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RESUMO

Ageratum conyzoides ¢ utilizada na medicina popular como analgésica e anti-inflamatoria.
Entre as substincias de interesse identificadas nesta espécie estao as polimetoxiflavonas (PMF).
Diante da necessidade do desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o manejo de
manifestagdes dolorosas e inflamatorias, este trabalho teve por objetivo obter e padronizar uma
fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides (FEPMF-Ac), avaliando sua
efetividade farmacologica em modelos de nocicepgao, assim como estabelecendo os parametros
farmacocinéticos do marcador 5’-metoxinobiletina (5’-MeONB). A otimizagao das condi¢des
de extragdes para a obtencdo das PMF indicou como condigdes ideais o uso de n-hexano em
aparato de Soxhlet. A otimiza¢do dos métodos de fracionamento cromatografico do extrato
bruto possibilitou a obtencao da FEPMF-4c em apenas duas etapas de purificagdo, utilizando a
cromatografia de parti¢cao centrifuga (CPC) como ferramenta inicial de enriquecimento da
fracdo, seguida por filtragio por cromatografia em coluna utilizando resina Sephadex® LH20
para a remogao das substancias interferentes. A caracterizacdo da FEPMF-Ac por UPLC-EM
possibilitou a identificagdo de nove PMF, ageconiflavona C, 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-
hexametoxiflavona, 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-metilenodioxiflavona, sinensetina,
5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona, nobiletina, linderoflavona B, 5-MeONB e eupalestina. A
quantificagdo do teor de PMF totais na FEPMF-Ac foi realizada em fun¢ao de 5’-MeONB. A
validacdo do método analitico desenvolvido em UPLC-EM demonstrou ser linear, exato e
preciso para a quantificagdo deste marcador. Na investiga¢do da atividade antinociceptiva em
camundongos, utilizando o modelo de formalina, a FEPMF-Ac apresentou efeito
antinociceptivo em diferentes doses, com maior inibi¢do da nocicep¢do durante a fase
inflamatoria. Paralelamente, inibiu a nocicepcdo induzida por glutamato, bradicinina,
histamina, assim como por substancias ativadoras dos canais TRPV1 e ASIC e proteinas
quinases C ¢ A. Além disso, constatou-se que a 5’-MeONB contribui para este efeito
desempenhado pela fracdo, visto que a mesma demonstrou atividade antinociceptiva. A
biodisponibilidade oral em ratos foi de 8-11%. A compreensdo dos parametros
farmacocinéticos da 5’-MeONB contribui para o planejamento das proximas etapas incluidas
no desenvolvimento de farmacos. Os resultados obtidos demonstram o potencial bioldgico das

PMF de A. conyzoides para o alivio de quadros dolorosos inflamatorios.

Palavras-chave: Ageratum conyzoides; polimetoxiflavonas; dor; 5’-metoxinobiletina.



ABSTRACT

Ageratum conyzoides is used in folk medicine as an analgesic and anti-inflammatory. Among
the substances of biological interest identified in this species are polymethoxyflavones (PMF).
In order to develop therapeutic alternatives for the management of painful and inflammatory
manifestations, this study aimed to obtain and standardize an enriched fraction of
polymethoxyflavones from A. conyzoides (EFPMF-Ac), evaluating its pharmacological
effectiveness in nociception models, as well as establishing the pharmacokinetic parameters of
the fraction marker 5'-methoxynobiletin (5’-MeONB). Conditions for the extraction of the PMF
were optimized, indicating the ideal conditions as n-hexane in Soxhlet apparatus. Optimization
of chromatographic fractionation methods of the crude extract has enabled to obtain EFPMF-
Ac in two purification steps, using centrifugal partition chromatography (CPC) as the initial
enrichment tool, followed by column chromatography filtration using Sephadex® LH20 resin
for the removal of interfering substances. Characterization of EFPMF-A4¢ by UPLC-MS enabled
the identification of nine PMF, ageconyflavone C, 3'-hydroxy-5,6,7,8,4',5'-
hexamethoxyflavone, 7-hydroxy-5,6,8,5'-tetramethoxy-3',4'-metilenedioxyflavone, sinensetin,
5,6,7,3',4',5'-hexamethoxyflavone, nobiletin, linderoflavone B, 5-MeONB and eupalestina.
Quantification of total PMF content in the EFPMF-Ac was performed using the major substance
5’-MeONB as reference. Validation of the UPLC-MS analytical method developed has proved
to be linear, accurate and precise for the quantification of 5'-MeONB. EFPMF-Ac has showed
antinociceptive effect at different doses, in the investigation of antinociceptive activity in mice
using formalin, with greater inhibition of nociception during the inflammatory phase. In
addition, it has been effective by inhibiting nociception induced by glutamate, bradykinin,
histamine, as well as activating substances of TRPV1 and ASIC channels and protein kinases
C and A. Similarly, it was found that 5'-MeONB contributes to the effect of EFPMF-Ac, since
it has demonstrated antinociceptive activity. Characterization of the pharmacokinetic
parameters of 5'-MeONB revealed an oral bioavailability in rats of around 8-11%. The
understanding of the pharmacokinetic parameters of the marker contributes to planning the next
steps included in the development of drugs. Results obtained demonstrate the biological

potential of PMF from A. conyzoides to relief painful inflammatory conditions.

Keywords: Ageratum conyzoides; polymethoxyflavones; pain; 5’-methoxynobiletin.
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1 INTRODUCAO

A grande maioria das doengas que atingem os seres humanos manifestam-se
fisiopatologicamente como neoplasia, degeneracdo ou inflamagao, e ainda que estas possam se
apresentar em diferentes graus na mesma enfermidade, a inflamagdo destaca-se como a
principal resposta fisiopatologica inserida no cotidiano da populacdo mundial (SOEHNLEIN
etal.,2017).

A inflamacdo pode ser definida essencialmente como uma resposta bioldgica a
interrup¢do da homeostasia tecidual provocada por inumeros estimulos, como por exemplo,
agentes infecciosos, isquemia, interacdo antigeno-anticorpo, lesdes térmicas, quimicas ou
mecanicas. Na condi¢do inflamatéria, o sistema imunoldgico empenha-se em eliminar ou
neutralizar estes estimulos prejudiciais por meio da agdo de proteinas plasmaticas, fluidos e
leucdcitos, restaurando o equilibrio fisioldégico (ROTELLI et al., 2003; ASHLEY; WEIL;
NELSON, 2012; SHALAPOUR; KARIN, 2015).

Uma das principais caracteristicas dos processos inflamatorios e a queixa mais evidente
dos pacientes ¢ o aparecimento de dor. Mediadores pro-inflamatérios, como prostaglandinas,
citocinas, quimiocinas, proteases, neuropeptideos e fatores de crescimento sdo liberados nos
locais da inflamacao, sensibilizando os neurdnios periféricos e promovendo a percepcao da dor.
Trés 6rgados sao particularmente suscetiveis ao desenvolvimento de dor inflamatoria: a pele, as
articulagoes e o intestino (MULEY; KRUSTEV; MCDOUGALL, 2016).

Usualmente, as terapias anti-inflamatorias sdo focadas em reduzir ou neutralizar o efeito
dos mediadores pro-inflamatdrios, ou inibir o recrutamento de leucocitos e sua posterior
ativacdo, incluindo principalmente a utilizacao de farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais
e glicocorticoides sintéticos. Entretanto, essas terapias medicamentosas disponiveis ndo tém
demonstrado muito sucesso no manejo de desordens inflamatérias cronicas, paralelamente ao
aparecimento de efeitos adversos. Portanto, torna-se um desafio desenvolver agentes mais
eficazes e menos toxicos para o tratamento das manifestagdes inflamatérias (GARCIA-
LAFUENTE et al., 2009; ALESSANDRI et al., 2013).

A contribuicdo das plantas medicinais para o manejo de afec¢des inflamatdrias ¢
amplamente observada desde os primordios da ciéncia. H4 mais de 250 anos descobriu-se que
as cascas de salgueiro (Salix sp.) poderiam ser utilizadas para o controle da dor, febre e
inflamacao, estimulando as pesquisas que culminaram no isolamento do &cido salicilico em

1828 a partir das cascas de Salix alba e, posteriormente, da espécie Filipendula ulmaria. A
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partir desta descoberta, e em associacdo aos conhecimentos da quimica medicinal, Felix
Hoffman e Arthur Eichengriin realizam a acetilacao do &cido salicilico no intuito de melhorar
suas propriedades medicinais, produzindo o 4cido acetilsalicilico (AAS) em 1897,
posteriormente patenteado em 1899 pela Bayer® como aspirina, um dos farmacos analgésico e
anti-inflamatoério mais vendidos no mundo (JACK, 1997; HOWES, 2017).

Estimulados por esta descoberta, numeros estudos foram conduzidos com produtos
naturais evidenciando o potencial anti-inflamatorio dos seus fitoconstituintes. Pode-se citar o
isolamento da diosgenina (1), uma sapogenina esteroidal origindria da hidrélise da saponina
dioscina (2), que pode ser obtida de diversas espécies vegetais dos gé€neros Dioscorea,
Trigonella, Costus e Smilax. A diosgenina possui grande importancia para a industria
farmacéutica como fonte natural de hormonios esteroidais, visto que esta substancia ¢ o
principal precursor na fabricac¢do de cortisona e outros glicocorticoides sintéticos (JESUS et al.,
2016; HERRAIZ, 2017). Apesar dos avangos dos estudos nessa area, ainda existe a necessidade
da busca de novas moléculas anti-inflamatodrias e, portanto, produtos de origem natural se

mostram alternativas muito promissoras a serem investigadas.

Figura 1 - Estrutura quimica das substancias diosgenina e dioscina
CH,

T O

Entre as espécies de interesse medicinal e cientifico destaca-se a Ageratum conyzoides
L. (Asteraceae). No Brasil, a infusdo aquosa desta planta costuma ser utilizada internamente
como anti-inflamatoria e analgésica, no alivio dos sintomas de artrite e de colicas menstruais e
intestinais (LORENZI, 1991). Por conta da sua tradicionalidade, diversos estudos investigaram
os efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo de preparagdes obtidas a partir das folhas de A.
conyzoides, demonstrando um sugestivo potencial terapéutico da espécie (MAGALHAES et

al., 1997; SILVA; CAPAZ; VALE, 2000; MOURA et al., 2005; HASSAN et al., 2012;
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RAHMAN et al.,2012; AWAD et al.,2013; HOSSAIN et al., 2013; SALIM; KUMOLOSASI;
JANTAN, 2014).

A respeito da composi¢ado fitoquimica de 4. conyzoides, as polimetoxiflavonas (PMF)
sdo abundantemente encontradas. Previamente em nosso grupo de pesquisa, foram avaliados os
efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério da fragdo de PMF obtida de A. conyzoides em
modelos de nocicep¢ao aguda induzido por formalina, prostaglandinas E> (PGE2) e as citocinas
pro-inflamatorias interleucina-1p (IL-1P) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os resultados
demonstram que esta fracdo possui atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria em diferentes
doses (30-300 mg/kg), com uma inibicdo mais pronunciada da nocicep¢do durante a segunda
fase do modelo de formalina, significante inibi¢do da formag¢do do edema e redugdo da
nocicepg¢ao induzida pela administragdo intraplantar de prostaglandinas Ez e IL-1p3 (FAQUETI
etal.,2016).

Apesar dos beneficios encontrados para as PMF presentes em A. conyzoides, a utilizagao
de extratos brutos desta espécie é fortemente desaconselhada, uma vez que foram identificadas
na espécie substancias altamente toxicas, pertencentes ao grupo dos alcaloides pirrolizidinicos
(AP), sendo a licopsamina (51) e seus derivados oxidados, substancias reconhecidas por sua
hepatotoxicidade, genotoxicidade, teratogenicidade e carcinogenicidade (WIEDENFELD,
2011). A cumarina 1,2-benzopirona (45) ¢ também conhecida por ser hepatotoxica
(ABRAHAM et al., 2010). No caso da cumarina, por exemplo, o regulamento estabelecido pela
Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) define os limites maximos de 5
a 50 mg/kg permitidos em determinados alimentos que possuem naturalmente essa substancia
na sua composicao, além de proibir a sua adi¢do em produtos alimenticios (EFSA, 2008).

Desta forma, a fim de se evitar a toxicidade apresentada por estas substancias, ¢ de suma
importancia o desenvolvimento e a padronizagdo de um processo de purificacdo do extrato que
permita a obtencdo de uma fracdo de PMF mantendo as promissoras propriedades
antinociceptiva e anti-inflamatéria demonstradas e sem a presenca dos AP e da cumarina.

Os resultados obtidos até o momento, considerando o potencial terapéutico € o amplo
emprego desta espécie na medicina popular, sugerem a necessidade de realizar estudos
adicionais, investigando a aplicagdo desta fragdo purificada e enriquecida para o tratamento de

manifestagdes inflamatorias dolorosas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFLAMACAO E DOR

Em condi¢des normais, a inflamag¢do ¢ um processo essencial para proteger o organismo
de patogenos invasores, bem como para promover a reparacdo de tecidos lesionados. O
processo inflamatério ¢ iniciado quando macréfagos residentes nos tecidos detectam quaisquer
perturbagdes imunoldgicas, ocasionada por diferentes estimulos, por meio dos receptores de
reconhecimento de padrdes e induzem a produgdo de citocinas inflamatorias e prostaglandinas
(MEDZHITOV, 2010; NETEA et al., 2017). O mediador primério da resposta inflamatéria
pode variar de acordo com a natureza do evento inicial, entretanto, a citocina TNF-a aparece
na fase aguda inicial da inflamacao liberada por mastdcitos e macréfagos residentes no tecido,
desencadeando a liberagdo das interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8 (BOTTING; BOTTING, 2000).

As citocinas ativam as células endoteliais, aumentando assim a permeabilidade vascular
e facilitando a entrada de células imunes nos tecidos inflamados, gerando consequentemente o
extravasamento vascular, vasodilatacdo e hipotensdo. Além desses, as citocinas TNF-a e IL-13
podem ter efeitos sistémicos quando secretadas em grandes quantidades, como indugdo da
producdo de proteinas de fase aguda (proteina C reativa) e fatores de coagulacdo nos
hepatocitos, além de estimular a liberagdo de prostaglandinas que agem no sistema nervoso
central promovendo o chamado comportamento de doenca: febre, anorexia, fadiga, sonoléncia
e retraimento social (MEDZHITOV, 2010; NETEA et al., 2017).

A dor aguda, também conhecida como dor nociceptiva, ¢ uma das caracteristicas
fundamentais da inflamagao (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016). A ativagao de células ndo
neuronais na area lesionada (incluindo mastocitos, basoéfilos, plaquetas, macréfagos,
neutrofilos, células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos), juntamente com uma ampla gama
de moléculas de sinalizacdo liberadas, incluindo neurotransmissores (glutamato), peptideos
(substancia P, CGRP, bradicinina), eicosindides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos),
citocinas (IL-1P, TNF-a), neurotrofinas, quimiocinas (CCL2/MCP-1 e CXCLS8/IL-8) bem
como proteases extracelulares (trombina) e prétons, dao origem a chamada “sopa inflamatéria”.
Esse conjunto de fatores liberados sdo responsaveis pela estimulacdo das vias de deteccao e
conducdo da informagdo dolorosa da periférica até o sistema nervoso central (SNC)

(BASBAUM et al., 2009; JI; XU; GAO, 2014).



29

A dor é um dos sintomas mais comuns pelo qual os pacientes procuram atendimento
médico (MELNIKOVA, 2010). De acordo com a Associac¢ao Internacional para Estudo da Dor
(IASP, do inglés International Association for the Study of Pain), a dor pode ser definida como
uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela
associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial. Esta definicdo busca fornecer uma
caracterizagao universal da experiéncia humana de dor, demonstrando que a percepgdo da dor
¢ um processo complexo e subjetivo, que envolve tanto um componente sensorial quanto
emocional com quatro dimensdes principais: sensorial-discriminatéria; afetivo e emocional;
cognitivo; e comportamental (LOESER; MELZACK, 1999).

O termo nocicepgdo, derivado do latim noci (dano ou injuria), corresponde ao
componente sensorial utilizado para descrever a resposta neural a estimulos traumaticos ou
nocivos. A nocicep¢do envolve quatro processos fisioldgicos: transdugdo, transmissao,
modulacdo e percepcao. A transdugdo se refere ao processo pelo qual estimulos nocivos sao
transformados em sinais elétricos nas terminagdes nervosas sensoriais dos neurdnios aferentes
primarios ou neurdnios de primeira ordem, denominados nociceptores, disseminados por toda
apele, musculos, articulagdes e paredes dos o6rgaos (CALVINO; GRILO, 2006; ZAKY; ZAKY;
ABD-ELSAYED, 2019).

Normalmente, a nocicepcao e a percep¢ao da dor sdo desencadeadas em situacdes de
forgas mecanicas e temperaturas extremas o suficiente para potencialmente ferir tecidos, assim
como por substincias toxicas e mediadores inflamatdrios, detectados pelos nociceptores
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). A despolarizagdo de membranas induzidas nos nociceptores
por estimulagdo direta de agentes térmicos, quimicos e mecanicos, além de moléculas liberadas
no local da inflamagdo, provocam potenciais de agdo que se propagam ao longo do axdnio
periférico e central até o sistema nervoso central (PETH@; REEH, 2012). Interessantemente,
0s nociceptores sdo ativados apenas quando as intensidades dos estimulos atingem a faixa
nociva, sugerindo que eles possuem propriedades biofisicas ¢ moleculares que os permitem
detectar seletivamente e responder a estimulos potencialmente prejudiciais (BASBAUM et al.,
2009).

A agdo de mediadores inflamatorios nos nociceptores ¢ dependente de seus receptores
especificos, que se enquadram em trés categorias gerais: 1) receptores acoplados a proteina G
(GPCR), como por exemplo os receptores da bradicinina B: e B2; receptores ativados por
protease PAR1-4 e receptor de histamina Hi; 2) receptores tirosina-quinase, exemplificado

pelos receptores de fatores de crescimento TrkA e TrkB e 3) receptores ionotropicos/canais de
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ions, por exemplo os receptores purinérgicos P2X; canais 10nicos sensiveis a acido (ASICs) e
canais receptores de potencial transitoério (TRPs). Nos dois primeiros casos, a ativacao dos
receptores por seus respectivos ligantes desencadeia uma cascata de sinalizagdo celular
especifica visando canais de ions, enquanto que no terceiro caso, os receptores sao 0s proprios
canais i0nicos (LINLEY et al., 2010).

Os sinais que codificam o estimulo nociceptivo trafegam ao longo das fibras aferentes
primdrias dos neur6nios sensoriais até¢ atingirem a medula espinhal. Existem duas classes
principais de fibras sensoriais que transmitem estimulos nociceptivos: fibras C (ndo-
mielinizadas) e fibras Ad (pouco mielinizadas), sendo ambas distintas das fibras Aa e AP, que
sao mielinizados e respondem a estimulos mecanicos nao nociceptivos (COUTAUX et al.,
2005; CALVINO; GRILO, 2006). As fibras Ad sdo de diametro intermedidrio (1-5 um), com
velocidade de conducdo intermediaria (4-30 m/s), responsaveis pela deteccao da dor rapida e
aguda. Ja as fibras C sdo fibras de pequeno calibre (0,3-1,5 um), ndo mielinizadas e de
velocidade de condugdo lenta (0,4-2 m/s), responsaveis pela detec¢ao de dor lenta e difusa
(COUTAUX et al., 2005; BASBAUM et al., 2009). As unidades que respondem a estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos (polimodais) sdo o tipo de fibra C mais comumente observado
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

As fibras aferentes primarias alcancam a medula espinal através das raizes dorsais dos
nervos espinais, projetando seus axonios dentro do corno dorsal da medula espinal, onde
formam sinapses com neurdnios de segunda ordem. O corno dorsal ¢ organizado em laminas,
conforme caracteristicas anatdmicas e eletrofisioldgicas distintas, que constituem as chamadas
laminas de Rexed. A maioria das fibras nociceptivas C projetam-se para neuronios de segunda
ordem nas laminas I, II e, em menor grau, na [dmina V. Em contraste, a sinapse nociceptiva das
fibras Ad ocorre nas laminas I, V e, em menor grau, na lamina X (CALVINO; GRILO, 2006;
ZAKY; ZAKY; ABD-ELSAYED, 2019).

As primeiras cinco laminas que compdem o corno dorsal constituem a principal via de
comunicagdo entre o corno dorsal e o cérebro e representam o principal local de modulacao da
dor através de vias neuronais ascendentes e descendentes (ZAKY; ZAKY; ABD-ELSAYED,
2019). Os neuronios de projecdo do corno dorsal, projetam-se rostralmente e transmitem a
resposta nociceptiva para a formagao reticular do tronco cerebral e o tdlamo. Entre as vias
ascendentes que surgem do corno dorsal estdo os tratos espinotalamico e espino-reticulo-
talamico, relevantes aos aspectos sensoriais discriminativos da experiéncia dolorosa

(localizagcdo e intensidade do estimulo) e em situagdes de dores mal localizadas,
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respectivamente, bem como a via espinoparabraquial-amigdala, que fornece acesso mais direto
aos circuitos emocionais limbicos no cérebro via amigdala (BASBAUM; JESSELL, 2000).

Uma vez que a informagdo neuronal alcanga o tronco cerebral e o tdlamo, o estimulo ¢
projetado as demais estruturas corticais. Os estudos de neuroimagem demonstram que nao
existe uma regido especifica do cérebro responsavel pelo processamento da dor, em vez disso,
identificou-se uma rede de estruturas somatossensorial, limbica e associativa provenientes de
diversas vias nociceptivas. Algumas regides mais associadas com as propriedades
discriminativas sensoriais, como o cOrtex somatossensorial e outras com o aspecto emocional,
como o cortex cingulado anterior e cortex insular (APKARIAN et al., 2005; BASBAUM et al.,
2009).

