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RESUMO

ACAO ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DA FRACAO ACETATO DE
ETILA DA CASCA DA Scutia buxifolia Reiss EM CAMUNDONGOS

AUTORA: Lais da Rosa Moreira
ORIENTADOR: Prof Dr. Ricardo Brandao
COORIENTADORA: Prof? Dr?. Sara Marchesan de Oliveira

A dor e a inflamacdo sdo processos fisioldgicos, que ao persistirem podem ser
prejudiciais a saude. A dor quando inadequadamente tratada pode tornar-se dor
cronica. J& a inflamacdo pode estar envolvida na patogénese e progressao de
muitas doencgas inflamatérias. Nos dltimos anos tem sido demonstrado que os
produtos naturais podem ser fontes de diversas moléculas conduzindo a descoberta
de drogas atualmente utilizadas na medicina moderna, especialmente no tratamento
da dor. Dados da literatura demonstram que a espécie Scutia buxifolia Reiss,
popularmente chamada de “coronilha”, apresenta compostos fendlicos em sua
composicao, entre eles os flavonoides, que sao capazes de capturar radicais livres e
prevenir doencas decorrentes do estresse oxidativo. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a acdo antinociceptiva e antiinflamatéria da fracdo acetato de etila
da casca da Scutia buxifolia Reiss (Eta) em camundongos. Para isso foram
realizados modelos de triagem para novos analgésicos induzidos por estimulo
qguimico (formalina, acido acético, capsaicina) e térmico (placa quente). Também foi
analisada a atividade da Eta frente ao processo inflamatério causado pela
carragenina, através de dosagens de marcadores inflamatorios (fator de necrose
tumoral, interleucinas, proteina c reativa e interferon y). E por fim foi Insvestigada a
atividade antinociceptiva da Eta em um modelo de dor pés-operatéria. A
administracdo oral de Eta inibiu a nocicep¢do causada por acido acético (Imax
59+2,3%), formalina (Imax 91+9,0%) e capsaicina (Imax 89,3%£3,2%). Além disso, a
administracdo de Eta inibiu 0 aumento da atividade da enzima mieloperoxisase (Imax
98+0,2%), dos niveis de 6xido nitrico (Imax 68+0,6%) e inteleucina (IL)-1 (Imax 100%),
IL-6 (Imax 100%), fator de necrose tumoral-a (Imax 100%), interferon-y (Imax de 100%)

e proteina C reativa (Imax 98+£0,05%), e foi capaz de aumentar os niveis de IL-10 (Imax



95+3,3%) na inflamacéo induzida por carragenina em camundongos. A Eta também
reduziu a hiperalgesia mecénica e um modelo de dor pés operatéria. No entanto, a
Eta ndo inibiu a hiperalgesia térmica no teste da placa quente, e seu efeito
antinociceptivo no teste da capsaicina ndo foi revertido pelo antagonista dos
receptores opioides naloxona. Estes resultados demonstraram que a Eta apresenta
atividade antinociceptiva e anti-inflamatoéria em camundongos independente do
sistema opibide e sem apresentar efeitos adversos significativos como alteracdes na
atividade locomotora, na temperatura corporal ou causando lesbes gastricas. Além
disso, administracdo da Eta nado alterou as atividades das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), nem o0s niveis de
creatinina ou uréia. Tomados em conjunto, NO0ssos resultados suportam a utilizacao

da Eta para o tratamento de condicfes dolorosas, especialmente dor pés-operatoria.

Palavras-chaves: inflamacdo, nocicepcdo, camundongos, Scutia buxifolia

Reiss, mediadores inflamatorios, dor pos-operatéria.



ABSTRACT

ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-INFLAMMATORY EFFECT OF THE Scutia
buxifolia Reiss ETHYL ACETATE FRACTION

AUTHOR: Lais da Rosa Moreira
ADVISOR: Prof Dr. Ricardo Brandao
SUPERVISED: Prof? Dr?. Sara Marchesan de Oliveira

Pain and inflammation are physiological processes, which when persist can be
harmful to health. The pain when improperly or left untreated can become chronic
pain. Moreover, the inflammation can be involved in the pathogenesis and
progression of many inflammatory diseases. Over the years, it has been shown that
natural products can be sources of several molecules diversity leading to drug
discovery currently used in modern medicine, especially in the treatment of pain.
Published data show that this species Scutia buxifolia Reiss, popularly called
“coronilha”, presents phenolic compounds in its composition, including flavonoids,
which are able to capture free radicals and prevent diseases resulting from oxidative
stress. The objective of this work was to evaluate the antinociceptive and anti-
inflammatory action of ethyl acetate fraction (Eta) from the bark of the stem of Scutia
buxifolia Reiss in mice. For this screening were performed templates to new
analgesic-induced chemical stimulus (formalin, acetic acid, capsaicin) and thermal
(hot plate). It was also analyzed Eta activity against inflammation caused by
carrageenan through dosages of inflammatory markers (tumor necrosis factor,
interleukins, protein ¢ reactive and interferon y). E finally antinociceptive activity was
investigated in a model Eta postoperative pain. Oral administration Eta inhibited
nociception caused by acetic acid (Imax 59%%2.3), formalin (Imax 91+9.0%) and
capsaicin (Imax 89.3+3.2%). In addition, the Eta administration inhibited the increase
of mieloperoxisase activity (Imax 98%=0.2), the levels of nitric oxide (Imax 68+0.6%)
and inteleucina (IL)-1 (Inax100%), IL-6 (Imax100%), tumor necrosis factor-a
(Imax100%), interferon-y (Imax100%) and C-reactive protein (Imax 98+0.05%) and was
able to increase IL-10 levels (Imax 95£3.3%) in the carrageenan-induced inflammation

in mice. Eta also reduced the mechanical hyperalgesia in a model of postoperative



pain. However, Eta did not inhibit the thermal hyperalgesia in the hot plate test and
its antinociceptive effect in the capsaicin test was not reversed by naloxone opioid
receptor antagonist. These results demonstrated that Eta presents antinociceptive
and anti-inflammatory activity in mice independent of opioid system and without
causing significant advers effects such as changes in locomotor activity, body
temperature or causing gastric lesions. In addition, Eta neither alter alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) enzymes activities,
nor creatinine or urea levels. Taken together, these results support the use of the Eta

for the treatment of painfull conditions, especially postoperative pain.

Keywords: inflammation, nociception, mice, Scutia buxifolia Reiss, inflammatory

mediators, postoperative pain.
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APRESENTACAO

No item introducéo esta descrita uma revisdo sobre os temas trabalhados na
dissertacao.

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item MANUSCRITO. As sec¢bes Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo, Referéncias Bibliograficas e material suplementar
encontram-se no préprio manuscrito e representam a integra deste estudo.

Os itens CONCLUSOES e PERSPECTIVAS encontrados no final desta
dissertacdo apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre 0 manuscrito
contido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacbes que
aparecem nos itens INTRODUCAO e REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacéo.
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1 INTRODUCAO

A inflamacdo pode ser provocada por estimulos enddégenos ou exdgenos,
sendo ela uma resposta de protecdo, cujo objetivo € livrar 0 organismo da causa
inicial e das consequéncias do dano celular (IP e MEDZHITOV, 2015). Embora a
inflamacdo seja um processo essencialmente fisiolégico e benéfico, processos
inflamatorios ndo resolvidos podem estar envolvidos na patogénese e progresséao de
muitas doencas inflamatdérias, incluindo asma, aterosclerose, artrite reumatoide,
esclerose multipla, rinite e a lesdo de isquemia-reperfusdo (ALESSANDRI et al.,
2013; CHUNG, 2012; ELTZSCHIG e ECKLE, 2011; MANDHANE et al., 2011,
MCFARLAND e MARTIN, 2007; NATHAN e DING, 2010; WALDBURGER e
FIRESTEIN, 2010). A reacao inflamatdria é reconhecida por cinco sinais cardinais
gue sao o calor, o rubor (vermelhidéo), o tumor (inchaco), a dor e a perda de funcéo
do membro afetado (FREIRE e DYKE, 2013). O primeiro passo da cascata
inflamatoria inicia por uma resposta vascular com hiperemia e aumento da
permeabilidade da parede dos vasos. Inicialmente, é observada uma vasoconstricdo
arteriolar que é promovida pela contragdo dos musculos lisos vasculares.
Posteriormente, ocorre a vasodilatacdo arteriolar que leva ao aumento do fluxo
sanguineo para a area danificada, resultando em hiperemia local. Nesta fase inicial,
alteracdes no endotélio vascular sdo facilmente detectaveis com consequente
exsudacdo de proteinas do plasma para o tecido, seguida pela migracdo de
leucécitos da circulagdo para o tecido danificado (ALESSANDRI et al.,, 2013;
GILROY e MAEYER, 2015).

A dor inflamat6ria ocorre em resposta a uma lesao tecidual ou a uma resposta
inflamatodria. Na tentativa de reparacdo da parte do organismo atingida o sistema
nervoso sensorial passa por uma mudanga em sua capacidade de resposta, onde 0s
estimulos que normalmente sdo indcuos vao produzir dor (alodinia) e as respostas a
estimulos nocivos sdo ampliadas e prolongadas (hiperalgesia) (COSTIGAN et
al.,2009; LOESER e TREEDE, 2008). Essa dor é resultante da ativagdo de células
residentes, como os mastocitos, da infiltracdo de células inflamatorias, como por
exemplo, os neutréfilos, e da liberagdo de mediadores inflamatorios, tais como
cininas, aminas, prostandides, fatores de crescimento e citocinas. Essas alteracdes
promovem a reducdo do limiar de ativacdo e amplificacdo na resposta dos

nociceptores que inervam o tecido danificado (sensibilizacdo periférica). Além
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dessas mudancgas periféricas, pode ocorrer uma resposta aumentada dos neurdnios
nociceptivos do sistema nervoso central (SNC; sensibilizagdo central)
(LATREMOLIERE E WOOLF, 2009; LOESER E TREEDE, 2008; SCHOLZ e
WOOLF, 2001; WOOLF, 2010). Um exemplo de dor inflamatéria € a dor pos-
operatéria a qual tem sido reconhecida como uma questdo importante na area da
saude e apesar da introducdo de novas normas, diretrizes e a¢cbes educativas, 0s
dados de todo o mundo sugerem que a dor pos-operatdria continua
inadequadamente tratada (WU e RAJA, 2011).

Os principais medicamentos utilizados para produzir analgesia sédo o0s
opidides e os antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) (BRUNE e PATRIGNANI,
2015; MOORE et al, 2015). Mesmo admitindo que os opibides sédo rotineiramente
utilizados na dor pds cirargica, seu uso muitas vezes é questionado, devido aos
efeitos adversos, como nauseas, vOmitos, sedacdo, constipacdo, tonturas,
depressao respiratoria e o risco de dependéncia (JAMISON e MAO, 2015; LEE et
al., 2015; MACINTYRE et al.,, 2010; MOORE et al.,, 2015; RAWAL, 2015). As
principais preocupacdes com 0 uso dos AINES em pacientes cirdrgicos é a
interferéncia na funcao plaquetéaria, podendo ocorrer hemorragias e dificuldade na
cicatrizacdo, bem como no desenvolvimento de Ulceras gastroduodenais (ARGOFF,
2014; BUTTERWORTH et al.,, 2013; SCARPIGNATO e HUNT, 2010). Assim,
terapias mais seguras para o tratamento da dor pés-operatéria sdo necessarias.

As plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento de varios tipos de dor,
muitas tém sido objeto de estudos, resultando na delimitacdo dos seus efeitos
farmacolégicos, como por exemplo, os flavonoides que possuem uma variedade de
acOes farmacoldgicas e podem ser utilizados no tratamento da dor (CHEN et al.,
2015; OLTEAN et al., 2014). Dados da literatura demonstram que a espécie Scutia
buxifolia Reiss (S. buxifolia) apresenta compostos fendlicos em sua composicao,
entre eles os flavonoides, que sdo capazes de capturar radicais livres e prevenir
doencas decorrentes do estresse oxidativo (BOLIGON et al, 2009). Além dos
compostos fendlicos, também foi detectado nas raizes da S. buxifolia a presenca de
alcaldides os quais apresentaram atividade antimicrobiana (MOREL et al., 2005) e
vasodilatadora (DA SILVA et al., 2012). Também foi comprovado o efeito hipotensor
e diurético das cascas da S. buxifolia (DA SILVA et a., 2015). Além desses efeitos a
casca do caula da S. buxifolia apresenta acdo antiulcerogénica frente ao dano

causado por etanol (BOLIGON et al., 2014b). Em um estudo recente Boligon e
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colaboradores mostraram que o extrato aquoso liofilizado das folhas e cascas do
caule da S. buxifolia possuem efeito antiagregante plaquetario, o qual pode estar
relacionado com sua acao anti-inflamatoria, uma vez que muitos anti-inflamatérios
exercem sua acao através da inibicdo da enzima ciclooxigenase (COX), que além de
produzir prostaglandinas (PGs) responsaveis por causar dor, febre e inflamacéo
também produzem tromboxanos (TX) que promovem a agregacdo plaquetaria
(BOLIGON et al., 2014a; BRUNE e PATRIGNANI, 2015; RIBEIRO et al., 2015).
Tendo em vista os efeitos nocivos causados pela dor inflamatéria, e o grande
investimento em pesquisas para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir
de produtos naturais, juntamente com as comprovacdes de propriedades bioldgicas
presentes na S. buxifolia (BOLIGON et al.; BOLIGON et al, 2009, 2014a; IP e
MEDZHITOV, 2015; JAYASURIYA, 1999), é de grande importancia avaliar o seu

possivel potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NOCICEPCAO

A dor segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) € uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada a lesdes
teciduais reais ou potenciais, ou descrita em termos que sugerem tal leséo
(LOESER e TREEDE, 2008). No entanto, o termo nocicepcdo é o processo de
codificacdo neural e processamento de estimulos nocivos que sdo detectados por
uma subpopulacao de fibras nervosas periféricas, denominadas nociceptores (BRAZ
et al., 2014). Baseado nestes conceitos, o termo dor é melhor aplicado a seres
humanos do que aos animais, pelo fato deste termo envolver um componente
emocional, o qual ndo é avaliado em animais experimentais (LOESER E TREEDE,
2008).

De acordo com a sua duracéo, a dor pode ser classificada como aguda ou
cronica. A dor aguda comumente é definida como “dor de inicio recente” e de
duracéo limitada tem funcédo de alerta e € fisiologicamente importante para proteger
0 organismo de agentes agressores. Por outro lado, a inflamacéo crénica, persiste
além do periodo de cura de uma lesdo e frequentemente pode ndo ter causa
claramente identificAvel (RUSSO E BROSE, 1998). Além da dor ser classificada
conforme a sua duracdo, ela também poder ser classificada de trés diferentes
formas: dor nociceptiva, inflamatéria e neuropética (WOOLF, 2010).

A dor nociceptiva atua como um sistema de alerta, protegendo o organismo
de um perigo iminente tal como uma agressao tecidual (HEHN et al., 2012; WOOLF,
2011). O processo nociceptivo € decorrente da transdugdo, transmissao e
modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo externo através da
ativacdo de nociceptores (terminacbes nervosas livres de neurbnios nociceptivos)
por estimulos quimicos, mecanicos ou térmicos (LARSSON, 2009; SCHOLZ e
WOOLF, 2002). A deteccéo de estimulos nocivos tais como calor, frio ou percepcéo
de algumas substancias quimicas requer ativacdo dos nociceptores que sao
excitados somente quando o estimulo alcanca o seu limiar de ativagdo, mostrando

gue 0s mesmos possuem propriedades biofisicas e moleculares capazes de detectar
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e responder seletivamente a danos potenciais, essas fibras estdo amplamente
distribuidos por todo o corpo (pele, musculos, articulagdes, viceras e meninges) e
transmitem tanto informacdes nociceptivas quanto informagfes ndo nociceptivas
para a medula espinhal (KUNER, 2010; BRAZ et al., 2014). Os nociceptores sao
fibras sensoriais aferentes capazes de conduzir estimulos sensoriais e podem ser
classificadas em trés tipos: fibras AB, fibras Ad e fibras C, sendo as duas ultimas de
maior importancia na nocicepc¢ao. Os corpos celulares dos nociceptores que inervam
o tronco, os membros e as viceras estdo localizados no ganglio da raiz dorsal
(DRG), enquanto que aqueles que inervam a cabeca, a cavidade oral e 0 pescoco
estdo no glanglio trigeminal pars caudalis na ponte, respectivamente. Podendo seus
axonios ser mielinizados ou ndo mielinizados (COSTIGAN et al., 2009). As fibras AR
sdo sensores tateis mielinizados de grande diametro com velocidade de conducéo
muito rapida. As fibras Ad possuem médio didmetro, sdo mielinizadas e conduzem o
estimulo doloroso de maneira rapida. O tipo de nocicep¢do conduzida por estas
fiboras é caracteristico da dor aguda, bem localizada, e sua ativacdo pode ser
decorrente de estimulos mecéanicos, térmicos e quimicos. Enquanto as fibras C néo
sao mielinizadas, possuem um diametro pequeno, e velocidade de conducéo lenta.
Neste caso, o tipo de dor conduzida é vaga e em queimacdo, mas assim como as
fiboras Ad, sao fibras polimodais, capazes de responder a estimulos mecanicos,
térmicos ou quimicos (BASBAUM et al., 2009; BRAZ, et al., 2014).

A dor de origem inflamatéria ocorre em resposta a uma lesdo tecidual e
subsequente resposta inflamatéria. Na tentativa de reparacéo da parte do organismo
atingido, o sistema nervoso sensorial passa por uma mudanca em sua capacidade
de resposta, onde os estimulos que normalmente sdo indcuos vao produzir dor e as
respostas a estimulos nocivos sdao ampliadas e prolongadas (COSTIGAN et
al.,2009; LOESER e TREEDE, 2008). A migracdo de leucdcitos associada a
inflamacé&o é responsavel por secretar mediadores quimicos que podem causar dor
(HEHN et al.,, 2012). A hipersensibilidade é a principal caracteristica da dor
inflamatoria (patologica) e resulta de alteracbes drasticas na funcdo do sistema
nervoso. Este conjunto de alteracdes denominadas plasticidade do sistema nervoso,
€ um fenbmeno que acontece tanto perifericamente, promovendo reducédo do limiar
de ativacdo dos nociceptores (sensibilizacdo periférica), bem como centralmente
(sensibilizacao central), apresentando uma resposta aumentada da medula espinhal
aos estimulos sensoriais (BASBAUM et al., 2009; MULEY et al., 2015).
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Perante as circunstancias fisiolégicas normais, estimulos mecanicos, térmicos
e quimicos ativam nociceptores presentes em fibras Ad e C, levando a informacéao
ao sistema nervoso central, que discrimina este estimulo como um estimulo nocivo.
Cada estimulo esta associado com certo grau de inflamacéo que inicia uma cascata
de sensibilizacdo periférica com eventos celulares e subcelulares. Células lesadas e
fibras aferentes primarias liberam uma série de mediadores quimicos, incluindo
substancia P, neurocinina A e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, que tém
efeitos diretos sobre a excitabilidade de fibras sensoriais. Estes mediadores também
promovem vasodilatagdo com extravasamento de proteinas plasmaticas e o
recrutamento de células inflamatérias. Mastocitos, macrofagos, linfocitos e
plaguetas, contribuem para a formacdo de um ambiente, composto por mediadores
inflamatorios, como ions hidrogénio e potassio, norepinefrina, bradicinina, histamina,
citocinas, serotonina, fator de crescimento neural, 6éxido nitrico e produtos das vias
da ciclooxigenase e lipooxigenase do metabolismo do &cido araquidénico. Parece
gue estas moléculas agem melhor sinergicamente do que isoladamente, gerando o
que se chama “sopa sensibilizadora” que efetivamente desencadeia a resposta para
ativacao das fibras Ad e C, aumentando a sensibilidade dos neurbnios a estimulos
dolorosos quimicos, térmicos e mecanicos (BRAZ et al., 2014; COSTIGAN, 2009;
HEHN et al., 2012; MULEY et al., 2015).

A dor também pode ser decorrente de patologias, ndo apresentando um
carater protetor (BRAZ et al., 2014; KUNER, 2010). Um exemplo classico deste tipo
de dor € a dor neuropatica que resulta de uma lesao ou doenca que afeta o sistema
somatosensorial, promovendo alteragdes no processamento nociceptivo. Neste caso
a dor pode ocorrer na auséncia de estimulos ou respostas para estimulos
anteriormente indcuos/nocivos podem apresentam-se exacerbados (COSTIGAN,
2009; HEHN et al., 2012).

2.2 INFLAMACAO

A inflamag&o € uma resposta imune causada pelo dano tecidual e/ou celular
por estimulos fisicos, quimicos, imunolégicos ou microbianos e tem como objetivo
defender o organismo, tanto da causa inicial da agressdo celular quanto das

consequéncias da mesma (SERHAN et al., 2014). Cornelius Celsus, no século
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primeiro, descreveu 0s quatro primeiros sinais cardinais da inflamacao, que séo
rubor, tumor, calor e dor. Posteriormente Claudio Galeno acrescentou o quinto sinal
que € a perda da funcdo do membro afetado (FREIRE e DYKE, 2013).

As mudancas fisioldgicas que acompanham o processo da inflamacao
apresentam algumas caracteristicas principais e envolvem uma sequéncia de
eventos, com vasodilatacdo que leva a um aumento no fluxo sanguineo, alteraces
estruturais na microcirculacdo, as quais permitem o extravasamento de proteinas
plasmaticas para o intersticio em forma de exsudato inflamatério e na migracéo de
leucocitos da microcirculagéo e seu acumulo no local de leséo inicial (ALESSANDRI
et al., 2013; WHO, 2009).

Os agentes efetores da inflamacdo fazem parte do exsudato e do infiltrado
celular. O exsudato é composto por um conjunto de substancias que extravasam
pelas paredes dos vasos da microcirculacdo na area agredida, enquanto o infiltrado
€ 0 conjunto de células que chega até a area agredida por atravessar a parede das
vénulas e capilares e se ‘“infiltrar” nos espacos teciduais. Os componentes do
exsudato inflamatério incluem mediadores de iniciagdo e manutencdo dos
fendmenos vasculares e exsudativos, mediadores com acéo direta sobre o agressor
e mediadores para a manutencao da inflamacéo e atracdo dos leucécitos (SERHAN
et al., 2014).

O inicio da inflamacdo geralmente é determinado pelos macrofagos,
fibroblastos e células endoteliais que estdo presentes na regido agredida. A
liberacdo de mediadores, especialmente as citocinas, por estas células desencadeia
uma resposta no organismo quase que imediatamente, pelo aumento da sintese
hepética de proteinas, que, por sua vez, irdo modular a funcdo das células do
sistema imune. Os principais mediadores indutores da sintese aumentada das
proteinas de fase aguda pelo figado séo a interleucina-1, interleucina-6 e o fator de
necrose tumoral (TNF) (SERHAN et al., 2014).

