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FRACOES E DOS COMPOSTOS OBTIDOS DE Geissospermum vellosii

Autora: Juliana de Abreu Werner Tavares
Orientador: Prof. Dr. Adair Roberto Soares dos Santos
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O presente estudo examinou o efeito antinociceptivo de Geissospermum vellosii em modelos
comportamentais de nocicep¢do. Geissospermum vellosii - extrato bruto, fragdes ou
compostos foram administrada por via oral, 60 minutos antes dos testes. O extrato bruto
produziu inibi¢do da nocicepcao inflamatdria (segunda fase) induzida por formalina, o que
também foi percebido na no teste de contor¢des induzidas por acido acético. De todas as
fracdes testadas, a fracdo diclorometano foi escolhida para a realizagdo da curva dose-
resposta, sendo capaz de produzir antinocicepg¢ao significativa em ambas as fases de formalina
e no modelo de nocicepcdo induzida por &cido acético. A antinocicepgdo causada pela fracao
diclorometano no teste do acido acético foi significativamente atenuada pelo pré-tratamento
dos animais com p-chlorophenilalanina-metil-éster (PCPA, um inibidor da sintese da
serotonina, 100 mg/kg uma vez por dia durante 4 dias consecutivos, i.p.) ou com WAY-
100635 (antagonista seletivo do receptor 5-HT;a, 0,3 mg/kg, s.c.). Em contrapartida, a
antinocicep¢do produzida pela fracdo diclorometano ndo foi afetada pelo pré-tratamento dos
animais com cetanserina (antagonista de receptor 5-HT,, 0,3 mg/kg, i.p.) ou ondansetrona
(antagonista de receptor 5-HT3, 0,5 mg/kg). O composto isolado aspidospermina também foi
capaz de reduzir a nocicep¢ao no teste de contor¢des induzidas por acido acético. Em
conjunto, estes resultados indicam que G. vellosii produz antinocicep¢do em modelos de
nocicep¢ao através de mecanismos que envolvem uma interagdo com receptores 5-HTa do

sistema serotoninérgico.
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The present study examined the antinociceptive effects of Geissospermum vellosii in chemical
behavioral models of nociception. G. vellosii crude extract, dichloromethane fraction (1-100
mg/kg), or aspidospermine (0.001-1 mg/kg), were administered by p.o. route, 60 min earlier
tests. Crude extract produced inhibition of formalin-induced inflammatory nociception and
acetic acid-induced visceral nociception. Dichloromethane fraction was able to produce
significant antinociception in both phases of formalin and acetic acid-induced nociception.
The antinociception caused by dichloromethane fraction in the acetic acid test was
significantly attenuated by i.p. pre-treatment of mice with p-chlorophenylalanine methyl ester
(PCPA, an inhibitor of serotonin synthesis, 100 mg/kg once a day for 4 consecutive days), or
WAY-100635 (5-HT s receptor antagonist, 0.3 mg/kg). In contrast, G. vellosii antinociception
was not affected by i.p. pre-treatment of animals with ketanserin (5-HT2A receptor antagonist,
0.3 mg/kg) or ondansetron (5-HT3 receptor antagonist, 0.5 mg/kg). The isolated compound
aspidospermine also was able to reduce the nociception in acetic acid test. Together, these
results indicate that G. vellosii produces antinociception in models of chemical nociception

through mechanisms that involve an interaction with 5-HT s receptor of serotonergic system.
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I. INTRODUCAO

A fitoterapia constitui uma forma de tratamento medicinal que vem crescendo
visivelmente ao longo dos anos. Talvez o principal fator que contribuiu consideravelmente
para o crescimento em questdo consista na evolugcdo dos estudos cientificos, em particular
estudos quimicos e farmacoldgicos que comprovam a eficdcia destas plantas medicinais,
principalmente aquelas ja empregadas na medicina popular com finalidades terap€uticas. Estes
estudos tém apresentado um papel fundamental no esclarecimento de fendmenos relacionados
a biologia celular e molecular, importantes para a descoberta de novos farmacos (CALIXTO
et al., 2000).

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 65-80% da
populagdo mundial que reside em paises em desenvolvimento e que vivem em pobreza
absoluta, usam freqiientemente extratos de plantas medicinais para o tratamento de suas
patologias (AKERELE, 1993; FARNSWORTH et al., 1985; GRUNWALD, 1995;
GRUNWALD & BUTEL, 1996). No Brasil, 84% das drogas atualmente disponiveis no
mercado sdo importadas ¢ 60% de todas as drogas processadas sdo consumidas por apenas
23% da populagdo, o que faz com que os remédios caseiros - a base de plantas medicinais -
sejam ainda a principal fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro
(ELISABETSKY & WANNMACHER, 1993; ELISABETSKY, 1999). Neste contexto, as
plantas medicinais, em especial o uso dos medicamentos fitoterapicos, adquirem importancia
como agentes terapéuticos e por isso devem ser prioritariamente analisados segundo os
métodos modernos disponiveis (LAPA et al., 1999; CALIXTO, 2000).

A Geissospermum vellosii ¢ uma arvore encontrada na floresta amazonica, amplamente
utilizada pela populagdo nativa de forma terapéutica. Apesar de poucos estudos comprovarem
sua atividade biologica, a planta ¢ freqiientemente utilizada para o tratamento da maldria,
febre, distirbios estomacais, constipacdo, como estimulante sexual e tratamento da dor
(MUNOZ et al., 2000; DOS SANTOS, 2007; OLIVEIRA, 1983; FERREIRA, 1949;
BERTHO, 1931; HENRY, 1949).

A dor esta associada a patologias cronicas, podendo levar a incapacitagdo funcional,
perda da produtividade e comprometimento da satde fisica dos individuos, neste sentido as
plantas tém contribuido enormemente na descoberta de novos farmacos utilizados no
tratamento da dor (FLECK et al., 2003). Em vista disso, o presente trabalho teve como

objetivo avaliar o possivel efeito antinociceptivo da G. vellosii e ampliar os conhecimentos ja
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existentes sobre a planta, procurando validar a sua utilizagdo na medicina popular, além de

investigar o mecanismo de agdo das fragdes obtidas de G. vellosii.
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I1.1 Geissospermum vellosii

A Geissospermum vellosii ou Geissospermum leave, como ¢ cientificamente conhecida
(INDEX KEWENSIS, 1895), ¢ uma arvore de tamanho mediano, amplamente encontrada na
floresta tropical amazonica. Esta planta pertence a familia Apocynaceae e ¢ conhecida
popularmente como “Pau-Pereira” (MANSKE & HOLMES, 1952) ou ainda “Bergibita”
(TROPILAB, 2007). A casca dessa arvore ¢ frequentemente utilizada de forma terapé€utica
pela populacao nativa, como estimulante sexual e também para o tratamento da malaria, febre,
disturbios estomacais, constipacdo e dor (BERTHO, 1931; DOS SANTOS, 2007;
FERREIRA, 1949; HENRY, 1949; MUNOZ et al., 2000; OLIVEIRA, 1983). Segundo
levantamento etnobotanico realizado por Fenner e colaboradores (2006), foi constatado que G.
vellosii € utilizada ainda no tratamento de sinais e sintomas relacionados a infec¢des fungicas
e também como anti-séptico. Além disso, foi demonstrado que a planta possui atividade
semelhante ao curare, causando relaxamento muscular por inibir a acdo da acetilcolina nos
receptores nicotinicos da placa motora (FERREIRA, 1949; TANAE et al., 1999; 2004).
Estudos prévios demonstraram que o extrato etanolico obtido da G. vellosii apresenta
propriedade antimalariana (MILLIKEN, 1997). Segundo Costa e colaboradores (2007), uma
fracdo do extrato da planta, rica no alcaldide geissospermina, ¢ capaz de reduzir a amnésia
induzida por escopolamina em modelos animais de esquiva inibitdria e labirinto aquatico.

Como outras plantas da familia Apocynaceae, a G. vellosii tem vérias classes de
compostos ou metabodlicos secundarios, em especial os alcaloides. Alcaldides sdo substancias
derivadas de plantas que contém em sua formula, basicamente nitrogénio, oxigénio,
hidrogénio e carbono. Eles também correspondem aos principais agentes naturais com
atividade terapéutica. Foi demonstrado que a casca de G. vellosii apresenta os alcaldides
geissospermina, geissosquizina, geissoschizolina e flavopereirina (ALMEIDA et al., 2007;
DOS SANTOS, 2007; HUGHES, 1958). Recentemente, foi mostrado que os compostos
flavopereirina, geissoschizolina e geissospermina reduzem a captagdo de serotonina em
sinaptossomas de hipocampo de ratos (BARROS et al., 2006; LIMA-LANDAM et al., 2006).
Ainda sobre os alcaldides, foi relatado que a geissosquisina apresenta atividade protetora
contra morte neuronal induzida por glutamato, por impedir o influxo de célcio, além de inibir
convulsdes induzidas por glutamato (MIMAKI et al, 1997, SHIMADA et al, 1999).
Geissosquisina administrada por via oral ¢ capaz de reduzir a atividade locomotora dos

animais, aparentemente por intera¢do com o sistema dopaminérgico (SAKAKIBARA et al,
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1999). Como visto, apesar da G. vellosii ser popularmente utilizada como analgésica, nao

existem estudos farmacologicos que confirmem esta agdo bioldgica da planta.