Além das vias ascendentes, os neuronios do corno dorsal também participam de reflexos
medulares polissindpticos segmentais (flexores ou reflexos de retirada), ativando grupos
musculares que movem o corpo afastando-o do estimulo e, assim, protegendo o tecido de
danificar-se. Esses reflexos s3o comumente avaliados como uma medida de dor percebida em
testes comportamentais nociceptivos em modelos animais de dor (VELAZQUEZ;
MOHAMMAD; SWEITZER, 2007).

Uma caracteristica importante dos nociceptores ¢ sua capacidade de se manter
sensibilizado por estimulagdo persistente ou por agdo de mediadores quimicos inflamatdrios.
Cerca de 10 a 20% das fibras C dos nociceptores sao normalmente silenciosas, ou seja, nao
responsivas a estimulos nociceptivos agudos. Entretanto, durante a resposta inflamatoria as
mesmas sofrem ativacdo gradual, contribuindo ativamente para o desenvolvimento da
hiperalgesia, um processo caracterizado como uma maior capacidade de resposta a estimulos
nocivos (COUTAUX et al., 2005; MCDOWELL, 2019).

A amplificacdo da resposta nociceptiva ndo ¢ produzida apenas pelas substincias
liberadas no local da inflamag¢do, mas também pelas fibras aferentes priméarias sensibilizadas,
fendmeno conhecido como inflamacdo neurogénica. As fibras aferentes primarias liberam
perifericamente, em resposta a lesdo do tecido, glutamato e os neuropeptideos substancia P e o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP, do inglés calcitonin gene-related peptide)
(BASBAUM et al., 2009). A substancia P causa extravasamento de plasma e o CGRP induz a
vasodilatagdo via ativagdo de seus respectivos receptores nos vasos sanguineos de pequeno
calibre e arteriolas terminais. Tao importante quanto, esses neuropeptideos se ligam as células
vizinhas, desencadeando a liberacdo de mediadores inflamatdrios e nociceptivos, contribuindo

ainda mais para o aumento do processo inflamatério e da dor. Em um contexto clinico, a
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inflamagao neurogénica ¢ implicada como um mecanismo patogénico relevante nas condigdes
de dor aguda e cronica (COUTAUX et al., 2005; OTTESTAD; ANGST, 2013).

Uma dor que persiste ou recorre por mais de trés meses ¢ considerada cronica
(NICHOLAS et al., 2019). A dor cronica ¢ geralmente desencadeada por alteragdes na resposta
fisiolégica em condi¢cdes como em uma lesdo neural, trauma, amputagdo, infeccdo viral,
inflamacdo, crescimento de tumor, exposi¢ao a neurotoxinas, doenca autoimune, doengas
vasculares, disturbios metabolicos ou alteragdes relacionadas ao estresse (KUNER; FLOR,
2017). Uma estimativa populacional sobre a prevaléncia da dor cronica em 2016 entre adultos
nos Estados Unidos da América demonstrou que 20,4% (50 milhdes) da populagdo adulta
americana queixava-se de dor cronica e 8% (19,6 milhdes) apresentava dor cronica de alto
impacto, com consideravel variagdo entre os subgrupos populacionais investigados
(DAHLHAMER et al., 2018). No Brasil, ao longo dos anos alguns estudos mapearam a
manifestagdo de dor cronica na populagao adulta residente em regides urbanas, encontrou-se
29% de prevaléncia na cidade de Sao Paulo em 2009 (DIAS et al., 2009), 31% na cidade do
Rio de Janeiro em 1998 (GUREIJE et al., 1998), 26% em Florian6polis no ano de 2015
(SANTOS et al., 2015) e 40% em Salvador no ano de 2008 (SA et al., 2008).

Existe uma preocupagdo crescente de saude em todo o mundo a respeito dos
acometimentos da dor cronica, estando em muitos casos relacionada a restri¢des de mobilidade
e atividades diarias, dependéncia de opioides, ansiedade, depressao, comprometimento do sono,
isolamento e percepcao de satude ruim ou qualidade reduzida de vida. Além disso, esses efeitos
negativos nao se restringem apenas ao individuo acometido, mas também englobam situagdes
que comprometem as suas relagdes familiares e sociais (REID; ECCLESTON; PILLEMER,
2015; DAHLHAMER et al., 2018).

De fato, a dor cronica ¢ uma das principais causas de sofrimento humano no mundo,
especialmente porque terapias eficazes, especificas e seguras ainda precisam ser desenvolvidas
e estabelecidas. Um estudo epidemioldgico europeu em 2006, realizado em quinze paises e
envolvendo 4.839 individuos diagnosticados com dores crdonicas dentre 46.394 individuos
pesquisados, identificou que 64% daqueles que tomavam medicamentos prescritos para o
controle dos quadros dolorosos acreditavam que a sua medicacdo era inadequada, 48% das
pessoas que sofriam de dor cronica ndo tomavam analgésicos, sendo que 14% interromperam
o tratamento devido aos efeitos adversos dos medicamentos (BREIVIK et al., 2006). Além

disso, parece haver uma caréncia no preparo dos profissionais de satude, visto que pesquisas
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envolvendo a percep¢do dos pacientes revelaram que a maioria se sente subtratada por seus
prestadores de cuidados primarios (UPSHUR; BACIGALUPE; LUCKMANN, 2010).

O manejo farmacoldgico continua sendo a opg¢do terap€utica mais importante para o
alivio da dor cronica, incluindo principalmente o uso de farmacos anti-inflamatdrios nao
esteroidais (AINE) e analgésicos opioides, e em menor grau observa-se a utilizagdo de firmacos
antidepressivos, anticonvulsivantes e AINE inibidores seletivos da enzima ciclo-oxigenase 2
(COX-2) (MELNIKOVA, 2010; GILRON; JENSEN; DICKENSON, 2013).

Os farmacos AINE sdo os medicamentos mais prescritos para o tratamento de dor leve
a moderada, especialmente no contexto de condi¢des inflamatorias, pois apresentam
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias eficazes, além de serem relativamente bem
tolerados em terapias de curta duracdao. Entretanto, em tratamentos a longo prazo estes sao
frequentemente associados a uma série de efeitos colaterais, particularmente em relagdo ao trato
gastrointestinal, o sistema cardiovascular e os rins (GROESCH; NIEDERBERGER;
GEISSLINGER, 2017).

Em relagdo a prescri¢ao de analgésicos opioides, apesar destes atuarem rapidamente na
melhora de muitos tipos de quadros dolorosos agudos, os beneficios dos opioides quando
prescritos para dor cronica sdo muito questionaveis (GATCHEL ef al., 2014). Comprovou-se
que a efetividade dos opioides diminui a medida que seu uso persiste, podendo ocasionar o
desenvolvimento da hiperalgesia induzida por opioides (BRUSH, 2012). Além dos fatores
clinicos, os opioides atuam inibindo ou distorcendo a percepcao da realidade e consciéncia, o
que impulsionou a sua utilizacdo como droga psicoativa. A generalizacdo do seu consumo ¢
responsavel por uma epidemia de dependéncia e mortes por overdose de opioides, cujas
estimativas sdo que entre os anos de 1999 a 2014, mais de 165.000 pessoas morreram de
overdose relacionada a utilizagdo de analgésicos opioides nos Estados Unidos (DOWELL;
HAEGERICH; CHOU, 2016).

Deste modo, apesar da variedade de medicamentos analgésicos disponiveis, 0s
resultados ainda sdo insatisfatorios. Observa-se que muitos pacientes ndao obtém alivio
suficiente da dor devido a ineficacia dos medicamentos ou a ocorréncia de efeitos adversos
graves, demonstrando claramente a necessidade de novos agentes com propriedades analgésicas

e anti-inflamatorias.



34

2.2 Ageratum conyzoides L. ASTERACEAE

2.2.1 Aspectos botanicos e etnofarmacolégicos

Ageratum, pertencente a tribo Eupatorieae, compreende a um restrito género de plantas
que espalham-se com facilidade em grandes areas de terrenos abandonados e terras araveis,
sendo reconhecidas como algumas das mais relevantes ervas daninhas em regides de cultivo no
mundo (SHARMA; SHARMA, 1995).

A espécie Ageratum conyzoides (Figuras 2 e 3) foi descrita primeiramente por Linnaeus
em 1753, entretanto, outras sinonimias botanicas sdo referidas para esta espécie, como
Ageratum album Willd. ex Steud.; Ageratum arsenei B.L. Rob.; Ageratum ciliare L.; Ageratum
conyzoides var. inaequipaleaceum Hieron.; Ageratum cordifolium Roxb.; Ageratum hirsutum
Poir.; Ageratum hirtum Lam.; Ageratum humile Salisb.; Ageratum latifolium Cav.; Ageratum
latifolium var. galapageium B.L. Rob.; Ageratum microcarpum (Benth.) Hemsl.; Ageratum
pinetorum (L.O. Williams) R.M. King & H. Rob.; Ageratum suffruticosum Regel; Alomia
microcarpa (Benth.) B.L. Rob.; Alomia pinetorum L.O. Williams; Cacalia mentrasto Vell.;
Caelestina microcarpa Benth.; Carelia conyzoides (L.) Kuntze; Coelestina microcarpa Benth.

e Eupatorium conyzoides (L.) E.H.L. Krause (TROPICOS.ORG, 2019).

Figura 2 - Partes aéreas de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae).

Fonte: A autora
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Figura 3 - Partes aéreas de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae).

Fonte: A autora

A. conyzoides ¢ uma erva anual, com até¢ um metro de altura, pilosa e pouco ramosa,
com caules cilindricos de onde partem ramos ascendentes, com folhas opostas, pecioladas e
ovadas que medem até¢ 7,5 cm, e as flores sdo reunidas em pequenos capitulos de coloragao
branca a lilas (Figuras 2 e 3) (CABRERA; KLEIN, 1989). A planta cresce normalmente nas
proximidades das habita¢des, podendo prosperar em qualquer solo de jardim, facilitando o seu
desenvolvimento em locais abandonados e terrenos arruinados.

Em relacdo a sua distribuicdo geografica, ¢ considerada um planta pantropical, sendo
comum encontra-la na Africa, Asia, América Central e do Sul, conforme ilustrado na Figura 4

(JOHNSON, 1971; OKUNADE, 2002).
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Figura 4 - Distribui¢@o pantropical de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae).

Fonte: (JOHNSON, 1971)

Devido a sua ampla distribuicdo geografica a espécie foi incorporada a medicina
tradicional de regides da Africa, Asia e América do Sul, como alternativa no tratamento de
diversas enfermidades. Em paises africanos costuma ser indicada no tratamento de doengas
mentais, infectantes e dermatologicas, além disso esta espécie ¢ utilizada como
antiespasmodica, antiasmatica e cicatrizante (GUMISIRIZA et al., 2021). Na India e Vietna é
empregada para tratar leptospirose, doengas ginecoldgicas e caspa. Algumas indicagdes clinicas
na India sdo citadas na Ayurveda, Charaka Samhita e Sushruta Samhita, livros da medicina
tradicional indiana (SHEKHAR; ANJU, 2012). No Brasil a infusdo da planta ¢ usada
internamente como anti-inflamatoria, analgésica, antirreumatica ¢ no alivio de colicas
menstruais e intestinais, assim como utilizada topicamente como cicatrizante e anti-inflamatéria
(CRUZ, 1995; GUPTA, 1995; OKUNADE, 2002).

Além destas, na América do Sul costuma ser altamente valorizada como terapia no
tratamento de hemorragias ndo-menstruais e no alivio de dores estomacais na Venezuela e
Colombia. Em Bornéu, as folhas de 4. conyzoides sao aplicadas externamente em feridas na
pele causadas pela mordida de cachorros ou crocodilos (JOHNSON, 1971).

Outras indicac¢des populares incluem: antipruriginoso; desinfetante bucal; antitussigeno;
vermifugo; tonico; no combate a pediculose; dores de cabega; micoses; febre tifoide;
antiofidico; antimalaria; antitétano; prolapso do anus; infeccdo de garganta; abscesso e
leucorreia (YADAV et al., 2019b). Além disso, as folhas sdo aplicadas em cortes e feridas como

agente anti-inflamatorio, hemostatico e bactericida (KAMBOJ; SALUJA, 2011)
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Em consequéncia de sua ampla distribuicdo, a espécie recebe numerosas denominagdes
populares. No Brasil, costuma ser reconhecida como “mentrasto”, “erva-de-sdo-jodo”, “maria-
preta”, “picdo-branco”, “picdo-roxo”, “erva-de-santa-luzia”, “camara-opela”, entre outras
denominagdes (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002). Em El Salvador e Argentina, denomina-se
“erva-de-cachorro” ou “erva-do-Zorro”, devido ao odor desagradavel da planta (JOHNSON,
1971). Na Australia, a espécie é popularmente conhecida como “goat weed” ou “catinga-de-

bode”, devido ao seu odor peculiar, comparado ao de um bode (YADAV et al., 2019b).

2.2.2 Aspectos farmacologicos: dor e inflamacgao

Em virtude da variedade de indicagdes na medicina popular para o alivio de processos
inflamatoérios e dolorosos, grande parte dos estudos farmacologicos desenvolvidos procuraram
investigar estas propriedades na espécie A. conmyzoides. Neste sentido, diversos estudos
avaliaram o efeito anti-inflamatorio de extratos obtidos das folhas de A. conyzoides utilizando
o modelo de edema de pata induzido pela aplicagdo de carragenina (GALATI et al., 2001;
HASSAN et al., 2012; RAHMAN et al., 2012; AWAD et al., 2013; CORREA et al., 2015).

Galati e colaboradores (2001) verificaram a inibigao significativa da formag¢ao do edema
de pata apos trés horas da administracdo intraperitoneal do extrato metanolico e de uma fragao
de flavonoides de 4. conyzoides, na dose de 500 mg/kg quando comparados ao grupo controle.
Hassan a colaboradores (2012) demonstraram a inibigao significativa da formacao do edema de
pata apods 5 horas da administracdo por via oral do extrato hidroetandlico (80% de etanol) nas
doses 200 e 400 mg/kg, com inibigdes de 40% e 59%, respectivamente. Rahman e
colaboradores (2012) constataram a diminui¢do significativa de 50% da formacdo do edema
apos 4h 30 min da administra¢do por via oral de um extrato etandlico na dose de 1500 mg/kg.
Awad e colaboradores (2013) observaram a diminui¢do significativa de 87% da formagdo do
edema de pata apds 5 horas da administragdo por via oral do extrato hidroetandlico (70% de
etanol) na dose de 250 mg/kg. Corréa e colaboradores (2015) demonstraram que a dose de 300
mg/kg dos extratos hidrometandlico (50% de metanol), metandlico e etandlico da planta inteira
foi capaz de inibir a forma¢do de edema de pata entre 65-76%.

De Mello e colaboradores (2016) investigaram o potencial anti-inflamatdrio de extratos,
fragdes e substancias isoladas de 4. conyzoides utilizando o modelo de pleurisia induzida por
carragenina. Os resultados obtidos demonstraram reducdo significativa da contagem de

leucocitos, do infiltrado de neutrofilos e diminui¢cdo da concentragdo de proteinas no exsudato
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apds o tratamento intraperitoneal prévio com os extratos, fracdes e substancias isoladas nas
diferentes doses testadas, além de reducao da concentragao de alguns marcadores inflamatorios,
como mieloperoxidase, adenosina desaminase e nitrito/nitrato (NOx) e mediadores pro-
inflamatorios, como interleucinas 17A (IL-17A) e 6 (IL-6), TNF e interferon gama (IFN-y) e
aumento dos niveis de IL-10, o mediador anti-inflamatério mais importante encontrado na
resposta imune. Os autores sugerem que A. conyzoides nao age apenas inibindo o influxo de
neutrofilos no local inflamatorio, como também atua diminuindo a ativacao dos neutrofilos.

Moura e colaboradores (2005) avaliaram a atividade anti-inflamatoria do extrato
hidroetanolico (70% de etanol) obtido das folhas de A. conyzoides na dose de 250 mg/kg, pela
via oral, nos modelos de artrite induzida por formaldeido e granuloma induzido por pellets de
algoddao em ratos por dez e sete dias consecutivos, respectivamente. Os resultados
demonstraram reducdo do volume da inflamacdo na pata apos o terceiro dia de administragao
do extrato e reducdo de 38,8% do volume do granuloma, sem danos as mucosas gastricas
relacionados ao tratamento.

Além destes, o efeito anti-inflamatorio da espécie também foi investigado por meio da
sua aplicacdo topica. Andissa e colaboradores (2015) aplicaram o extrato aquoso das folhas em
doses entre 2-8 g/kg, utilizando como veiculo vaselina, o qual demonstrou atividade nos
modelos de edema de pata de ratos induzido por carragenina e granuloma induzido por pellets
de algodao apds a aplicacdo unica e durante sete dias, respectivamente. Adicionalmente,
demonstrou-se a atividade anti-inflamatéria topica, no modelo de edema de orelha induzido
pela aplicagdo topica de 6leo de croton, dos extratos hidrometanolico (50% de metanol),
metanolico e etanolico da planta inteira incorporados em cremes contendo 1%, 3% 5% de cada
um dos extratos, demonstrando inibigdes entre 56-77% da formacao de edema apds 6 horas da
inducdo da inflamagdo (CORREA et al., 2015).

A atividade anti-inflamatoria do extrato hidroetanolico (95% de etanol) foi avaliada no
tratamento da doenga inflamatoria intestinal utilizando o modelo de indug¢do da doenga por
indometacina e acido acético, na qual o extrato foi administrado por via oral nas doses de 500
mg/kg e 750 mg/kg, durante dez dias. Os resultados demonstram diminui¢do da largura das
ulceras, diminuicdo da atividade das mieloperoxidases e lipoperoxidase e redugdo da
inflamacdo, além de diminuicdo da infiltragdo celular, descamacdo e danos nas vilosidades
intestinais nos achados histologicos (BIRADAR et al., 2011).

Em relagdo ao potencial analgésico de A. comyzoides, a atividade antinociceptiva do

extrato hidroetandlico (70% de etanol) das folhas, nas doses de 30 mg/kg e 50 mg/kg por via
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intraperitoneal e 90 mg/kg e 150 mg/kg por via oral, foi constatada no modelo de incapacidade
articular induzida por aplicagdo de carragenina no joelho de ratos. Neste modelo, a
administracao intra-articular de carragenina causa a incapacitacao dos animais, atingindo um
maximo entre 3 a 4 horas. Durante esse periodo os animais sdo forcados a andar em um cilindro
metalico rotativo durante 60 segundos e ¢ avaliado o periodo que a pata traseira dos animais
nao toca a superficie do cilindro, sendo o tempo de elevacdo da pata indicativo de nocicepgao.
O tratamento com o extrato por via intraperitoneal (30 e 50 mg/kg) e oral (90 e 150 mg/kg)
reduziu significativamente o tempo de elevacdo da pata apos 3 horas da administragdo de
carragenina, com inibi¢cdes da resposta nociceptiva entre 28-45%. Este efeito ndo foi revertido
por antagonistas opioides, sugerindo que a atividade exibida seja independente de receptores
opioides. Adicionalmente, verificou-se a diminui¢do do edema de pata no modelo induzido por
carragenina, efeito ndo observado no modelo de edema de pata induzido por dextrano,
sugerindo que a atividade anti-inflamatoria exibida seja dependente de leucocitos
polimorfonucleares (MAGALHAES et al., 1997).

Em adic¢do, avaliou-se o potencial antinociceptivo dos extratos hidroetanolico (80% de
etanol) e etanolico, obtido das folhas da espécie, utilizando o modelo de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético (RAHMAN et al., 2012; HOSSAIN et al., 2013). Os extratos
testados nos diferentes trabalhos exibiram uma atividade antinociceptiva dose dependente com
inibicao das contor¢des entre 25-45%, entretanto a inibigdo da resposta nociceptiva nao foi
superior ao farmaco diclofenaco de sodio (40 mg/kg), utilizado como controle positivo nos
ensaios.

A respeito do mecanismo de acdo proposto para a atividade anti-inflamatéria, Salim e
colaboradores (2014) demonstraram que o extrato metandlico das folhas possui a capacidade
de inibir a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1a, IL-1p e IL-6 de células
mononucleares, quando avaliado em modelo in vitro na dose de 5 pg/mL. Paralelamente,
Sampson e colaboradores (2000) sugerem seletividade ao receptor de bradicinina Bz, implicado
na mediagao de dor.

Adicionalmente, buscando investigar as bases cientificas para a indicagdo popular de A.
conyzoides no alivio de colicas intestinais e menstruais, Silva e colaboradores (2000) sugerem
o efeito antiespasmoédico do extrato hidroetanodlico (70% de etanol) de A. conyzoides no
relaxamento e inibi¢do a contragdo muscular induzida por agonistas na musculatura lisa em

uteros e duodeno de ratos (ex vivo) incubados com o extrato nas doses de 0,2 e 0,4 mg/mL.
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Além dos estudos pré-clinicos desenvolvidos, um estudo clinico desenvolvido por
Marques-Neto e colaboradores (1988) objetivou avaliar o efeito do extrato aquoso (chd) de A.
conyzoides no alivio da dor em pacientes com diagndstico de artrose. O estudo clinico
desenvolvido apresenta varias limitagdes metodoldgicas, entretanto, os resultados
demonstraram diminuicao da intensidade da dor em 66% dos pacientes e consequente melhora
da mobilidade articular em 24% destes. O efeito analgésico foi observado apds a segunda

semana do estudo e perdurou apds a suspensao da administracao do extrato aquoso.

