURA acoplado a esse alvo, interagbes
hidrofébicas foram observadas com ALA35, ALA52, ASP111, GLN105, GLU33,
GLY34, ILE31, LEU156, LYS114 e VAL39. Esses residuos também séo notados
com o ligante cristalografico e, além disso, apresentam ligacdes de hidrogénio
com ALA35 e LYS114, mostrando a relevancia dessas interagdes. POLI mostra
interag6es hidrofobicas com ALA52, GLN105, GLU109, ILE31, LEU156, MET108

e VAL39. Uma ligacéo de hidrogénio também ocorre com o residuo LYS114.

A via de sinalizacdo do fator nuclear NF-kB é amplamente reconhecida
como um exemplo classico de uma via pro-inflamatoria, devido ao seu papel na
regulacéo da expressao de genes pro-inflamatérios, como citocinas, quimiocinas
e moléculas de adesao [55]. Estudos recentes destacam o papel crucial do NF-
KB na resposta a estimulos dolorosos. Wang [56], em sua pesquisa, mostra que
a ativacdo do NF-kB e a subsequente producéo de citocinas pro-inflamatorias
contribuem para a perpetuacdo da dor crbnica. Além disso, Ahmed [57]
demonstra que o NF-kB pode estar envolvido na geragdo ou manutengéo de
mecanismos periféricos de dor, regulando a expressdo de neuropeptideos
relacionados a dor. Em nossos estudos, tanto AURA quanto POLI mostraram
interacOes relevantes com o sitio ativo. InteragBes hidrofébicas com residuos
ARG410, ASP521, CYS535, LEU473, LEU474, LEU524, MET471, VAL408 e
VAL416 foram observadas em acoplamentos com AURA e com POLI. Interagdes
com o0s mesmos residuos foram notadas com o ligante cristalogréfico,

demonstrando importancia no reconhecimento molecular.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtengao de cumarinas

As cumarinas foram isoladas e identificadas previamente [15, 54]. O
material vegetal foi coletado em julho de 2013, em Feira de Santana, Bahia,
Brasil (12°12’00.6"S e 38°58'25.6"W; altitude de 240 m acima do nivel do mar).
A autorizacdo para acesso ao patriménio genético vegetal foi obtida do Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimbénio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (A1080C4). O material foi identificado pelo Dr. José Floriano Barea
Pastore por meio da comparacdo do material coletado com um espécime
voucher depositado no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana
(HUEFS), HUEFS 168956. O material vegetal (partes aéreas, incluindo caule,
folhas e inflorescéncias e raizes) foi seco em estufa a 45 + 3°C por 15 dias. Em
seguida, o material foi pulverizado em liquidificador industrial e submetido a
maceracdo com metanol em temperatura ambiente. O extrato metandlico obtido
foi entéo filtrado e concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida e
em banho-maria a 60 * 1°C. ApGs a secagem, o0 extrato metandlico foi
particionado com solventes em ordem crescente de polaridade: hexano,
cloroférmio e acetato de etila. A fracdo cloroférmica foi submetida a
cromatografia em coluna com silica gel 60 como fase estacionaria, e o sistema
foi eluido sucessivamente usando um gradiente de misturas de hexano e EtOAc
com polaridade crescente, resultando em fragdes contendo as cumarinas, AURA
(1,14 g) e POLI (2,69 g), que foram identificadas por diferentes experimentos

espectroscopicos e espectrométricos, conforme descrito por Silva et al. [15,16].

4.2 Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos machos adultos da
linhagem Swiss Webster (25—-30 g) do biotério da Universidade Estadual de Feira
de Santana. Todos os testes comportamentais foram realizados entre 07:00 e
18:00 do dia. Os animais foram mantidos em caixas apropriadas no biotério, a

temperatura de 22-25 °C e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a
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comida e agua. Todos os experimentos foram realizados de acordo com o
protocolo e as diretrizes da International Association for the Study of Pain (IASP)
para uso de animais de laboratorio [58]. Os experimentos foram conduzidos apés
aprovacgdo do comité de ética em animais de experimentacdo da Universidade
Estadual de Feira de Santana sob o protocolo n° 12/2023.