Nao disponivel por razoes de direito autoral

Figura 1: Geissospermum vellosii ou Pau-Pereira, como ¢ popularmente conhecido. Arvore
encontrada na Floresta Amazonica, e amplamente utilizada - de forma terapéutica - por tribos
nativas. Planta pertencente a familia Apocynaceae, de tamanho mediano, podendo atingir a

altura de até aproximadamente 18 metros de altura (TROPILAB, 2007).

I1.2 Dor e Nocicep¢io

A dor ¢ um sintoma clinicamente importante para a deteccdo de doengas, e pode ser
definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a um dano
tecidual potencial ou real, ou ainda descrita em termos que sugerem tal dano (MERSKEY &
BOGDUK, 1994). Neste sentido, a dor faz parte de sistemas responsaveis pelo controle da
homeostasia do organismo humano, se destacando por atuar como um mecanismo de alerta do

corpo, informando que algo esta ameagando seu bem-estar, retendo sua atencdo até que a sua
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causa tenha sido identificada e afastada (WALL, 1999). A perda da capacidade de sentir dor
produz efeitos calamitosos, o que pode ser observado em pacientes portadores de
insensibilidade congénita a dor, uma doenga hereditaria rara. Estes pacientes suportam
estimulos dolorosos intensos sem apresentar qualquer reagdo de recuo, o que pode gerar
grandes e irreversiveis lesdes (MOGIL et al, 2000). Do ponto de vista fisioldgico, a dor aguda
serve para propodsitos altamente adaptativos, relacionados com a sobrevivéncia e manutencao
da integridade do organismo. Portanto, um dos propositos da dor aguda seria o de detectar
estimulos que podem provocar lesdes teciduais, tais como os provocados por objetos cortantes
ou excessivamente quentes (WATKINS & MAIER, 2002). Se a dor persiste por mais que
alguns dias ou semanas, entao passa a ser considerada como dor cronica. Da mesma forma que
a dor aguda, a dor cronica também ¢ causada por lesdo ou patologia, podendo permanecer
mesmo depois da recuperacdo do individuo (LOESER & MELZACK, 1999). Ainda outro
proposito da dor ¢ desencadear comportamentos apropriados de recuperacdo de um membro ja
lesado, tais como desuso e prote¢do da area inflamada ou infectada, a fim de promover e
facilitar a resolugdo da lesdo tecidual (WATKINS & MAIER, 2002). A dor € uma experiéncia
que envolve ndo apenas a transducdo do estimulo nocivo ambiental, mas também
processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo (JULIUS & BASBAUM, 2001). Assim,
pode-se dizer que a dor € influenciada por fatores tantos fisiologicos quanto psicoldgicos, e
por isso, em animais a dor ¢ avaliada de forma indireta. Neste sentido, o componente
fisiologico da dor ¢ denominado de nocicepgao, por isso modelos animais de analgesia sdao de
fato modelos de nocicepcao, pois € dificil a medida do componente emocional da dor em
animais de laboratorio (TJOLSEN e HOLE, 1997).

O componente sensorial da dor, denominado nocicepc¢do, depende da ativacdo de
receptores especificos € de vias neuroanatdomicas que fazem a comunicagdo entre o sistema
nervoso periférico e o sistema nervoso central de maneira hierarquica (RUSSO & BROSE,
1998). A recepgao do estimulo nociceptivo em nivel periférico se da por estruturas especificas
situadas nas terminagdes nervosas de subtipos de fibras sensoriais, denominadas nociceptores.
Estes se localizam na porg¢ao distal dos neurdnios aferentes primarios que estdo amplamente
distribuidos em varios 6rgdos. Além disso, os nociceptores podem ser ativados por diferentes
estimulos, sendo estes térmicos, mecanicos ou quimicos (Fig. 2). Desses, a sinalizagdo
quimica € provavelmente a mais comum e a que apresenta as mais diversas formas de geracao
de sinal nos neurdnios sensitivos (BESSON ¢ CHAOUCH, 1987; DRAY, 1997; BESSON,
1999; MILLAN, 1999). No entanto, uma pequena propor¢do de fibras aferentes, chamados
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nociceptores silenciosos, podem ser influenciadas por mediadores inflamatorios apresentando
atividade espontanea ou as tornando sensibilizadas e respondendo a estimulos sensoriais
(JULIUS e BASBAUM, 2001). Os corpos celulares dos neuronios aferentes primarios que
inervam a maior parte dos tecidos (com excecao da cabeca e pescogo) estdo localizados nos
ganglios da raiz dorsal, e seus axdnios bifurcam-se enviando prolongamentos a medula
espinhal e aos tecidos corporais. Os aferentes primarios sdo classificados de acordo com
critérios funcionais e anatomicos, entre eles velocidade de condugdo, didmetro e grau de
mielinizacdo (Fig. 2). Os neurdnios mais mielinizados, de maior didmetro e que apresentam a
maior velocidade de condugdo formam as fibras AB. Em situagcdes normais, essas fibras nao
respondem a estimulos dolorosos, exceto em situacdo de alodinia, onde uma situagdo nao
nociva passa a ser nociva, ou dolorosa, para o individuo. Além disso, a estimulacao dessas
fibras pode aliviar a dor quando sdo friccionadas (na pele) apos alguma lesdo. Diferente
desses, existem ainda dois outros tipos de aferentes primarios responsaveis pela transmissao
da sensagdo dolorosa da periferia @ medula espinhal. As fibras de pequeno e médio didmetro
originam a maioria dos nociceptores e incluem as fibras C e Ad, ndo mielinizadas e pouco
mielinizadas, respectivamente. Quanto a conducao da informacao, ocorre de forma mais lenta
do que aquela observada nas fibras AP (Fig. 2). As fibras Ad transmitem a sensagdo da
periferia a0 SNC em uma velocidade entre 12 a 30 m/s, enquanto as fibras C, também
conhecidas como fibras polimodais C conduzem o estimulo em uma velocidade entre a 0,5 a 2
m/s. Ha ainda uma diferenciagdo entre os tipos de fibras Ad, no que diz respeito a divergéncia
de resposta a estimulacdo térmica ou por lesdo tecidual. As fibras Ao do tipo I respondem a
temperaturas inferiores a 53°C, enquanto as fibras Ad do tipo II respondem a temperaturas
menores que 43°C (PLEUVRY, 1996; SHELLEY, 1994; MILLAN, 1999; JULIUS e
BASBAUM, 2001). Diante disto, a ativacdo dos nociceptores pode ocorrer em decorréncia de
estimulos térmicos que podem ser frio ou calor, estimulos mecéanicos com intensidade

suficiente para ativar as fibras nociceptivas ou por uma série de irritantes quimicos.
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Nao disponivel por razées de direito autoral

Figura 2: Diferentes tipos de neurdnio sensoriais primarios responsaveis pela conducdo do

sinal nociceptivo da periferia ao SNC. Adaptado a partir de Julius e Basbaum, 2001.

Os mediadores quimicos liberados apos diferentes estimulos fazem com que a
informacao nociceptiva seja levada através das fibras aferentes ao SNC, para que este a
processe e responda adequadamente em cada situagdo. Inicialmente, os impulsos nociceptivos
chegam através dos aferentes primarios na medula espinhal, mais precisamente no corno
dorsal, 4rea primdria de recebimento da maioria das informagdes somatossensoriais
(COGGESHALL e CARLTON, 1997). O corno dorsal da medula ¢ uma estrutura dividida em
laminas. As fibras aferentes primarias C e Ad tém suas terminacdes principalmente nas
laminas mais superficiais [ldmina I (zona marginal) e laminas II (substancia gelatinosa)]
(BESSON e CHAOUCH, 1987). Nas laminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal,
as terminagdes dos nociceptores liberam varios neurotransmissores (como o glutamato e a SP)
que por sua vez irdo ativar neurOnios secundarios, os quais integram e distribuem a
informacao nociceptiva para dreas supraespinhais (como por exemplo, o tdlamo), este
processo excitatorio também depende de canais de célcio e sddio, sendo os canais de célcio os
principais reguladores da liberagdo de neurotransmissores (HILL, 2001). Dessa maneira, a
informagdo nociceptiva alcanga as areas sensoriais do cortex cerebral, onde aspectos como
qualidade, intensidade, localizacdo e duracdo do estimulo nociceptivo serdo integrados.
Também nessa regido componentes afetivos e emocionais serdo interpretados e
contextualizados, levando a percep¢do do estimulo nociceptivo e promovendo a resposta
adequada que ¢ enviada para a medula espinhal através das vias descendentes (GUYTON,

1992; BESSON, 1999; CRAIG e DOSTROVSKY, 1999; MILLAN 1999; RUSSO & BROSE,
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1998; TREEDE et al., 1999). Além disso, a modulagdo descendente da informagao
nociceptiva envolve uma série de estruturas cerebrais, como mencionado anteriormente, e
sistemas de neurotransmissores dentre os quais podemos mencionar os sistemas opidide,

serotoninérgico, noradrenérgico, gabaérgico e canabindide, entre outros (MILLAN, 2002).

Nao disponivel por razoes de direito autoral

Figura 3: Vias de transmissdo da dor, desde seu estimulo nocivo até o processamento da

informagdo nociceptiva.