2.2.3 Aspectos fitoquimicos

Estudos fitoquimicos com a espécie resultaram no isolamento de uma rica variedade de
constituintes quimicos, divididos entre as classes de metabolitos: cromenos, cromonas,
benzofuranos, cumarinas, terpenos, alcaloides pirrolizidinicos, esteroides e flavonoides.

Entre as substincias encontradas no oleo essencial de A. conyzoides, os cromenos
precoceno I (3) e precoceno 11 (4) parecem ser majoritarios, entretanto outros cromenos foram
identificados: encecalina (5); 6- vinil-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (6); dihidroencecalina (7);
dihidrodemetoxiencecalina (8); demetoxiencecalina (9); demetilencecalina (10) e 2-(1’-0x0-2’-
metilpropil-2-metil-6,7- dimetoxicromeno (11) (EKUNDAYO; LAAKSO; HILTUNEN, 1988;
DUNG et al., 1989; PARI et al., 1998; PATIL et al., 2010). Também foram identificados o
benzofurano 2-(2’-metiletil)-5,6-dimetoxibenzofurano (12), a cromona 3-(2’-metilpropil)-2-
metil-6,8-dimetoxi-crom-4-ona (13) e a cromanona 2-(2’-metilprop-2’-enil)-2-metil-6,7-
dimetoxi-croman-4-ona (14) (Figura 5) (PARI et al., 1998).

Adicionalmente as substancias relatadas no 6leo essencial, foram identificados outros
cromenos no extrato de n-hexano obtidos das partes aéreas desta espécie, 6-(1’-metoxietil)-7-
metoxi-2,2-dimetilcromeno (15); 6-(1°-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (encecalol)
(16);  6-(1’-etoxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno  (17);  6-angeloiloxi-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno (18) e a mistura de encecanescinas (19-21) (Figura 6) (GONZALEZ et al.,
1991a).



41

Figura 5 - Cromenos, benzofuranos, cromona e cromonona identificados no 6leo essencial de
A. conyzoides.

H,CO

19 Rl: o CH3 R2: [3 CH3
20 Rl: B CH3 R2: B CH3
21 R;: B CH; R2:a CH;

Diversos estudos apontam a presenca de flavonoides nesta espécie, incluindo um restrito
grupo de produtos naturais conhecido como polimetoxiflavonas (PMF). Entre as PMF
reportadas para A. conyzoides estdo: 8-hidroxi-5,6,7,3’,4’,5’hexametoxiflavona (22); 5,6,7,5’-
tetrametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona (23); 5,6,7,8- tetrametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona
(linderoflavona B) (24); 5,6,7,8,5’-pentametoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona (eupalestina) (25);
5,6,7,3°,4’,5’-hexametoxiflavona (26); 5,6,7,8,3°,4°,5’- heptametoxiflavona (5’-MeONB) (27);

5,6,7,8,3’,4’-hexametoxiflavona (nobiletina) (28); 5,6,7,3’,4’-pentametoxiflavona
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(sinensetina) (29) (GONZALEZ et al., 1991b); 5,6,7-trimetoxi-3’,4’-metilenodioxiflavona
(ageconiflavona A) (30); 4’-hidroxi-5,6,7,3'-tetrametoxiflavona (ageconiflavona B) (31); 4’-
hidroxi-5,6,7,3”,5-pentametoxiflavona (ageconiflavona C) (32); 4’-hidroxi-5,6,7,8,3’-
pentametoxiflavona (33) (VYAS; MULCHANDANI, 1986); 3’-hidroxi- 5,6,7,8,4',5'-
hexametoxiflavona (34) (BOSI et al., 2013); 5,4'-dihidroxi-7,3',5'-trimetoxiflavona (35)
(HUSSIEN et al., 2010); 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-metilenodioxiflavona (36)
(FAQUETI; SANDJO; BIAVATTI, 2017); (25)-7,3’,4’-trimetoxiflavanona (37) e (2S5)-7-
metoxi-3’,4’-metilenodioxiflavana (38) (Figura 7) (MUNIKISHORE et al., 2013).

Figura 7 - Polimetoxiflavonas identificadas em A. conyzoides.
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Além das PMF mencionadas, foram identificados flavonoides hidroxilados em A.
conyzoides, sdo estes: escutelareina (39); quercetina (40); quercetina-3-ramnopiranosideo (41);

canferol (42), canferol-3-ramnopiranosideo (43); canferol 3,7-diglucopiranosideo (44) ¢
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5,7,2' 4'-tetrahidroxi-6,3'-di-(3,3-dimetilalil)- isoflavona 5-O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-a-L-
ramnopiranosideo (45) (Figura 8) (YADAVA; KUMAR, 1999; OKUNADE, 2002).

Figura 8 - Flavonoides hidroxilados identificados em A. conyzoides.
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OH OH 45

Referente a outras classes de metabolitos secundarios, ¢ reportado para a espécie o
isolamento da cumarina 1,2-benzopiranona (46) (VERA, 1993), os esteroides estigmasterol
(47), B-sitoesterol (48) (KAMBOJ; SALUJA, 2011), brassicasterol (49) (WIEDENFELD;
RODER, 1991), espinasterol (50) (VERA, 1993) e dihidrobrassicasterol (51) (PARI et al.,
2000), os alcaloides licopsamina (52) e equinatina (53), juntamente com os seus derivados
oxidados (WIEDENFELD; RODER, 1991; BOSI et al., 2013), o triterpeno friedelina (54)
(KASTURI; MANITHOMAS, 1967), a lignana (+)-sesamina (55) (SUR et al., 1997) e os
acidos fumarico (56), cafeico (57) (NAIR; KOTIYAL; SUBRAMANIAN, 1977) cumadrico (58)
e clorogénico (59) (FAQUETI; SANDJO; BIAVATTI, 2017) (Figura 9).
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Figura 9 - Outras classes de metabdlitos identificados em A. conyzoides.

2.2.4 Aspectos toxicologicos

Apesar do potencial bioldgico verificado nos extratos obtidos de A. conyzoides, a
identificacdo de substancias toxicas na sua composicdo quimica despertou o alerta da
comunidade académica a respeito da toxicidade desta espécie. Entre as substancias toxicas
identificadas na espécie pode-se citar os alcaloides pirrolizidinicos (52-53), conhecidos pelas
propriedades hepatoxicas, carcinogé€nicas, genotoxicas, teratogénicas € em alguns casos
pneumotoxicas (CHEN; MEI; FU, 2010; WIEDENFELD, 2011). O envenenamento pela
ingestdo de alcaloides pirrolizidinicos em humanos ¢ dose-dependente e pode ocorrer de forma
aguda ou cronica, podendo ser progressivo de forma a finalmente resultar em efeitos toxicos
cronicos irreversiveis, como por exemplo a manifestagdo da doenga veno-oclusiva hepatica
(CHEN; HUO, 2010; WIEDENFELD; EDGAR, 2011).

Adicionalmente, o isolamento da substancia cumarina 1,2-benzopiranona (46) na
espécie reforca a preocupagdo quanto ao risco de intoxicagdo, visto que o consumo de altas

doses de cumarina por via oral estdo associados a toxicidade hepatica em roedores. Ensaios
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cronicos relataram tumores no figado de ratos e camundongos e tumores de pulmdo em
camundongos apos a administracdo oral da substincia, levantando preocupagdes quanto a
seguranca da cumarina (FELTER et al., 2006). O seu uso como aditivo alimentar foi proibido
pela agéncia regulatoria americana em 1954, com base em relatos de hepatotoxicidade em ratos.
Além disso, o instituto federal alemdo para avaliagdo de riscos (BfR) estabeleceu um valor
limite de ingestao diaria toleravel de 0,1 mg de cumarina por kg de peso corporal (BFR, 2006;
IWATA et al., 2016).

O estudo da toxicidade do extrato de etanol das folhas de 4. conyzoides desenvolvido
por Moura e colaboradores (2005), durante 90 dias, ndo revelou nenhuma diferenga estatistica
entre os grupos de animais controle e tratado com 250 mg/kg e 500 mg/kg de extrato da planta
e nenhuma mortalidade foi vista, exceto no tratamento cronico com 500 mg/kg de extrato sendo
observada reducgdo significativa da concentragdo sérica de alanina transaminase (ALT). Da
mesma forma, no estudo realizado por Diallo e colaboradores (2010) a administragdo diaria,
durante 28 dias, pela via oral de 500 e 1000 mg/kg do extrato hidroetanolico (90% de etanol)
das folhas de 4. conyzoides nao demonstrou diferencga significativa no peso corporal e dos
orgaos dos ratos tratados com o extrato, exceto para o figado, onde houve um aumento
significativo em ratos que receberam a dose de 1000 mg/kg.

Entretanto, hepatoxicidade e outros achados toxicologicos significativos foram
demonstrados na avaliagdo toxicoldgica realizada em um periodo de 90 dias em roedores que
receberam o extrato hidroetanélico (90% de etanol) de 4. conyzoides (DIALLO et al., 2014).
Ap6s o periodo de tratamento do ensaio detectou-se, no grupo de animais tratado com 1000
mg/kg de extrato, o aumento significativo do peso do figado, baco e rins, assim como
diminui¢do das concentragcdes sérica de hemoglobina, hematdcrito e contagem total de
hemadcias; aumento do nimero de plaquetas; aumento da concentragdo sérica de ALT, aspartato
transaminase (AST) e fosfatase alcalina e aumento da glicemia. No grupo de animais tratados
por 90 dias com 500 mg/kg de extrato observou-se o aumento das concentragdes séricas de
alanina transaminase e glicose.

Alteragdes toxicoldgicas relevantes também foram encontradas a um estudo de
toxicidade oral, na qual foram administradas durante 14 dias, por via oral, as doses de 500, 1000
e 1500 mg/kg do extrato hidroetanolico (95% de etanol) das folhas de 4. conyzoides. Foram
detectadas diminui¢des dos niveis séricos de AST, lactato desidrogenase e creatina quinase nos
grupos tratados com 1000 e 1500 mg/kg do extrato, além de elevacao significativa na contagem

de leucdcitos, volume plaquetdrio médio e da amplitude de distribui¢do das plaquetas.
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Adicionalmente, os estudos histopatologicos indicaram varios graus de necrose hepatocelular
em todos os grupos tratados, acompanhados por aumentos significativos no peso do figado e
do bago (ADEBAYO et al., 2010).

Interessantemente, no estudo desenvolvido por Palmer e colaboradores (2019) foram
investigados os efeitos toxicos de um extrato hidroetandlico (90% de etanol) das partes aéreas
de A. conyzoides livre de alcaloides, na qual os mesmos foram removidos por precipitagao a
temperatura ambiente. A administragdo oral, durante 90 dias, das doses de 1000 e 2000 mg/kg
desse extrato, demonstrou apenas um aumento no peso médio do figado de ratos machos,
entretanto essa diferenca ndo ocorreu em fémeas, e ndo refletiu em aumento dos niveis séricos
dos marcadores hepaticos AST, ALT e fosfatase alcalina. Além disso, nenhuma evidéncia
morfolégica de danos agudos ou subagudos foram encontradas durante a avaliagdo
histopatologica dos orgdos investigados. Os resultados dos testes de genotoxicidade nao
mostraram evidéncia de mutagenicidade, clastogenicidade ou toxicidade genética in vivo. Estes
resultados indicam que os efeitos toxicos relatados para A. conyzoides podem ser dependentes
dos alcaloides presentes na planta.

Os resultados dos ensaios toxicoldgicos realizados at¢ o momento com a espécie
demonstraram que o efeito toxico parece ser cumulativo pela via oral, necessitando de
administracdes prolongadas em altas doses do extrato. Além disso, as primeiras manifestacdes
estdo relacionadas a alteracdes hepaticas, fortemente relacionadas aos efeitos toxicos ja
demonstrados pelos alcaloides pirrolizidinicos e a cumarina, fornecendo subsidios para

dissuadir a utilizagdo de preparagdes medicinais contendo o extrato bruto de A. conyzoides.

2.3 POLIMETOXIFLAVONAS

As polimetoxiflavonas (PMF) sdo um subtipo de flavonoide, que contém dois ou mais
substituintes metoxi (OCH3) ligados ao esqueleto base dos flavonoides (Figura 10) (LI ef al.,
2009). Sao relatadas diferentes atividades biologicas para esta classe de substancias, incluindo
principalmente as propriedades anti-inflamatoria (HO et al., 2012) e anticarcinogénica (WANG
etal.,2014).

Especificamente a respeito das propriedades anti-inflamatérias desta classe de
metabolitos, sao encontrados diversos estudos na literatura demonstrando o seu potencial
bioldgico. Kim e colaboradores (2014) indicaram que a substincia 5-hidroxi-3,6,7,8,3",4'-

hexametoxiflavona (60) (Figura 11) em cultura de macréfagos ¢ capaz de reduzir
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significativamente a producao de PGE2, 6xido nitrico e de citocinas pro-inflamatorias, como
TNF-a e IL-1B, bem como regular a producdo das enzima 6xido nitrico sintase induzivel

(INOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2).

Figura 10 - Esqueleto base dos flavonoides

Figura 11 - Estrutura de outras polimetoxiflavonas isoladas de espécies vegetais
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A substancia nobiletina (28), identificada na espécie A. conyzoides e também em
espécies do género Citrus, vem demonstrando um potencial anti-inflamatério para doencas
articulares. Ishiwa a colaboradores (2000) observaram que essa substancia reduz efetivamente
a producdo da enzima proteolitica pro-matriz metaloproteinases-9 (proMMP-9), assim como
suprimiu a produ¢do de PGE2 induzida por IL-1 em células sinoviais de coelho e condrocitos
articulares. Posteriormente, Lin e colaboradores (2003) demonstraram que a nobiletina também

inibe a producao e gene expressao de proMMP-1 e pro-MMP-3 em células sinoviais humanas,
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assim como regula negativamente a expressdo de mRNA de COX-2, diferente de COX-1 ¢ a
gene expressao das citocinas pro-inflamatorias IL-1a, IL-10, IL-6, e TNF-0 em macrofagos.

Em relacdo aos estudos in vivo desenvolvidos que investigaram o efeito anti-
inflamatorio da nobiletina, Imada e colaboradores (2008) observaram que a administragdo
intraperitoneal diaria (15-60 mg/kg), durante trés semanas, em camundongos no modelo de
artrite induzida por colageno demonstrou que a incidéncia de artrite foi significativamente
reduzida em todos os grupos de animais tratados com nobiletina, com diminuicao da infiltracao
celular e erosdo dssea e da cartilagem. /Os autores também demonstraram que o tratamento
efetivamente interferiu na expressdo das enzimas agrecanase-1 e agrecanase-2 nos tecidos
articulares dos animais, que juntamente com as enzimas proMMP-1, proMMP-3 ¢ proMMP-9
estdo envolvidas na destruicdo da matriz de componentes em tecidos conjuntivos em condigdes
patologicas como artrite reumatoide e osteoartrite (IMADA et al., 2008). Utilizando o mesmo
modelo de artrite induzida por colageno, os resultados obtidos por Yang e colaboradores (2017)
revelaram protecao eficaz para a formacao de edema e angiogénese do tecido sinovial, além da
diminuicdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-18, CCL2/MCP-1, IL-6 e TNF-a no tecido
apos o tratamento diario com nobiletina pela via oral (100-400 mg/kg) durante 21 dias.

Além destes, a nobiletina também demonstrou potencial de atuar a nivel 6sseo inibindo
a formacgao de osteoclastos e a reabsor¢do d0ssea induzida por IL-1 in vitro (HARADA et al.,
2011). Em experimentos in vivo, o tratamento com nobiletina (0,25 mg/dia durante quatro
semanas) suprimiu a redu¢do da densidade mineral dssea total em 61% de camundongos
ovariectomizados (MURAKAMI et al., 2007).

Os efeitos anti-inflamatorios topicos da nobiletina foram avaliados por Murakami e
colaboradores (2000) utilizando o modelo de inflamac¢do cutanea em camundongos induzida
por éster de forbol em um protocolo de duplo tratamento. Os autores relatam que o tratamento
topico com nobiletina inibiu significativamente os pardmetros de edema, espessura epidérmica
e contagem de leucdcitos infiltrados, além dos achados histologicos relacionados ao dano
oxidativo e a inflamagdo. Adicionalmente, parece haver um efeito aditivo na reaplicagao de
nobiletina.

O potencial antialérgico da nobiletina também foi verificado utilizando os modelos de
inflamacdo eosinofilica das vias aéreas de ratos asmaticos e prurido induzido por histamina.
Wu e colaboradores (2006) utilizando o modelo de asma alérgica induzida por ovalbumina,
demonstraram que o tratamento prévio com nobiletina (1,5 e 5 mg/kg, intraperitoneal) durante

uma semana reduz significativamente os achados histopatologicos caracteristicos da resposta
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inflamatoria, além do nimero de eosinofilos no sangue e no lavado bronco alveolar. Os autores
sugerem que a nobiletina exerce seus efeitos benéficos na inflamagdo asmatica reduzindo o
nivel de eotaxina, uma quimiocina envolvida no recrutamento de eosinéfilos na resposta
asmatica (YING, 2000), assim como, aumentando o indice de apoptose de eosinodfilos pelo
aumento da expressdo de Fas, um receptor expressado em eosinéfilos que quando ativado por
FasL leva a morte apoptdtica (NAGATA; GOLSTEIN, 1995). Do mesmo modo, Jang e
colaboradores (2013) demonstraram os efeitos da administragdao oral de nobiletina (25 mg/kg)
em inibir 71% o comportamento de cogar induzido pela aplicagdo subcutanea de histamina em
camundongos. Os autores também observaram que o tratamento prévio com nobiletina inibiu
significativamente em 45% a permeabilidade vascular induzida pela histamina, assim como
inibiu em 84% e 94% a expressao de IL-4 e TNF-a na pele dos animais, respectivamente.

Adicionalmente aos efeitos anti-inflamatdrios reportados para a nobiletina, verificou-se
que os seus produtos de metabolismo hepatico, as substancias 3’-demetilnobiletina (61), 4’-
demetilnobiletina (62) ¢ 3°,4’-didemetilnobiletina (63), apresentam maior eficacia na inibi¢ao
da liberagdo de 6xido nitrico e expressdao de iNOS e COX-2, em macréfagos murinos, que a
propria nobiletina (LI et al., 2007). Sendo o mesmo observado na investigagdo do efeito anti-
inflamatorio da nobiletina e do seu metabdlito 4’-demetilnobiletina em modelo carcinogénese
no co6lon de camundongos (WU et al., 2015).

De Mello e colaboradores (2016) também demonstraram o efeito anti-inflamatorio in
vivo das substancias 5°-MeONB (27) e eupalestina (25) (2,5-10 mg/kg, intraperitoneal),
isoladas da espécie A. conyzoides, no modelo de pleurisia induzida por carragenina, reduzindo
a contagem de leucdcitos, o influxo de neutréfilos e concentragdo de proteina do exsudato, bem
como niveis reduzidos de varios mediadores pré-inflamatorios. Os autores também
demonstraram o efeito dessas substincias na inibi¢cao da subunidade p65 fosforilada do fator de
transcricdo Kappa B (p-p65 NF-kB) e proteina quinase ativada por mitdgeno p38 (p-p38
MAPK), responsavel pela regulacdo da expressdo de muitos marcadores envolvidos na
inflamac¢ao, como enzimas induziveis, quimiocinas € citocinas, sugerindo a regulacao negativa
de p-p65 NF-kB e p-p38 MAPK como o possivel mecanismo de agdo anti-inflamatorio.

Além dos estudos de atividade anti-inflamatoria, demonstrou-se a atividade
antinociceptiva das substancias 3,3’,5,6,7,8-hexametoxi-4’,5"-metilenodioxiflavona (64),
6,7,4' 5'-dimetilenodioxi-3,5,3'-trimetoxiflavona (65), 3,3'.4',5,5' 8-hexametoxi-6,7-
metilenodioxiflavona (66), isoladas da espécie Nicotiana plumbaginifolia, em diferentes

modelos de dor nociceptiva e inflamatéria (SHAJIB et al., 2018). Os ensaios demonstraram que
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as substancias, administradas pela via oral nas doses de 12,5 e 25 mg/kg, atuam inibindo a dor
por meio de receptores opioides e canais de K sensiveis ao ATP, bem como suprimindo a
liberagdo de mediadores inflamatorios como prostaglandinas, COX e lipo-oxigenases (LOX).
Adicionalmente, os resultados fornecidos pelos autores sugerem que a presenga do anel
metilenodioxi potencializa o efeito antinociceptivo, visto que a substincia 6,7,4',5'-
dimetilenodioxi-3,5,3'-trimetoxiflavona que apresenta duplamente essa substituicao apresentou
os melhores resultados.

O efeito antinociceptivo mediado por receptores opioides também ¢é reportado para
outras mono (THIRUGNANASAMBANTHAM et al., 1993), dimetoxi (PANDURANGAN et
al., 2014) e trimetoxiflavonas (NADIPELLY et al., 2016). O estudo de relagao estrutura
atividade desenvolvido por Thirugnanasambanthan e colaboradores (1993) indica que a
presenca da metoxila nas posi¢des 5 e 7 do anel A da flavona possivelmente induz a analgesia
mediada por opioides.

Considerando as possiveis vias de administragdo dessas substancias, Manthey e
colaboradores (2008) avaliaram a atividade anti-inflamatoria da substancia 3°,4°,3,5,6,7,8-
heptametoxiflavona (67) nos modelos de edema de pata induzido por carragenina e
lipopolissacarideo estimulador da producdo de TNF-a em duas vias de administragdo,
intraperitoneal e oral. Os resultados demonstraram que a administracao intraperitoneal da PMF
na dose de 100 mg/kg inibiu significativamente a formagao do edema na pata dos animais em
56% quando comparado ao grupo controle, assim como inibiu significativamente em 30 e 40%
a liberacdo de TNF-a nas doses de 33 e 100 mg/kg, respectivamente. Entretanto, nenhum
resultado positivo foi observado quando a substancia foi administrada pela via oral na dose de
100 mg/kg. Os autores avaliaram as concentragdes plasmaticas da substincia nos grupos e
encontraram niveis inferiores da PMF no plasma dos animais que receberam a substancia por
via oral, quando comparado aos animais que receberam por administracdo intraperitoneal,
sugerindo uma biodisponibilidade oral reduzida desta substancia.