Logo apds a resposta inicial, ocorre vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade endotelial, provocando aumento da pressdo hidrostatica e
diminuicdo da pressao osmatica do plasma, pela saida de liquido rico em proteinas.
A perda de liquido resulta em concentracdo elevada de hemacias e aumento da
viscosidade sanguinea, deixando o fluxo mais lento (estase), e contribuindo para

gue os leucdcitos (especialmente os neutréfilos) se movam para as camadas mais
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periféricas da corrente sanguinea, iniciando a chamada marginagéo leucocitaria ao
longo do endotélio vascular (IP e MEDZHITOV, 2015).

Posteriormente, tanto células endoteliais quanto os leucdécitos sao ativados
pelas substancias inflamatorias circulantes. Inicia-se, entdo, a fase de rolamento dos
leucécitos. Este processo € mediado predominantemente por selectinas (moléculas
de adesao glicoproteicas) presentes em leucdcitos (por exemplo, L-selectina) e em
células endoteliais (por exemplo, E-selectina) e os seus ligantes de hidratos de
carbono (PSGL-1, ESL-1 e CD34). Os leucocitos que rolam sobre o endotélio sao
agora capazes de interagir com os fatores quimioatrativos, incluindo o fator do
complemento 5a (C5a), IL-8/CXCLS, fator ativador de plaquetas (FAP) e leucotrieno
(LT), que se aderem na superficie luminal do endotélio, promovendo a adesao
frouxa entre eles (ALESSANDRI et al., 2013; WHO, 2009). A P-selectina, participa
apenas da fase de rolamento, enquanto a E-selectina participa tanto no rolamento
quanto na adesdao de leucdcitos ao endotélio. Em seguida, o processo segue para a
forte adesédo, quando participam as integrinas nos leucécitos e as imunoglobulinas
nas células endoteliais. As integrinas sdo proteinas transmembrana da superficie
celular que reagem a sinais de ativacdo celular e se ligam as imunoglobulinas e a
matriz extracelular. Sdo importantes, pois podem interagir com a molécula de
adesdo vascular (VCAM-1) e assim promover a adesdo leucocitaria ou ainda
desemprenhar um papel primordial na diapedese de todos o0s leucdcitos
(ALESSANDRI et al., 2013; PETRI et al., 2008).

Apés a forte adesdo ao endotélio, os leucdocitos migram através de juncdes
interendoteliais (diapedese) e se dirigem aos sitios de inflamacgéo guiados pelos
fatores quimiotaticos (ALESSANDRI et al, 2013). Tanto a adesao como a diapedese
leucocitaria séo afetadas por mediadores quimicos da inflamagé&o, os quais, além do
efeito quimiotatico, podem gerar uma cascata capaz de ampliar e liberar outros
fatores estimulantes. A quimiotaxia envolve a ligacdo de mediadores quimicos ou
agentes quimiotaticos a receptores especificos na superficie da proteina G de
leucécitos que ativa a via da inositolfosfato-3 quinase (IP-3K). Essas alteragfes
causam aumento do célcio citosolico e ativam as guanosinas trifosfatases
(GTPases), favorecendo a apresentacdo de pseudOpodes e 0 movimento
leucocitario. Além da locomocdo, os agentes quimiotaticos também induzem a
ativacdo dos leucocitos com todas suas consequéncias, producdo de metabdlitos do

acido araquidonico; degranulacao e secrecdo de enzimas lisossbmicas; secrecdo de
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citocinas, assim como maior expressao de moléculas de adesdo e maior exposi¢do
das integrinas (ALESSANDRI et al., 2013; IP e MEDZHITOV, 2015).

Durante o processo inflamatério ocorre a liberacdo de varios mediadores
inflamatorios como aminas vasoativas (histamina, serotonina), metabdlitos do acido
araquidénico (prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas), proteinas plasmaticas
(sistemas do complemento, das cininas e da coagulacao), fator de ativagcdo das
plaguetas, citocinas (TNF e IL-1), 6xido nitrico (NO), componentes lisossdmicos dos
leucocitos e espécies reativas de oxigénio (EROs). Destes, os produtos do
metabolismo do acido araquidénico, fragmentos do complemento e as citocinas
parecem ter acdo fundamental na quimiotaxia (ALESSANDRI et al.,, 2013;
PINHEIRO et al., 2015).

Entre os mediadores inflamatorios secretados pelas células inflamatorias
estdo as citocinas, capazes de interagir com receptores especificos de membranas
celulares. As citocinas sdo produzidas principalmente por linfécitos e macréfagos,
mas também por células endoteliais, e possuem fundamental importancia no
processo da inflamacdo, contribuindo para o recrutamento dos subtipos de
leucécitos, regulacdo da epitelizacdo, remodelamento tecidual e angioénese
(MULEY et al., 2015; PINHEIRO et al., 2015).

A IL-1 e o TNFa sdo conhecidos como citocinas pro-inflamatorias, por
induzirem a expressdo de outras citocinas e de mediadores que promovem a
inflamacédo. Entretanto, sua principal importancia na imunidade reside em sua
capacidade de intensificar a ativacdo dos linfécitos T auxiliares por células
apresentadoras de antigeno (ALESSANDRI et al., 2013). A IL-6 proporciona efeitos
sinérgicos com a IL-1 e o TNFa, porém ndo induz a producdo de qualquer outra
citocina e possui efeito direto relativamente pequeno sobre as células imunes em
concentracdes fisiologicas. Alguns autores sugerem que sua principal funcéo
imunologica consiste em potencializar os efeitos de outras citocinas (YAO et al.,
2014).

Ja a IL-10 é uma citocina reguladora chave do sistema imune e merece
destaque por limitar a resposta inflamatoria que poderia causar um dano tecidual,
modulando a produgdo de mediadores inflamatérios, como a dos neutrdfilos,
mondcitos e macréfagos, limitando a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, tais
como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 (SARAIVA e O'GARRA, 2010; ZHANG et al.,
2010).
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Uma das principais proteinas de fase aguda é a proteina C reativa (PCR) a
qual apresenta-se em concentracfes elevadas em resposta a um processo
inflamatoério. Uma das principais funcdes fisiolégicas da PCR € de se ligar a
fosfocolina que esta expressa na superficie de células mortas, de modo a ativar o
sistema do complemento, especialmente o complemento C5a, principal mediador
quimiotatico para os polimorfonucleares. Assim, a PCR participa da depuracéo de
células anormais e danificadas. Essa proteina € sintetizada pelo figado, induzida
principalmente por um aumento na concentracao plasmatica de citocinas, tais como
a IL-6, que €& predominantemente produzida por macrofagos e pelo TNF-a
(ALESSANDRI et al., 2013).

Outro mediador da resposta inflamatoria que também age alterando o ténus e
a permeabilidade vascular além de ser agente quimiotatico é o éxido nitrico (NO). O
NO é sintetizado pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS), presente no endotélio,
que é ativada pelo aumento do célcio intracelular ou pelos macréfagos apdés indugéo
por determinadas citocinas, como interferon-y. Além da vasodilatacdo, da inibicdo da
agregacdo e adesdo plaquetarias, o NO também atua como um mecanismo
compensatorio para reduzir o recrutamento leucocitario (PINHEIRO et al., 2015).

Uma enzima chave na imunidade inata e que esta presente nos granulos dos
neutréfilos é a enzima mieloperoxidase (MPO). Em um processo inflamatorio, ocorre
a ativacdo dos neutréfilos com consequente liberacdo do conteudo dos granulos
azurofilos dos neutréfilos que contém a enzima MPO. Primeiramente, o complexo
enzimatico NADPH oxidase presente na membrana do neutréfilo converte o oxigénio
molecular no radical anion superéxido (O,7), que por ser reativo e instavel, é
rapidamente convertido em perdxido de hidrogénio (H2O,). A enzima MPO por sua
vez, catalisa a reacdo do H,O, com o ion cloreto (CI), produzindo o &cido
hipocloroso (HCIO") que promove a destruicdo de agentes invasores (DELPORTE et
al., 2013).

Diante do exposto, a resposta inflamatéria € benéfica quando atua na
tentativa de controlar os danos teciduais locais. No entanto, quando ndo ha a
reparacao dos danos causados pela mesma, ela pode trazer graves consequéncias

ao organismo.
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2.3 DOR POS-OPERATORIA

A dor poés-operatoria esta relacionada a propria intervengdo cirdrgica que
implica em lesé@o do tecido, manipulacdo de estruturas e 6rgdos e também pode ser
consequéncia do processo inflamatdrio que ocorre ap0s 0 processo cirurgico, e é
uma causa comum da dor persistente e de hiperalgesia em humanos e um dos
maiores problemas enfrentados pelos pacientes apos as cirurgias (MACINTYRE et
al., 2010).

O controle eficaz da dor pos-operatdria € uma preocupacao primordial para o
paciente e muitas vezes negligenciado por médicos e pelo sistema de saude. O
tratamento inadequado da dor pés-operatéria continua a ser um importante
problema clinico, ndo somente no periodo pdés-operatério imediato, mas também
ocorrendo o risco de progredir para um processo doloroso persistente (LOVICH-
SAPOLA et al., 2015; REDDI, 2016).

A dor pés-operatéria aguda é uma resposta normal a intervencdo cirlrgica,
mas pode progredir para dor crbnica quando inadequadamente ou nao tratada
(MACINTYRE et al., 2010). A dor aguda que se torna intratavel e persiste é referida
como dor pés-operatéria crbnica, essa pode ter um impacto significativo na
qualidade de vida e atividades diarias do paciente, incluindo distarbios do sono e do
humor (MACINTYRE et al., 2010; REDDI, 2016). Entre 10% a 50% dos individuos
apos procedimentos cirdrgicos comuns relatam que a dor persistiu mais de um més
apos a cirurgia, e 2% a 10% destes pacientes tem evolucdo para um quadro de dor
cronica. Apesar da ampla gama de farmacos analgésicos utilizados,
aproximadamente metade dos pacientes cirurgicos relatam alivio inadequado da dor
(GROSU e KOCK, 2011; NOSAMAN et al., 2010).

O trauma no tecido apOs cirurgia provoca a liberacdo de mediadores
inflamatorios locais, que podem produzir hiperalgesia ou alodinia. Outros
mecanismos que contribuem para a hiperalgesia e alodinia incluem a sensibilizagao
dos receptores periféricos no tecido lesionado (hiperalgesia primaria) e aumento da
excitabilidade de neurbnios do sistema nervoso central, que ocorre no tecido
circulante ndo lesionado (hiperalgesia secundéaria) (KODALI e OBEROI, 2014;
LOVICH-SAPOLA et al., 2015).

Modelos de dor pos icisional tém sido muito utéis para investigar a

fisiopatologia da dor pés operatéria (SAAD et al., 2016). Um dos melhores modelos
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de dor pés inciséo € o desenvolvido por Brennan et al (1996), onde a incisdo da pata
traseira de ratos provoca o desenvolvimento de dor espontanea e dor causada por
estimulo, o que é evidenciado em pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos
(OLIVEIRA et al., 2014; SAAD et al, 2016). Do mesmo modo Oliveira e
colaboradores (2014), utilizaram este modelo de dor pds-operatdria em
camundongos, conduzindo a estados de hiperalgesia na pata operada.

A lesao tecidual produzida pela cirurgia desencadeia uma cascata de eventos
que leva a liberacdo de mediadores inflamatérios no local da lesédo, assim causa
uma reducdo do limiar das terminacdes nervosas aferentes, de modo que um
estimulo menor € suficiente para ativar nociceptores, causando portanto, a producdo
de hipersensibilidade no local da lesdo. Além disso, o dano tecidual provoca a
liberacdo de conteudo intracelular de células inflamatérias (REDDI, 2016).