Normalmente, a dor desaparece apds a resolucdo do processo inflamatério ou
infeccioso. No entanto, existem situagdes nas quais o dano tecidual, inflamagdo ou
neuropatias, ndo sdao sanadas pelo organismo, ou ainda, mesmo que ocorra a resolucdo da
lesdo inicial, a plasticidade neuronal decorrente de doengas persistentes mantém o quadro
doloroso. Nestes casos, a dor torna-se cronica e perde o carater protetor, como mencionado
anteriormente em situagdes agudas. E o que acontece, por exemplo, em doencas inflamatorias
persistentes ou apds a lesdo de nervos (LEVINE & TAIWO, 1994; MILLAN, 1999; RANG et
al., 2004; WOOD & DOCHERTY, 1997). Quando ocorre uma lesdo tecidual, o organismo
aciona mecanismos com o propdsito de minimizar o dano e auxiliar a regeneracdo. Esses
mecanismos fazem parte da resposta inflamatdria, que € caracterizada por quatro sintomas
principais: dor, rubor, calor e tumor, ocasionando eventualmente a perda da funcdo do tecido
lesado (GALLIN et al., 1982). Apos a ocorréncia de uma lesdo tecidual, sucede a liberagdo de
mediadores inflamatdrios ou resposta inflamatéria. Esses mediadores podem ser liberados

pelos neurdnios sensoriais € simpaticos e também por células ndo neuronais, como plaquetas,
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células sanguineas, mastocitos, células endoteliais, fibroblastos, células de Schwann e até
mesmo pelas proprias células inflamatérias (BESSON, 1997). A presenga destas substincias
leva a sensibilizagdo ou ativagdo de receptores, estado conhecido como sensibilizacao
periférica (STRONG et al, 2002). A sensibilizagdo periférica caracteriza-se por uma
diminui¢do na intensidade do estimulo requerido para atingir o limiar de excitabilidade, por
um aumento na freqiiéncia das descargas elétricas, por uma diminui¢do no periodo de laténcia
e pelo desenvolvimento de atividade espontanea (WELLS, 1989; WALSH, 1997). A
existéncia do estado de sensibilizacao periférica assegura um permanente estado de alerta do

organismo, enquanto se mantém o estimulo doloroso (WALSH, 1997).
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I1.3 Importancia da Serotonina na Modulacio da Dor

Desde a publicagdo da Teoria do Portdao em 1965, proposta por Ronald Melzack e
Patrick D. Wall, deu-se maior importancia ao envolvimento de fatores psicoldgicos e
emocionais na percepc¢ao da dor. Segundo esta teoria, os fenomenos da dor sdo determinados
pela interagcdo entre sistema nervoso central (SNC) e periférico. De acordo com os autores,
fatores como aten¢do, emog¢do ¢ memdria sdo capazes de exercer controle sobre os sinais
sensoriais (MELZACK & WALL, 1965).

Basbaum & Fields (1984) realcaram a existéncia de dois sistemas modulatoérios,
projetados para a medula espinhal a partir da PAG e das regides cerebrais adjacentes, que
podem ser tanto facilitatérios como inibitérios. O sistema nervoso central tem a capacidade de
modular a transmissdo de estimulos nociceptivos e assim limitar a percepcao de dor, ¢ a
serotonina tem uma contribuicdo importante neste mecanismo de controle por ser o
transmissor dos neurdnios inibitdrios que se originam no nucleo magno da rafe e se projetam
ao corno dorsal na medula espinhal (RANG et al., 2004). A transmissao de sinais nociceptivos
em mamiferos ¢ controlada por vias modulatdrias presentes no corno dorsal e em estruturas
mesencefalicas e prosencefalicas (BASBAUM & FIELDS, 1984; BESSON et al., 1987;
GEAR et al., 1999). De uma forma geral, as vias descendentes contribuem para a inibi¢ao do
estimulo nociceptivo e da sensacdo de dor, constituindo um dos mecanismos de portdo que
controlam a transmissdo do impulso no corno dorsal (BASBAUM & FIELDS, 1994;
STRONG et al., 2002). A atividade descendente das vias serotoninérgicas no corno dorsal
pode ser modificada sob condi¢des de nocicep¢ao aguda ou prolongada e dor neuropatica, € o
nivel de serotonina (5-HT) espinhal ¢ modificado em pacientes com dor cronica (MILLAN,
1995; VON KNORRING, 1989; WEIL-FUGAZZA, 1989; WOLFE et al., 1997).

A serotonina € quimicamente representada pela S-hidroxitriptamina (5-HT), sendo
também frequentemente designada por este nome. Ela ¢ o transmissor dos neurdnios
inibitorios que se originam no Nucleo da Rafe e se projetam ao corno dorsal, e também um
dos muitos mediadores liberados de plaquetas (humanos e ratos) e mastocitos (ratos) em
tecidos lesionados ou inflamados (MCMAHON et al.,, 1999; RANG et al., 2004). Esse
neurotransmissor monoaminérgico ¢ bem conhecido por modular o comportamento, fungdes
cognitivas e autdbnomas, como a aprendizagem, memoria, sono, regulacdo da temperatura,
apetite e humor, e ainda desempenha um importante papel em desordens como ansiedade,

medo, depressdo, agressdo, bem como na modulagdo da dor (GINGRICH et al., 2001,
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VERGE et al., 2000). A concentracdo de serotonina sindptica ¢ controlada diretamente pela
recaptacdo nos terminais pré-sinapticos e assim, bloqueadores do transporte de 5-HT tém sido
utilizado com sucesso no tratamento da depressao e da dor cronica (MICO et al., 2006;
SATURNINO et al., 2007).

Técnicas de clonagem molecular apresentaram pelo menos quatorze subtipos de
receptores para serotonina, que foram agrupados em sete familias distintas baseada na
estrutura molecular, propriedades farmacologicas, ligacao a proteina-G e ativagdo de segundos
mensageiros: 5-HT1 (1A, 1B, 1D, 1E e 1F), 5-HT2 (2A, 2B e 2C), 5-HT4 (4a, 4b), 5-HT5
(5A, 5B), 5-HT6 e 5-HT7 receptores acoplados a proteina-G, enquanto que os receptores 5-
HT3 (3A, 3B) estdo acoplados a canais i6nicos (BARNES et al.; 1999, HOYER et al., 2002;
RAYMOND et al., 2001). No cérebro de ratos pré-natais, os receptores de 5-HT sdo expressos
por neurdnios e neuroglia ao longo das vias serotoninérgicas, cada um com um subtipo de
receptor 5-HT exibindo padrdes especificos de desenvolvimento de expressdo, dependendo do
estagio de desenvolvimento e regido de distribuicdo do receptor (BORELLA et al., 1997;
HELLENDALL et al., 1992; LAUDER et al., 1993, 1996; MORILAK et al., 1993; RHO et
al., 2001; ROTH et al., 1991; RUIZ et al., 1999; TALLEY et al., 1997; TALLEY et al., 2000;
VERGE et al, 2000; ZEC et al, 1996).

Na medida em que os mecanismos serotoninérgicos no corno dorsal exercem
simultaneamente ac¢des antinociceptivas e pronociceptivas via diferentes subtipos de
receptores de 5-HT, € concebivel que um aumento da atividade desta ultima contribui para a
sensibilizacdo a dor (MILLAN, 1995, 1997). Além disso, a estimulagdo de neurdnios
serotoninérgicos projetados para o corno dorsal a partir dos nucleos da rafe no tronco cerebral
resulta em uma excitagdo bifasica e influéncia inibitéria sobre neurdnios do corno dorsal
(ZHUO E GEBHART, 1997). A serotonina desempenha um papel variado na regulagcdo da
nocicepg¢ao devido a suas multiplas acdes em diferentes niveis, resultado da sua interagdo com
os varios subtipos de receptores, que algumas vezes mediam agdes opostas, bem como pela
interagdo com outros mediadores endéogenos (SAWYNOK, 1997). A presenca generalizada de
receptores 5-HT 4 no corno dorsal e ntcleo da rafe, bem como em areas corticais e limbicas
sugere um possivel envolvimento destes receptores na modulagdo da dor, nos estados
emocionais e cogni¢do (HENSLER et al., 1991; MILLAN, 2002; SCHREIBER, 1993). Em
particular, o nucleo da rafe pode desempenhar um papel crucial na integra¢do da nocicepcao e
dos processos afetivos (WANG et al., 1994). No nucleo da rafe, receptores 5-HT; 5 estdo

localizados nos corpos celulares e dendritos de fibras serotoninérgicas e funcionam como
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auto-receptores (DE MONTIGNY et al., 1984). Nas dreas terminais da inervacao
serotoninérgica, os receptores 5-HT;s estdo localizados pds-sinapticamente, portanto
diferentes acdes podem ser derivadas da ativacdo ou bloqueio destes receptores em diferentes
niveis, produzindo uma melhora da eficacia de varios fArmacos como analgésicos, tais como o
paracetamol, antidepressivos e opidceos (HENSLER et al.,, 1991; RIAD et al., 2000). A
facilitacdo ou inibicdo descendente pode ocorrer através de diferentes acdes e subtipos de
receptores de serotonina. Normalmente drogas bloqueadoras dos receptores de 5S-HT mediam
a facilitacdo descendente, contrariamente aquelas que ativam os subtipos receptores de 5-HT,
geralmente mediam a inibicao descendente (ZHUO, 2005).