Devido a natureza hidrofébica das metoxilas em relacdo as hidroxilas, as
polimetoxiflavonas sdo mais lipofilicas que os flavonoides polihidroxilados, possibilitando uma
maior permeabilidade dessas substancias através do intestino delgado, entretanto as mesmas
possuem uma baixa solubilidade em dagua que dificulta a sua solubilidade no trato
gastrointestinal. Embora a solubilidade ou a permeabilidade sejam insuficientes para descrever

a absor¢do e biodisponibilidade, a avaliacdo da solubilidade e da permeabilidade fornecem
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evidéncias para entender melhor a biodisponibilidade e a estreita relagdo entre solubilidade,
permeabilidade, absor¢ao e poténcia (LI ef al., 2009).

Trabalhos publicados procuraram avaliar a absor¢ao das PMF a partir do estudo da
permeabilidade in vitro, com o intuito de prever a biodisponibilidade dessas. Demonstrou-se
que os flavonoides metoxilados apresentam permeabilidade cinco a oito vezes maior na parede
intestinal do que seus equivalentes nao metoxilados. Além disso, sugere-se que a metilagao dos
grupos hidroxilas protege as PMF de sofrerem uma extensa conjugacdo com acido glicurénico
por metabolismo intestinal, melhorando a estabilidade metabdlica dessas substancias (WEN;
WALLE, 2006). No que tange a porcentagem de permeagao, Murakami e colaboradores (2001)
demonstraram uma permeacdo relativamente alta da nobiletina através de células Caco-2
diferenciadas que mimetizam as células epiteliais que revestem o intestino delgado, na qual
apos quatro horas de incubagdo contatou-se que mais de 48% da quantidade de nobiletina
permeou para o compartimento basolateral.

Li e colaboradores (2008) realizaram uma avaliagdo sistematica in vitro dos parametros
de solubilidade e permeabilidade de doze PMF, utilizando o ensaio de solubilidade por
liofilizagdo (LYSA) e os ensaios de permeabilidade em células Caco-2 e permeabilidade em
membrana artificial paralela (PAMPA) (Tabela 1). Foram encontrados valores de solubilidade
entre 6 — 53 pg/mL para as PMF avaliadas, indicativos de uma solubilidade muito baixa, uma
vez que valores abaixo de 100 pg/mL representam uma baixa solubilidade, segundo o mesmo
autor. Paralelamente, a presenga de grupos hidroxila melhora a solubilidade das PMF, visto que
foram encontrados valores de solubilidade superior para as PMF hidroxiladas, além disso a
presenca do grupo hidroxila na posi¢do 3 do anel C demonstrou melhorar drasticamente a
solubilidade das PMF. Em contrapartida, os valores de permeabilidade determinados pelo
ensaio de PAMPA (0,55 — 1,62x10°¢ cm/s) e células Caco-2 (0,6 — 0,9) permitiram inferir que,
no geral, a permeabilidade das PMF ¢ de média a alta, sugerindo que os PMF podem facilmente
cruzar a membrana de fosfolipidios, um reflexo da sua natureza hidrofobica definida pela
presenca de multiplos grupos metoxila.

Corroborando com os resultados in vitro obtidos por Wen e Walle (2006) e Li e
colaboradores (2008), estudos in vivo demonstram que a metilagdo melhora grandemente a
biodisponibilidade oral de flavonas. Em um estudo de absor¢do em ratos, comparou-se a
absor¢ao oral da substancia 5,7-dimetoxiflavona (68) e seu analogo nao metoxilados, o
flavonoides crisina (69), sendo determinada uma éarea sob a curva (AUC) de 58,8 pg/mL'min

para a 5,7-dimetoxiflavona, enquanto as concentracdes de crisina ficaram abaixo do limite de
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quantificagdo do método analitico (WALLE et al., 2007) Além disso, o estudo farmacocinético
das PMF presentes no extrato de Kaempferia parviflora demonstrou aumento da
biodisponibilidade conforme o nimero de substituintes metoxilas, com 1,75% para a substancia
5,7-dimetoxiflavona (68), 2,10% para a substancia 5,7,4’-trimetoxiflavona (70) e 3,32% para a
substancia 3,5,7,3’,4’-pentametoxiflavona (71) (MEKJARUSKUL; JAY;
SRIPANIDKULCHALI, 2012).

Estudos de farmacocinética em ratos demonstram que a nobiletina possui uma
permeabilidade média no trato gastrointestinal, com uma biodisponibilidade oral de 35,9%
(KUMAR et al., 2012), assim como as PMF tangerina (72) e 5,7,3’,4’-tetrametoxiflavona (73),
que apresentaram uma biodisponibilidade oral de 27,11 e 14,3%, respectivamente. (WEI;
HWANG:; TSAI, 2014; HUNG et al., 2018).

Apesar das informacdes disponiveis, pouco se conhece a respeito da absor¢do,
distribui¢do, metabolismo e eliminacdo destas substancias in vivo, revelando a necessidade de
estudos que avaliem a farmacocinética desta promissora classe de substancias, especialmente
porque a biodisponibilidade oral parece ser um fator limitante para a eficicia das

polimetoxiflavonas.

2.3.1 Fracao enriquecida de polimetoxiflavonas de Ageratum conyzoides

Considerando a relevancia bioldgica das PMF, um estudo anterior desenvolvido em
nosso grupo de pesquisa procurou avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoério de uma
fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides (FEPMF-Ac), utilizando os
modelos de nocicepgdo aguda induzido por formalina, PGE2 e citocinas pré-inflamatorias (IL-
1B e TNF-0) (FAQUETI et al., 2016).

Os resultados demonstram que o tratamento prévio dos animais com a fracdo reduziu
significamente ambas as fases do modelo, com inibigdes de 14 + 7%, 34 + 6% (p < 0,05) e 42
+ 8% (p <0,01) para a fase neurogénica e 15 + 8%, 45+ 10% (p <0,01) e 68 £ 11% (p <0,001)
para fase inflamatoria nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, respectivamente, em comparagao ao
grupo controle. Os dados demonstram que a FEPMF-4c¢ apresentou um efeito mais pronunciado
na segunda fase do modelo, a fase inflamatdria, com uma dose inibitéria de 50% da nocicepgao
(DIso0), de 139,1 mg/kg e seus respectivos limites de confianga de 95%, (83,0-233,0 mg/kg).
Além da inibi¢do da formagdo de edema de pata nos camundongos de 32 + 6% (p < 0,01) na

dose de 300 mg/kg (FAQUETI et al., 2016).
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Neste ensaio, o tratamento com o medicamento indometacina (10 mg/kg,
intraperitoneal), um o analgésico e anti-inflamatorio ndo esteroidal, utilizado como controle
positivo, foi capaz de reduzir significativamente a fase inflamatoria e o edema de pata, com
inibicao de 64 + 6% (p < 0,001) e 39 + 5% (p < 0,001), respectivamente, em comparagdo ao
grupo controle, entretanto nao foi observada inibi¢ao da fase neurogénica do teste da formalina
(FAQUETI et al., 2016).

Em outros modelos de nocicepg¢ao avaliados neste trabalho o tratamento com a FEPMF-
Ac na dose de 100 mg/kg significativamente reduziu (p < 0,001) a resposta nociceptiva induzida
pela administracdo intraplantar de PGE2, comparado ao grupo controle, com inibi¢do de 85 +
18% da resposta. Também se demonstrou que a fragdo na dose de 100 mg/kg significativamente
reduziu (p <0,001) a resposta nociceptiva induzida pela administracao intratecal de IL-1p, uma
das principais citocinas envolvidas na génese da dor e na destruicao da cartilagem e inibi¢cao do
reparo tecidual da osteoartrite (MOBASHERI; BATT, 2016). Neste ensaio obteve-se uma
inibi¢do de 90 + 12% da resposta nociceptiva induzida por IL-1, quando comparada ao grupo
controle. Paralelamente, ndo se obteve reducdo da resposta nociceptiva induzida por TNF-a
com os tratamentos com a FEPMF-Ac¢ (100 mg/kg) e o farmaco indometacina (FAQUETT et
al., 2016).

Cabe ressaltar que a FEPMF-Ac produzida nesse estudo foi obtida por meio de multiplas
etapas cromatograficas, dificultando a sua reprodutibilidade. Neste sentido, propdem-se a
otimizagdo do processo de fracionamento, a fim de padronizar o processo de obtencdo que
garanta resultados reproduziveis.

Os resultados obtidos demonstram o potencial biologico das PMF de A. conyzoides para
o tratamento de afeccdes dolorosas, principalmente as de carater de inflamatério, atuando, em
parte, na modulagdo negativa de prostanoides e da citocina pro-inflamatéria IL-1p em niveis
periféricos e centrais (FAQUETI et al., 2016). Por conseguinte, sugeriu-se a continuidade dos
estudos em outros modelos de dor para investigar os mecanismos envolvidos na sua agao
farmacologica, bem como a avaliagdo das caracteristicas farmacocinéticas do marcador da
fragdo, a substancia 5’-MeONB, visto que a biodisponibilidade oral parece ser um fator

limitante para a eficacia das PMF.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito farmacoldgico pré-clinico em modelos de dor inflamatéria da fracao
padronizada de polimetoxiflavonas de Ageratum conyzoides L. (Asteraceae) e avaliar a

farmacocinética do marcador 5’-metoxinobiletina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Otimizar e padronizar o processo de obteng¢ao da fragdo de polimetoxiflavonas a partir

das partes aéreas de A. conyzoides;

* Desenvolver e validar o método analitico para quantificacdo das polimetoxiflavonas

na fragdo de polimetoxiflavonas de 4. conyzoides,

* Avaliar a atividade antinociceptiva da fragdo de polimetoxiflavonas de 4. conyzoides

por via oral;

* Isolar e caracterizar o marcador quimico da fragdo, a polimetoxiflavona 5°-

metoxinobiletina;

* Avaliar a contribuicilo do marcador 5’-metoxinobiletina para a atividade

antinociceptiva da fragao de polimetoxiflavonas de 4. conyzoides;

* Desenvolver e validar o método bioanalitico para quantificagdo do marcador 5°-

metoxinobiletina em plasma para aplicacdo no estudo de farmacocinética;

* Estudar a farmacocinética do marcador 5’-metoxinobiletina utilizando o plasma dos

animais tratados por via oral e endovenosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

4.1.1 Coleta da planta e identificacio da espécie

As partes aéreas (caules, folhas e flores) de Ageratum conyzoides L. foram coletadas em
dois periodos distintos nos municipios de Florianopolis (Santa Catarina) e Camborit (Santa
Catarina). A primeira coleta foi realizada em agosto de 2016 nas dependéncias do Horto
Didatico Medicinal e do Centro de Ciéncias da Satude, da Universidade Federal de Santa
Catarina (27°35'52.6"S 48°31'01.2"0).

Com o intuito de obter-se grandes quantidade de material vegetal, foram realizadas entre
os meses de fevereiro até agosto de 2018 outras cinco coletas das partes aéreas de 4. conyzoides
nos arredores do Horto Didatico Medicinal do Centro de Ciéncias da Satde (27°35'52.6"S
48°31'01.2"0), do Centro de Ciéncias Biologicas (27°35'50.9"S 48°30'55.6"0) e da Moradia
Estudantil da Universidade Federal de Santa Catarina (27°35'55.9"S 48°31'30.2"0), Campus
Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima. Adicionalmente, foram realizadas duas coletas
no bairro Rio Pequeno, no municipio de Camborit (27°03'17.2"S 48°37'46.5"0). O material
vegetal proveniente das diferentes coletas realizadas neste segundo periodo foi reunido,
constituindo a segunda remessa de material vegetal.

A identidade botinica das partes aéreas coletadas foi confirmada por meio da
comparagdo com exsicata da espécie (No. SMDB 13.138) depositada no Herbario da
Universidade Federal de Santa Maria.

Ap0s a coleta, as partes aéreas foram secas em estufa de circulagdo de ar (+ 40 °C)
durante trés dias e posteriormente trituradas em moinho de facas (MAQMONT) com malha de
5 mm. A droga vegetal processada foi acondicionada em sacos de pléstico preto e armazenada

ao abrigo da luz e umidade em ambiente refrigerado (5 - 8 °C) aguardando a etapa de extragao.
4.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO DAS PMF
Com o objetivo de determinar as condigdes ideais para a extragdo das PMF presentes

nas partes aéreas de 4. conyzoides, procurou-se avaliar a influéncia dos solventes extratores e

das técnicas de extragdo sobre a extracdo do material vegetal, mantendo-se fixa a propor¢do de



56

material vegetal e liquido extrator. Desta maneira, investigou-se como solventes extratores as
opgoes n-hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH),
sendo os mesmos avaliados por dois métodos de extragdo distintos, extragdo em aparato de

Soxhlet e maceragao estatica (Figura 12).

Figura 12 - Fluxograma de otimizag¢do do processo de extracao.
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Hex: n-hexano; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol

Para tanto, quatro aliquotas contendo exatamente cerca de 10,0 g de droga vegetal foram
submetidas a maceragdo estatica em temperatura ambiente utilizando 200 mL dos diferentes
solventes extratores separadamente, durante trés dias, com re-extracdo da mesma droga vegetal
por mais trés dias visando a extragdo exaustiva do material vegetal. Outras quatro aliquotas de
10,0 g foram submetidas a extragdo em aparato Soxhlet contendo separadamente, 200 mL dos
solventes extratores. Manteve-se a temperatura do banho de aquecimento a 85 °C (suficiente
para a ebulicdo de todos os solventes extratores), sendo o processo de extragdo mantido até a
finalizagdo de oito ciclos de extragdo no aparato de Soxhlet. Os extratos obtidos foram filtrados
por papel filtro e o solvente extrator removido em evaporador rotatorio sob pressdao reduzida,
sendo levado a secura, resultando nos extratos brutos que foram armazenados em ambiente
refrigerado (5 - 8 °C).

A influéncia dos fatores de extracdo foi avaliada nos oitos extratos obtidos quanto ao
rendimento de extracdo (expresso % de massa de extrato bruto referente a massa inicial
corrigida) e o teor de PMF, expresso em funcio de 5°- metoxinobiletina (em pg/g de extrato),
sendo esta determinada por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (UPLC-MS), conforme descrito no item 4.2.1. Os valores obtidos foram comparados
por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias e pds teste de Bonferroni com auxilio do
software GraphPad Prism versdo 9 (GraphPad Software, Inc., Califérnia, Estados Unidos).

Diferencas significativas foram consideradas com valor de p < 0,05.
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4.2.1 Desenvolvimento do método analitico por UPLC-MS

O método analitico utilizado para a avaliagao da composicao fitoquimica das diferentes
preparagdes obtidas na otimizacdo do processo de extracdo foi desenvolvido em cromatografo
Waters®, modelo Acquity H-Class UPLC equipado com bomba quaterndria, injetor automatico,
forno de coluna e detector de arranjo de foto diodo, acoplado a um espectrometro de massas de
alta resolugdo Xevo G2-S OTof com fonte de ionizagdo por eletronebuliza¢do (ESI) Zpray™ e
analisadores quadrupolo e tempo de voo (QToF).

A separacdo dos constituintes foi obtida utilizando-se coluna Waters® Acquity UPLC
BEH Cis (100 x 2,1 mm; 1,7 um) mantida a 25 °C em um sistema de fase movel gradiente
composto de dgua acidificada com 4acido férmico 0,1% (pH 3,0) (A) e acetonitrila (B) em um
fluxo constante de 0,3 mL/min, nas seguintes condi¢des: 0-2 min, 70-60% (A); 2-5 min, 60-
55% (A); 5-7 min, 55-40% (A); 7-8 min, 40-5% (A); 8-10 min 5% (A), apds esse tempo ocorreu
o retorno a condi¢do inicial do gradiente, sendo o mesmo mantido por 3 minutos para o
recondicionamento do sistema cromatografico as condicoes iniciais de separacdo. O volume de
injecdo foide 5 pL.

O processo de nebulizagdo foi aplicado no modo positivo, nas seguintes condigdes:
voltagem do capilar de ionizag¢ao de 3 kV; voltagem do cone de 40 V; voltagem offset da fonte
de 80 V; temperatura da fonte de 80 °C; temperatura de dessolvatagao de 120 °C; fluxo de gés
do cone de 200 L/h; fluxo do gés de dessolvatagdo de 900 L/h. Os dados de EM foram
adquiridos em modo continuo, em um arranjo de massa entre 100 ¢ 1000 Da com tempo de
aquisi¢ao de 1,0 s. Para a aquisicao e interpretagdo dos dados utilizou-se o software MassLynx

4.1 (Waters Corporation, Massachusetts, Estados Unidos).

4.2.1.1 Determinacdo do teor de PMF nas solu¢ées extrativas

O teor de PMF nas solugdes extrativas obtidas na etapa de otimizagao foi determinado
utilizando-se como marcador a substancia 5’-MeONB, previamente isolada do extrato etandlico
de A. conyzoides e caracterizada por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e
espectrometria de massas (EM), com pureza de 98,62%, conforme a analise de UPLC-DAD
(FAQUETI, 2016).

Para a constru¢do da curva de calibragdo, preparou-se uma solugdo estoque de 5°-

MeONB a 1250 pg/g diluida em metanol e a partir desta foram realizadas dilui¢des sucessivas
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no intervalo de 0,20 — 7,0 ug/g, em sete niveis. As amostras, curva de calibragdo e solugdes
extrativas foram diluidas em acetonitrila, grau HPLC, filtradas em filtro de PVDF 0,22 um e
injetadas no sistema cromatografico UPLC-MS segundo o método descrito no item 4.2.1.1.

A aquisicdo das éareas dos picos foi processada utilizando a ferramenta QuanLynx,
disponivel no software MassLynx 4.1, a partir do qual realizou-se a extragdo do cromatograma
do ion exato m/z 433.1475 [M+H]", aceitando-se um desvio de até 5 ppm. A partir dos
resultados obtidos determinou-se a equacdo da reta e os coeficientes de correlacdo (r) e
determinacdo (r?) da curva analitica utilizando o software Microsoft Excel 2013 (Microsoft

Corporation, Redmond, Estados Unidos).

4.2.2 Obtencao dos extratos brutos otimizados

Os extratos brutos de 4. conyzoides foram preparados utilizando as condi¢des extrativas
otimizadas. Aliquotas do material vegetal processado resultantes das coletas realizadas em 2016
e 2018, foram transferidas para o cartucho de extra¢do do aparato Soxhlet, sendo posteriormente
adicionado o solvente extrator n-hexano. A quantidade de solvente extrator adicionado ao balao
de destilacdo conectado ao aparato variou conforme a capacidade total do aparato Soxhlet,
sendo a quantidade 200, 350 e 600 mL de n-hexano utilizados para os aparatos de 350, 500 e
1000 mL, respectivamente. Manteve-se a temperatura do banho de aquecimento a 85 °C até a
finalizagdo de oito ciclos de extra¢do, basecado na observacdo da coloragdo das solugdes
extrativas obtidas durante os ciclos. Esse processo foi repetido até a extragao de todo o material
vegetal processado.

As solugdes extrativas obtidas, referentes as coletas dos anos de 2016 ¢ 2018 foram
filtradas por papel filtro e o solvente removido em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida,
resultando nos extratos brutos de n-hexano de 2016 € 2018, com rendimentos de 33,6 ¢ 170,3
g, a partir de 1,76 ¢ 5,83 kg de material vegetal, respectivamente.. Os quais foram armazenados

em temperatura reduzida (8 °C) para posteriores analises e fracionamento cromatografico.



59

4.3 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

4.3.1 Monitoramento das PMF por CCD, UPLC-MS e RMN de 'H

Para avaliar a presenca das PMF nas fracdes de interesse durante o processo de
fracionamento cromatografico do extrato bruto, utilizou-se cromatofolhas de silica gel 60 com
indicador de fluorescéncia (F254) em suporte de aluminio (SiliCycle®), o sistema eluente foi
definido conforme a polaridade das amostras e o perfil cromatografico visualizado sob cdmara
de radiacdo ultravioleta (UV), nos comprimentos de onda de 254 (extingdo) e 366 nm
(fluorescéncia), antes da revelagdo quimica com anisaldeido sulfurico.

Para caracterizar o perfil fitoquimico do extrato bruto/fragdes obtidas as amostras foram
também avaliadas por UPLC-MS, utilizando o equipamento e as condi¢des experimentais
descritas no item 4.2.1.1. Para estas analises, realizou-se a corre¢ao dos dados espectrométricos,
durante a aquisi¢do, para garantir a exatidao dos valores de massa. Para tal, procedeu-se a
infusdo direta a 20 uL/min, de solucdo do padrao de referéncia externa leucina encefalina em
sistema LockSpray® em intervalos de 5 segundos, em concentragdo de 1 ng/mL, cujo ion
molecular corresponde a m/z 556.2771 [M+H]".

Além dos métodos cromatograficos descritos, utilizou-se a RMN 'H para investigar a
complexidade quimica do extrato e fracdes obtidas do fracionamento cromatografico. Os
experimentos foram desenvolvidos em espectrometro Bruker® modelo Fourier 300 (300 MHz)
e os dados adquiridos (FID) processados em software TopSpin 3.5 (Bruker Corporation,
Massachusetts, Estados Unidos).