4.3 Drogas e diluentes

O &cido acético glacial foi adquirido da Dinamica® (Séao Paulo, Brasil). O
formaldeido e o Tween 80 foram adquiridos da Labsynth® (Sao Paulo, Brasil). O
isoflurano e o sulfato de morfina foram adquiridos da Cristalia® (Sao Paulo,
Brasil). O diazepam foi adquirido da Unido Quimica® (S&o Paulo, Brasil). O
zimosan e o dimetilsulféxido foram adquiridos da Sigma® (Séo Paulo, Brasil). A
dexametasona foi adquirida da Teuto® (Goias, Brasil). A solucdo salina (solucdo
fisiologica de cloreto de sédio a 0,9%) da Farmace® (Ceara, Brasil). O POLI e 0
AURA foram diluidos em solucdo salina Tween 80 + 2%. O acido acético, a
formalina, a dexametasona, o diazepam, a morfina e o zimosan foram diluidos
em solucdo salina. Uma solucdo de formalina 2,5% foi preparada com
formaldeido em solucdo salina. O controle negativo foi composto de solucao
salina + 2% Tween 80. Os instrumentos rota-rod, von frey digital analgesimetro

+ acessorios e placa quente foram adquiridos da Insight® (Séo Paulo, Brasil).

4.4 Teste de contor¢cBes abdominais induzidas por acido acético

Para avaliar o efeito antinociceptivo, diferentes grupos foram tratados por
via oral com AURA ou POLI (30, 60 e 90 mg/kg) ou veiculo, 60 min antes de uma
injecao intraperitoneal (i.p.) de acido acético. Morfina (5 mg/kg, s.c.) foi usada
como droga de referéncia, 40 min antes do estimulo nociceptivo. O protocolo
comportamental foi aplicado conforme descrito anteriormente por Janior et al.
[59]. O numero total de contor¢cdes abdominais foi registrado dentro de 30 min
apos a administracao intraperitoneal de acido (0,8%).
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4.5 Teste de formalina

Os animais foram submetidos ao tratamento oral com doses de POLI ou
AURA (30, 60 e 90 mg/kg) ou veiculo, 60 min antes da administracéo intraplantar
na pata traseira direita com 20uL de formalina 2,5% diluida em solucéo salina. A
morfina (5 mg/kg, s.c.) foi utilizada como droga de referéncia, administrada 40
min antes do estimulo nociceptivo. Apés a administracdo das substancias, os
camundongos foram devolvidos a camara de observacao espelhada, seguindo
o protocolo previamente descrito por Cardona et al. [60]. O tempo durante o qual
0s animais passaram lambendo ou mordendo a pata apdés a administracdo

intraplantar de formalina foi quantificado como comportamento nociceptivo.

4.6 Teste de placa quente

O teste proposto por Woolfe e McDonald [61] envolve colocar os animais
em uma placa aquecida a 55°C = 1,0°C e o tempo que eles levam para
manifestar uma resposta nociceptiva, como lamber, morder, pular ou levantar as
maos. Um limite maximo de 10 s é estabelecido para mitigar o risco de dano
tecidual. Doses de 30, 60 ou 90 mg/kg de POLI ou AURA, assim como o veiculo,
foram administradas por via oral. A morfina foi administrada na dose de 5 mg/kg
por via subcutanea. O tempo necessario para 0s camundongos manifestarem
uma resposta nociceptiva foi entdo medido em intervalos de tempo especificos:

0,5h, 1h, 3h e 5h apds a administracao das substancias.

4.7 Inducdo de modelo experimental de artrite induzida por zimosan

Os animais foram tratados por via oral com POLI ou AURA em doses
respectivas (90 ou 30 + 30 mg/kg) ou veiculo 1h antes da administracdo de
zimosan. Dexametasona (2 mg/kg) foi usada como droga de referéncia, sendo
administrada por via subcutanea (s.c.) 40min antes do estimulo nociceptivo.
Todos os camundongos foram anestesiados com 2% de isoflurano, entdo o

modelo de artrite foi induzido com a administragdo de zimosan (30ug/5uL) na
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articulagéao tibiotarsal direita dos camundongos. O grupo controle recebeu 5uL

de solucéo salina na articulacao tibiotarsal direita dos camundongos.

4.8 Avaliacao nociceptiva articular

A avaliacdo da hipernocicepcdo da porcdo tibiotarsal induzida por
zimosan foi realizada conforme descrito por Guerrero et al. [62]. Os experimentos
foram conduzidos com um anestesidometro eletrénico, que capta a pressao por
meio de um transdutor conectado a um contador de forca digital expresso em
gramas (g). A presséo foi captada pelo contato do transdutor de pressao com a
pata, o que é realizado por meio de uma ponta descartavel de polipropileno com

area de 4,15 mm2 conectada ao transdutor.

Os camundongos foram mantidos individualmente em caixas de acrilico,
com piso feito de tela de arame ndo maleavel. Os animais foram colocados nas
caixas 15 min antes do inicio do experimento, para adaptacdo ao ambiente. A
avaliagdo da nocicepcéo articular consiste em aplicar, por meio das malhas da
rede, uma pressao linearmente crescente no centro da sola da pata do
camundongo, até que o animal seja estimulado a realizar a flexdo dorsal da
articulacao tibiotarsal. Para tanto, foi utilizada uma ponta com area de 4,15 mm2,
que permite avaliar a hipernocicepc¢do articular, uma vez que esta ponta nao é
per se nociceptiva. A sequéncia de procedimentos experimentais consistiu em
guantificar a hipernocicepcdo mecanica articular nos tempos de 0h, 0,5h, 1h, 3h,
5h, 7h e 24h apés a inducdo da artrite. A intensidade da hipernocicepcao
mecanica articular foi medida usando valores de limiar mecéanico absoluto (em

gramas).