Viérios autores tém sugerido que a sindrome da dor cronica resulta da deplecdo de
serotonina no cérebro, particularmente no nucleo da rafe, o que resulta em diminuicao da
atividade dos sistemas serotoninérgicos descendentes que inibem a dor. E possivel que este
tipo de dor e a depressdao compartilhem os mesmos substratos fisiologicos e anatdomicos,
representados pelo sistema de puni¢do do cérebro onde a 5-HT interage com outros sistemas
de neurotransmissores. Entre eles destacam-se o sistema opidide. E bem conhecido que as vias
serotoninérgicas descendentes sdo ativadas por opidides endogenos (para revisdo ver
BRANDAO, 1999). E importante mencionar que alguns tipos de dores, principalmente as
dores cronicas, também podem ser controladas com farmacos antidepressivos (MILLAN,
1999; KORZENIEWSKA-RYBICKA & PLAZNIK, 1998). Apesar dos mecanismos de acao
analgésica dos antidepressivos permanecerem pouco esclarecidos, os mesmos apresentam
importante acdo antinociceptiva (analgésica) quando testados em diferentes modelos
experimentais de nocicep¢do. Além disso, recentemente foi demonstrado que o antidepressivo
Venlafaxina apresenta importante efeito analgésico em pacientes diabéticos com dor
neuropatica (ROWBOTHAM et al., 2004).

Tendo em vista a participagdo das vias serotoninérgicas na modulacao da dor, foi um
dos objetivos deste trabalho avaliar se a atividade antinociceptiva de G. vellosii poderia

ocorrer por esta via modulatoria.
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Objetivos

ITI.1. Objetivo Geral

Verificar a acdo antinociceptiva do extrato bruto, fragdes e compostos obtidos de
G. vellosii através de modelos de nocicep¢do em camundongos, bem como avaliar o

possivel mecanismo de agao.

I11.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar a a¢do antinociceptiva do extrato bruto, das fracdes e de compostos de G.
vellosii nos modelos de nocicepcao de contorg¢des induzidas por acido acético, bem
como o modelo da formalina, em camundongos.

2. Verificar o efeito de G. vellosii sobre a atividade motora e exploratdria em
camundongos nos testes do campo aberto e cilindro giratorio.

3. Investigar se a a¢cdo antinociceptiva da fracdao diclorometano de G. vellosii pode
estar relacionada ao envolvimento do sistema serotoninérgico, utilizando um pré-

tratamento dos animais com antagonistas de receptores serotoninérgico.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Geissospermum vellosii is a tree widely found throughout
the Amazonic forest and frequently used by the native population for painful
disorders. Aim of the study: The present study examined the antinociceptive effects of G.
vellosii in behavioral models of nociception. Materials, Methods and Results: Oral
administration of crude extract of G. vellosii or its dichloromethane fraction (1-100
mg/kg) inhibited formalin-induced inflammatory nociception and acetic acid-induced
visceral nociception. The antinociceptive effect of G. vellosii was unrelated with motor
dysfunctions. Furthermore, the alkaloid 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine (0.001-1
mg/kg), isolated from dichloromethane fraction, also produced antinociception. The
antinociception caused by dichloromethane fraction was significantly attenuated by pre-
treatment of mice with p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, an inhibitor of
serotonin synthesis, 100 mg/kg once a day for 4 consecutive days) and WAY-100635 (a
5-HT;5 receptor antagonist, 0.3 mg/kg). In contrast, dichloromethane fraction
antinociception was not affected by pre-treatment of animals with ketanserin (a 5-
HT, receptor antagonist, 0.3 mg/kg) or ondansetron (a 5-HT; receptor antagonist, 0.5
mg/kg). Conclusions: Together, these results indicate that G. vellosii produces
antinociception through an interaction with 5-HTI1A receptors. Furthermore, the
alkaloid  12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine  contributes to the antinociceptive
properties reported for G. vellosii. The antinociceptive action demonstrated in the

present study supports the ethnomedical uses of this plant.

Keywords: alkaloids; formalin; acetic acid; mice; serotonergic system
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1. Introduction

The Geissospermum vellosii or Geissospermum leave, as it is scientifically known,
is a medium-sized tree, widely found throughout the Amazonic forest. This plant belongs to
the family Apocynaceae and is popularly known as “Pau-Pereira” (Manske and
Holmes, 1952). The bark of this tree is frequently used by the native population
therapeutically for malaria, liver pain, fever, stomach disorders, constipation and as sexual
stimulant (Mufioz et al., 2000; Dos Santos, 2007). Like other plants of the family
Apocynaceae, G. vellosii has several classes of compounds, particularly alkaloids. Indeed, it
was shown that the bark of G. vellosii presents the alkaloids geissospermine,
geissosquizine  geissoschizoline and flavopereirine (Hughes and Rapoport, 1958; Dos
Santos, 2007; Almeida et al., 2007). According to Costa et al. (2006), a geissospermine-
rich fraction originated from bark’s stem extract of the plant is able to reduce amnesia
induced by scopolamine in animal models of inhibitory avoidance and in the water maze.
Recently, it was showed that the compounds flavopereirine, geissoschizoline and
geissospermine reduce the uptake of serotonin by synaptosomes from rat hippocampus
(Lima-Landmam et al., 2006).

It is well known that serotonin (5-HT) pathways within the CNS arise from a series
of nuclei situated in the midline of the brain stem, the raphe nuclei, which represent
the richest source of neuronal 5-HT synthesized in the mammalian brain (Fields et al.,
1991; Millan, 2002). In addition, several studies have shown that the bulb spinal serotonin
system may suppress incoming noxious input to the spinal cord and inhibit pain
transmission (Basbaum and Fields, 1984; Alhaider et al., 1991; Millan, 1995). Moreover, the
multiple 5-HT receptor types within the spinal cord appear to fulfill different roles in
the control of nociception, reflecting their contrasting patterns of coupling to

intracellular transduction mechanisms (Millan, 1995; Bardin et al.,, 2000). The
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activities of 5-HT receptors are complex and sometimes even contrasting, and can
depend on: (1) the receptor subtype being activated, (2) the relative contributions of
pre-versus postsynaptic actions of receptors, (3) the nociceptive paradigm in terms of
quality and intensity of stimulus (Sawynok and Reid, 1996; Millan, 2002), and (4) the
dose-related effect, which can be pro- or antinociceptive, of agonists and antagonists of
serotonergic receptor subtypes (Hylden and Wilcox, 1983). Several pieces of evidence
point to 5-HT;, 5-HT, and 5-HT; receptors modulating nociceptive transmission, as
activation of these receptors in the spinal cord produces antinociception in the formalin
test and other models of pain (Bardin et al., 2000; Sasaki et al., 2001; Millan, 2002). Taking
into account the biological activities of G. vellosii and its possible involvement with
the serotonergic systems, it is surprising that no pharmacological study has been carried
out on the possible antinociceptive effects of the G. vellosii up to now. Here, we have
therefore examined the possible antinociceptive action of the crude extract and fractions
obtained from G. vellosii in chemical models of nociception in mice. Attempts have
been made to further investigate the possible involvement of the serotonergic systems
in the antinociceptive action of G. vellosii extract. In addition, we also analysed the possible
antinociceptive effect of the alkaloid 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine isolated

from this plant.

2. Material and methods

2.1. Animals

Experiments were conducted using male Swiss mice (20-30 g), housed at 22+2°C under a
12-h light/12-h dark cycle (lights on at 06:00) and with access to food and water ad libitum.
Animals were acclimatized to the laboratory for at least 1 h before testing and were used

only once throughout the experiments. The experiments were performed after approval
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of the protocol by the Institutional Ethics Committee and were carried out in
accordance with the current guidelines for the care of laboratory animals and the
ethical guidelines for investigations of experimental pain in conscious animals
(Zimmermann, 1983). The numbers of animals and intensities of noxious stimuli used were

the minimum necessary to demonstrate the consistent effects of the drug treatments.

2.2. Preparation of the crude extract, fraction and isolated compound from G. vellosii

The G. vellosii (Apocynaceae) was collected in the northeast of Brazil in November 2007.
It was identified by comparison with exsiccate (number 36060) from G. vellosii
deposited at the Botanical Garden from Curitiba, PR, Brazil. Ground bark of G. vellosii (3.8
kg) was air-dried, powdered and submitted to Soxhlet extraction in absolute ethanol until
exhaustion. The crude extract was filtered and submitted to evaporation under
reduced pressure until reduction to 1/5 of its initial volume. The crude extract (62.10 g% of
solids) was submitted to partition liquid-liquid in Soxhlet with dichloromethane (CH,Cl,),
ethyl acetate (EtOAc) and buthanol (n-BuOH) resulting in CH,Cl, (40.77 g% of solids),
EtOAc (16.34 g% of solids), n-BuOH (5.75 g% of solids) fractions, and remaining
aqueous fraction (27.56 g% of solids). The CH,Cl, fraction (66.75 g) was submitted to
chromatography through an appropriate column using changeable phases (hexane,
dichloromethane and methanol) with a rate flow of 1 mL/minute. This column isolated the
alkaloid identified through RMN 13C and 1H as 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine

(0.48 %, Figure 1).