4.3.2 Fracionamento das PMF por CLV

Inicialmente experimentou-se a purificagdo do extrato bruto de n-hexano de A.
conyzoides por cromatografia liquida a vacuo (CLV). Desta forma, a partir de uma aliquota do
extrato bruto (1,07 g) preparou-se uma pastilha com a FE silica gel 60 (230-400 mesh; 0,04-
0,063 mm). Procedeu-se a cromatografia em uma coluna de vidro utilizando 89,5 g de FE e
como FM um sistema gradiente, compostos por solventes organicos de ordem crescente de
polaridade. Iniciando com n-hexano-acetato de etila (95:5, 200 mL); n-hexano-acetato de etila
(85:15, 200 mL); n-hexano-acetato de etila (75:25, 200 mL); n-hexano-acetato de etila (65:35,
200 mL); n-hexano-acetato de etila (50:50, 200 mL); n-hexano-acetato de etila (30:70, 200 mL);
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acetato de etila 100% (100 mL); acetato de etila-metanol (50:50, 100 mL) e ao final metanol
100% (100 mL). As fra¢des foram coletadas em blocos de acordo com o sistema eluente
utilizado, resultando em dez fragdes que foram monitoradas por CCD e reunidas de acordo com

o perfil cromatogréfico.

4.3.3 Fracionamento das PMF por CPC

Visando a obtencdo de grandes quantidades da FEPMF-Ac no menor numero possivel
de etapas, o extrato bruto de n-hexano foi submetido ao fracionamento por cromatografia de
parti¢cao centrifuga (CPC).

As separagdes cromatograficas por CPC foram desenvolvidas em equipamento Armen®
modelo SCPC-250- L equipado com rotor para capacidade de 250 mL, acoplado a um sistema
Spot Prep II equipado com uma bomba quaternaria, detector de arranjo de diodos € um coletor
automatico. O controle do sistema cromatografico foi executado utilizando-se o software
Armen Glider CPC v.5.0 (Armen Instrument, Saint Ave, Franca). As condigdes
cromatograficas empregadas, como o sistema eluente bifasico, modo de elui¢do (ascendente ou

descendente), fluxo e frequéncia de rotagdo foram estabelecidos com o desenvolvimento do

processo de fracionamento.

4.3.3.1 Selec¢do do sistema bifasico pela analise de coeficiente de parti¢ao (KD)

A selecao do sistema de solventes desempenha uma importante fungdo na aplicagao do
sistema de CPC. O conjunto de sistema a ser testado geralmente ¢ baseado na familiaridade
pratica entre eles, ou em dados descritos na literatura sobre sistema de solventes empregados
para determinada classe de compostos ou espécie. Considerando as familias de sistemas de
solventes mais frequentemente utilizadas compostas por hexano/acetato de etila/metanol/agua
(HEMWat), cloroférmio/metanol/agua (ChMWat) e acetato de etila/butanol/agua (EBuWat)
tendem a ser mais utilizadas (FRIESEN; AHMED; PAULLI, 2015), diferentes combina¢des do
sistemas supracitados foram testadas a fim de encontrar-se o sistema ideal para a obtengdo da
FEPMF-Ac.

A escolha do sistema de solventes baseou-se no coeficiente de particdo (Kp) dos
compostos de interesse nos diferentes sistemas bifasicos, determinados por meio do método de

shake-flask. Para tal, aliquotas do extrato bruto (+ 2 mg) foram adicionadas a tubos de ensaio
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contendo 2 mL da mistura dos sistemas de solventes propostos. Os tubos foram vigorosamente
agitados por um minuto e posteriormente mantidos sob repouso até que fosse alcancado o
equilibrio entre as duas fases. As fases superior e inferior foram separadas em tubos distintos,
sendo avaliadas quanto ao perfil cromatografico por CCD. Posteriormente, para a determinagao
do coeficiente de parti¢do dos compostos de interesse, as fases foram concentradas até a secura
em concentrador de fracdes a vacuo (SPD1010 e SPD2010 Integrated SpeedVac Systems,
Thermo Scientific®), rediluidas em 2 mL de acetonitrila, filtradas em membrana de bifluoreto
de polivinilideno (PVDF) modificada de 0,22 um de porosidade e analisadas por UPLC-MS
(condicdes descritas no item 4.2.1.1).

O coeficiente de particdo de cada um dos compostos de interesse nos sistemas de
solventes foi estabelecido em funcdo da razdo entre a area do pico do composto nos
cromatogramas das fases estaciondria (FE) e movel (FM), conforme descrito na equacao 1.
Sendo designada no modo de elui¢do ascendente a fase inferior como fase estacionaria (FE) e
a fase superior como fase moével (FM). Enquanto que, no modo de eluicdo descendente esta

designacgao ¢ inversa.

I<D = Area do pico (fase estacionaria)

Al'ea do PiCO (fase movel)
(Eq. 1)

4.3.3.2 Fracionamento do extrato bruto por CPC: sistema de n-hexano-acetato de etila-etanol-

dagua 1:1:1:1 (ASC)

Uma vez definido o sistema de solventes mais adequado para a purificacdo das PMF,
uma aliquota do extrato bruto de n-hexano de 4. conyzoides (921,1 mg) foi submetida a anélise
de CPC, desenvolvida de modo de clui¢do ascendente, utilizando o sistema bifasico de
solventes hexano-acetato de etila-etanol-agua 1:1:1:1 (v/v/v/v), previamente preparado em funil
de separagao para obtenc¢do das fases superior (FS) e inferior (FI). A amostra foi dissolvida em
10 mL de mistura FS-FI 1:1 (v/v) e injetada no sistema em seringa de vidro. Inicialmente
realizou-se o preenchimento do sistema com a FE, que nesta andlise tratava-se da FI, a um fluxo
de 30 mL/min, com rotacdo de 500 RPM, durante 10 minutos. Apos este periodo, a FS movel
comegou a ser bombeada através da FE, a um fluxo de 8 mL/min e rotagdo de 1800 RPM até
que as mesmas atingissem a condi¢ao de equilibrio no sistema, sendo obtido apds 9 minutos

com 77,35 % de retengdo da FE. Consequentemente, deu-se inicio ao processo cromatografico
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com a injecdo da amostra e bombeamento da FM durante 75 minutos, realizando-se a coleta de
10 mL/fracao. Posteriormente, a FS foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 1800
rpm, durante 12 minutos, para a etapa de extrusdo, com uma coleta de 15 mL/fracdo. As fragdes

eluidas de CPC foram monitoradas a 275 e 330 nm, produzindo 77 fragdes.

4.3.4 Purificacido adicional das PMF por CC

As subfracdes intermediarias enriquecidas em PMF, provenientes do fracionamento por
CPC, foram submetidas a diferentes condi¢des de cromatografia em coluna (CC) a fim de

complementar de forma mais eficiente o processo de enriquecimento das PMF de A4. conyzoides.

4.3.4.1 Cromatografia em coluna de permeagdao molecular

4.3.4.1.1 Condicao 1

Uma aliquota da fracdo intermedidria enriquecida em PMF (202,36 mg) foi filtrada por
Sephadex® LH20 tendo acetona como eluente (170 mL). A amostra foi solubilizada em 1 mL
do eluente e aplicada diretamente na fase estaciondria, com auxilio de uma pipeta de Pasteur.
O leito cromatografico foi montado em uma coluna de vidro sem torneira, a fim de manter um
fluxo constante do eluente. As fragdes foram coletadas por tempo, em um intervalo de 30
segundos, resultando em 90 subfracdes, que foram reunidas de acordo com o perfil

cromatografico avaliado por CCD.

4.3.4.1.2 Condigao 2

Outra aliquota da fragdo intermediaria (196,4 mg) foi filtrada por Sephadex® LH20
tendo uma mistura de diclorometano-metanol 70:30 (v/v) como eluente (150 mL). A amostra
foi solubilizada em 1 mL do eluente e aplicada diretamente na fase estacionaria. O leito
cromatografico foi montado em uma coluna de vidro sem torneira, a fim de manter um fluxo
constante do eluente. As fragdes foram coletadas por tempo, em um intervalo de 30 segundos,
resultando em 88 subfragdes, que foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico

avaliado por CCD.
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4.3.4.2 Cromatografia em coluna de troca ionica

Uma suspensao da fracao intermediaria a 51,03 mg/mL em agua-etanol 90:10 (v/v), foi
filtrada por resina de Diaion® HP20. A quantidade de 5,06 g de resina foi inicialmente ativada
em metanol p.a. durante 15 minutos, sendo posteriormente substituido o metanol por dgua
purificada e transferida para uma coluna cromatografica. Utilizou-se como fase mdvel um
sistema gradiente, iniciando com agua-etanol (90:10 - 15 mL); dgua-etanol (70:30 - 15 mL);
agua-etanol (50:50 - 15 mL); 4dgua-acetona (50:50, 15 mL); etanol-acetona (30:70, 15 mL),
finalizando com acetona 100% (15 mL). As fragdes foram coletadas em blocos de acordo com
o sistema eluente utilizado, resultando em nove subfracdes, que foram reunidas de acordo com

o perfil cromatografico avaliado por CCD.

4.3.4.3 Cromatografia em coluna de adsorg¢do

4.3.4.3.1 Condicao 1

Uma aliquota da fragdo intermedidria (53,2 mg) foi solubilizada em 1 mL de uma
mistura de hexano-acetato de etila (60:40) (v/v) e aplicada diretamente a fase estacionaria silica
gel (4,29 g) montada em uma coluna cromatografica de vidro a vacuo, ainda sem solvente.
Utilizou-se como fase movel um sistema gradiente nas seguintes condigdes: hexano-acetato de
etila (60:40, 15 mL); hexano-acetato de etila (10:90, 15 mL); acetato de etila-metanol (90:10,
15 mL); acetato de etila-metanol (70:30, 15 mL), finalizando em metanol 100% (15 mL). As
fragcOes foram coletadas em blocos de acordo com o sistema eluente utilizado, resultando em

cinco subfragdes, que foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico avaliado por CCD.

4.3.4.3.2 Condigao 2

Outra aliquota da fragdo intermediaria (51,9 mg) foi solubilizada em 1 mL de uma
mistura de hexano-acetato de etila (70:30) (v/v) e aplicada diretamente a fase estacionaria silica
gel (4,36 g) montada em uma coluna cromatografica de vidro a vacuo, ainda sem solvente.
Utilizou-se como fase movel um sistema gradiente nas seguintes condigdes: hexano-acetato de
etila (70:30, 3x[15 mL]); hexano-acetato de etila (10:90, 15 mL); acetato de etila-metanol
(90:10, 15 mL); acetato de etila-metanol (70:30, 15 mL), finalizando em metanol 100% (15
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mL). As fragdes foram coletadas em blocos de acordo com o sistema eluente utilizado,
resultando em sete subfracdes, que foram reunidas de acordo com o perfil cromatografico

avaliado por CCD.

4.4 PADRONIZACAO DA FEPMF-4c

Baseado nas condicOes de fracionamento otimizadas do extrato bruto de n-hexano e
fragdes (vide item 4.4), padronizou-se a obtengdo da FEPMF-Ac seguindo as condigdes

experimentais ilustradas na Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma de obtencdo da fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de A.
conyzoides.

Extrato bruto n-hexano
A. conyzoides obtido por Soxhlet

‘ l

I [ Fragao I - III ] [ Fracao IV - VII ] [ Fragdo VIII J

Subfracao 23 — 32
FEPMF-Ac

11 Subfracio 1 —22 Subfracdo 33 — 73

I: Separagdo por CPC Hex:AcOEt:EtOH:H20 (1-1-1-1) ASC. Analise: 8 mL/min a 1800 RPM durante 75 min.
Extrusdo: 12 min a 30 mL/min e 1800 RPM; II: Filtragdo por Sephadex LH20. Eluente isocratico: DCM-MeOH
(70-30).

4.5 CARACTERIZACAO DA FEPMF-4c POR UPLC-MS

A FEPMF-Ac obtida teve seu perfil qualitativo e quantitativo determinado utilizando
metodologia desenvolvida por UPLC-MS em cromatografo Waters®, modelo Acquity H-Class
UPLC acoplado a um espectrometro de massas Xevo G2-S QTof descrito no item 4.2.1.1.

A separagdo das PMF foi obtida empregando-se coluna Hypersil Gold Cis (100 x 2,1
mm; 1,9 um) mantida a 40 °C em um sistema de fase movel gradiente composto de agua
acidificada com acido férmico 0,1% (pH 3,0) (A) e acetonitrila (B) em um fluxo constante de
0,3 mL/min, nas seguintes condi¢des: 0-4 min, 55-40% (A); 4-6 min, 40% (A), apds esse tempo

ocorreu o retorno a condigao inicial do gradiente, sendo o mesmo mantido por 3 minutos para
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o recondicionamento do sistema cromatografico as condi¢des iniciais de separagdo. O volume
de injecao correspondeu a 2 uL.

O processo de nebulizagdo foi aplicado no modo positivo, nas seguintes condigoes:
voltagem do capilar de ionizagao de 3 kV; voltagem do cone de 40 V; voltagem offset da fonte
de 80 V; temperatura da fonte de 90 °C; temperatura de dessolvatacdo de 400 °C; fluxo de gas
do cone de 200 L/h; fluxo do gas de dessolvatacdo de 900 L/h. Os dados de EM foram
adquiridos em modo centroide, em um arranjo de massa entre 100 e 1000 Da com tempo de
aquisi¢do de 0,3 s. Realizou-se a corre¢do dos dados espectrométricos, durante a aquisi¢do, por
meio da infusdo direta do padrdo de referéncia externa leucina encefalina, em intervalos de 10
segundos, com tempo de aquisi¢ao de 0,2 s. Para a aquisi¢do e interpretagcdo dos dados utilizou-
se o software MassLynx 4.1.

As amostras, foram diluidas em acetonitrila, grau HPLC, filtradas em filtro de PVDF

0,22 um e injetadas no sistema cromatografico UPLC-MS segundo o método descrito.

4.5.1 Parametros analiticos de mérito do método

O método analitico desenvolvido para quantificagdo das PMF na FEPMF-Ac foi
validado segundo os parametros definidos pela ICH (2005), incluindo a determinacdo da
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo do método. Elegeu-se a
substancia 5’-MeONB como marcador quimico da fracdo, visto que esta substancia ¢ exclusiva
da espécie 4. conyzoides e trabalhos anteriores ja haviam demonstrado que a mesma ¢ a PMF

mais abundante da espécie (FAQUETI; SANDJO; BIAVATTI, 2017).

4.5.1.1 Linearidade e limites de quantificagdo e detecgdo

Para a verificagdo da linearidade do método foi construida uma curva de calibragdo
utilizando o padrao externo 5°-MeONB. Preparou-se uma solu¢do estoque do padrdo na
concentragdo de 900 pg/g diluido em metanol e a partir desta foram realizadas dilui¢des
sucessivas, em triplicata, no intervalo de 0,07 a 2,5 ng/g, em sete niveis (0,07; 0,15; 0,30; 0,75;
1,0; 1,5 e 2,5 pg/g) que foram analisadas por UPLC-MS seguindo as condi¢des experimentais
descritas no item 4.6. A partir dos resultados obtidos das areas do pico do padrdo externo nos
cromatogramas determinou-se a equacdo da reta e os coeficientes de correlagdo (r) e

determinagdo (r?) da curva analitica utilizando software Microsoft Excel 2013.
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Os limites de deteccao e quantificagdo foram estabelecidos baseados em parametros da
curva de calibragdo, utilizando as equagdes 2 e 3, respectivamente (BRASIL, 2017). Na qual,
IC refere-se a inclinag@o da curva de calibragdo e ¢ ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo

Y de trés curvas de calibragao.

LD=330
IC (Eq. 2)

LQ=10.0
1 (Eq. 3)

4.5.1.2 Precisdo

A precisao do método foi verificada por meio da determinacdo da repetibilidade
(intradia) e precisdo intermedidria (interdia). As variacdes intradia e interdia foram
determinadas pela injecdo em sextuplicata da FEPMF-Ac a 5,0 ng/g no mesmo dia e apds dois
dias, respectivamente. Os valores de repetibilidade e precisdo intermediaria foram expressos

pelo desvio padrao relativo entre as inje¢des (DPR%).

4.5.1.3 Exatidao

A exatidao do método foi obtida por meio do ensaio de adi¢do do padrdo. Quantidades
conhecidas do padrao externo, em trés niveis de concentragdo, foram adicionadas em solucdes
da FEPMF-Ac a 2,5 ng/g, em triplicata. Em seguida, as mesmas foram injetadas, assim como
as solucdes contendo apenas a FEPMF-Ac e as solugdes contendo apenas o padrao externo em
concentragdo correspondente a quantidade adicionada nas solugdes da FEPMF-4c. Os
resultados foram expressos pela razao entre a concentragao do padrao externo na FEPMF-Ac
contaminada e a concentragdo teodrica (estabelecida pela soma das concentragdes medidas do
padrao externo nas solugdes contendo apenas a FEPMF-Ac e nas solugdes contendo apenas o

padrdo externo).
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4.5.2 Quantificacio do teor de polimetoxiflavonas totais por UPLC-MS

A quantificagdo de polimetoxiflavonas totais na FEPMF-Ac foi obtida por metodologia
de padrao externo, utilizando 5’-MeONB como referéncia. O teor foi determinado por meio da
soma dos teores dos picos identificados como PMF, sendo o teor calculado a partir da curva de
calibragdo do padriao de 5°-MeONB. O teor de polimetoxiflavonas totais foi expresso em

miligramas de 5’-MeONB por grama de FEPMF-Ac.

4.6 CARACTERIZACAO DA FEPMF-4Ac POR RMN 'H

Além do método cromatografico descrito, utilizou-se a ressondncia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) para investigar a complexidade quimica da FEPMF-Ac obtida. Os
experimentos foram desenvolvidos em espectrdmetro Ascend 600 (600 MHz para 'H e 150
MHz para '3C), vinculado ao Departamento de Quimica da UFPR, Curitiba/PR. Os dados
adquiridos (FID) foram processados em software TopSpin 3.5 e os resultados comparados com

dados disponiveis na literatura.

4.7 AVALIACAO FARMACOLOGICA DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-
INFLAMATORIO DA FEPMF-Ac

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia da Dor e
da Inflamagao (LANDI), pertencente ao departamento de Ciéncias Fisiologicas do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB — UFSC), sob supervisao e orientagdo do professor Dr. Adair

Roberto Soares dos Santos e com a colaboragdo da doutoranda Scheila Kraus.

4.7.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss fémeas e
machos adultos (2 meses de idade), pesando entre 25-50 g, provenientes do Biotério Central da
UFSC, mediante aprovagdo dos protocolos experimentais pela Comissdo de Etica para o Uso
de Animais (CEUA) desta mesma Universidade (protocolo PP00745). Uma vez recebidos do
Biotério Central, os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurobiologia da

Dor e da Inflamagdo (LANDI), acondicionados em no méaximo 15 animais por caixa,
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aclimatizados com temperatura controlada de 22 + 2 °C, 60 — 80% de umidade, em ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 h) e com livre acesso a comida e 4gua. Uma hora
antes dos testes, os animais foram ambientados nas condi¢des de trabalho do laboratério. Os
testes foram realizados durante o dia.

O numero de animais (6-12 animais por grupo) e a intensidade dos estimulos dolorosos
utilizados nos experimentos foram o minimo necessario para demonstrar um efeito consistente
dos tratamentos testados. Os animais foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos e
utilizados uma vez, sendo imediatamente eutanaziado em camara de CO2 ap6s a execugdo dos

modelos.

4.7.2 Drogas e Tratamentos

L-glutamico (glutamato), capsaicina, cinamaldeido, histamina e forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA) foram obtidos da Sigma—Aldrich® (Missouri, Estados Unidos). Bradicinina e
forscolina foram adquiridas da Tocris Bioscience® (Missouri, Estados Unidos). Acido acético
glacial e etanol foram adquiridos da Dinamica (Sao Paulo, Brasil). Formaldeido e hidroxido de
sodio foram adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Oleo de milho foi adquirido em
fornecedor alimenticio. Tween 80 foi adquirido da Merck (Darmstadt, Alemanha).

As diluigdes das substancias para teste e veiculo foram: formalina (2,5% em salina,
correspondente a 0,92% d formaldeido); capsaicina a solugdo mae diluida em 10% etanol/10%
tween 80 em salina e posteriormente diluida em salina; cinamaldeido a solugdo mae diluida em
5% tween 80 em salina e posteriormente diluida em salina; salina acida (0,2% é&cido acético em
salina, pH 5,0 ajustado com NaOH); glutamato diluido em salina e pH ajustado para 7,0 com
NaOH; bradicinina diluida em PBS; histamina e PMA diluidas em salina e forscolina diluida
em etanol e posteriormente em salina.

Os animais foram tratados com a FEPMF-Ac e os veiculos dos testes, uma hora antes
da realizagdo de todos os testes. A administragdo das substancias indutoras de nocicepcao foi
realizada no momento dos testes. Em todos os experimentos os animais foram tratados e
avaliados por pesquisadores diferentes, a fim de garantir o cegamento dos experimentos, assim
como realizados no minimo em dois momentos diferentes para confirmar os efeitos obtidos e

assegurar a reprodu¢do dos dados e para afericao da temperatura utilizou-se termometro digital
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4.7.3 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de formalina

Para verificar o efeito antinociceptivo agudo da FEPMF-4c foi utilizado o teste de
nocicep¢do induzida pela inje¢do intraplantar de formalina, utilizando camundongos Swiss
fémeas e machos. Esse modelo permite evidenciar duas fases de nocicepg@o: a primeira durante
0s primeiros 5 minutos ap6s a inje¢ao da formalina (origem neurogénica), ¢ a segunda entre 15
e 30 min apo6s a inje¢ado, representando a resposta tonica a dor, acompanhada de uma resposta
inflamatoria relacionada com a liberagdo de mediadores quimicos da inflamacdo. O
procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente (HUNSKAAR; FASMER; HOLE,
1985; FAQUETI et al., 2016).