Ao serem ativadas as células inflamatérias liberam seus mediadores
inflamatérios, como macréfagos que liberam interleucinas (IL-1, IL-6, entre outras) e
0 TNF-a. O periodo pés-operatério esta associado com uma producdo aumentada
de varias citocinas pro-inflamatorias, conhecidas por aumentar a sensibilidade
dolorosa. O TNF-a, o INF-y, entre outras sdo encontradas em niveis elevados apos
um trauma cirargico. Essas células inflamatorias juntamente com outros mediadores
inflamatorios desencadeiam a resposta para ativagao das fibras Ad e C, aumentando
a sensibilidade dos neurdnios a estimulos dolorosos quimicos, térmicos e mecanicos
(BRAZ et al., 2014; HEHN et al., 2012; MULEY et al., 2015).

A dor pés-operatéria muitas vezes interfere no bem estar do paciente, e em
alguns casos se torna de dificil tratamento (REDDI, 2016). Por este motivo, estudos
de novas terapias para combaté-la sdo de grande importancia para aumentar o

conforto do paciente e assim acelerar sua recuperacgao.

2.4 ANTI-INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

Os anti-inflamatorios nao esteroidais (AINES) sdo os farmacos mais utilizados
atualmente na terapéutica. Sua acdo consiste na inibicdo da enzima ciclooxigenase
(COX) impedindo a formacg&o de prostaglandinas (PGs) que sdo mediadores do
processo inflamatdrio (BRUNE e PATRIGNANI, 2015; WEHLING, 2014).
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O diclofenaco de sédio, derivado do acido fenilacético, € um anti-inflamatorio
ndo esteroidal (AINE), e tem alto indice de prescricdo. Esse farmaco que possui
propriedades analgésica e anti-inflamatoria tem demonstrado eficacia no tratamento
de uma variedade de dores agudas e cronicas e doencas inflamatérias (GAN,2010).
Assim como todos os AINEs tradicionais, o diclofenaco exerce sua acédo pela
reducdo da sintese de prostaglandinas através da inibicdo da COX que tem grande
importancia na resposta inflamatéria (BRUNE e PATRIGNANI, 2015; GAN, 2010).

A COX, também chamada de prostaglandina H; sintetase (PGHS), é a enzima
chave necessaria para a conversdo do acido araquidénico a prostaglandinas, e
possui trés isoformas que sao nomeadas de COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1
(constitutiva) esta presente em praticamente todos os tecidos normais e acredita-se
gue seja responsavel pela manutencdo da homeostase renal e plaquetéria, incluindo
manutencdo do tbnus da musculatura lisa e protecdo da mucosa gastrica. Ela
apresenta-se sutilmente elevada em processos inflamatérios. A segunda isoforma é
a COX-2 (indutiva) a qual é constitutivamente expressa em poucos tecidos como 0s
0SSOs e certas areas renais e no SNC. Entretanto, a atividade da enzima COX-2 é
induzida predominantemente em estados inflamatérios, como por exemplo, por
citocinas inflamatorias. Ela também pode contribuir tanto para o reparo tecidual
como para o desenvolvimento de uma lesdo cronica (BRUNE e PATRIGNANI,
2015). A ultima isoforma a ser descoberta foi a COX-3, que é uma variante da COX-
1 e estd presente no cérebro e medula espinhal e sua acédo é inibida pelo
acetaminifeno. Estas enzimas sao inibidas por substancias anti-inflamatérias nao
esteroidais (KAM e SO, 2009; OKSUZ et al., 2015; ZHANG, 2009). Porém, o uso de
AINEs ndo seletivos aumenta o risco de Ulceras gastroduodenais, sangramento pés-
operatorio e a cicatrizagdo de feridas pode ser prejudicada. Ja os inibidores COX-2,
estdo associados com um risco cardiovascular, aumento da probabilidade de
insuficiéncia renal e podem causar hipovolemia e hipotensédo arterial (BRUNE e
PATRIGNANI, 2015).

Além dos AINEs, outros farmacos analgésicos muito utilizados séo os
opoides, os quais sdo utilizados no tratamento da dor moderada a intensa
(MERCADANTE, 2015). Receptores opidides especificos estdo localizados na
periferia e nas estruturas espinhais e supraespinhais, sendo os receptores y € K 0s
de maior importancia clinica reforcando a acao fisiologica das endorfinas e a das

vias inibitorias noradrenérgicas e serotoninérgicas (WANG et al., 2010). A eficacia
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analgésica dos opidides pode variar segundo a caracteristica, duracdo de
intensidade do estimulo; dosagem e espécie. Os opidides blogueiam a transmisséo
periférica e central da via nociceptiva aferente e por isso, tornam-se bastante
eficientes no tratamento da dor inflamatéria aguda (MERCADANTE, 2015). No
entanto o tratamento com essa classe de farmaco apresenta muitos efeitos
colaterais, tais como sedacdo, prurido, nausea, vomito, constipacdo, depresséo
respiratoria, tolerancia analgésica, além de estar vinculada ao uso abusivo (CHANG
et al., 2007, 2011).

2.5 Scutia buxifolia Reiss

A espécie S. buxifolia, pertencente a familia Rhamnacea, € uma planta nativa
do Sul do Brasil, Norte da Argentina e do Uruguai (WASICKY et al., 1964,
MENEZES et al., 1995).

A espécie € comumente conhecida como “coronilha, canela-de-espinho ou
espinho-de-touro”. No Rio Grande do Sul, seu habitat & principalmente em florestas
junto com a Araucaria, florestas ribeirinhas na Serra do Sudeste e do Litoral Sul
(SOBRAL et al., 2006). No Brasil suas cascas sédo usadas na forma de infusdo em
agua, sendo popularmente utilizada como anti-hipertensiva e diurética (WASICKY et
al., 1964).

Estudos fitoquimicos da S. buxifolia indicaram a presenca de cumarinas,
acidos organicos, heterosideos flavénicos, heterosideos cianogénicos, fendis e
alcaldides. A fracdo acetato de etila da casca da planta, que é obtida a partir do
fracionamento do extrato hidroalcoolico dos ramos, apresenta forte atividade
antioxidante, superior a apresentada pelo acido ascoérbico e outras fracdes da planta
(extrato bruto, frag&o diclorometano e butandlica), e um alto conteddo de polifendis e
de flavonoides. A quantificacdo de compostos derivados de flavonoides por
cromatografia liquida de alta performace (HPLC) indicou a presenca de quercetrina,
rutina, quercetina e isoquercitina, sendo a quercetrina o flavonoide encontrado em
maior concentragéo (BOLIGON et al., 2009).

Os flavonoides possuem uma variedade de ac¢des farmacoldgicas e podem
ser utilizados no tratamento de varias doencas, tais com, alergias (SHAIK et al.,
2006), diabetes mellitus (HABIBUDDIN et al., 2008), cancer (MILLER et al., 2009),
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em processos de infec¢bes virais (DROEBNER et al., 2007), na nocicepcao (FILHO
et al., 2008), em processos inflamatorios (CHARAMI et al., 2008), e atuam como
antioxidantes (BOOTS et al., 2008). Eles sdo conhecidos por eliminar radicais livres,
modular a producédo de NO pelo endotélio vascular do sistema imune (HUANG et al.,
2004), e apresentam um papel importante na diminuigcdo da permeabilidade capilar,
e na exsudacdo e migracdo de leucocitos (PATHAK et al., 1991), mecanismos que
estdo intimamente correlacionados com o processo inflamatorio.

A quercetina, um dos principais flavonoides com acédo anti-inflamatoria, é
das enzimas COX-2 e NOs (MUTOH et al., 2000; RASO et al., 2001; FILHO et al.,
2008). Friesenecker et al. (1995) descrevem que flavonoides, como a quercetina,
podem reduzir a ativacdo do sistema complemento, diminuindo a adeséo de células
inflamatérias ao endotélio, resultando em uma reducdo da resposta inflamatéria.
Também pode inibir a secre¢éo de citocinas, como por exemplo, o TNF-a e IL-1, que
sdo as principais citocinas envolvidas na inflamacdo (CAZAROLLI et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2015). Filho e colaboradores (2008) demonstraram que a quercetina
inibiu a nocicep¢cdo causada por capsaicina, glutamato e animais que sofreram
adrenolactomia tiveram essa acéo inibida. Assim eles sugeriram que a atividade do
composto pode estar sendo mediada pelos sistemas glutamatérgicos, adrenérgicos,
serotoninérgico e/ou dopaminérgico.

As propriedades apresentadas pela S. buxifolia sdo descritas na literatura,
como antimicrobiana (MOREL et al., 2005), antioxidante (BOLIGON et al., 2009) e,
vasodilatadora (DA SILVA et al.,, 2012), hipotensora e diurética (DA SILVA et a.,
2015). Recentemente foi comprovado que a S. buxifolia inibe a agregacéo
plaguetaria, sugerindo que esta possa apresentar uma possivel acdo anti-
inflamatoria, que estaria relacionada com a inibicdo da enzima COX (BOLIGON et al,
2014a). Os inibidores de COX apresentam acao anti-inflamatoéria e analgésica e sao
utilizados para o tratamento da dor, como por exemplo a dor pds operatoria
(LOVICH-SAPOLA et al., 2015). A inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 impede a
conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas, inibindo o processo
inflamatorio e nociceptivo (BRUNE e PATRIGNANI, 2015). Apesar dos efeitos
benéficos de extratos de plantas, ha provas substanciais sugerindo sua toxicidade
potencial. Neste sentido, foram realizados estudos de toxicidade aguda da fragao
acetato de etila da S. buxifolia, onde ela ndo provocou toxicidade aparente. Os
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estudos de toxicidade foram baseados nas diretrizes da Organizagdo para a
Cooperacédo e Desenvolvimento Econbémico (OCDE). Onde, uma dose Unica de
2000 mg/Kg da Eta foi administrada oralmente em camundongos machos e fémeas.
A taxa de mortalidade, mudancas de comportamento e 0s parametros bioquimicos,
hematoldgicos e histolégicos foram avaliados, os resultados obtidos demonstraram
que a Eta pode ser classificada como segura de acordo com o guia da OCDE (DA
SILVA et al., 2014).

Tendo em vista os efeitos nocivos causados pela dor inflamatéria ou pelos
medicamentos utilizados para tratar esse tipo de dor, e o grande investimento em
pesquisas para o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de produtos
naturais, juntamente com as comprovacdes das propriedades bioldgicas presentes
na S. buxifolia, sem causar toxicidade aguda (BOLIGON et al.; BOLIGON et al,
2009, 2014a; IP e MEDZHITOV, 2015; JAYASURIYA, 1999), é de grande

importancia avaliar o seu possivel potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria da fracdo acetato de etila da

casca da Scutia buxifolia Reiss (Eta) em camundongos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil fitoquimico do Eta em HPLC.

Avaliar a capacidade antinociceptivada Eta em modelos de triagem para
novos analgésicos induzidos por estimulo quimico (formalina, &cido acético,

capsaicina) e térmico (placa quente) em camundongos.

Averiguar a atividade da Eta frente ao processo inflamatério causado pela
carragenina em camundongos, através da dosagem de marcadores
inflamatorios (oxido nitrico, enzima mieloperoxidase, fator de necrose tumoral,

interleucinas, proteina c reativa e interferon y).

Investigar atividade antinociceptiva da Eta em um modelo de dor clinicamente

relevante (dor pos-operatoria).

Verificar o possivel mecanismo de acdo opidide da Eta frente a nocicepcao

induzida por capsaicina utilizando um antagonista opioide (naloxona).

Investigar alguns dos possiveis efeitos adversos de Eta em camundongos.
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4 MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados na
forma de manuscrito. Os itens Materiais e Métodos, Resultados e Discussao dos
resultados encontram-se no proprio manuscrito. O manuscrito estd disposto na

forma em que foi enviado para a revista Phytomedicine.
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Abstract

Background: The Scutia buxifolia Reiss (Rhamnaceae) has been extensively studied
for its phenolics groups, which are able to capture free radicals; being therefore,
considered promising as an antioxidant in preventing diseases resulting from
oxidative stress.