2.3. Abdominal constriction response caused by intraperitoneal injection of acetic acid
The abdominal constrictions were induced according to procedures previously

described and resulted in contraction of the abdomen together with a stretching of the hind
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limbs in response to an intraperitoneal injection of acetic acid (0.6%) at the time of the test
(Santos et al., 1999). First, the mice were pre-treated by oral route with the crude extract,
CH,Cl,, AcOEt, n-BuOH or aqueous fractions (30 mg/kg) 60 min before testing. Control
animals received the same volume of vehicle (10 ml/kg, p.o.). In another set of
experiments, mice were pre-treated with G. vellosii crude extract, dichloromethane fraction
(1-100 mg/kg) or alkaloid (0.001-1 mg/kg) by p.o. routes, 60 min before the irritant
injection. Control animals received a similar volume of vehicle (10 ml/kg). After the
challenge, the mice were individually placed into glass cylinders of 20 cm diameter, and the
abdominal constrictions were counted cumulatively over a period of 30 min.
Antinociceptive activity was expressed as the reduction in the number of abdominal
constrictions, i.e. the difference between control animals (mice pre-treated with

vehicle) and animals pre-treated with drugs.

2.4. Formalin-induced nociception

The procedure used was essentially the same as that previously described (Santos and
Calixto, 1997; Santos et al., 1999). Animals received 20 ul of a 2.5% formalin solution
(0.92% formaldehyde) made up in saline, injected 1i.pl. into the ventral surface of the right
hindpaw. Animals were observed from 0 to 5 min (neurogenic phase) and from 15 to 30
min (inflammatory phase) and the time spent licking the injected paw was recorded with a
chronometer and considered as indicative of nociception. Animals received G. vellosii
crude extract (1-100 mg/kg, p.o.) or dichloromethane fraction (1-100 mg/kg, p.o.) 60 min
beforehand. Control animals received vehicle (10 ml/kg, p.o.). Afteri.pl. injection of
formalin, the animals were immediately placed in a glass cylinder 20 cm in diameter, and

the time spent licking the injected paw was recorded.
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2.5. Measurement of motor performance and locomotor activity

In order to evaluate the possible non-specific muscle relaxant or sedative effects of G.
vellosii crude extract or dichloromethane fraction, mice were submitted to the rota-rod task
(Godoy et al., 2004) and open field test (Rodrigues et al.,, 2002). The rota-rod
apparatus consists of a bar with a diameter of 3.7 cm, subdivided into four compartments
by 25 cm-diameter disks. Twenty-four hours before the experiments, all animals were
trained on the rota-rod until they could remain in the apparatus for 60 seconds
without falling. On the day of experiment, the animals were treated with G. vellosii crude
extract or dichloromethane fraction (10-100 mg/kg, p.o.) and 60 minutes after were tested in
the rota-rod test. The latency to fall and number of falls were recorded during a 240 second

interval.

2.6. Analysis of possible involvement of the serotonergic systems in the
antinociceptive action of G. vellosii

In order to investigate the participation of the serotonergic system in the
antinociceptive action of G. vellosii in the acetic acid test, mice were pre-treated with
WAY-100635 (0.3 mg/kg, s.c., a selective 5-HT; receptor antagonist), ketanserin (0.3
mg/kg, i.p., a selective 5-HT,5 receptor antagonist), ondansetron (0.5 mg/kg, i.p., a 5-HT;
receptor antagonist) or vehicle (10 ml/kg, i.p.). After 20 min, they received
dichloromethane fraction (30 mg/kg, p.o.) or vehicle injection and 60 min later, the acetic
acid (Takeshita and Yamagushi, 1995; Bhargava and Saha, 2001; Duman et al., 2004).
Another group of animals was pre-treated with vehicle and after 20 min they
received dichloromethane or vehicle, 60 min before acetic acid injection. In a separate series
of experiments, in order to investigate the possible contribution of the endogenous

serotonin in the antinociceptive action of G. vellosii in the acetic acid test, animals were
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pre-treated with p-chlorophenylalanine methyl ester (PCPA, 100 mg/kg, i.p., an inhibitor of
serotonin synthesis) or with vehicle, once a day, for 4 consecutive days. Then, animals
received an injection of dichloromethane fraction (30 mg/kg, p.o.) or vehicle 20 min after
the last PCPA or vehicle injection and were tested in the acetic acid test 60 min later

(Santos et al., 1999).

2.7. Drugs

The following substances were used: acetic acid and formaldehyde (Merck, Darmstadt,
Germany); p-chlorophenylalanine methyl ester hydrochloride (PCPA), N-{2-[4-(2-
methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl}-N-(2-pyridynyl)cyclohexanecarboxamide (WAY-
100635 / Sigma Chemical Co.,St. Louis, USA); ketanserin tartarate (Tocris Cookson Inc.,
Ellisville, USA); ondansetron hydrochloride (Cristdlia, Sdo Paulo, Brazil). Drugs were
dissolved only 1in saline, with the exception of G. vellosii that was dissolved in saline and
tween (80%). The final concentration of tween did not exceed 10% and did not cause any

“‘per se’’ effect.

2.8. Statistical analysis

The results are presented as mean +=S.E.M., except the IDsy values (i.e., the dose of G.
vellosii crude extract, fraction or alkaloid reducing the nociceptive response by 50%
relative to the control value), which are reported as geometric means accompanied by their
respective 95% confidence limits. The IDs value was determined by nonlinear regression

from individual experiments using Graph-Pad software (GraphPad software, San Diego,

CA, USA). The statistical significance of differences between groups was detected by

ANOVA followed by Student Newman-Keuls’ test. P-values less than 0.05 (P<0.05) were

considered as indicative of significance.
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3. Results

3.1. Abdominal constriction response caused by intraperitoneal injection of acetic acid
Oral administration of animals with crude extract and fractions (CH,Cl,, EtOAc, n-BuOH
and aqueous fractions), in the dose of 30 mg/kg, given 60 min beforehand, did not produce
any irritation by itself (result not shown), but caused a significant reduction of the number
of abdominal constrictions induced by acetic acid in mice in relation to control group
(Table 1). As can be observed, except for the aqueous fraction, the crude extract and the
CH,Cl,, EtOAc and n-BuOH fractions presented similar effectiveness; however, the
phytochemical study demonstrated that the crude extract and the CH,Cl, fraction presented
the largest results if compared to the other fractions. In addition, the antinociceptive action
was more pronounced in the CH,Cl, fraction. For this reason, we decided to further
investigate this fraction’s antinociceptive action and perform a phytochemical analysis to
determine its active components. In addition, the results depicted in Fig. 2A show that the
crude extract of G. vellosii (1-100 mg/kg, p.o.) produced dose-related inhibition of acetic
acid-induced abdominal constrictions in mice, with IDsy value (and their respective
95% confidence limits) of 26.3 (6.8-101.4) mg/kg and inhibition of 62 + 11% at the dose of
30 mg/kg. Moreover, the oral treatment with the CH,Cl, fraction (1-100 mg/kg) also
produced dose-related inhibition of the acetic acid-induced abdominal constrictions in
mice, with IDsy value of 9.8 (2.9-32.8) mg/kg and inhibition of 73 + 5% with the dose of
30 mg/kg (Fig. 2B). Interestingly, when the alkaloid isolated from G. vellossi was
administered p.o. to mice, it produced dose-related inhibition of acetic acid-induced
abdominal constrictions with IDsy value of 27.4 (4.8-155.3) pg/kg and the peak of
inhibition observed was 77 + 8% (Fig. 2C). In addition, the alkaloid had a 358-fold greater

potency than the CH,Cl, fraction when analysed in the acetic acid test.
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3.2. Formalin-induced nociception

The results presented in Fig. 3 (A and B) show that crude extract of G. vellosii (1-100
mg/kg, p.o.) also produced dose-related inhibition only in the inflammatory phase of
formalin-induced nociception, with IDsy value of 2.1 (0.6-7.0) mg/kg and the inhibition of
79 £ 5% at the dose of 100 mg/kg. Moreover, the CH,Cl, fraction in the same doses
resulted in a graded and significant inhibition of both neurogenic and inflammatory phases
of formalin-induced nociception. The IDs, values and the inhibition for the neurogenic and
inflammatory phases were: 22.6 (7.1-71.4) and 4.4 (1.9-9.9) mg/kg and 63 + 5 and 84 +

9%, respectively (Fig. 4 A and B).

3.3. Analysis of serotonergic system on action of G. vellosii

The results depicted in Fig. SA show that the previous treatment of mice with PCPA (100
mg/kg, 1p., for 4 consecutive days) also produced significant inhibition of the
antinociception caused by the CH,Cl, fraction (30 mg/kg, p.o.) against acetic acid-induced
pain. In addition, treatment of mice with WAY-100635 (0.3 mg/kg, s.c.), but not
with ketanserine (0.3 mg/kg, i.p.) or ondansetron (0.5 mgkg, 1.p.), significantly
reversed the antinociception caused by CH,Cl, fraction (30 mg/kg, p.o.) against acetic

acid-induced nociception (Fig. 5B and results not shown).