Os animais foram divididos em dois grupos de tratamento: 1) a FEPMF-Ac¢ por via
intragastrica (i.g) (30-300 mg/kg) dissolvida em solugdo salina contendo 5% de tween 80; 2) a
FEPMF-A4c (i.g) (30-100 mg/kg) dissolvida em 6leo de milho comercial. Apds o intervalo de
tratamento, os animais receberam 20 pL de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na regiao
ventral da pata posterior direita. Apds a inje¢do de formalina, os animais foram colocados
individualmente em uma camara acrilica e observados por 30 minutos no total, sendo os
primeiros 5 minutos correspondentes a fase neurogénica e o tempo entre 15 e 30 minutos
representou a fase inflamatdria do modelo de formalina. Com o uso de um crondémetro, a soma
do tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata durante as duas fases foi
registrada e considerada indicativa de resposta de nocicep¢do. Uma reducao significativa do
tempo de resposta nociceptiva do grupo tratado em relagdo ao grupo controle (veiculo) foi
considerada indicativa de atividade antinociceptiva.

Ao final do tempo de observagao, foi realizada a verificagdo da temperatura dos animais
e do edema na pata posterior direita, sendo que para a medida do edema utilizou-se um
micrometro externo digital da marca Mitutoyo (MDC-293-821-30) para medir a espessura

imediatamente proximal a linha média na superficie plantar do animal.

4.7.4 Nocicepcio induzida pela injecio intraplantar de mediadores quimicos endégenos

A fim de elucidar os mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo e anti-
inflamatério observado para a FEPMF-Ac, foram realizados ensaios de nocicepgao induzida
por quimicos endogenos envolvidos nos processos dolorosos, tais como bradicinina, glutamato

e histamina. Para a avaliacao deste modelo utilizou-se camundongos Swiss machos, utilizando
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procedimentos similares aos descritos previamente (MEOTTI; COELHO; SANTOS, 2010;
PIGATTO et al., 2017; SIMOES et al., 2018). O tratamento consistiu na FEPMF-A4c (10 e 100
mg/kg i.g.), dissolvida em solug¢do salina contendo 5% de tween 80. Apods o periodo de
adaptacdo e tratamento, os animais receberam, individualmente, um volume de 20 pL de
bradicinina (3 nmol/sitio), glutamato (20 pmol/sitio) ou histamina (100 nmol/sitio) injetado na
superficie ventral da pata direita dos animais. Imediatamente apds a indug¢ao da nocicepgao,
observou-se individualmente o tempo que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a
pata injetada durante o periodo de 15 minutos (glutamato e bradicinina) ou 60 minutos
(histamina). O tempo em que cada animal lambeu ou mordeu a pata foi considerado indicativo

de nocicepgao.

4.7.5 Nocicepc¢ao induzida pela injeciio intraplantar de substiancias ativadoras de canais

TRPs e ASICs.

Dando continuidade aos ensaios de mecanismo de acdo foram realizados os ensaios de
nocicepg¢do induzida por capsaicina (ativador de receptor de potencial transitorio vaniloide
subtipo 1 - TRPV1), cinamaldeido (ativador de receptor de potencial transitério anquirina 1 -
TRPAL1) e salina acida (ativador de ASICs), utilizando camundongos Swiss machos. Os
procedimentos utilizados foram similares aos descritos previamente (CORDOVA et al., 2011;
PIGATTO et al., 2017). O tratamento consistiu na FEPMF-4c¢ (10 e 100 mg/kg 1.g.), dissolvida
em solucdo salina contendo 5% de tween 80. Apds o periodo de adaptagdo e tratamento, os
animais receberam, individualmente, um volume de 20 pL de capsaicina (5,2 nmol/sitio),
cinamaldeido (10 nmol/sitio) ou salina acidificada (pH 5,0), injetado na superficie ventral da
pata direita dos animais. Cada animal foi colocado em uma camara de acrilico e o tempo de
mordida ou lambida da pata foi cronometrado durante 5 minutos para capsaicina e cinamaldeido
e 15 minutos para salina acidificada. O tempo em que cada animal lambeu ou mordeu a pata foi

considerado indicativo de nocicepgao.

4.7.6 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de substincias ativadoras de proteina

quinase C e adenilato ciclase

Para a avaliagdo deste modelo utilizou-se camundongos Swiss machos, utilizando

procedimentos similares aos descritos previamente (BAGGIO et al., 2012; PIGATTO et al.,
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2017). O tratamento consistiu na FEPMF-4c¢ (10 e 100 mg/kg i.g.), dissolvida em solugdo salina
contendo 5% de tween 80. Apds o periodo de adaptacdo e tratamento, os animais receberam,
individualmente, um volume de 20 uLL de PMA (substancia ativadora de proteina quinase C,
500 nmol/sitio) ou forscolina (substincia ativadora de adenilato ciclase, 50 nmol/sitio) injetado
na superficie ventral da pata direita dos animais. Imediatamente apds a inducao da nocicepgao,
observou-se individualmente o tempo que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a
pata injetada durante o periodo de 10 minutos para a substancia indutora forscolina, enquanto
que para o PMA foi cronometrado o apenas o tempo acumulado que os animais permaneceram

lambendo ou mordendo a pata entre 15 a 45 minutos (30 minutos) apos a inducao da nocicepgao.
4.7.7 Avaliacido locomotora: Teste do campo aberto (open field)

O teste do campo aberto foi realizado a fim de excluir a acdo de efeitos inespecificos da
FEPMF-Ac, tanto em nivel central quanto periférico, sobre a atividade locomotora dos animais,
utilizando camundongos Swiss machos. Os animais foram tratados com a FEPMF-4c¢ (30-300
mg/kg 1.g.), dissolvida em solugdo salina contendo 5% de tween 80. O aparato de avaliagdo
consiste de uma arena aberta quadrada feita de madeira lisa medindo 38 cm x 41 cm (Figura
14). O piso da arena ¢ dividido em quadrantes semelhantes e o nimero de cruzamentos
atravessados com todas as patas (parametro de locomog¢do), assim como o tempo de
permanéncia média no centro do aparato (pardmetro de ansiedade), foi contado
cumulativamente durante 5 minutos. Os camundongos foram submetidos ao teste de campo
aberto em uma avaliagdo apos tratamento unico (agudo). A arena foi limpa, com uma solugdo

de etanol 70% entre os testes, a fim de eliminar pistas olfativas entre os animais.

Figura 14 - Aparato de campo aberto.

Fonte: A autora
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4.7.8 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e
apresentaram distribuicdo normal apos terem sido submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. A analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando andlise de varidncia
(ANOVA) de uma via seguido pelo teste de Bonferroni. Para todos os casos, os valores de p
foram considerados estatisticamente significativos apenas quando inferior a 0,05. Para todos os

calculos estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism versao 9.

4.8 AVALIACAO DA FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA DO MARCADOR
5’-MeONB

Para a conducao dos estudos que avaliaram a contribui¢ao do marcador 5’-MeONB no
efeito biologico da FEPMF-Ac, fez-se necessaria uma etapa inicial de purificagdo dessa

substancia a partir de uma aliquota da FEPMF-A4c.

4.8.1 Purificacdo do marcador 5°-MeONB por CPC

Visto que o método desenvolvido por CPC para o enriquecimento das PMF presentes
no extrato de n-hexano de A. conyzoides também era adequado para o isolamento da substancia
5’-MeONB, uma aliquota da FEPMF-Ac (370,3 mg) foi submetida a analise de CPC,
desenvolvida no modo de elui¢ao ascendente, utilizando o sistema bifasico de solventes n-
hexano-acetato de etila-etanol-dgua (1:1:1:1), previamente separado em funil de separagdo
como fases superior (FS) e inferior (FI). A amostra dissolvida em 10 mL da mistura de FS-FI
1:1 foi injetada no sistema em seringa de vidro. Inicialmente realizou-se o preenchimento do
sistema com a FE, que nesta analise tratava-se da FI, a um fluxo de 30 mL/min, com rotagdo de
500 RPM, durante 10 minutos. Apds este periodo, a FS movel comegou a ser bombeada através
da FE, a um fluxo de 8 mL/min e rotacdo de 2000 RPM até que as mesmas atingissem a
condi¢do de equilibrio no sistema, sendo obtido apds 9 minutos com 71,70 % de retengdo da
FE. Consequentemente, deu-se inicio ao processo cromatografico com a inje¢do da amostra e
bombeamento da FM durante 60 minutos, realizando-se a coleta de 3 mlL/fracdo.

Posteriormente, a FS foi bombeada a uma taxa de fluxo de 30 mL/min, a 2000 rpm, durante 12
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minutos, para a etapa de extrusdo, com uma coleta de 15 mL/fracdo. As fra¢des eluidas de CPC
foram monitoradas a 275 e 330 nm, produzindo 118 fragdes.

As fragoes eluidas foram avaliadas quanto ao seu perfil cromatografico por CCD e
reunidas em trés fracdes principais de acordo com a identifica¢do preliminar da substancia 5’-

MeONB isolada.

4.8.1.1 Identificacdo e determinagdo da pureza do marcador 5’-MeONB

Para a identificacdo da estrutura e confirmagdo do isolamento do marcador 5’-MeONB,
a substancia de foi submetida a analise espectroscopica de RMN 'H. O experimento de RMN
'H foi desenvolvido em equipamento Bruker® modelo Fourier 300 (300 MHz), sendo os dados
adquiridos (FID) processados em sofiware TopSpin 3.5 e os resultados comparados com dados
disponiveis na literatura.

Adicionalmente, para a confirma¢do da estrutura e determinagdo da pureza da
substancia isolada utilizou-se como ferramenta a espectrometria de massas, cujos experimentos
foram desenvolvidos em espectrdmetro de massas Waters® modelo Xevo G2-S QTof, conforme
as condi¢des experimentais descritas no item 4.6. Para a aquisicdo e interpretacdo dos dados

utilizou-se o software MassLynx 4.1.

4.8.2 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos
adultos, com massa corporal variando entre 280 e 320 g, assim como camundongos da linhagem
Swiss fémeas adultos, com massa corporal variando entre 25-35 g provenientes do Biotério
Central da UFSC, mediante aprovagio do projeto pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) (protocolo 9838290719). Apds o
recebimento os animais foram mantidos no biotério de ratos e camundongos, separadamente,
do Laboratorio de Neurobiologia da Dor e da Inflamagao (LANDI), acondicionados em caixas,
aclimatizados com temperatura controlada de 22 + 2 °C, 60 — 80% de umidade, em ciclo
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 h) e mantidos com adgua e comida ad libitum.

Para a realizagdo dos experimentos de farmacocinética na qual a substancia foi
administrada pela via oral, os ratos permaneceram em jejum overnight (12 h) e os camundongos

em jejum de 3 h. Ambas espécies receberam agua e alimento, 2 h e 4 h apds a administragdo da



74

substancia, respectivamente. Esse periodo de jejum foi necessario para minimizar a variagao da

absor¢ao nos animais.

4.8.3 Avaliacio do efeito antinociceptivo do marcador 5’>-MeONB

O efeito antinociceptivo da substancia 5’-MeONB, marcador quimico da FEPMF-Ac,
foi avaliado utilizando o modelo de nocicep¢do induzido por formalina, conforme o
procedimento descrito previamente no item 4.9.3. Para a avaliagdo deste modelo utilizou-se
camundongos Swiss fémeas.

Inicialmente, os animais foram tratados com 5’-MeONB (10-100 mg/kg, i.g.) dissolvida
em solugao salina contendo 5% de rween 80, 1 h antes da inje¢ao de formalina na pata traseira
direita, a fim de estabelecer-se a curva dose-resposta. Os animais pertencentes ao grupo controle
foram tratados com veiculo (10 mL/kg, gavagem oral) 1 h antes da injecao de formalina.

Posteriormente, avaliou-se o decurso temporal do efeito antinociceptivo da 5'-MeONB
no experimento de nocicepgdo induzida por formalina. Os animais foram pré-tratados por via
oral com uma dose de 100 mg/kg de 5'-MeONB (ou 10 mL/kg de veiculo) nos tempos de 15,
30, 60, 180 e 360 minutos antes da inje¢do de formalina. Como parte dos animais utilizados
nesse experimento teve seu sangue coletado para a avaliagao da farmacocinética de 5°’-MeONB,
utilizou-se uma solu¢do contendo PEG (polietilenoglicol) 400 e DMSO (dimetilsulféxido)

(80:20) (v/v) como veiculo do teste para solubilizar a 5’-MeONB antes da administracao oral.

4.8.4 Método bioanalitico para quantificacao de 5°>-MeONB em plasma por UPLC-MS

A concentragdo de 5’-MeONB nas amostras de plasma provenientes do estudo de
farmacocinética foi realizada conforme o método bioanalitico desenvolvido e validado em
cromatografo Waters®, modelo Acquity H-Class UPLC acoplado a um espectrometro de massas
Xevo G2-S QTof (FAQUETI et al., 2020).

Alcangou-se a separacdo cromatografica utilizando coluna Thermo Scientific Hypersil
Gold® Cis (50 x 2,1 mm; 1,9 um) acoplada & uma pré-coluna Phenomenex® AJO-4287 e
mantidas a 40 °C. A fase modvel consistiu em um sistema gradiente contendo agua acidificada
com acido formico 0,1% (pH 3,0) (A) e acetonitrila (B) em um fluxo constante de 0,35 mL/min,
nas seguintes condigdes: 0-2 min, 55% A; 2-2.1 min, 55-5% A; 2.1-6 min, 5% A; 6-6.1 min, 5-

95% A, sendo o mesmo mantido por 3 minutos para o recondicionamento do sistema



75

cromatografico as condigdes iniciais de separacdo. As amostras foram conservadas no injetor
automatico a 8 = 1 °C e injetadas no sistema cromatografico utilizando-se 3 pLL de amostra.

O processo de nebulizagdo foi aplicado no modo positivo, nas seguintes condi¢des:
voltagem do capilar de ionizagdo de 3 kV; voltagem do cone de 40 V; voltagem offset da fonte
de 80 V; temperatura da fonte de 80 °C; temperatura de dessolvatacao de 400 °C; fluxo de gés
do cone de 50 L/h; fluxo do gas de dessolvatagao de 900 L/h. Os dados de EM foram adquiridos
em modo centroide, full-scan, em um arranjo de massa entre 250 ¢ 600 Da com tempo de
aquisi¢do de 0,7 s. Realizou-se a corre¢do dos dados espectrométricos, durante a aquisi¢do, por
meio da infusdo direta do padrio de referéncia externa leucina encefalina, em intervalos de 60
segundos, com tempo de aquisi¢ao de 0,2 s.

A integracdo das areas dos picos de 5’-MeONB e crisina, utilizado como padrao interno,
(Figura 15) foi estabelecida realizando-se os cromatogramas do ion extraido, com massa exata
de m/z 433.1475 e m/z 255.0657, respectivamente, considerando uma tolerancia de até 5 ppm.
Para a aquisicdo e interpretacao dos dados utilizou-se o software MassLynx 4.1 e sua ferramenta

QuanLynx.

Figura 15 - Estrutura quimica da substancia crisina, utilizada como padrao interno.

4.8.4.1 Preparagdo das amostras de solu¢do estoque, padroes de calibragdo e controle de

qualidade

As solugdes estoques de 5’-MeONB e do padrdo interno crisina foram preparadas em
acetonitrila nas concentracoes de 400 e 50 pg/mL, respectivamente. A partir da solugdo
contendo 400 pg/mL de 5°-MeONB foram realizadas diluigcdes em acetonitrila nas
concentragdes de 150, 300, 750, 1950, 2550 e 3750 ng/mL utilizadas para o preparo da curva
de calibragdo. Em triplicata, transferiu-se 20 pL. de cada solu¢do diluida para um microtubo
contendo 80 pL de plasma de rato, obtendo-se as concentracdes finais da curva de calibracao:

30, 60, 150, 390, 510 and 750 ng/mL.
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As amostras de controle de qualidade (CQ) nos niveis baixo (90 ng/mL), médio (360
ng/mL) e alto (600 ng/mL), foram preparadas similarmente a partir de solucdes diluidas a 450,
1800 e 3000 ng/mL. A solucdo de padrao interno crisina foi diluida na concentragdo de 1500
ng/mL.

Anteriormente as analises cromatograficas, as amostras da curva de calibragdo e
controle de qualidade foram submetidas a um processo de precipitacao de proteinas por meio
da adi¢@o de 200 pL de solugdo de crisina a 1500 ng/mL, resultando na concentragdo final de
crisina na amostra equivalente a 1000 ng/mL. As amostras foram homogeneizadas em agitador
vortex durante um minuto e centrifugadas (Sigma 2K 15, Sigma Laboratory Centrifuges®) a
12000 rpm durante dez minutos a 4 = 1 °C. O sobrenadante centrifugado foi acondicionado em

vials e injetado no sistema cromatografico.

4.8.4.2 Parametros bioanaliticos de mérito do método

O método bioanalitico desenvolvido para quantificacdo de 5’-MeONB em amostras de
plasma foi validado segundo os parametros definidos pela agéncia de regulamentagdo
americana (FDA, 2018), e inclui a determinacdo da seletividade, linearidade, limite de
quantificagdo (LQ), precisdo, exatidao, efeito matriz, recuperacao, estabilidade, efeito residual

(carryover) e integridade de diluicao.

4.8.4.2.1 Seletividade

A seletividade do método bioanalitico foi investigada em relagdo a possivel
interferéncia de substancias presentes na matriz na determinacdo de 5°-MeONB e crisina. Dessa
forma, cromatogramas dos ions extraidos m/z 433.1494 (5’-MeONB) e m/z 255.0657 (crisina)
de amostras de plasma branco foram comparados aos cromatogramas obtidos das amostras da
curva de calibragao a 30 ng/mL, assim como aos cromatogramas do plasma dos animais tratados

com 5°’-MeONB (2 mg/kg i.v.).

4.8.4.2.2 Linearidade e limite de quantificacao (LQ)

Com o objetivo de determinar a linearidade, preparou-se em triplicata a curva de

calibragc@o em seis niveis de concentracdo, variando de 30 a 750 ng/mL. Calculou-se a curva de



71

calibragdo em plasma utilizando analise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados, baseado na razdo entre as areas dos picos de 5’-MeONB e de crisina versus a
concentracdo de 5’-MeONB, obtendo-se os valores de inclinagao (a), intercepcao (b) e
coeficiente de determinagio (R?). Adicionalmente, a varidncia da linearidade da curva foi
avaliada pelo teste de ANOVA. O limite de quantificagdo (LQ) foi estabelecido como o menor

valor de concentragdo testado na curva de calibragdo com precisdo e exatidao superior a 20%.

4.8.4.2.3 Precisdo e exatidao

Avaliou-se a precisdo do método por meio da determinagdo da repetibilidade (intradia)
e precisao intermediaria (interdia) em amostras de CQ nos trés niveis de concentracao (90, 360
e 600 ng/mL) e do LQ (30 ng/mL), realizadas em quintuplicata e em trés dias consecutivos.
Calculou-se o DPR entre as réplicas, sendo a precisdo intermediaria estimada como o DPR entre
todos os valores obtidos nos trés dias consecutivos (n = 15) para as amostras de CQ ¢ LQ. A
exatiddo do método foi verificada comparando-se as concentracdes nominal € a experimental
obtidas na determinacdo da precisdo de cada amostra. Os critérios de aceitagdo para exatidao e

precisdo foram + 15% de desvio para determinac¢des de CQ e + 20% de desvio para o LQ.

4.8.4.2.4 Recuperagao e efeito matriz

A recuperacdo (eficiéncia de extragdo) e efeito matriz do método foram estabelecidos
utilizando-se as areas dos picos de 5’-MeONB e crisina, extraidas dos cromatogramas das
amostras de CQ nos trés niveis de concentracdo. A recuperagao de 5’-MeONB e crisina foi
determinada comparando-se as areas dos picos em amostras de CQ usuais (as solugdes de 5’-
MeONB e crisina sdo adicionadas antes do procedimento de desproteinizagdo) com amostras
de CQ preparadas com plasma desproteinizado antes da adi¢do de 5’-MeONB e crisina nas
concentragdes correspondentes. Além deste, comparou-se a recuperacao dos analitos em
amostras preparadas utilizando plasma hemolisado.

Avaliou-se o efeito matriz dividindo-se a area do pico de cada analito (5’-MeONB e
crisina) obtida nos cromatogramas de amostras preparadas em plasma (amostras de CQ) e em
solucdo de acetonitrila, ambos preparados em quintuplica nas concentragdes de 90, 360 e 600

ng/mL. O coeficiente de varia¢do da recuperacao e efeito matriz ndo pode exceder 15%.
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4.8.4.2.5 Estabilidade

A avaliagdo preliminar da estabilidade de 5’-MeONB no plasma de ratos foi
determinada em amostras de CQ inferior e superior (90 e 600 ng/mL), preparadas em triplicata.
A estabilidade foi investigada ap6s 30 dias de estocagem a -80 + 2 °C. Além disso, amostras ja
processadas e mantidas no amostrador automatico do cromatografo por 12 horas a 8 £ 1 °C
também foram avaliadas quanto a sua estabilidade. Aceita-se desvios de + 15% da concentragdo

nominal em cada nivel para a determinagao da estabilidade.

4.8.4.2.6 Efeito residual

O efeito residual (carryover) foi investigado baseado na observacdo dos cromatogramas
de cinco amostras contendo apenas acetonitrila, apds a inje¢do sucessiva de cinco amostras da
maior concentragdo da curva de calibragdo (750 ng/mL). O efeito residual ndo pode exceder

20% do LQ para o analito e 5% para o padrdo interno.