4.9 Teste de cilindro giratério (rota-rod)

O desempenho motor dos animais foi estudado no aparelho de cilindro
giratorio, segundo o método descrito por Rocha et al. [14]. Os animais foram
submetidos a uma analise de pré-selegdo um dia antes do experimento para

selecionar apenas os animais que permaneceram na barra de equilibrio por 120s



115

em trés tentativas. A velocidade constante escolhida foi de 18 rotagdes por
minuto (rpm). Os animais selecionados foram entéo tratados com POLI ou AURA
(90 mg/kg, v.0.) ou veiculo 1h antes de serem colocados no aparelho. A
capacidade de coordenacéao foi quantificada pelo tempo registrado no aparelho.
Os resultados foram expressos como o tempo médio, em segundos, que O
animal permaneceu no aparelho. Por ser um benzodiazepinico, o diazepam (10

mg/kg, i.p.) foi utilizado como pré-tratamento de 30min.

4.10 Teste de campo aberto

O aparelho consiste em uma caixa de acrilico opaca (50 cm x 60 cm x 45
cm), com piso demarcado em 12 quadrados iguais. No momento do teste, os
animais foram colocados em um dos cantos do aparelho e o numero de vezes
gue o0s animais cruzaram os quadrados com suas quatro patas durante o periodo
de trés minutos foi registrado. Os animais foram tratados com POLI ou AURA
(90 mg/kg, v.0.; ou veiculo) 30 min antes de serem colocados no aparelho de
registro. Os resultados foram expressos como a média do numero de quadrados
cobertos. O farmaco de referéncia utilizado foi o midazolam (10 mg/kg, i.p.) com

30 min de pré-tratamento, Rocha et al. [14].

4.11 Andlise estatistica

Os dados foram analisados usando o programa GraphPadPrism
(GraphPad Inc., San Diego, CA) versao 5.0 para Windows e apresentados como
a média * erro padrdo da média (E.P.M.) das medidas feitas com 6 animais por
grupo. A comparacao entre os diferentes grupos de tratamento foi feita usando
ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Em estudos de medidas
repetidas ao longo do tempo, foi usada ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
de Bonferroni. Em todos os testes, as diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para valores de p < 0,05.
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4.12 Estudos de acoplamento molecular

O encaixe molecular foi realizado no programa FRED 4.1.1.0; o alvo
molecular foi preparado no utilitario grafico Make Receptor da OpenEye Scientific
[63]; artefatos de cristalografia e moléculas de agua foram removidos, seguidos
por hidrogénios e carga parcial de atomos (Gasteiger). A caixa de encaixe
molecular foi baseada no posicionamento espacial do ligante cristalografico de
cada alvo molecular; neste sentido, as seguintes dimensdes foram utilizadas:
COX-1: 13,67A x 15,00A x 18,004, 3689 A2 de volume de caixa e forma 904 A?
(forma externa); COX-2: 16,33A x 15,67A x 13,00A, 3326 A3 de volume de caixa
e forma 897 A3 (forma externa); MPO: 14,00A x 18,33A x 17,67A, 4534 Az de
volume de caixa e formato 1458 A3 (formato externo); JINK: 21,00A x 19,00A x
16,67A, 6649 A3 de volume de caixa e formato 1740 A3 (formato externo); NF-
kB: 19,67A x 13,33A x 17,33A, 4545 A3 de volume de caixa e formato 1085 A3
(formato externo); e ERK1/2: 31,00A x 23,00A x 15,67A, 11170 A3 de volume de
caixa e formato 1085 A3 (formato externo). Os parametros restantes foram
executados em suas configuracdes padrdo. O programa Omega 4.2.1.2 da
OpenEye Scientific [64] gerou as conformacdes tridimensionais das moléculas
submetidas ao encaixe no FRED. Para classificar as moléculas, foi usada a
funcao de pontuacéo padrao Chemgauss4. As interacdes intermoleculares foram

geradas no servidor online PLIP [65].

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostram uma importante acéo
antinociceptiva do poligaleno e do aurapteno, obtidos de Polygala boliviensis, em
modelos experimentais de dor. Os ensaios in silico sugerem uma afinidade
dessas moléculas com os alvos COX-1, COX-2, MPO, JNK1, NF-kB e ERK1/2.
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