3.4. Analysis of possible interaction of G. vellosii with locomotor activity

The treatment of animals with crude extract or the CH,Cl, fraction of G. vellosii in high
dose (100 mg/kg, p.o.), but not in low doses (10 or 30 mg/kg, p.o.), caused significant
reduction of the locomotor activity in the open-field test when compared with animals that

received vehicle (control group) (Table 2). However, the same treatment of animals with
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crude extract or the CH,Cl, fraction of G. vellosii (10 to 100 mg/kg, p.o.) did not affect the

motor performance in the rota-rod task (Table 2).

4. Discussion

Pain is one of the most prevalent conditions that limits productivity and diminishes quality
of life. Although there is an arsenal of effective and widely used analgesics, there is some
concern regarding their safety and side-effects, which make their clinical use
problematic (Jage, 2005; Whittle, 2003). Herbal drugs have been used since ancient times as
medicines for the treatment of a range of diseases. Medicinal plants have played a key role
in world health. In spite of the great advances observed in modern medicine in recent
decades, plants still make an important contribution to health care. Medicinal plants
are distributed worldwide, but they are most abundant in tropical countries. Over the
past decade, interest 1in drugs derived from higher plants, specially the
phytotherapeutic ones, has increased expressively.

A considerable number of studies have suggested that extracts or active principles
obtained from Geissospermum vellosii have been used in various countries as popular
medicine for the treatment of a variety of illnesses, such as malaria, liver pain, fever,
stomach disorders, constipation and as sexual stimulant (Mufioz et al., 2000; Dos Santos,
2007). However, in spite of the fact that the extract from G. vellosii has been suggested to
produce analgesic effect, the putative antinociceptive activities of the extract or active
principles obtained from the G. vellosii as well as its mechanisms of action have not yet
been demonstrated.

In the present study, we aimed to evaluate the antinociceptive effects of
Geissospermum vellosii crude extract, fractions and compound against chemical models of

nociception in mice. Moreover, we investigated some mechanisms related to its
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antinociceptive action and some possible side-effects induced by crude extract or the
dichloromethane fraction.

The results reported here indicate that oral administration of crude extract or
the dichloromethane fraction produced marked and dose-related antinociception when
assessed in acetic acid-induced visceral pain. To our knowledge this is the first report of this
kind in the literature. Furthermore, the chemical studies carried out on this
dichloromethane fraction allowed us to isolate the alkaloid 12-metoxy-1-methyl-
aspidospermidine in G. vellosii, which seems to be responsible, for the antinociceptive
properties reported for the dichloromethane fraction of G. vellosii. Moreover, at the IDs
level, this alkaloid had a 358-fold greater potency than the dichloromethane fraction
when analysed in the acetic acid test. In addition, the acetic acid-induced writhing
reaction in mice, described as a typical model of inflammatory pain, has long been used
as a screening tool for the assessment of analgesic or anti-inflammatory properties of new
agents (Vinegar et al., 1979; Tjelsen and Hole, 1997). At the cellular level, protons
depolarize sensory neurons by directly activating a non-selective cationic channel
localized on cutaneous, visceral and other types of nocisponsive peripheral afferent C
fibres (Reeh and Kress, 2001; Julius and Basbaum, 2001).

Also of interest are the results showing that the dichloromethane fraction, but
not the crude extract, obtained of G. vellosii is largely effective in preventing both
the neurogenic (early phase) and inflammatory (late phase) pain responses caused by
formalin injection in mice. The neurogenic pain is caused by direct activation of
nociceptive nerve terminals, while the inflammatory pain is mediated by a combination
of peripheral input and spinal cord sensitization (Tjelsen et al., 1992). Furthermore, it
has been shown that injection of formalin in rodents produces a significant increase in

spinal levels of different mediators, such as excitatory amino acids, PGE2, nitric oxide,
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tachykinin, kinins, among other peptides (Tjelsen et al., 1992; Malmberg and Yaksh, 1995,
Santos and Calixto, 1997; Santos et al., 1998). Likewise, these data suggest that the
dichloromethane fraction, differently from the crude extract, contains active principles that
are effective in reducing both the neurogenic and inflammatory pain induced by formalin.
As mentioned in the introduction, the serotonergic system plays a very
important role in the control of pain. In addition, several clinical and preclinical studies
have found that antidepressant drugs are able to produce marked analgesia in humans
and animals (Millan, 2002; Rojas-Corrales et al., 2003). Furthermore, it has been
reported that antidepressant drugs, like imipramine and amitriptyline, revealed analgesic
activity in acetic acid-induced pain at doses that did not induce any detectable motor
impairment, and when given by oral route produced potent analgesic effect of similar
magnitude to that after intraperitoneal administration (Korzeniewska-Rybicka and Plaznik,
1998). Recently, it has been shown that some alkaloids isolated from G. vellosii reduced
the serotonin uptake by rat synaptossomes in vitro (Lima-Landman et al., 2006). Together,
these findings strongly suggest that the serotonergic system could indeed be involved in the
antinociceptive effects of the dichloromethane fraction from G. vellosii in mice. In fact, the
results of the present study show that dichloromethane fraction produces antinociception
that appears to be mediated by the serotonergic system, especially through the stimulation
of 5-HT, receptors. This assertion is supported by the demonstration that 1) depletion of
endogenous serotonin with the tryptophan hydroxylase inhibitor PCPA, at a dose known
to decrease the cortical content of serotonin and to significantly reverse the morphine
antinociception, largely antagonized the antinociceptive action of the dichloromethane
fraction (Santos et al., 1999; Mendes et al., 2000; Dailly et al., 2006); 2) selective
antagonists of 5-HT;s receptors, namely WAY100635, consistently reversed the

antinociception caused by systemic administration of the dichloromethane fraction
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when analysed against the acetic acid-induced pain; in marked contrast, selective
antagonists of 5-HT,n and 5-HT; receptors, namely ketanserin and ondansetron,
respectively, appear not to account to any large extent for the antinociceptive action of the
dichloromethane fraction when analyzed in the visceral model of nociception induced by
acetic acid. Furthermore, several studies have demonstrated the involvement of 5-HTj
receptors in the mechanism of action of many classes of antidepressant drugs,
including tricyclics, SSRIs (selective serotonin reuptake inhibitors) and MAOi
(monoamine oxidase inhibitors) (Hensler, 2002). Thus, our data clearly indicate that in
the model of visceral pain, the antinociceptive action of G. vellosii dichloromethane
fraction was reduced by a selective 5-HT;a receptor antagonist, which suggests that 5-
HT;a receptor stimulation by G. vellosii dichloromethane fraction produces analgesic-like
effect. The stimulation of 5-HT; receptor responsible for the antinociception induced by G.
vellosii dichloromethane fraction could occur in somatic, post-sinaptic or pre-sinaptic
receptors. Although in our study we did not measure the concentration of 5-HT to verify its
successful depletion, PCPA (an inhibitor of tryptophan hydroxylase) treatment used in the
present study produces partial but highly significant reductions on brain 5-HT levels, while
noradrenaline and dopamine levels are not affected (Redrobe et al., 1998a, 1998b).
Considering that PCPA, which acts pre-synaptically (Luscombe et al., 1993),
prevented the antinociceptive-like effect of G. vellosii dichloromethane fraction in animal
models of nociception, it is concluded that the antinociceptive effect of G. vellosii
dichloromethane fraction requires an intact pre-synaptic 5-HT system. However, we cannot
rule out the involvement of post-synaptic 5-HT; receptors in its analgesic-like effect.
Recently, it was reported that the alkaloid geissospermine isolated from G. vellosii
acts as relaxing skeletal muscle drug by acting in nicotinic receptors (Tanae et al., 2006).

Moreover, geissosquizine isolated from G. vellosii significantly reduces the locomotor
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activity in the open-field test, apparently mediated by central dopaminergic system
(Shimada et al., 1999). To determine whether the decrease of nociceptive behaviors could
be due to a neuromuscular blockade caused by treatment with G. vellosii and to
avoid misinterpretation of our antinociceptive results, the open-field and rota-rod tests
were carried out. As indicated, animals showed changes in the open field test only with
higher tested dose of G. vellosi crude extract and dichloromethane fraction, and the same
was not observed in the rota-rod test. These results suggest that the decrease on number of
crossings may be occurring for some other reason rather than the neuromuscular
blockade, since neuromuscular blocker reduces motor performance not only in the open-
field test, but also in the roda-rod test (Moreira et al., 2000; de Souza et al., 2001).
Moreover, since the maximal antinociceptive effect of G. vellosii crude extract and
dichloromethane fraction was obtained in the dose of 30 mg/kg, it may be suggested that
the antinociceptive action of G. vellosii is unrelated to motor dysfunctions.