4.8.4.2.7 Diluicdo

Durante o processo de validacdo a integridade da diluicdo costuma ser investigada com
o objetivo de garantir a quantificacdo das amostras provenientes do estudo farmacocinético
cujas concentragdes estejam acima do limite superior da curva de calibragdo. Dessa forma,
avaliou-se um processo de diluigao 1/10 por meio da determinacdo de cinco amostras a 300
ng/mL, preparadas diluindo-se com acetonitrila solugdes independentes preparadas a 3000
ng/mL em plasma. A exatidao e o DPR entre as concentracdes experimental € nominal foram

determinados.

4.8.5 Estudo farmacocinético pré-clinico

O estudo farmacocinético foi conduzido no Laboratério de Neurobiologia da Dor e da
Inflamag¢ao (LANDI), pertencente ao departamento de Ciéncias Fisiologicas do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB — UFSC), sob orientacao da professora Dra. Teresa Cristina Dalla

Costa, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e com a colaboragao do pos-doutorando
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Layzon Antonio da Silva e da veterindria, do departamento de Farmacologia, Luciana

Honorato.

4.8.5.1 Preparagdo das doses de 5’-MeONB

A solugdo de 5'-MeONB para administragdo intravenosa (i.v.) e oral usada no ensaio de
farmacocinética foi preparada em PEG 400-DMSO (80:20, v/v), seguido por sonicacdo em
ultrassom por 5 minutos. A solu¢do para administragdo i.v. foi filtrada através de uma
membrana microporosa de 0,45 um (Tedia Company, Inc., Ohio, Estados Unidos) antes da

administracao.

4.8.5.2 Farmacocinética em ratos

Com o objetivo de avaliar a farmacocinética da substancia 5'-MeONB em ratos, foram
utilizados ratos Winstar machos para as administracdes oral e intravenosa (i.v.), divididos em
dois grupos. Os animais acordados foram tratados com uma dose tnica de 5’-MeONB 10 mg/kg
(n=3) i.v. bolus na veia caudal ou 50 mg/kg (n = 7) por gavagem oral.

A coleta das amostras de sangue e administracdo da substincia na veia caudal foi
realizada com o auxilio de um acesso venoso periférico (dngiocath®, azul, modelo 22G x 1,007,
BD®) inserido em uma das veias caudais laterais dos animais. Para tal, os animais foram
imobilizados com ajuda de uma flanela para inducgdo anestésica com isoflurano (solugdo para
inalag¢do) e propilenoglicol (30:70) (v/v). Com os animais posicionados em decubito lateral,
manteve-se a cauda imersa em agua aquecida, favorecendo a dilatagao das veias caudais, até a
perda do reflexo protetor. Apos o bloqueio anestésico, a veia foi cateterizada com o cateter,
sendo inserido 100 puL de solugdo salina contendo 2% de heparina (5.000 UI/mL) para impedir
a obstrucao do cateter. Para impedir a perda de sangue no cateter, foi acoplado um adaptador
do tipo PRN ao cateter, sendo o mesmo coberto com esparadrapo. Os animais que receberam a
substancia pela via intravenosa foram cateterizados em ambos lados da veia lateral, sendo o
cateter utilizado para administracio da substincia imediatamente removido apds a
administracao.

A administragdo por via oral e i.v. da substancia foi realizada apos a eliminagao do

anestésico e consequentemente retomada de consciéncia dos animais, para evitar possiveis
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alteracdes dos parametros farmacocinéticos em estudo. Cada grupo recebeu uma tnica dose de
5’-MeONB, administrada no cateter (via i.v.) ou gavagem (via oral).

Aproximadamente 300 pL de sangue foram coletados, pelo cateter posicionado na veia
caudal lateral, em microtubos heparinizados contendo 10 pL de heparina (5.000 UI/mL), nos
tempos de 5, 10, 30, 45, 60, 120, 240, 360 e 480 minutos ap6s a administragdo da substancia
pela via i.v. e nos tempos de 15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 340 e 480 minutos apoOs a
administracdo pela via oral. Em seguida a coleta de sangue em cada um dos tempos
estabelecidos, administrou-se 100 pL de solucdo salina estéril e 100 pL de heparina 2% no
acesso venoso para a reposicao do volume de sangue coletado e limpeza do cateter.

O plasma foi separado por centrifugacio (Sigma 2K 15, Sigma Laboratory Centrifuges®)
durante 15 minutos a 3500 rpm e 4 + 1°C, e armazenado a -80 + 2 ° C até a analise. As amostras
de plasma (100 pL) foram desproteinizadas e processadas de acordo com o item 4.9.1.1 antes

das injegoes.

4.8.5.3 Farmacocinética em camundongos

A fim de se avaliar a farmacocinética de substincia 5'-MeONB em camundongos,
quarenta camundongos Swiss fémeas foram usados para administragao oral de 5'-MeONB,
divididos em 10 grupos contendo 4 animais/tempo. Os animais foram tratados com uma dose
oral tnica de 100 mg/kg 5'-MeONB por gavagem e eutanaziados em pontos de tempo
predeterminados (5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 420 e 480 minutos) apds a administracao
oral. As amostras de sangue foram coletadas em microtubos heparinizados ¢ o plasma foi
separado por centrifugacdo a 3500 rpm, 4 = 1 ° C por 15 min e armazenado a -80+2° C até a

analise UPLC-MS, conforme as condi¢des descritas no item 4.9.11.
4.8.6 Analise dos dados farmacocinéticos
4.8.6.1 Analise nao compartimental
A analise ndo compartimental (ANC) dos perfis individuais dos ratos e dos perfis
médios dos camundongos foi realizada com o software Microsoft Excel 2013. Os parametros

farmacocinéticos determinados incluiram a taxa constante de elimina¢do (L), tempo de meia-

vida de eliminacdo e absor¢ao (t12), a rea sob a curva de concentra¢ao-tempo (AUC) calculada
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pela regra trapezoidal linear, o tempo de residéncia médio (MRT), o tempo médio de absor¢ao
(MAT), a depuracio total, ou clearance (CL), o volume de distribui¢dao no estado estacionario

(Vdss) e a biodisponibilidade absoluta (Foral) (SHARGEL; ANDREW; WU-PONG, 2012).

4.8.6.2 Analise farmacocinética populacional

A modelagem farmacocinética populacional (popPK) foi realizada utilizando o software
NONMEM 7.0 (ICON development solutions, Dublin, Irlanda) e o pacote PREDPP (ADVAN4,
TRANS4). Um total de 40 observagdes derivadas de 40 camundongos e 93 observagdes
derivadas de 10 ratos foram incluidas no conjunto de dados. Em relagdo a natureza esparsa dos
dados, a abordagem naive pooling (NPA) foi selecionada para a analise farmacocinética. Nessa
abordagem, ¢ pressuposto que todos os dados sdo de um Unico sujeito experimental, permitindo
estimar o perfil farmacocinético tipico e pardmetros caracterizados pelo modelo estrutural e
erros residuais, em uma primeira analise exploratodria.

As concentragdes de 5’-MeONB obtidas foram transformadas em escala logaritmica e
varios modelos estruturais foram avaliados por meio da comparacdo de valor de funcdo
objetivo, do inglés objective function value, e da avalia¢do visual dos graficos de adequacao.
Para melhor descrever os dados, foram selecionados os modelos de dois compartimentos em
ratos ¢ de um compartimento em camundongos, com eliminagdo de primeira ordem e erro

residual proporcional para as concentracdes plasmaticas.

4.8.7 Estudo farmacocinético in silico

As propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de 5’-MeONB foram preditas
utilizando o software ADMET Predictor versdao 9.5 e a ferramenta MedChem Designer

(Simulation Plus, Lancaster, Califérnia, Estados Unidos).

4.8.8 Analise estatistica

Os parametros farmacocinéticos determinados pela ANC apo6s a administracio i.v. €
oral em ratos foram comparados estatisticamente por meio do teste t de Student (o = 0,05).
Os resultados da atividade antinociceptiva sdo apresentados como média + E.P.M. A

analise estatistica dos resultados foi realizada utilizando analise de variancia (ANOVA) de uma
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via seguido pelo teste de Bonferroni para os resultados obtidos na curva dose-resposta e o teste
t de Student para comparagdo entre os grupos no experimento do decurso temporal do efeito
antinociceptivo. Para todos os casos, os valores de p foram considerados estatisticamente
significativos apenas quando inferior a 0,05. Os célculos estatisticos foram realizados utilizando

o software GraphPad Prism versao 9.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE EXTRACAO

Com o intuito de obter-se grandes quantidades das PMF de interesse, procedeu-se a
extragdo a partir das partes aéreas de A. conyzoides, visto que trabalhos anteriores
demonstraram a presenca dessas substancias tanto nos caules, quantos nas folhas e flores dessa
espécie (BOSI et al., 2013). Para o estudo da otimizagdo do processo de extracdo das PMF
presentes nas partes aéreas de 4. conyzoides foram preparadas oito combinagdes extrativas
diferentes, variando-se o solvente extrator ¢ o0 método de extragdo. Os resultados do rendimento
de extracdo (biomassa), expressos em porcentagem referente a massa inicial corrigida pelo teor

de umidade das partes aéreas secas utilizadas, estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento de extragdo dos diferentes extratos obtidos na otimizagdo do processo
de extragao das polimetoxiflavonas de 4. conyzoides.

Método de extracao
Maceracio estatica  Aparato Soxhlet

Solvente extrator

n-hexano 1,359 % 4,816 %
Diclorometano 2,156 % 6,903 %
Acetato de etila 3,764 % 4,641 %
Metanol 20,235 % 18,699 %

Ao observar-se os valores de rendimento de extragdo (Tabela 1) ¢ possivel considerar
que o método de extragcdo em aparato de Soxhlet apresentou maiores rendimentos de extragao,
enquanto que o solvente extrator parece ter menor influéncia sobre o resultado, com excecao
para o solvente extrator metanol que apresentou os maiores valores de rendimento de extracao.
Era esperado que o metanol apresentasse os melhores rendimentos de extragdo, visto que
solventes com lipofilicidade intermediaria, como metanol e etanol, tendem a extrair uma ampla
faixa de metabolitos secundarios em materiais vegetais € consequentemente apresentarem
maiores rendimentos de extragdo, resultando em uma maior complexidade de fracionamento e
isolamento dos metabolitos de interesse.

Para tanto, a complexidade quimica e o teor de PMF nas preparagdes obtidas foi avaliada
por UPLC-MS, permitindo analisar de forma mais efetiva os extratos. Os perfis cromatograficos
das preparacdes obtidas por maceracdo e em aparato Soxhlet estdo representados,

respectivamente, nas Figuras 16 e 17.
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Figura 16 - Analise comparativa entre os cromatogramas de intensidade de pico base (BPI)

obtidos por ESI(+) dos extratos de 4. conyzoides preparados por maceragao estatica.
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(A) extrato n-hexano; (B) extrato diclorometano; (C) extrato de acetato de etila; (D) extrato de metanol; (I)
cumarina; (II) ageconiflavona C; (III) 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona; (IV) 7-hidroxi-5,6,8,5'-
tetrametoxi-3',4'-metilenedioxiflavona; (V) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; (VI) nobiletina; (VII) linderoflavona
B; (VIII) 5’-metoxinobiletina; (IX) eupalestina.

Figura 17 - Anélise comparativa entre os cromatogramas de intensidade de pico base (BPI)
obtidos por ESI(+) dos extratos de A. conyzoides preparados em aparato de Soxhlet.
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tetrametoxi-3',4'-metilenedioxiflavona; (V) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; (VI) nobiletina; (VII) linderoflavona
B; (VIII) 5’-metoxinobiletina; (IX) eupalestina.
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Conforme demonstrado nos cromatogramas, os extratos obtidos apresentam de forma
geral um perfil cromatografico similar, contudo observa-se a diminui¢cdo da intensidade de
alguns picos com maior tempo de retengdo nos extratos obtidos utilizando-se como solvente
extrator metanol e acetato de etila.

Adicionalmente, o método analitico desenvolvido possibilitou uma boa resolucao entre
os sinais analiticos facilitando a identificagdo das substancias presentes nos extratos. Analises
qualitativas permitiram identificar a presenca de onze PMF nas preparacdes extrativas
analisadas. A identificacdo dos picos referentes as PMF baseou-se nos valores de massa
monoisotdpica m/z e no perfil espectral de MS, assumindo-se uma tolerancia de 5 ppm entre a
massa teorica e a formula molecular proposta, assim como comparando-se os dados de UPLC-
MS com os padrdes disponiveis e as informagdes bibliograficas (FAQUETI; SANDIJO;
BIAVATTI, 2017). As substancias identificadas, compreendendo os tempos de retencao,

formula molecular e massa monoisotopica experimental sdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Substancias identificadas por ESI(+)Q-Tof nos extratos de A. conyzoides, obtidos na
etapa de otimizacdo do processo de extracdo.

Al s tr Férmula m/z [M+H]"  Estrutura

Substancia . ;.
(min) molecular (erro, ppm) quimica

cumarina (1,2-benzopirona) 2,55 CoH702 147,0441 (-3.4) (46)
ageconiflavona C 3,16 Cz20H200s  389,1218 (-4,6) (32)
3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona 3,72 C21H2209  419,1323 (-4,5) (34)
7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'- 4,09  C0HisO9 403,1015 (-3,5) (36)
metilenodioxiflavona
sinensetina 4,43  Co0H2007  373,1284 (-0,8) (29)
PMF com perfil de substituicdo dihidroxi- 4,63 CioHisOs 375,1071 (-2,4) -
tetrametoxiflavona
5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona 5,06 C21H220s  403,1375 (-4,5) (26)
nobiletina 5,40  C21H220s8  403,1380 (-3,2) (28)
linderoflavona B 5,73 Cz20HisOs  387,1063 (-4,4) (24)
PMF com perfil de substituicdo dihidroxi- 6,10 CisHisO7  345,0972 (-0,6) -
trimetoxiflavona
5'-metoxinobiletina 6,29  CxH24O9  433,1483 (-3,7) (27)
eupalestina 6,90  C21H2009  417,1166 (-4,8) (25)

tr: tempo de retengdo

Entre as PMF identificadas observa-se que a 5°-MeONB trata-se da substancia em maior
intensidade nos cromatogramas, sendo selecionada como marcador para avaliar-se o teor de
PMF nos extratos. A andlise quantitativa para a determinag¢dao do teor de 5’-MeONB nos
extratos foi realizada a partir de curva analitica construida em sete niveis de concentragdo, sob

0 mesmo método descrito no item 4.2.1.1.
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A curva de calibragao da 5’-MeONB (Figura 18) é representada pela equagdo y=85317x
+5087,1, com coeficiente de correlacdo (R) de 0,9999 e coeficiente de determinacio (R?) de
0,9998, na faixa linear de 0,20 — 7,0 pg/g. Indicando um bom ajuste linear e que os resultados
de quantificacdo obtidos foram diretamente proporcionais a concentragdo do analito em um

determinado intervalo de variagdo.

Figura 18 - Curva de calibragdo para 5’-metoxinobiletina em fungio da Area X Concentragio.
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Utilizando a equacdo de reta obtida a partir da curva de calibragdo foi possivel calcular
o teor de 5°-MeONB (expresso em pg/g de extrato seco) nas diferentes preparagdes, cujos
valores estdo apresentados na Tabela 3 e representados na Figura 19.

A anadlise de variancia (ANOVA) de duas vias, em um intervalo de confianca de 95%,
do teor de 5’-MeONB nas preparacdes extrativas demonstra que o tipo de extragdo
(Fealculado(1;15=523,4 [p<0,0001] maior que Feritico=4,54) bem como o solvente extrator
(Fealculado(3;15=432,0 [p<0,0001] maior que Feritico=3,29) exercem influéncia sob a concentragdo
de 5’-MeONB, e que o tipo de extracdo e o solvente extrator utilizados interferem em 24,57%
e 60,84% na concentragdo do marcador, respectivamente.

A aplicacdo do pos-teste de Bonferroni, em um intervalo de confianca de 95%, para as
comparagoes multiplas entre os solventes extratores revelou que existe diferenca estatistica no
teor de 5’-MeONB entre os mesmos quando avaliados separadamente no método de extragao
por maceragao quanto em aparato Soxhlet, com exce¢do da comparagdo entre os extratos de n-
hexano e acetato de etila obtidos por maceragdo, o qual ndo apresentou diferenca estatistica.

Quando comparados os tipos de extracao, o pos-teste de Bonferroni indicou que existe diferenca
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estatistica entre todos os extratos preparados por maceragao e por aparato Soxhlet obtidos no

mesmo solvente extrator.

Tabela 3 - Teor de 5’-metoxinobiletina por UPLC-MS das diferentes combinagdes extrativas

obtidas na otimizacdo do processo de extragdo das polimetoxiflavonas de 4. conyzoides.
Método de extraciao

Maceracio estatica Aparato Soxhlet

Solvente extrator

n-hexano 13,11 £ 0,96 33,75+0,17
Diclorometano 9,49 + 0,88 23,37 £2,55
Acetato de etila 14,23 £ 0,40 16,89 + 1,45
Metanol 1,17 £ 0,06 3,68 £0,85

Os valores foram expressos como a média + desvio padrdo (n=3) de pg de 5’-metoxinobiletina/g de extrato seco.

Figura 19 - Anélise comparativa do teor de 5’-metoxinobiletina por UPLC-MS das diferentes
combinagdes extrativas obtidas na otimizagao do processo de extra¢do das polimetoxiflavonas
de 4. conyzoides.
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Hex: n-hexano; DCM: diclorometano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol.

A comparagdo entre o teor de 5°-MeONB nos diferentes extratos (Figura 19) suportado
pelos resultados da andlise estatistica, permitem inferir que a extragdo por aparato de Soxhlet
apresenta uma melhor eficiéncia de extragdo, assim como um melhor rendimento de extragao
quando comparado ao método de extracdo por maceragdo. O fato da amostra ser repetidamente
colocada em contato com as porg¢des livres do solvente, ajudando assim a mover o equilibrio de
transferéncia, e a temperatura do sistema permanecer relativamente alta sdo as principais
vantagens da extragdo desenvolvida em aparato Soxhlet e possivelmente tais fatores estdo

envolvidos na obtencao dos melhores resultados de rendimento e teor do marcador alcangados
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na utilizagdo desse método para a extragdo das PMF de 4. conyzoides, quando avaliado pelo
teor de 5’-MeONB (DE CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998).

Uma preocupacdo importante quando utiliza-se altas temperaturas para a extracdo de
materiais vegetais ¢ quanto a estabilidade das substincias, entretanto se observa que a
temperatura utilizada na extragdo em aparato Soxhlet ndo interferiu nos constituintes extraidos
uma vez que o perfil cromatografico das amostras extraidas nesse aparato ¢ bastante semelhante
ao perfil cromatografico das amostras extraidas por maceragdo a temperatura ambiente.

Entre os solventes utilizados na otimizagdao do método de extracao, os solventes n-
hexano e diclorometano apresentaram as maiores concentragdes do marcador 5’-MeONB. Visto
que 0s mesmos possuem um carater mais lipofilico e dessa forma facilitam a extracdo de
moléculas organicas lipossoluveis, como as PMF (LogP entre 2,90 e 3,40), ja se esperava que
estes solventes apresentassem os melhores resultados. Complementarmente, a literatura
recomenda a utilizagdo de hexano como solvente para a extragdo de outras PMF (GONZALEZ
et al., 1991b; WANG et al., 2005).

Dessa forma, considerando-se os resultados de rendimento de extracdo e do teor de 5°-
MeONB nos extratos obtidos, somado ao fato do alto risco toxicoldgico e ambiental do solvente
diclorometano (TEAF, 2000; SCHLOSSER et al., 2015), selecionou-se como as melhores
condigdes para a extragdo das PMF nas partes aéreas de 4. conyzoides o uso de n-hexano como

solvente extrator utilizando o método de extragdo em aparato Soxhlet.

5.2 OTIMIZACAO DO PROCESSO DE FRACIONAMENTO CROMATOGRAFICO

A partir do processo de extracdo otimizado das partes aéreas de A. conyzoides foi
possivel obter 33,6 g de extrato bruto proveniente do material vegetal coletado em 2016.
Aliquotas deste extrato foram submetidas a processos de fracionamento a fim de padronizar-se
um processo rapido e eficiente da FEPMF-Ac.

A parti¢do liquido-liquido ¢ considerada uma ferramenta simples para a remogao de
graxas, ceras e outras substincias lipofilicas de extratos vegetais, a qual consiste na separagdo
entre duas fases ndo misciveis, geralmente dgua e hexano. Entretanto, ndo foi possivel a
aplicacao desse método no fracionamento do extrato bruto, visto que as PMF apresentam grande
afinidade por n-hexano e dessa forma ndo ocorreria a separagdo entre as mesmas € OS

interferentes lipofilicos presentes no extrato bruto.
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Inicialmente, investigou-se o fracionamento do extrato bruto por cromatografia liquida
avacuo (CLV). Foram obtidas dez fragdes que foram reunidas conforme o perfil cromatografico
avaliado por CCD, resultando em duas subfragoes: A-G (976,4 mg) e H-J (199,7 mg), estando
nesta ultima contidas as PMF de interesse representadas pela mancha de coloracdo amarelada
em destaque na Figura 20.

No entanto, a utilizacdo desta metodologia ndo demonstrou ser efetiva no isolamento
das PMF ao restante das demais substancias presentes no extrato bruto, na medida que parte
das clorofilas e outros contaminantes apresentavam um fator de reten¢do muito préximo ao das
PMF na fase estacionaria silica gel. Além disso, para o fracionamento desta aliquota de extrato
foram utilizados 1,5 L de n-hexano e acetato de etila, um consumo muito superior a quantidade

de solvente utilizada para a purificagdo da mesma amostra usando a CPC.