Hypothesis: Scutia buxifolia Reiss ethyl acetate fraction (Eta) presents
antinociceptive and anti-inflammatory effect in mice.

Study Design: Eta (400-800 mg/kg) was tested in different pain models to investigate
its antinociceptive and anti-inflammatory action.

Methods: It was carried out the abdominal writhing test, capsaicin test, thermal
hyperalgesia and incisional pain. The inflamed tissue by carrageenan was used for
the analysis of interleukins (IL), interferon-y (IFN-y), tumor necrosis factor-a (TNF-a),
c-reactive protein (CRP), nitrite and nitrate (NOXx) determination and myeloperoxidase
(MPO) activity. Furthermore, we evaluate the possible action mechanism of Eta using
naloxone in capsaicin test.

Results: Eta prevented the nociception caused by acetic acid, formalin and capsaicin
test. However, neither the Eta prevented the thermal hyperalgesia in hot-plate test,
nor the naloxone reversed the Eta antinociceptive effect in capsaicin test.
Furthermore, the administration of Eta prevented significantly the increase of MPO
activity, the NOx content, and the levels of IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y and CRP and was
able to increase the IL-10 levels after the inflammation induced by carrageenan in
mice. In addition, Eta prevented mechanical hyperalgesia in a postoperative pain
model.

Conclusion: The Eta presents great antinociceptive and anti-inflammatory activity in
mice but this effect not seem to have its action mechanism like opioids. It is possible
that its antinociceptive effects are associated with levels decrease of inflammatory

mediators.

Keywords: Rhamnaceae; pain; inflammatory mediators; antinociception; Scutia

buxifolia Reiss.
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Introduction

Inflammation can be caused by endogenous or exogenous stimuli, being
intended to protect the body of the cause and the cellular damage consequences.
Although the inflammation is essential and the physiological process are beneficial, if
the damage is not recovered, it may be involved in the pathogenesis and progression
of many inflammatory diseases, including postoperative pain, atherosclerosis,
rheumatoid arthritis, multiple sclerosis and ischemia injury reperfusion (Alessandri et
al., 2013).

The inflammatory pain occurs in response to tissue injury and inflammatory
response. In an attempt to repair the affected part of the body, the sensory nervous
system undergoes a change in its response capacity, where the stimuli that are
normally harmless will produce pain responses (alodinia) and the response to
noxious stimuli will be enlarged and extended (hiperalgesia) (Loeser and Treede,
2008; Woolf, 2010). The inflammatory pain results from activation of resident cells
such as mast cells, infiltration of inflammatory cells such as neutrophils, and the
release of inflammatory mediators such as kinins, amines, prostanoids, growth
factors and cytokines. These changes promote a threshold reduction and amplify the
response of nociceptors that innervate the damaged tissue. Beyond these peripheral
changes, also may induced a response increased the nociceptive neurons of the
central nervous system (CNS) (Loeser and Treede, 2008; Woolf, 2010).

The species Scutia buxifolia Reiss (S. buxifolia; Rhamnaceae family) is
popularly known as “coronilha”. This plant is native to South America, in highest
proportion in Brazil, Argentina and Uruguay and is used as cardiotonic, hypotensive
and diuretic in medical practice (Menezes, 1995). This species possess phenolics
groups, including flavonoids, which are able to capture free radicals; being therefore,
considered promising for use as an antioxidant in preventing diseases resulting from
oxidative stress. The Scutia buxifolia Reiss ethyl acetate fraction (Eta) had higher
antioxidant activity than those of other fractions (dichloromethane, butanolic) and
also better result than ascorbic acid, used as a positive control (Boligon et al., 2009).
Recently, Boligon and coworkers observed that this plant has antiplatelet effect,
which can be related to an anti-inflammatory action, since many anti-inflammatory

drugs exert their action by inhibiting the enzyme cyclooxygenase (COX), which is
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responsible to produce prostaglandins (PGs), which cause pain, fever and
inflammation, and produces thromboxane, which causes platelet aggregation
(Alessandri et al., 2013; Boligon et al., 2014). The ethyl acetate fraction was chosen
for the tests because it has the highest concentration of flavonoids and present
higher yield in extraction compared with the crude extract, even with higher costs for
their extraction.

In view of the harmful effects caused by, together with the characterization
profile of S. buxifolia and knowing that this plant presents several biological
properties (Boligon et al.,, 2009; 2014), is relevant to study the possible
antinociceptive and anti-inflammatory potential of the ethyl acetate fraction (Eta) of

the Scutia buxifolia Reiss stem bark.

Materials and methods

The online supplementary material provides more detailed descriptions of all

the procedures mentioned below.

Plant collection, extraction and fraction preparation

The stem barks of S. buxifolia were collected in Dom Pedrito (Rio Grande do
Sul State of Brazil) in March 2013 (coordinates 30°59'09"S and 54°27'44"W). A dried
voucher specimen is preserved in the herbarium of the Department of Biology at
Federal University of Santa Maria (SMBD 12355). The plant stem barks were dried,
powdered in a knife mill and obtained powder was macerated at room temperature
with 70% ethanol for a week with a daily shake-up. After filtration, the extract was
evaporated under reduced pressure to remove the ethanol. The extract was
suspended in water and partitioned successively with ethyl acetate to obtain the Eta.
The extract was dissolved in saline and both the plant and the vehicle were

administered 10 ml/kg.

Quantification of compounds by HPLC-DAD
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Quantification was carried out using the DAD-chromatograms obtained at 270
nm for gallic acid, 280 nm for caffeine, catechin, epicatechin and epigallocatechin,
327 nm for caffeic, ellagic and chlorogenic acids, and 366 nm for quercetin,
isoquercitrin, quercitrin, rutin, luteolin and kaempferol, by means of external standard
calibration curves. Stock solutions of standards references were prepared in the
HPLC mobile phase at a concentration range of 0.020 — 0.250 mg/ml. The
chromatography peaks were confirmed by comparing its retention time with those of
reference standards and by DAD spectra (200 to 600 nm). All chromatography
operations were carried out at ambient temperature and in triplicate. The limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) were calculated based on the
standard deviation of the responses and the slope using three independent analytical
curves. LOD and LOQ were calculated as 3.3 and 10 o/S, respectively, where o is
the standard deviation of the response and S is the slope of the calibration curve
(Boligon et al., 2013).

Animals

Adult male Swiss mice (25-35 g) were obtained from the animal house of the
Federal University of Santa Maria (UFSM) and were randomly distributed into
different experimental groups. The animals were housed in polypropylene cages at
an ambient temperature of 25°C+1°C and 45-55% relative humidity, with a 12:12 h
light/dark cycle, provided with commercial food pellets and water ad libitum and were
adapted to local conditions for at least 72 h before the experiment. All experimental
protocols were approved by the Ethics Animal Committee of Universidade Federal de
Santa Maria (CEUA UFSM; Protocol 079/2012). The number of animals and
intensities of noxious stimuli used were the minimum necessary to demonstrate the

consistent effects of the treatments.

Nociceptive parameters

Acetic acid-induced abdominal writhing

Abdominal constrictions were induced by intraperitoneal acetic acid injection
(Oliveira et al., 2009).
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Formalin test

The formalin test was carried out as described by Milano et al. (2008a).

Capsaicin test

For the capsaicin test, mice received an intraplantar capsaicin injection
(Trevisan et al., 2012).

Hot-plate test

The hot-plate test was carried out according to Milano et al. (2008b).

Model of incisional pain

The incisional pain model was carried out as previously described by Oliveira
et al. (2014).

Possible opioid action mechanism

To verify if Eta possess a similar action mechanism to opioids we followed the

protocol preconized by Trevisan et al. (2013).

Inflammatory parameters

Carrageenan-induced peripheral inflammation

The carrageenan-induced peripheral inflammation model was used to
determine anti-inflammatory activity (Winter et al., 1962). The right hind paw tissue
was collected for the determination of enzyme myeloperoxidase (MPO) activity and it
was expressed as optical density/g of protein (Oliveira et al., 2013). The serum was
used for assay of serum nitrite and nitrate determination (NOx) was performed as
Miranda et al. (2001), interleukins (IL), tumor necrosis factor (TNF-a), interferon-y
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(IFN-y) and c-reactive protein (CRP). The cytokines measurement (IL-1, IL-6, IL-10,
TNF-a, IFN-y and CRP) was assessed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA).

Adverse effects

The spontaneous and forced locomotor activity was assessed in the open-field
and rotarod test, respectively (Oliveira et al., 2014). The body temperature of animals
was verified with the aid of a digital thermometer (Trevisan et al., 2012). The possible
damage gastric mucosal were evaluated as described by Oliveira et al. (2009).
Creatinine and urea levels and aspartate aminotransferase (AST) and alanine

aminotransferase (ALT) activities were assessed using commercial kits.

Statistical analysis

Results are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) or mean
+ standard deviations (SD) except for inhibitory doses 50% (ID 50%) values, which
are reported as geometric means accompanied by their respective 95% confidence
limits, and gastric lesion scores, which are reported as medians followed by their
25th and 75th percentiles. The time-response data from incisional test and the pain
caused by capsaicin were analyzed by two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni test. All other data were analyzed by one-way ANOVA
followed by Tukey test. p values less than 0.05 (p<0.05) were considered as
indicative of significance. The calculations were performed using the statistical

software GraphPad Prism version 6.00 (San Diego, California, USA).

Results

The online supplementary material provides more detailed descriptions of all the

procedures mentioned below.

HPLC analysis
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The HPLC analysis revealed that flavonoids (quercetin, quercitrin,
isoquercitrin, luteolin, rutin and kaempferol), tannins (caffeine, catechin, epicatechin
and epigallocatechin) and phenolics acids (gallic, chlorogenic, ellagic and caffeic

acids) are present in the Eta (Fig. 1 and Table 1).

Antinociceptive activity

Formalin test

The formalin intraplantar injection caused nociception in the first and second
phase of test in mice. The treatment with Eta caused antinociception in the second
phase, but not in the first phase with maximal inhibition (Imax) of 91+9.0% (800
mg/kg) (Table 2). Diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.), also decreased the time spent
licking the hind paw, only in the second phase (Imax 73+25.3%).

Acetic acid-induced abdominal writhing

The acetic acid was able to induce successive abdominal writhing when
intraperitoneally administrated in mice. The number of writhing was significantly lower
in the groups treated with Eta with Iax of 59+2.3% (800 mg/kg). Morphine (99+0.2%)
reduced the abdominal writhing when compared to vehicle group (Fig. 2A). The Eta
showed an inhibitory dose 50% (IDso) of 649 (563-747 mg/kg).

Capsaicin test

The capsaicin intraplantar administration induced spontaneous nociception in
mice. Both diclofenac sodium and Eta inhibited the nociception caused by capsaicin
when compared to vehicle group with Imax of 49.448.8 and 89.3£3.2%, respectively
(Fig. 2B).

Hot-plate test
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In the hot-plate test, the treatment with Eta did not showed increase in latency
response to thermal stimuli when compared to vehicle group (Supplementary Table
1S).

Inhibition of incisional pain

The plantar incision produced a marked mechanical hyperalgesia in the
injured paw at all of the time points measured in mice treated with vehicle, when
compared with the baseline values (B). The treatment with Eta or diclofenac
significantly decreased the hyperalgesia after the treatments with Is of 91+0.7%

and 88+0.5% at 1 h after treatment, respectively (Fig. 3).

Possible opioid action mechanism

In order to investigate the possible action mechanism of Eta antinociceptive
effect, we used opioid receptor antagonist naloxone. The pretreatment with naloxone
prior to morphine or Eta, fully prevented the morphine antinociceptive effect but not

Eta in the capsaicin test, suggesting that Eta does not has its mechanism like opioids
(Fig. 4).