In summary, the results of the present study demonstrate for the first time that
the extract and fractions obtained from G. vellosii, especially the crude extract and the
dichloromethane fraction, exerts a pronounced antinociception against chemical models
(acetic acid and formalin) of nociception in mice at a dose that does not interfere with
motor performance. In addition, the antinociceptive effect of the dichloromethane fraction
involves an interaction with the serotonergic (through 5-HT) A, but not 5-HT,, and 5-HTs3,
receptors) system. Furthermore, the alkaloid isolated and identified as 12-metoxy-1-methyl-
aspidospermidine contributes to the explanation of the antinociceptive properties reported
for the G. vellossi. Finally, the antinociceptive action demonstrated in the present study

supports, at least in part, the ethnomedical uses of this plant.
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Figure 1: Molecular structure of alkaloid 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine.
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Figure 2: Effects of crude extract (A), dichloromethane fraction (B) or alkaloid 12-metoxy-
I-methyl-aspidospermidine (C) obtained from G. vellosii administered orally against acetic
acid-induced visceral pain in mice. Each column represents the mean = S.E.M. of 10-11
animals. Control value (C) indicates the animals treated with vehicle and the asterisks
denote the significance levels, when compared with control groups (one-way ANOVA

followed by Student Newman-Keuls’ test) *P<0.05; **P<0.01.
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Figure 3: Effect of crude extract (1-100 mg/kg) obtained from G. vellosii administered

orally against formalin-induced licking (neurogenic phase, panel A, and inflammatory
phase, panel B) in mice. Each column represents the mean + S.E.M. of 10-11 animals.
Control values (C) indicate the animals injected with vehicle and the asterisks denote the
significance levels, when compared with control groups (one-way ANOVA followed by

Student Newman-Keuls test) **P<0.01.
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Figure 4: Effect of dichloromethane fraction (1-100 mg/kg) obtained from G. vellosii

administered orally against formalin-induced licking (neurogenic phase, panel A, and
inflammatory phase, panel B) in mice. Each column represents the mean = S.E.M. of 10-12
animals. Control values (C) indicate the animals injected with vehicle and the asterisks
denote the significance levels, when compared with control groups (one-way ANOVA

followed by Student Newman-Keuls test) *P<0.05 ; **P<0.01; ***P<0.001;
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Figure 5: Effect of pre-treatment of animals with PCPA (100 mg/kg, 4 consecutive days,
panel A) or WAY100635 (3 mgkg, panel B) on the antinociceptive profile of
dichloromethane fraction (30 mg/kg, p.o.) obtained from G. vellosii administered orally
against acetic acid-induced visceral pain in mice. Each column represents the mean +
S.E.-M. of 10-12 animals. The symbols report the significance level ***P <0.01 compared
with control group (animals injected with the vehicle alone) and #P <0.001 compared with

G. vellosii treatment (one-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls test).
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Table 1: Antinociceptive effects of different fractions obtained from G. vellosii (30 mg/kg)

against acetic acid-induced nociception in mice.

Treatment Abdominal constrictions®  Inhibition (%)
Vehicle (10 ml/kg) 41.9+5.0 _
Crude extract fraction 17.6 £ 5.0%* 62+ 11
n-Butanol fraction 14.4 &+ 3.0%** 66 £8
Ethyl acetate fraction 13.9 £ 4.0%** 67+ 10
Dichloromethane fraction 10.8 & 3.0%** 74 £8
Aqueous fraction 23.0 £5.0%* 45 +£12

Mice were treated with extract or fractions 60 min (p.o.) before acetic acid
administration. Data represents the mean = S.E.M. of 10-12 animals. The
symbols report the significance level **P <0.01 and ***P <0.01 compared
with control group (animals injected with the vehicle alone) (one-way

ANOVA followed by Student Newman-Keuls test).
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Table 2: Effect of crude extract or dichloromethane fraction obtained from G. vellosii on
number of crossings in open-field test and on the fall latency or number of falls in rota-rod

test in mice.

Treatment Open-field test Rota-rod test
Crossing Fall latency = Number of falls

Vehicle (10 ml’kg) 56+5 141 + 46 0.5+0.2
Crude Extract (10 mg/kg) 54+8 89 + 37 0.8+0.1
Crude Extract (30 mg/kg) 80+2 141 +45 0.5+0.2
Crude Extract (100 mg/kg) 38 £3* 163 + 49 0.3+0.2
Dichloromethane (10 mg/kg) 57+9 203 +£37 02+0.2
Dichloromethane (30 mg/kg) 50+3 125+ 51 0.5+0.2
Dichloromethane (100 mg/kg) 35 £ 4% 135+ 47 1.2+0.6

Mice were treated with extract or fractions 60 min (p.o.) before open-field or rota-rod
tests. Data represents the mean = S.E.M. of 6 animals. The symbols report the
significance level *P <0.05 compared with control group (animals injected with the

vehicle alone) (one-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls test).
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Discussao

A dor ¢ uma das mais predominantes condigdes que diminuem a qualidade de
vida e limitam a produtividade das pessoas. Embora tenhamos um arsenal de medidas
eficazes e analgésicos amplamente utilizados, existem ainda algumas preocupagdes
relativas a sua seguranga e efeitos colaterais, que podem tornar o uso clinico um tanto
problematico (JAGE, 2005; WHITTLE, 2003). Plantas tém sido utilizadas desde os
tempos antigos como medicamentos para o tratamento de uma série de doencas. Plantas
medicinais tém desempenhado um papel fundamental nas pesquisas em saude. Apesar
dos grandes avangos observados na medicina moderna nas Ultimas décadas, as plantas
continuam a dar uma importante contribui¢do para os cuidados de saude. Plantas com
atividades medicinais encontram-se distribuidas em todo o mundo, sendo mais
abundantes em paises tropicais. Ao longo da ultima década, o interesse em farmacos
derivados de plantas superiores, especialmente os fitoterapicos, aumentou
expressivamente. Estima-se que cerca de 25% de todos os medicamentos modernos sdo,
direta ou indiretamente, derivados de plantas superiores (CRAGG et al., 1997; DE
SMET, 1997, FARNSWORTH & MORRIS, 1976; SHU, 1998). No presente estudo,
tivemos por objetivo avaliar os efeitos antinociceptivos de Geissospermum vellosii -
extrato bruto, fracdes e compostos — em modelos de nocicepcdo em camundongos.
Além de investigar o papel do mecanismo serotoninérgico nesta acdo antinociceptiva,
bem como alguns possiveis efeitos adversos induzidos pela administragdo oral do
extrato bruto ou frag¢ao diclorometano da G. vellosii.

O teste de contorgdes abdominais consiste na observagado da resposta produzida
por uma inje¢do intraperitoneal de acido acético em camundongos. Esta resposta ¢
caracterizada por “fortes contor¢des da musculatura abdominal acompanhado por
estiramento do corpo com extensdo das patas traseiras" (VANDERWENDE &
MARGOLIN, 1956). O nimero de contor¢des ¢ reduzido com doses relativamente
baixas de narcoticos analgésicos ou antipiréticos. Suas poténcias foram congruentes
com os seus efeitos analgésicos em seres humanos (KEITH et al., 1989). Também tem
sido relatado que drogas antidepressivas, como a imipramina ¢ a amitriptilina,
produzem atividade analgésica no teste de contor¢des induzidas por acido acético, em
doses que ndo causam nenhum comprometimento motor, € quando administrado por via
oral produz efeito em poténcia semelhante aquela alcancada por administragdo
intraperitoneal (KORZENIEWSKA-RYBICKA & PLAZNIK, 1998). Depois de avaliar
a acdo antinociceptiva do extrato bruto de G. vellosii, foram avaliadas as diferentes

fragdes obtidas de G. vellosii no modelo de contor¢des induzidas por acido acético.
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Posterior a isso, foi escolhida a fragdo diclorometano que apresentou o melhor
rendimento durante o fracionamento, para realizar a curva dose-resposta desta fracao.
Tendo obtido resultados de antinocicepg¢ao superiores aqueles encontrados com o
extrato bruto, decidimos isolar os compostos ativos presentes nesta fragdo, o que
resultou no composto aspidospermina. Esse também apresentou potente efeito
antinociceptivo no teste de contor¢des induzidas por 4cido acético. Como este teste ¢
suscetivel a resultados falso-positivos, confirmamos nossos resultados de agdo
antinociceptiva de G. vellosii no modelo de nocicep¢ao induzida por formalina.

A inje¢ao de formalina provoca uma resposta nociceptiva aguda caracterizada
pela lambida da pata por aproximadamente 5 minutos, denominada fase neurogénica ou
primeira fase, ¢ apo6s um periodo quiescente de 10 minutos, a mesma resposta
nociceptiva pode ser observada por um periodo adicional de aproximadamente 15
minutos, fase entdo denominada de inflamatoria ou segunda fase. A segunda fase esta
associada com extravasamento de plasma e liberagdo de mediadores inflamatorios. Os
medicamentos podem ser avaliados pela sua capacidade de suprimir a resposta
nociceptiva na primeira ¢ na segunda fase do teste. Geralmente os fairmacos opidides
sdo eficazes na primeira fase do teste, enquanto que a resposta nociceptiva durante a
segunda fase da formalina ¢ diminuida ndo apenas por opiodides, mas também por
esterdides e analgésicos nao esterdides (DAMAS & LIEGEOIS, 1999; DUBUISSON &
DENNIS, 1977, HUNSKAAR & HOLE, 1987; TAYLOR et al., 2000). A acdo de
farmacos analgésicos ¢ diferente nas fases neurogénica e inflamatoria. Os opidides que
agem centralmente na sua maior parte, inibem ambas as fases de modo similar
(HUNSKAAR & HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989). No entanto, analgésicos nao
opidides, incluindo dipirona, que t€m sitios de agdo centrais e periféricos, produzem
efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste da formalina, mas particularmente na
segunda fase, onde a dor ¢ inibida por doses menores do que as necessarias para inibir a
nocicepcdo na primeira fase (SHIBATA et al., 1989). Similar aos analgésicos ndo
opioides, verificamos que G. vellosii, especialmente a fracao diclorometano, diminuiu a
nocicepcdo em ambas as fases do teste da formalina, com melhor poténcia na fase
inflamatoria.