Anti-inflammatory activity

Assessment of MPO activity in inflamed paw tissue

The group that received Carr presented increased MPO activity when
compared to the vehicle group (saline). The oral administration with Eta markedly
suppressed the MPO activity with Iyax of 98+£0.2% (600 mg/kg), when compared with
Carr group. Diclofenac also caused a decrease in MPO activity (96+0.06%) (Fig. 5A).
Determination of NOx content

The nitrite and nitrate serum levels were increased significantly, when
compared to vehicle group (Fig. 5B). Eta prevented the increase of the serum NOx
level with Ihax0f 68+0.6% (600 mg/kg) with 1Dsy of 698 (468-1040 mg/kg). The

diclofenac sodium also prevented this increase, by 62+0.7%.
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Measurement of serum cytokines

Data from ELISA assay showed that IL-1 (Fig. 5C), IL-6 (Fig. 5D), TNF-a (Fig.
6A), INFy (Fig. 6B) and CRP (Fig. 6C) levels were increased in the serum of mice
that received Carr, while the IL-10 were decreased (Fig. 6D), when compared to
vehicle group. However, Eta decreased the levels of IL-1 (Imax Of 100%; 800 mg/kg)
with IDsp of 441 (385-506 mg/kg), IL-6 (Imax Of 100%; 800 mg/kg) with IDso of 468
(441-532 mg/kg), TNF-a (Imax of 200%; 800 mg/kg) with IDso of 441 (385-507 mg/kg),
INF-y (Imaxof 100%; 800 mg/kg) with 1Dso of 302 (131-698 mg/kg) and CRP (Imax Of
98+0.05%; 800 mg/kg) with IDso of 661 (609-718 mg/kg). Furthermore, Eta increased
the IL-10 levels (ImaxOf 95+3.3%; 600 mg/kg), when compared to vehicle group. The
diclofenac sodium caused reduction of IL-1 (61+1.1%), IL-6 (77+1.7%), TNF-a
(82£2.5%), INF-y (70£11.9%) and CRP (55+0.2%) levels, and increased the IL-10
(49£14.9%) levels.

Adverse effects

Eta neither altered the number of crossing and rearings in open field test nor
the number of falls in the rotarod test (Supplementary Table 2S). Also it was unable
to alter body temperature or cause gastric lesions in mice (Supplementary Table 3S).
Eta did not causes any alterations in creatinine and urea levels or AST and ALT

activity, when compared to vehicle group (Supplementary Table 4S).

Discussion

Phytochemical screening of the leaves and stem bark of S. buxifolia crude extract
and its fractions revealed the presence of flavonoids, alkaloids, phenolics, and
steroids compounds (BOLIGON et al., 2009). Moreover, results obtained by Boligon
et al. (2013) showed that S. buxifolia has a great potential to prevent diseases
caused by the over production of free radicals, and it can be used as a potential
source of natural antioxidant agents.

The intraperitoneal injection of acetic acid is a preliminary test used to screen

new analgesic drugs that act in peripheral, spinal and supraspinal level. The
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nociceptive response of this test is modulated by release cytokines such as TNF-a
and IL-1B of macrophages and mast cells residing in the abdominal cavity, and also
involves the release of arachidonic acid and PGs biosynthesis (Oliveira et al., 2009;
Yi et al.,, 2010; Pinheiro et al., 2015). The Eta was able to reduce the abdominal
writhing number acetic acid-induced antinociceptive action, which may be linked to
the inhibition of the synthesis of prostaglandins or acceleration of the production of its
metabolites. Moreover, the capsaicin when applied locally in paw surface initiates a
series of hyperalgesic and inflammatory reactions leading to activation of afferent
sensory neurons that conduct the nociceptive information to the CNS (Trevisan et al.,
2012). In accordance with the above data, both Eta and diclofenac sodium reduced
the nociception capsaicin-induced, supporting again the peripheral antinociceptive
action of the Eta.

The formalin test can distinguish two distinct phases, neurogenic and
inflammatory phases and the action of analgesic drugs is different in both phases.
Opiates, which act centrally for the most part, inhibit both phases similarly, while
NSAIDs, as diclofenac sodium, present antinociceptive effect particularly in the
second phase (Milano et al., 2008a). Eta, such as diclofenac sodium, inhibited only
the inflammatory phase, indicating that the analgesic effect may be related to
inhibition of inflammatory agents, since it is well known that there is a release of
histamine, serotonin, prostaglandin and excitatory amino acids in this phase of test
(Pinheiro et al., 2015).

We also investigated the possible antinociceptive effect of Eta in the hot plate
test which is a pain model that uses an acute noxious stimulus to screen new
analgesic drugs and is used to investigate substances that act on the CNS, such as
opioid agonists (Milano et al., 2008a; Zhang et al., 2009; Yi et al., 2012). The Eta,
different from morphine (a non-selective opioid agonist), was not able to prevent this
type of pain, suggesting that its antinociceptive effect is independent of the CNS
action. Thus, Eta seems only to reduce nociception related with a pathological
(inflammatory) process, but not with a physiological (thermal) of noxious stimuli.

Carrageenan-induced inflammation is a test widely used to investigate the
action mechanisms of NSAIDs and steroids drugs, as well as to screen novel anti-
inflammatory or analgesic compounds (Posadas et al., 2004; Oliveira et al., 2009).
Since some studies demonstrate that this substance causes the release of

inflammatory mediators such as NOx, myeloperoxidase, interleucinas and TNF-a
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(Pinheiro et al., 2015), we tested the effect of Eta on these parameters. The IL-1 and
TNF-a are pro-inflammatory cytokines which induce the expression of other cytokines
and mediators promoting an inflammatory process while IL-6 provides effect
synergistic with IL-1 and TNF-a, without induce cytokine production (Alessandri et al.,
2013). Moreover, IL-10 modulates the inflammatory mediator production by
neutrophils, monocytes, and macrophages, limiting the secretion of pro-inflammatory
cytokines such as TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8 and IL-12 (Zhang et al., 2010). The CRP is
considered one of the acute phase proteins, and its concentration increases in
response to inflammation and other cytokines as IL-6 (Alessandri et al., 2013).
Moreover, the nitric oxide (NO) is another inflammatory mediator that acts by
changing the tone and vascular permeability, and act as a chemotactic agent
(Pinheiro et al., 2015), while the MPO (a marker of neutrophil infiltration) is a key
enzyme in innate immunity and is present in the neutrophils granules (Alessandri et
al., 2013).

The Eta was able to decrease the levels of MPO, NOX, IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-
y and CRP and increase the IL-10 levels, front the administration of carrageenan,
suggesting that its antinociceptive action can be related to the inhibition of
inflammatory mediators release. The inflammatory pain results from activation of
resident cells such as mast cells, infiltration of inflammatory cells such as neutrophils,
and the release of inflammatory mediators such as kinins, amines, prostanoids,
growth factors and cytokines. These changes promote the reduction of activation
threshold and amplify the response of nociceptors that innervate the damaged tissue
(Luo et al., 2008; Woolf, 2010). The antinociceptive and anti-inflammatory activity of
Eta can be associated with the presence of some components such as quercetin,
gallic acid and rutin but also other compounds present in the fraction (other than
those found compounds) may contribute to the activity found. Boots (2008) disclose
that flavonoids as quercetin may reduce the activation of the complement system,
decreasing the adhesion of inflammatory cells to the endothelium, inhibit secretion of
cytokines such as TNF-a and IL-1, resulting in a reduction of the inflammatory
response. In recent studies, it was demonstrated that the gallic acid and rutin inhibits
the inflammatory response by reducing the expression of the COX-2 enzyme
(Mansour et al., 2014; Yang et al., 2015). However, the possible participation of other
compounds present in this species, such as steroids, tannins, and alkaloids, cannot

be ruled out. In tests which were performed with different extract doses lower dose
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(200 mg/kg) already has maximum effect, and even with the increase in
concentration significant effect increase non is observed, this could be due to the
compounds present in the extract reach the interaction boundary drug-receptor,
thereby not presenting best action due to the increase in dose (Kelly, 2013).

After to confirm the Eta anti-inflammatory and antinociceptive effects in
screening tests in mice, our aim was to prove its effectiveness in a clinical model of
pain. For this, we choose the postoperative pain model, because the treatment of this
type of pain is recognized as an important issue in relation to health care and its
remains inadequately treated (Wu and Raja, 2011). The main drugs used in the
treatment of postoperative pain are opioids and NSAIDs, but its causes adverse
effects which limits it use (Derry et al., 2015). Eta administered after surgery was able
to reverse the postoperative pain in mice without cause significant adverse effects
(sedation, excitation, gastric damage, or changes on urea and creatinine levels or
AST and ALT activities). Although Eta has presented inactivity on hot-plate test, we
decided to investigate the participation of opioid receptor in the mechanism of Eta
action, since the opioid receptors on peripheral terminals of afferent nerves can be
the sites of the intrinsic modulation of nociception. Furthermore, drugs with action on
these receptors may lead to analgesic effects in the absence of the central adverse
effects caused by opioids (Vadivelu et al., 2011). We demonstrate that Eta prevented
the spontaneous nociception caused by capsaicin even when administrated plus
naloxone, a non-selective opioid antagonist. In contrast, the morphine effect in this
test was completely reverted by naloxone, confirming the hypothesis of non-
involvement of the opioid system in the action mechanism of Eta.

Conclusion

In this study, we demonstrate that the Eta had a significant antinociceptive
effect in screening tests for new analgesics in mice. In addition, this fraction was
effective in decreasing several inflammatory mediators. The Eta antinociceptive and
anti-inflammatory effects can be occurring by inhibition of inflammatory mediators,
since the action via opioid system was excluded. Eta caused these effects without
promote alterations in the locomotor activity, corporal temperature or gastric lesions

in the stomach of animals. Further, Eta neither alters AST and ALT activities nor
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creatinine or urea levels. However, further investigations are needed to elucidate the
exact mechanism of Eta action. The results of the present study suggest that this
fraction is interesting for use as a mild analgesic drug.
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Table 1. Composition of S. buxifolia ethyl acetate fraction.

Compounds

Gallic acid
Catechin
Chlorogenic acid
Caffeic acid
Caffeine

Ellagic acid
Epicatechin
Epigallocatechin
Rutin
Isoquercitrin
Quercitrin
Quercetin
Kaempferol
Luteolin

Stem bark LOD LOQ

mg/g % pug/m - pg/m
30.84 +0.03 a 3.08 0.028 0.091
6.53+0.01b 0.65 0.009 0.029
25.68+0.01c 2.56 0.017 0.053
19.02 £0.02 d 1.90 0.034 0.112
2457 £0.02 c 2.45 0.021 0.070
27.01+0.01e 2.70 0.015 0.048
6.84+0.03b 0.68 0.024 0.079
19.27£0.01d 1.92 0.032 0.108
31.09+0.02 a 3.10 0.008 0.027
7.42+0.01f 0.74 0.025 0.083
48.75+£0.03 g 4.87 0.010 0.032
27.13+0.01e 2.71 0.045 0.149
2450+0.03¢c 2.45 0.013 0.043
30.21+0.01 a 3.02 0.036 0.117

Composition of S. buxifolia ethyl acetate fraction (%). Limit of Detection (LOD) and Limit of

Quantification (LOQ) variations for compounds (ug/ml).

Table 2. Effect of oral administration of Eta on formalin-induced nociception in mice.

Licking time
Time Study group Neurogenic Inflammatory
administration nociception nociception
Control 74116 197127
Diclofenac 54+10 53+£25***
15 minutes 400 mg/Kg 6418 85+31
600 mg/Kg 35+7 87+18*
800 mg/Kg 3418 88+16*
30 minutes 400 mg/Kg 56+9 56+12***
600 mg/Kg 34+12 2811 7***
800 mg/Kg 18+5 18+9***
60 minutes 400 mg/Kg 62+18 54+23***
600 mg/Kg 55+18 87+36*
800 mg/Kg 75127 43+18***

One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. Data represent the mean = S.E.M. of 6 animals.

***pn<0.0001 or *p<0.05 different from vehicle group.
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Figure 1 - Representative high performance liquid chromatography profile of Eta. The UV detection
was at 327nm. Gallic acid (peak 1), catechin (peak 2), chlorogenic acid (peak 3), caffeic acid (peak 4),
caffeine (peak 5), ellagic acid (peak 6), epicatechin (peak 7), epigallocatechin (peak 8), rutin (peak 9),
isoquercitrin (peak 10), quercitrin (peak 11), quercetin (peak 12), kaempferol (peak 13) and luteolin
(peak 14).



52

A
60+

2 =—

£ 404 on ol

2 —— —

[T

[S)

E *kk
£ 204

=]
=

*k%k
0 1 1 1 ]
Vehicle 2.5 400 600 800
Morphine Eta (mg/kg, p.o.)
(mg/kg, s.c.)
Acetic acid 1.6% (10 ml/kg, i.p.)
B
1509 3 Vehicle (10 mi/kg, p.o.)

v [ Diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.)

2 3 Eta (800 mg/kg; p.o.

£ 100, ( g/kg; p.o.)

g

2

8

‘6 50 * **

@ * *k

£ e L (s |
l- *kk

0 ] m L l*I mlil |{I.I Iﬁl{l L I*I T
0.5 1.0 2.0 4.0 6.0 24 48

Time after treatments (h)

Figure 2 — (A) The effect of Eta on acetic acid-induced abdominal writhing. (B) The effect of Eta on
capsaicin-induced nociception. Data represent the meantS.E.M. of 6 animals. One-way ANOVA
followed by the Tukey post hoc test to acetic acid test and two-way ANOVA followed by Bonferroni's
post hoc test to capsaicin test. ***p<0.0001, **p<0.001 or *p<0.05 different from respective vehicle
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intraplantar capsaicin test. Data represent the mean+S.E.M. of 6 animals. One-way ANOVA followed
by the Tukey post hoc test. ***p<0.0001 or **p<0.001 different from vehicle group.



54

A B
8- s 201
.% H#
c 64 5 151
] 2
5 >
»E' 4 g 104 ok == * *
o o = =
2 2
(=) — ——
(o] 2 ] 54
Fedkdk E 23 E
Sekk &I ek £
== 1 1= ﬂ—i— ol . .
Vehicle Vehicle 40 400 600 800 Vehicle Vehicle 40 400 600 800
Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.) Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.)
(mg/kg; i.p.) (mg/kg; ip.)
Carrageenan (1%, 50 i, intraplantar) Carrageenan (1%, 50 yl, intraplantar)
Cc D
250+ Ht 400~
- #it#
200 3004
- j
E 150+ ek E
2 ek 2 200
~ 100 == ok © ok
=l . =| Fkk
504 100 ko
0 T T T 0 T r T D—l
Vehicle Vehicle 40 400 600 800 Vehicle Vehicle 40 400 600 800
Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.) Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.)
(mg/kg; i.p.) (mg/kg; ip.)
Carrageenan (1%, 50 ul, intraplantar) Carrageenan (1%, 50 pl, intraplantar)

Figure 5 — The effect of Eta on the myeloperoxidase activity (A) and NOx (B), IL-1 (C) and IL-6 (D)

levels after inflammation induced by carrageenan. Data represent the meanS.E.M. of 6 animals.One-

H#H#

way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. ™"p<0.0001 different from vehicle group and

***p<0.0001, **p<0.001 or *p<0.05 different from carrageenan group.



55

A B
400 500+
s 100. s
~ 300 —
)
E E
=) S 300+
£ 200+ = Fedek
3 Fk 3 ] == Sk
5 — *kk *kK E 200 —1- *hk *kK
F 100+ -
1001
0 T T T 0 T T T
Vehicle Vehicle 40 400 600 800 Vehicle Vehicle 40 400 600 800
Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.) Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.)
(mg/kg: i.p.) (mg/kg; i.p.)
Carrageenan (1%, 50 yl, intraplantar) Carrageenan (1%, 50 I, intraplantar)
C D
81 200+
### Kk
6 _ 1504 = T = ..
3 E L
=2 =)
E_ 44 £ 1004 ok
& 2
g = =
2 50 #ap
*kk
Kk
0 (1 e o 0

*kk
Fedek
Vehicle Vehicle __40 400 600 800 Vehicle Vehicle __40 400 600 800

Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.) Diclofenac Eta (mg/kg; p.o.)
(mg/kg; i.p.) (mg/kg;i.p.)
Carrageenan (1%, 50 pl, intraplantar) Carrageenan (1%, 50 pl, intraplantar)

Figure 6 — The effect of Eta on the levels of TNF-a (A), INF-y (B), CRP (C) and IL-10 (D) after
inflammation induced by carrageenan.Data represent the mean+S.E.M. of 6 animals.One-way ANOVA
followed by the Tukey post hoc test. ###p<0.0001 different from vehicle group and ***p<0.0001 different
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Supplementary data

Materials and methods

Quantification of compounds by HPLC-DAD

The Eta (20 pg/mL), after its filtration (0.45 ym membrane filter, Millipore) and
after be degassed by ultrasonic bath, was injected (50 pL) into a reversed-phase C18
column (4.6 mm x 150 mm) packed with 5 ym diameter particles. The solvents of
mobile phase were: solvent A (acetonitrile/water/formic acid, 3:88:9, v/v/v), solvent B
(acetonitrile/water/formic acid, 50:41:9, v/v/v), and solvent C (methanol/water/formic
acid, 90:1:9, v/v/v). The flow rate was 0.6 ml/min. The linear solvents gradient was:
96% A, 4% B, and 0% C maintained for 7 min; 70% A, 17% B, and 13% C after 31
min; 50% A, 30% B, and 20% C after 14 min; 30% A, 40% B, and 30% C after 0.5
min; 0% A, 50% B, and 50% C after 4.5 min and maintained for 1 min; finally they
were returned to initial conditions after 7 min, following the method described by
Castillo-Muiioz et al. (2010). Quantification was carried out using the DAD-
chromatograms obtained at 270 nm for gallic acid, 280 nm for caffeine, catechin,
epicatechin and epigallocatechin, 327 nm for caffeic acid, ellagic and chlorogenic
acids, and 366 nm for quercetin, isoquercitrin, quercitrin, rutin, luteolin and
kaempferol, by means of external standard calibration curves. Stock solutions of
Standards references were prepared in the HPLC mobile phase at a concentration
range of 0.020-0.250 mg/ml. The chromatography peaks were confirmed by
comparing its retention time with those of reference standards and by DAD spectra
(200 to 600 nm).

The calibration curves for gallic acid was: Y = 13167x + 1258.4 (r = 0.9998);
catechin: Y = 11973x + 1249.5 (r = 0.9997); epicatechin: Y = 12753x + 1193.5 (r =
0.9994); caffeine: Y = 12508x + 1321.6 (r = 0.9999); epigallocatechin: Y = 13582x +
1340.7 (r = 0.9999); caffeic acid: Y = 11863x + 1265.3 (r = 0.9997); chlorogenic acid:
Y = 11904x + 1196.2 (r = 0.9995); ellagic acid: Y = 11754x + 1286.1 (r = 0.9999);
rutin: Y = 13086 + 1265.7 (r = 0.9998); quercitrin: Y = 12409x + 1358.2 (r = 0.9994);
quercetin: Y = 13471x + 1186.3 (r = 0.9992), isoquercitrin: Y = 11973x + 1325.6 (r =
0.9999); luteolin: Y = 11785x + 1245.7 (r = 0.9995) and kaempferol: Y = 12758x +
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1245.7 (r = 0.9998). All chromatography operations were carried out at ambient
temperature and in triplicate. The limit of detection (LOD) and limit of quantification
(LOQ) were calculated based on the standard deviation of the responses and the
slope using three independent analytical curves. LOD and LOQ were calculated as
3.3 and 10 o/S, respectively, where o is the standard deviation of the response and S

is the slope of the calibration curve (Boligon et al., 2013).

Nociceptive parameters

Formalin test

The formalin test was carried out as described previously (Milano et al.,
2008a). Eta 400-800 mg/kg, orally (p.o.) or vehicle (10 ml/kg, p.o) was administered
15, 30 or 60 minutes before of the formalin injection (2.5%, v/v; 20 pl/paw). Morphine
2.5 mg/kg, subcutaneously (s.c.) or diclofenac sodium 40 mg/kg, intraperitoneally
(i.p.), administered 30 min before of test, were used as positive control. It analyzed
the time of paw lick. The formalin test can distinguish two distinct phases, neurogenic
(0-5 min) and inflammatory (15-30 min) phases after administration.

Capsaicin test

For the capsaicin test, mice received an intraplantar (i.pl.) capsaicin injection
(1 nmol/paw) (Trevisan et al., 2012). Groups different of animals were treated with
vehicle (10 ml/kg, p.o.), diclofenac sodium (40 mg/kg) or Eta (800 mg/kg) and

subjected to the capsaicin test at different times after its administration (1-48h).
Acetic acid-induced abdominal writhing

Abdominal constrictions were induced by acetic acid (1.6%, i.p.) (Oliveira et
al., 2009). Mice were treated with vehicle (10 ml/kg, p.o.), Eta (400-800 mg/kg, p.o.)
or morphine (2.5 mg/kg, s.c.) 30 min before of acid acetic injection. Immediately after

it was observed the number of writhes for 20 min.

Hot-plate test
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The hot-plate test was carried out according to Milano et al. (2008b). The
animals were treated with Eta (800 mg/kg, p.o.), vehicle (10 ml/kg, p.o.) or morphine

(2.5 mgl/kg, s.c.) and subjected to the hot-plate test 0.5, 1, 2 and 4 h after treatment.

Model of incisional pain

The incisional pain model was carried out as previously described by Oliveira
et al. (2014). The animals were post-treated 0.5 h after incision with Eta (800 mg/kg,
p.o.), sodium diclofenac (40 mg/kg, i.p.), or vehicle (10 ml/kg, p.o.) and the
mechanical hyperalgesia was measured from 0.5 up to 24.0 h after its
administrations. The measurement of mechanical paw withdrawal threshold was
carried out using the Up-and-Down paradigm as described previously by Chaplan et
al. (1994), with minor modifications (Oliveira et al., 2011). The 50% mechanical paw
withdrawal threshold (PWT) response was then calculated from the resulting scores
as described previously by Dixon (1980). The PWT was expressed in grams (g) and
was evaluated several times before and after treatments or surgical procedures. A
significant decrease in PWT compared to the baseline values was considered as

mechanical hyperalgesia.
Possible opioid action mechanism

To verify if Eta possess a similar action mechanism to opioids we follow the
protocol preconized by Trevisan et al. (2013). Naloxone (a non-selective opioid
antagonist) was administered (2 mg/kg; i.p.) 15 min before administration of Eta (800
mg kg; p.o.), morphine (a non-selective opioid agonist) (2.5 mg/kg; s.c.), or vehicle
(10 ml/kg, p.o.) in the capsaicin test.
Inflammatory parameters

Carrageenan-induced peripheral inflammation

The carrageenan-induced peripheral inflammation model was used to
determine anti-inflammatory activity (Winter et al., 1962). The Eta (400-800 mg/kg,
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p.o.), diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.), or vehicle (10 mil/kg, p.0.) were administered
30 min before injection i.pl. of carrageenan (Carr) 1% (50 pL). After 5 h, for the
determination of enzyme myeloperoxidase (MPQO) activity, the tissue was
homogenized (1:4) in potassium phosphate monobasic buffer with EDTA. Blood was
also collected from cardiac puncture and serum was separated for the determination
of interleukins (IL), tumor necrosis factor (TNF-a), interferon-y (IFN-y), c-reactive

protein (PCR) and nitrite and nitrate determination (NOX).