Estudos prévios demonstraram que alguns alcaldides isolados de G. vellosii
reduzem a captagdo de serotonina em sinaptossomas de rato in vitro (LIMA-
LANDMAN et al., 2006). Devido a isso, procuramos investigar o papel do sistema

serotoninérgico no efeito antinociceptivo de G. vellosii. Nossos resultados
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demonstraram que o sistema serotoninérgico - especialmente pela estimula¢do dos
receptores 5-HT;4, mas ndo 5-HT, ou 5-HT; - ¢ responsavel pela acdo antinociceptiva
da fracdo diclorometano de G. vellosii. Esta afirmacdo € sustentada pela demonstragao
de que: 1) a deplecdo de serotonina enddgena causada por PCPA, inibidor da triptofano
hidroxilase, numa dose que se sabe causar diminui¢do do contetido de serotonina no
SNC, reverteu amplamente o efeito antinociceptivo da fracdo diclorometano da G.
vellosii. 2) antagonistas seletivos de receptores 5-HT, e 5-HT;, cetanserina e
ondansetrona, respectivamente, parecem ndo estar envolvidos na resposta
antinociceptiva da fracdo diclorometano quando analisados no modelo de nocicepgao
induzida por acido acético. 3) Em contraste, o antagonista seletivo do receptor 5-HT 4,
WAY-100635, reverteu a antinocicep¢ao causado pela administracdo sistémica da
fragdo diclorometano.

E conhecido que as vias serotoninérgicas (5-HT) no SNC originam-se a partir de
uma série de nucleos situados na linha média do tronco cerebral, o nucleo da rafe, os
quais representam a mais rica fonte de 5-HT neuronal sintetizados no cérebro de
mamiferos (FIELDS et al., 1991; MILLAN, 2002). O nucleo dorsal da rafe (DRN) tem
sido implicado na modulagdo da dor e o nicleo magno da rafe (MRN), que ¢
provavelmente o mais importante nicleo serotoninérgico, exerce um papel importante
na modulagdo da transmissao da dor (FIELDS & BASBAUM, 1984; MILLAN, 2002).
As fibras serotoninérgicas descendentes originam-se no nucleo da rafe e findam no
corno dorsal da medula espinhal. Tais fibras inibem as respostas de neuronios de largo
didmetro para os sinais nociceptivos que sdo transportados por fibras aferentes primarias
Ad e C (GJERSTAD et al., 1996). Os receptores 5-HT, estdo localizados tanto em auto-
receptores somaticos sobre esses neurdnios do tronco cerebral, bem como de pos-
sindpticamente em neurdnios do corno dorsal (Barnes e Sharp, 1999; Daval et al.,
1987). A estimulacdo dos receptores 5-HT;4 por agonistas seletivos foi reportada tanto
para aumentar como para inibir as reagdes dolorosas, dependendo do modelo animal de
nocicepcdo (MILLAN, 1995). Normalmente, agonistas seletivos do receptor 5-HT;a
produzem antinocicep¢do em modelos quimicos do nocicepgao (AOKI et al., 2006).
Além disso, varios estudos tém demonstrado o envolvimento dos receptores 5-HT;4 no
mecanismo de acdo antidepressivo em varias classes de antidepressivos, incluindo
triciclicos, inibidores da recaptacdo de serotonina (SSRIs) e inibidores da MAO
(IMAO) (HENSLER, 2002). Nossos dados indicam claramente que, no modelo de

nocicepg¢ao induzida por acido acético, a agao antinociceptiva da fra¢ao diclorometano
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de G. vellosii foi revertida por antagonista seletivo do receptor 5-HT;A, 0 que sugere
que ¢ a estimulacdo do receptor 5-HT;4 por meio da administracio da fragdo
diclorometano de G. vellosii ¢ responsavel pelo efeito analgésico. A estimulagdo dos
receptores 5-HT o responsaveis pela antinocicepg¢do induzida pela fragdo diclorometano
de G. vellosii poderia ocorrer em receptores somaticos, pos-sinapticos ou pré-sinapticos.
Embora ndo tenhamos verificado a concentracdo de 5-HT, a fim de confirmar a sua
deplecdo, o tratamento com PCPA (inibidor da triptofano hidroxilase) utilizado no
presente estudo, produz reducdes parciais nos niveis de 5-HT, embora altamente
significativas, enquanto que os niveis de dopamina e noradrenalina ndo sdo afetados
(REDROBE et al., 1998a, 1998b). Considerando que PCPA, que age pré-sindpticamente
(LUSCOMBE et al., 1993) e que pode impedir o efeito antinociceptivo da fragdo
diclorometano de G. vellosii em modelos animais de nocicepgdo, concluimos que o
efeito antinociceptivo da fracdo diclorometano de G. Vellosii requer um sistema 5-HT
pré-sinaptico intacto. No entanto, ndo podemos excluir a participagdo de receptores 5-
HT; pbés-sinapticos, no seu efeito analgésico.

Recentemente foi relatado que o alcaloide geissospermina isolado de G. vellosii
atua como relaxante muscular por se ligar a receptores nicotinicos (TANAE et al., 1999,
2004). Além disso, geissosquizina isolada de G. vellosii reduz significativamente a
atividade locomotora no teste de campo aberto, aparentemente mediada pelo sistema
central dopaminérgico (SHIMADA et al., 1999). Para determinar se a redug¢do do
comportamento nociceptivo poderia ser devido a um bloqueio neuromuscular ou
hipolocomogao causado pelo tratamento com G. vellosii, afim de evitar interpretagdes
incorretas dos nossos resultados antinociceptivos, foram realizados os testes de campo
aberto e cilindro giratoério. Como indicado, os animais apresentaram alteracoes
comportamentais no teste de campo aberto apenas nas maiores doses de G. vellosii -
extrato bruto e fragdo diclorometano (100 mg/kg) — mas a mesma alteracdo ndo foi
observada no teste de cilindro giratério. Estes resultados sugerem que a diminui¢do no
nimero de cruzamentos pode ter ocorrido por algum outro motivo que nio o bloqueio
neuromuscular, uma vez que bloqueadores neuromusculares produziria alteragdes no
desempenho motor ndo sé no teste de campo aberto, mas também no teste de cilindro
giratorio (DE SOUZA et al., 2001; MOREIRA et al., 2000). Além disso, sendo que o
efeito antinociceptivo maximo de G. vellosii, tanto do extrato bruto quanto da fragao
diclorometano, foi obtido na dose de 30 mg/kg, podemos sugerir que a agdo

antinociceptiva de G. vellosii ndo esta relacionada com disfun¢des motoras.
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O composto aspidospermina foi isolado a primeira vez a partir da casca da
Aspidosperma quebracho e das folhas de Vallesia glabra (WITKOP B, 1948). Neste
trabalho, n6s mostramos pela primeira vez a partir de seu isolamento da G. vellosii. Sao
descritas algumas atividades biologicas para aspidospermina, incluindo atividade
antiplasmadio e antitripanosoma (GALARRETA et al., 2008; MITAINE-OFFER et al.,
2002). Tem sido mostrado que aspidospermina possui atividade de bloqueador
adrenérgico para uma variedade de tecidos urogenitais e também apresenta um
consideravel efeito citotoxico (DEUTSCH et al., 1994; STURDIKOVA et al., 1986).
Estendemos estes dados mostrando que aspidospermina, bem como os outros compostos
testados, t€ém uma potente acao antinociceptiva (ANEXO I). Visto que seu rendimento ¢
0,23% na fracdo diclorometano, este alcaldoide pode ser responsavel pela agdo
antinociceptiva de G. vellosii. Um dado surpreendente obtido em nosso estudo foi a
grande poténcia do composto aspidospermina quando comparado com analgésicos ja
utilizados na clinica como AAS, paracetamol e morfina.

Portanto, no presente trabalho nos verificamos a atividade antinociceptiva da G.
vellosii, o que valida o seu uso popular como planta analgésica. Além disso, foi
surpreendente a atividade antinociceptiva exercida pelo composto 12-metoxy-1-methyl-
aspidospermidine isolado da fragdo diclorometano de G. vellosii, que manifestou
importante capacidade analgésica, sendo um composto em potencial para

desenvolvimento de um novo fdrmaco analgésico.
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Conclusao

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

1. A G. vellosii — extrato bruto, fragdes ou compostos — foi capaz de produzir acentuada
antinocicep¢ao nos modelos quimicos de nocicep¢ao induzidos por formalina e 4cido
acético.

2. A G. vellosii, tanto o tratamento com a fragao diclorometano como com extrato bruto,
ndo provocou efeitos colaterais locomotores significativos nas doses antinociceptivas
efetivas (30 mg/kg) no teste de campo aberto ou teste do cilindro giratério.

3. Sugerimos que o sistema serotoninérgico, em especial por meio do receptor 5-HT 4,
tem um importante papel na nocicepg¢ao induzida por G. vellosii.

4. De acordo com sua utilizagao popular enquanto analgésica, nosso estudo pdde validar

esta atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepgao.
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ANEXO I: Avaliagdo da atividade antinociceptiva de compostos isolados de G. vellosii. O composto F9

foi identificado como 12-metoxy-1-methyl-aspidospermidine
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