Adverse effects

Open field test

Spontaneous exploratory behavior was assessed in the open-field test to rule
out any motor disturbance related to the administration of Eta (Oliveira, et al., 2009;
2014). The animals were evaluated 30 min after the administration of vehicle (10
ml/kg, p.o.), Eta (800 mg/kg, p.o.), diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.) or morphine
(2,5 mg/kg, s.c.) in the crossings and rearings of the open-field test.

Rotarod test

Locomotor activity forced was evaluated using the rotarod test (Trevisan et al.,
2013). Twenty-four hours before testing, all animals were submitted to a training
session. On the test day, mice received vehicle (10 ml/kg, p.o.), Eta (800 mg/kg,
p.o.), diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.) or morphine (100 mg/kg, s.c.) 1 h before the
test. During the test session, the total number of fall during a 4 min period were

measured.

Body temperature measurement

The body temperature of mice was measured 30 min after administration of
vehicle (10 mg/kg, p.o.), Eta (800 mg/kg, p.o.), morphine (100 mg/kg, s.c.) or
diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.) utilizing a digital thermometer (DT 203 LN:
630203) (Oliveira et al. 2009; Trevisan et al., 2012).
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Gastric lesion assessment

To evaluate the gastric tolerability, the animals were fasted for 18 h and after
received oral administration of the Eta (800 mg/kg, p.o.), sodium diclofenac (positive
control, 40 mg/kg, p.o.) or saline (10 ml/kg, p.o.) and 1 h after treatments they were
euthanized. The stomachs were removed, opened by cutting along the minor
curvature and washed with saline at 4°C. The quantification of gastric mucosal
lesions was carried out by assigning a score according to the number and size of

lesions on a scale from 0 up to 6 points (Oliveira et al., 2009).

Biochemical parameters

To the assessment of creatinine and urea levels, and aspartate
aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) activities, the animals
received vehicle (10 ml/kg, p.o.), diclofenac sodium (40 mg/kg, p.o.), morphine (2.5
mg/kg, s.c.) or Eta (800 mg/kg, p.o.). Thirty min after the administration the animals
were deeply anesthetized with thiopental (100 mg/kg) and blood was collected by
cardiac puncture. The obtained serum was utilized for the assessment of biochemical
parameters using a commercial kit (Diagnostic Kits Laboratory Bioclin/Quibasa,
Minas Gerais, Brazil) and a semi-automatic biochemical analyzer (Genz, Bioplus:
Bio-2000).

Chemical, apparatus and general procedures

All chemical utilized were of analytical grade. Acetonitrile, formic acid, gallic
acid, chlorogenic acid, ellagic acid, caffeic acid and caffeine purchased from Merck
(Darmstadt, Germany). Quercetin, isoquercitrin, quercitrin, rutin, luteolin, catechin,
epicatechin, epigallocatechin and kaempferol were adquired from Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). High performance liquid chromatography (HPLC-DAD)
was performed with a Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A) HPLC system
(Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with Shimadzu LC-20AT reciprocating pumps
connected to a DGU 20A5 degasser with a CBM 20A integrator, SPD-M20A diode
array detector and LC solution 1.22 SP1 software. Morphine sulfate, naloxone

(Cristélia, S&o Paulo, Brazil), sodium diclofenac and capsaicin (Sigma Chemical Co.,
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St. Louis, MO, USA) were also used. The cytokines quantification was assessed by
ELISA using commercial kits for human, IL-1, IL-6, IL-10, TNF-a and IFN-y,
(eBIOSCIENCE, San Diego, USA), according to manufacturer’s instructions and
homocysteine levels assayed by the Immulite analyzer (Diagnostic Products

Corporation, Los Angeles, California).

Results

HPLC analysis

HPLC fingerprinting of S. buxifolia ethyl acetate fraction revealed the presence
of the gallic acid (tR = 11.87 min; peak 1), catechin (tR = 15.69 min; peak 2);
chlorogenic acid (tR = 20.01 min; peak 3), caffeic acid (tR = 24.15 min; peak 4),
caffeine (tR = 27.19 min; peak 5), ellagic acid (tR = 28.71 min; peak 6), epicatechin
(tR = 31.04 min; peak 7), epigallocatechin (tR = 33.97 min; peak 8), rutin (tR = 38.12
min; peak 9), isoquercitrin (tR = 46.57 min; peak 10), quercitrin (tR = 48.09 min; peak
11), quercetin (tR = 52.31 min; peak 12), kaempferol (tR = 57.68 min; peak 13) and
luteolin (tR = 61.97 min; peak 14) (Fig. 1 and Table 1). The HPLC analysis revealed
that flavonoids (quercetin, quercitrin, isoquercitrin, luteolin, rutin and kaempferol),
tannins (caffeine, catechin, epicatechin and epigallocatechin) and phenolics acids

(gallic, chlorogenic, ellagic and caffeic acids) are present in the Eta.
Adverse effects
Open-field test

Neither Eta (800 mg/kg, p.o.) nor diclofenac (40 mg/kg, i.p.) altered the
number of crossing and rearings in open field test (Table 2S), different from morphine
(2.5 mgl/kg, s.c.), that caused increase in crossing number (227.2+4.0), when
compared to vehicle group (57+4.0) (p<0.0001) and caused a decrease in rearings

(00+00) in comparison with the vehicle group (35+5.0) (p<0.0001).

Rotarod test
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Neither Eta (800 mg/kg, p.o.) nor diclofenac sodium (40 mg/kg, i.p.) altered the
latency to first fall and the number of falls in the rotarod test at 1 h after its oral
administrations when compared to vehicle group (Table 2S). In contrast, morphine
treatment (2.5 mg/kg, s.c.) reduced the forced locomotor activity of mice, which
presented 7.3+3.07 falls, when compared to vehicle group (2.18+0.6 falls) (p<0.04).

Body temperature measurement

Neither Eta (800 mg/kg, p.o.) nor diclofenac (40 mg/kg, i.p.) was able to
modify body temperature in mice (Table 3S). In the same conditions, morphine-
treated (2.5 mg/kg, s.c.) mice showed significant hypothermia (33+£0.2°C) 1 h after

morphine administration, when compared to vehicle group (36+0.1°C) (p<0.0001).

Gastric lesion assessment

Gastric lesion formation was investigated in mice with a single oral dose of the
Eta or diclofenac sodium and was reported as median followed by 25-75% quartilhes
(Table 3S). The Eta (800 mg/kg, p.o.) presented scores similar to those for the
vehicle (10 ml/kg, p.o.), corresponding to 2.00 (0.00-3.00) and 0.00 (0.00-0.00) lesion
scores/stomach, respectively. In contrast, oral administration of the non-selective
cyclooxygenase inhibitor, sodium diclofenac (40 mg/kg, p.o.), induced a more
extensive score values at 9.00 (9.00-12.00) lesion scores/stomach when compared

to vehicle group (p<0.0001).

Biochemical parameters

Eta (800 mg/kg, p.0.) not caused any alterations in biochemical parameters
such as creatinine and urea levels or AST and ALT activities, when compared to
vehicle group (Table 4S). The Crea levels were increased (38+0.02% and 39+0.01%)
in mice treated with morphine (2.5 mg/kg, s.c.) and diclofenac sodium (40 mg/kg,

p.o.), respectively.
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Tables Supplementary

Table 1S. Effect of the administration of Eta (800 mg/kg) on the hot-plate test.

) Vehiche Morphine Eta
Time (hours)
(10 ml/kg; p.o.) (2.5 mg/kg; s.c.) (800 mg/kg; p.o.)
0.5 10+2 40£0*** 13+3
1.0 1342 40£0%*** 14+2
2.0 9+2 3244 xxx 13+3
4.0 11+2 16+3 10+1

Two-way ANOVA followed by Bonferroni's post hoc test (mean + SEM) (n=5-6/group). The results are

expressed in latency time (sec). ***p<0.0001 when compared with the respective vehicle group.

Table 2S. Effect of the administration of Eta (800 mg/kg) on the number of crossings
and rearings in open-field test and locomotor activity in rota-rod test.

Open —field
Groups : : Rota-rod
Rearring Crossing

Vehicle

355 5714 0
(20 ml/kg; p.o.)
Diclofenac sodium

_ 61+3 109+9 0

(40 mg/Kg; i.p.)
Morphine

O*** 227.2+38*** 24£2%%*
(2.5 mg/Kg; s.c.)
Eta

37+9 64+8 0

(800 mg/kg; p.o.)
One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test (mean + SEM) (n=5-6/group). ***p<0.0001 when

compared with the respective vehicle group.
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of Eta (800 mg/kg) on the temperature and

Groups Gastric lesion
Vehicle

36+0.19
(10 ml/kg; p.o.)
Diclofenac sodium

. 9 (9-12)*** 35+0.40
(40 mg/kg; p.o. or i.p.)
Morphine
33+0.23***

(2.5 mg/kg; s.c.)
Eta

35+0.39

(800 mg/kg; p.o.)

One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test (mean £ SEM) (n=5-6/group). ***p<0.0001 when

compared with the respective vehicle group.

Table 4S. Effect of the administration of Eta (800 mg/kg) on urea and creatinine

levels and AST and ALT activities.

Groups

ALT AST Creatinine Urea
(mg/Kg) (U/L) (U/L) (ng/dL) (mg/dL)
Vehicle 52+4 158+19 30+0.010 40+3
Diclofenac

_ 48+2 133+13 39+0.017* 50+4

sodium
Morphine 43+3 152+18 38+0.026* 41+5
Eta 54+9 125+14 37+0.011 39+2

One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test (mean + SEM) (n=5-6/group). *p<0.05 when

compared with the respective vehicle group.
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5 CONCLUCOES

Tendo em vista os resultados obtidos no presente trabalho, pode-se concluir que:

O perfil fitoquimico da Eta revelou a presenca de varios compostos,
antioxidantes, sendo que alguns apresentam acdos antinociceptiva e

antiinflamatéria comprovadas.

Neste estudo, foi demonstrado que a Eta apresentou um efeito antinociceptivo
significativo em testes de triagem que estdo relacionados com um processo
patologico (inflamatério), mas nao foi eficaz em testes usados para investigar
substancias que atuam sobre o SNC, sugerindo que o0 seu efeito
antinociceptivo é independente da acdo do SNC, mas pode estar vinculada

com inibicdo da producéo ou liberacdo de mediadores inflamatorios.

A Eta foi eficaz na reducdo de varios mediadores inflamatorios frente a

inflamacéo induzida por carragenina em camundongos.

A Eta apresentou acao significativa frente a dor pds-cirurgica, demonstrando
mais uma vez que sua acao pode estar relacionada com a dor inflamatéria, ja

que o dano tecidual desencadeia o processo inflamatério.

O efeito antinociceptivo da Eta ndo tem envolvimento com o sistema opidide,
uma vez que sua acao néo foi revertida quando administrado um antagonista

opidide.

A Eta foi eficaz nos testes realizados sem promover alteragbes na atividade
locomotora, temperatura corporal ou causar lesfes gastricas no estdbmago
dos animais. Além disso, a Eta ndo alterou as atividades das enzimas AST e

ALT, nem os niveis de creatinina ou uréia.



69

6 PERSPECTIVAS

Com base nos resultados obtidos em nosso trabalho novos estudos poderiam
ser realizados:

e Mecanismo de acéo do Eta frente a nocicepcao e inflamacéao;

e Verificar a possivel acdo do Eta em outras condicfes dolorosas de etiologia
inflamatoria.
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