Figura 20 - Analise por CCD das subfracdes H-J e A-G provenientes do fracionamento do
extrato bruto de n-hexano por CLV, conforme condig¢des descritas no item 4.4.3.
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Revelador: solucdo de anisaldeido sulfurico. A seta indica a mancha de coloracdo amarelada correspondente as
polimetoxiflavonas na subfragdo. Fase mdvel: diclorometano-metanol 9:1.

Outra alternativa considerada para o fracionamento do extrato bruto de 4. conyzoides
foi a cromatografia de parti¢do centrifuga. Esta técnica apresenta vantagens quando comparada
a outros métodos de separa¢do convencionais, tal como a eliminagdo do uso de uma fase
estacionaria solida, excluindo danos a amostra por conta de adsorg¢do irreversivel, assim como
recuperagao total da quantidade de amostra injetada, baixo risco de desnaturacdo da amostra,
além do baixo consumo de solventes orgéanicos, que tornam esta uma alternativa sustentavel

(BOJCZUK; ZYZELEWICZ; HODUREK, 2017).
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Aliquotas do extrato bruto de n-hexano foram submetidas ao teste de shake flask para a
determinag¢do do coeficiente de partigdo (Kp) das PMF nos sistemas bifasicos elencados,
seguindo algumas recomendacdes que a literatura sugere para essa classe de substancias (ITO,
2005; ISOBE et al., 2006; UCKOO; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2011). Os valores de Kp
obtidos para os modos de eluicdo ascendente e descendente das substincias alvo estdo
apresentados na Tabela 4.

Com o intuito de alcangar uma resolucdo eficiente entre as substancias as quais deseja-
se separar no processo cromatografico, o calculo do valor de Kp ¢ uma ferramenta
importantissima, pois informa a taxa de transferéncias das substancias entre duas fases
imisciveis, permitindo predizer valores como o tempo de retencao das substancias no sistema.
Baixos valores de Kp tendem a diminuir a resolucdo entre os picos, enquanto que altos valores
produzem o alargamento dos picos cromatograficos e excessivos tempos de andlise. Para uma
separagao eficiente por CPC indica-se que o valor de Kp deva estar dentro da faixa aproximada
de 0,4 e 2,5 (FRIESEN; PAULI, 2005; SKALICKA-WOZNIAK; GARRARD, 2014).

Entre os sistemas bifasicos propostos para a separacao das outras substancias presentes
no extrato bruto de 4. conyzoides foram considerados os sistemas terciarios contendo n-hexano-
metanol-agua (Hex-MeOH-H20); n-hexano-acetona-agua (Hex-Acetona-H20); acetato de
etila-acetonitrila-agua (AcOEt-ACN-H20) e acetato de etila-acetona-agua (AcOEt-Acetona-
H20), assim como os sistemas quaternarios contendo n-hexano-acetato de etila-metanol-agua
(Hex-AcOEt-MeOH-H20); n-hexano-acetato de etila-etanol-agua (Hex-AcOEt-EtOH-H20) e
n-hexano-acetato de etila-acetonitrila-dgua (Hex-AcOEt-ACN-H20).
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Tabela 4 - Valores de coeficiente de particao (KD) obtidos para os modos de eluicdo ascendente (ASC) e descendente (DSC) para a cumarina (1,2-
benzopirona) e as polimetoxiflavonas majoritarias presentes no extrato bruto de n-hexano de 4. conyzoides, determinados segundo as condi¢des
experimentais descritas no item 4.4.3.1.

Valores de Kp das substiancias alvo

Sistemas Bifasicos CUMA 3'-HDX HEXA NOBI 5°-MeONB EUPA
ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC ASC DSC
Hex-MeOH-H20 (3:3:4) 25,30 0,04 21341 0,01 6039 0,02 17,80 0,06 13,36 0,08 5,54 0,18
Hex-MeOH-H20 (3:1:3) >1000 <0,01 69,39 0,01 9,43 0,11 2,77 0,36 1,36 0,74 0,53 1,87
Hex-Acetona-H20 (3:1:3) 5,93 0,17 37,75 0,03 7,85 0,13 3,38 0,29 1,42 0,70 0,62 1,62
Hex-Acetona-H20 (3:2:4) 14,86 0,07 57,90 0,02 16,21 0,06 8,03 0,12 3,58 0,28 1,67 0,60

Hex-AcOEt-MeOH-H20 (1:0,8:1:1) 5,99 0,17 11,03 0,09 6,01 0,17 4,44 0,22 1,85 0,54 1,08 0,92
Hex-AcOEt-MeOH-H20 (1:1:1,3:1) 18,60 0,05 19,57 0,05 9,63 0,10 5,55 0,18 4,15 0,24 2,57 0,39

Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:0,8:1:1) 8,95 0,12 27,53 0,04 6,47 0,15 4,73 0,21 1,53 0,65 1,98 0,51
Hex-AcOEt-EtOH-H,0 (1:1:1:1) 7,05 0,14 4,75 0,21 3,83 0,26 3,94 0,25 1,72 0,58 1,12 0,89
Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1:0,8) 7,68 0,13 8,22 0,12 5,05 0,20 3,76 0,27 2,37 0,42 1,74 0,57
Hex-AcOEt-EtOH-H20 (0,8:1:1:1) 6,45 0,15 6,00 0,17 3,91 0,25 2,89 0,35 1,93 0,52 1,20 0,83

Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1,3:1) 11,94 0,08 16,47 0,06 9,38 0,11 6,88 0,14 4382 0,21 3,50 0,29
Hex-AcOEt-EtOH-H-0 (0,8:1,2:1:1) 1,34 0,74 2,03 0,49 1,46 0,69 1,17 0,85 0,95 1,05 0,59 1,70

Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:2:1:2) ND ND 0,05 21,95 0,12 8,32 0,07 13,63 0,10 10,27 0,04 26,47
Hex-AcOEt-EtOH-H20 (5:6:5:6) 3,19 0,31 1,13 0,89 0,77 1,29 0,61 1,64 0,75 1,34 0,50 1,99
Hex-AcOEt-EtOH-H20 (6:5:6:5) 15,82 0,06 17,83 0,06 9,33 0,11 6,54 0,15 2,31 0,43 2,59 0,39
Hex-AcOEt-ACN-H20 (1:1:1:1) 0,08 12,59 0,06 1696 0,04 22,75 <0,01 >1000 0,02 38,99 0,02 45,34
Hex-Acetona-EtOH-H20 (1:1:1:1) ND ND 125,70 0,01 107,60 0,01 61,65 0,02 70,49 0,02 53,92 0,02
AcOEt-ACN-H20 (3,5:2,5:4) <0,01 >1000 <0,01 >1000 <0,01 >1000 <0,01 >1000 <0,01 >1000 <0,01 >1000
AcOEt-Acetona-H20 (4:2:4) ND ND 0,15 6,64 0,04 26,07 0,03 358 003 3565 0,01 6722

Hex: n-hexano, MeOH: metanol; H2O: agua; AcOEt: acetato de etila; EtOH; etanol; ACN: acetonitrila; CUMA: cumarina; 3’-HDX: 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-
hexametoxiflavona; HEXA: 5,6,7,3,’4°,5’-hexametoxiflavona; NOBI: nobiletina; 5°~-MeONB: 5’-metoxinobiletina; EUPA: eupalestina; ASC: ascendente; DSC: descendente;
ND: nio detectado.
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Comparando-se os resultados dos valores de Kp, os sistemas quaternarios contendo Hex-
AcOEt-MeOH-H20 e Hex-AcOEt-EtOH-H20 apresentaram as melhores resolucdes entre as
substancias de interesse, salientando a versatilidade desses sistemas amplamente demonstrada
na literatura (FRIESEN; PAULI, 2005; LIU et al., 2018). Nota-se que a substituicao de metanol
por etanol na composic¢ao do sistema, quando utilizados na mesma propor¢do, nio resultou em
mudangas relevantes nos valores de Kp das substancias avaliadas. Consequentemente,
aplicando-se os principios de quimica verde, optou-se por utilizar etanol na composi¢do do
sistema de solventes considerando os riscos ocupacionais envolvidos na utilizacdo de metanol,
reduzindo os impactos negativos gerados pelo processo de enriquecimento do extrato.

Foram realizadas pequenas alteragcdes na propor¢ao dos solventes do sistema de Hex-
AcOEt-EtOH-H20, a fim de buscar-se as condi¢cdes ideais para a obtencdo da FEPMF-Ac.
Quando comparados os valores de Kp das substancias alvo, no modo de elui¢do ascendente,
entre o sistema contendo (1:1:1:1) da mistura bifasica e os restantes alterados, observa-se que
a reducao na proporcao de acetato de etila ou 4gua ocasiona pequenos aumentos dos valores de
Kb, enquanto que o aumento da propor¢do de etanol acarreta o aumento expressivo dos valores
de Kp.

Trabalhando-se no modo de eluigdo ascendente considera-se que a fase inferior (aquosa)
como estacionaria, neste caso com a diminui¢do da polaridade dessa fase gerada pela
diminui¢do da propor¢do de 4gua ou o aumento da propor¢do de etanol no sistema, espera-se o
aumento da reten¢do das substancias no sistema cromatografico, visto que diminui-se a
diferenca de polaridade entre as FE ¢ FM.

Considerando os valores de Kp para os sistemas bifasicos investigados expostos na
Tabela 4, selecionou-se o sistema de solvente com Hex-AcOEt-EtOH-H20 na propor¢ado de
1:1:1:1 e no modo de eluicdo ascendente para o fracionamento do extrato bruto de A.
conyzoides, uma vez que os valores de Kp determinados estdo dentro da faixa de equilibrio

apropriado.

5.2.1 Fracionamento do extrato bruto por CPC: sistema de Hex:AcOEt:EtOH:H20
(1:1:1:1) (ASC)

Apo6s a escolha do sistema bifasico Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1:1), em modo de

eluicdo ascendente como o mais adequado para o enriquecimento das PMF de A. conyzoides,
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uma aliquota do extrato bruto de n-hexano (921,1 mg) foi submetida ao fracionamento

cromatografico no sistema de CPC, conforme ilustrado no cromatograma da Figura 21.

Figura 21 - Cromatograma do fracionamento cromatografico do extrato bruto de n-hexano de
A. conyzoides em sistema de CPC, de acordo com as condi¢des descritas no item 4.4.2.2. A 330
nm.
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No cromatograma do extrato bruto submetido ao processo de fracionamento por CPC
observa-se a presenga de oito fragcdes principais, as quais foram reunidas segundo o perfil
cromatografico avaliado por CCD, resultando em trés subfracdes: I-III (789,3 mg), IV-VII
(116,8 mg) e VIII (15,0 mg).

O fracionamento do extrato bruto em sistema de CPC, utilizando as condigdes
cromatograficas descritas no item 4.4.2.2, demonstrou ser eficiente para o enriquecimento das
PMF de A. conyzoides, visto que obteve-se uma boa resolucao entre os picos das mesmas e
aqueles iniciais referentes as substincias mais apolares do extrato (clorofilas, 4cidos graxos e
outros lipideos). Observou-se que as primeiras PMF coletadas apresentaram tempo de retengao
proximo de 30 minutos, condizente com os valores de Kp proximo a 1 encontrados no método
de shake-flask, enquanto que aquelas com os maiores valores de Kp foram eluidas do sistema
proximos a etapa de extrusdo. As fracdes contendo as PMF foram reunidas na subfracdo IV-
VII, com rendimento de 12,68%.

Embora o método de shake-flask tenha sido eficiente para prever o coeficiente de
parti¢do e consequentemente o comportamento das PMF entre as fases no sistema, 0 mesmo
ndo se obteve para a substancia cumarina. Nos testes de shake-flask realizados esta substancia

apresentava elevados valores de Kp, entretanto durante o fracionamento do extrato por CPC a
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cumarina coeluiu juntamente com outras PMF, sendo detectada proximo ao tempo de retengao
de 30 minutos. Em virtude do exposto, fez-se necessaria uma etapa adicional ao método de

obtencdo da FEPMF-Ac para a eliminag¢do da cumarina.

5.2.2 Purificacao adicional da subfracido I'V-VII por cromatografia em coluna classica

(CO)

Com o intuito de remover a cumarina da subfracao IV-VII (fragdo enriquecida em PMF
intermediaria), testou-se diferentes condigdes de separacdo em cromatografia em coluna
classica, a partir de aliquotas dessa subfragdo, segundo as condi¢des representadas no

fluxograma da Figura 22.

Figura 22 - Fluxograma dos métodos de fracionamento por cromatografia em coluna cléssica
experimentados para o enriquecimento final da fragdo de polimetoxiflavonas de 4. conyzoides,
conforme condi¢des descritas no item 4.4.4.

Sephadex LH 20

Diaion HP 20

Subfragdo
IV-VII
I ! J—" J—" !
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(3.1 mg) (60,8 mg) (4,1 mg) (3.8 mg)
— > J =) ——— ——— ° )

Silica Gel

Entre as condigdes cromatograficas testadas, o processo de remoc¢do da cumarina
utilizando como fase estaciondria a resina Diaion® HP20 demonstrou ser o processo menos
eficiente de fracionamento, uma vez que a avaliacdo das fragdes obtidas por CCD revelou um
perfil cromatografico muito semelhante entre as mesmas, ocasionando o agrupamento de
praticamente todas as fragdes provenientes desta coluna. Na analise comparativa entre os

espectros de RMN 'H das fragdes reunidas oriundas desse processo cromatografico (Figura 23)
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¢ possivel observar a presenca de sinais referentes a produtos naturais quase exclusivamente no
espectro da fracdo C-I (Figura 23-B), evidenciando a incapacidade desta resina na purificagao

das substancias de interesse.

Figura 23 - Andlise comparativa entre os espectros de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCls) das
fracdes reunidas obtidas na purificacio da subfragdo IV-VII utilizando Diaion® HP20 como
fase estacionaria.
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(A) Fracdo A-B (4cidos graxos); (B) Fracdo C-I (presenca de polimetoxiflavonas e cumarina).

Igualmente, a purificacdo da fracdo intermediaria IV-VII empregando a resina
Sephadex® LH20 em acetona ndo demonstrou ser um método eficiente para a separagio da
substancia interferente ao restante da fracdo de PMF. Observa-se na andlise comparativa dos
espectros de RMN 'H das fragdes reunidas (Figura 24) que os sinais referentes a mistura de
cumarina e das PMF estao presentes no espectro da fragdo 23-57, ao oposto dos outros espectros
que apresentam apenas sinais referentes ao solvente utilizado na andlise e substincias com
longa cadeia carbdnica (graxa).

Em relagdo a utilizacdo de silica gel como fase estaciondria, na primeira condi¢ao
testada descrita no item 4.4.4.3.1 foi possivel isolar parte da cumarina ao restante da fragao de
PMF, entretanto por conta da adsor¢do da cumarina a fase estaciondria esta substancia também
foi detectada, em menor quantidade, em mistura as PMF. Consequentemente, foram realizadas
alteracdes na quantidade de fase movel utilizada, a fim de garantir a completa eluicdo da
cumarina na coluna cromatografica antes da mudanca de eluente, quando o mesmo processo foi
repetido no item 4.4.4.3.2.

Pode-se observar nos espectros de RMN 'H das fragdes reunidas provenientes da

segunda tentativa de utilizar-se silica gel como fase estacionaria (Figura 25), os sinais referentes
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a cumarina na fracdo A-C, identificados como um dupleto em 7,72 ppm (1H; J=9.5), os
multipletos em 7,58 — 7,47 ppm (2H) e 7,37 — 7,26 (2H), € um dupleto em 6,43 ppm (1H; J=9.5).
(Figura 25-A). Em contrapartida aos sinais referentes as PMF que estdo disponiveis no espectro
da fracdo D-E (Figura 25-B), evidenciados pela presenca de simpletos entre 3,93 — 4,11 ppm
referentes as metoxilas e outros simpletos entre 6,09 — 7,17 ppm referentes aos hidrogénios dos
anéis aromaticos. Entretanto, a presenga de outros sinais préximo a 2 ppm no espectro de RMN
'H da fragdo reunida D-E (Figura 25-B) indica que a fragdo ainda possui outras substincias

contaminantes mesmo apos esta etapa adicional de purificagao.

Figura 24 - Andlise comparativa entre os espectros de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCls) das
fracdes reunidas obtidas na purificagio da subfragio IV-VII utilizando Sephadex® LH20 como
fase estacionaria ¢ acetona como fase movel.
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(A) Fracdo 1-22 (4cidos graxos); (B) Fracdo 23-57 (presenga de polimetoxiflavonas e cumarina); (C) Fragao 58-
90 (4cidos graxos).

Figura 25 - Andlise comparativa entre os espectros de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCls) das
fragdes reunidas obtidas na purificagdo da subfracdo IV-VII utilizando silica gel como fase
estacionaria.
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(A) Fracdo A-C (presenga da cumarina); (B) Fracao D-E (presenga de polimetoxiflavonas); (C) Fracao F-G (4cidos
graxos).
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Por fim, a purifica¢io da fracio intermedidria utilizando a resina Sephadex® LH20 como
fase estaciondria em combinagdo com diclorometano-metanol (70:30) (v/v) como eluente
demonstrou ser o método mais eficiente para o enriquecimento das PMF na fracdo de A.
conyzoides. O espectro de RMN 'H obtidos da fragdo reunida 24-46 (Figura 26-B) evidencia a
presenca de apenas sinais referentes as PMF neste espectro, assim como a auséncia de sinais
referentes a cumarina e outros interferentes. Além disso, nos espectros de RMN 'H das outras
fracdes deste método de fracionamento observa-se a presenga de diversos sinais referentes a

outros interferentes que estavam presentes na subfracao intermediaria [V-VII.

Figura 26 - Andlise comparativa entre os espectros de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCls) das
fragdes reunidas obtidas na purificacdo da subfracdo IV-VII utilizando Sephadex® LH20 como
fase estacionaria e diclorometano-metanol como fase movel.
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(A) Fragao 1-23 (4cidos graxos); (B) Fragdo 24-46 (presenga das polimetoxiflavonas); (C) Fragdo 47-88 (presenga
da cumarina).

As fragdes reunidas contendo as PMF, provenientes dos diferentes métodos de
fracionamento por cromatografia em coluna, tiveram o seu perfil cromatografico comparado
por UPLC-MS, conforme apresentado na Figura 27. Apesar do espectro de RMN 'H da fragdo
reunida D-E (Figura 25-B), oriunda do processo de fracionamento com silica gel como fase
estaciondria, ndo apresentar sinais referentes a cumarina, foi detectado no cromatograma desta
fragao (Figura 27-C) o pico referente a esta substancia com tempo de retencdo de 4,27 minutos,
assim como nos cromatogramas das fragdes de PMF purificadas por resina Diaion® HP20
(Figura 27-D) e Sephadex® LH20 em acetona (Figura 27-A), demonstrando a sensibilidade dos
detectores de EM quando comparado a RMN.
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Dessa forma concluiu-se que o Unico processo capaz de remover os principais
interferentes a fim de obter-se a FEPMF-Ac foi a utilizagdo de resina de Sephadex® LH20
preparada em diclorometano:metanol 70-30 (v/v), uma vez que o pico cromatografico da

cumarina ndo foi detectado nesta fracdo (Figura 27-A).

Figura 27 - Anélise comparativa entre os cromatogramas de intensidade de pico base (BPI)
obtidos por ESI(+) das fra¢des reunidas contendo as polimetoxiflavonas, provenientes dos
diferentes métodos de fracionamento por cromatografia em coluna. A seta indica o pico
cromatografico referente a substincia interferente cumarina.
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(A) Fragdo 24-46 oriunda do fracionamento com Sephadex® LH20 em diclorometano-metanol; (B) Fragdo D-E
oriunda do fracionamento com silica gel; (C) Fragdo 23-57 oriunda do fracionamento com Sephadex® LH20 em
acetona; (D) Fra¢do C-I oriunda do fracionamento com resina Diaion® HP20.

5.2.3 Desenvolvimento da FEPMF-A4c

A partir da padronizag¢do do processo de fracionamento do extrato de n-hexano para a
obtencdo da FEPMF-A4c, o extrato bruto preparado em 2016 e em 2018 foram primeiramente
fracionados em uma etapa no sistema de CPC, sendo a subfra¢ao de oriunda desse processo
posteriormente refinada por cromatografia em coluna com resina de Sephadex® LH20

utilizando como eluente diclorometano-metanol (70:30) (v/v), conforme ilustrado no
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fluxograma da Figura 28. Para ambos os extratos, ao final obteve-se a FEPMF-Ac

correspondendo a 5,1 % do extrato de n-hexano.

Figura 28 - Fluxograma de obtencdo da fra¢do enriquecida em polimetoxiflavonas de A.
conyzoides a partir dos extratos de n-hexano obtidos em 2016 e 2018.

Coleta de 2016 Coleta de 2018
Extrato bruto n-hexano Extrato bruto n-hexano
A. conyzoides obtido A. conyzoides obtido
por Soxhlet (33,59 g) por Soxhlet (170,30 g)

I I
Fracao intermediaria Fracdo intermediaria
3.35g) (18,25 g)
1T 1
FEPMF-Ac FEPMF-Ac
(1,71 g) (8,72 g)

I: Separagao por CPC Hex:AcOEt:EtOH:H20 (1-1-1-1) ASC. Andlise: 8 mL/min a 1800 RPM durante 75 min.
Extrusdo: 12 min a 30 mL/min e 1800 RPM; II: Filtragdo por Sephadex LH20. Eluente isocratico: DCM-MeOH
(70-30).

5.3 CARACTERIZACAO DA FEPMF-4c POR UPLC-MS

A otimizacao das condigdes cromatograficas permitiu o desenvolvimento de um método
analitico por UPLC-MS para a padroniza¢do da FEPMF-Ac com 6tima separacdo entre os picos
cromatograficos em um curto periodo de analise de seis minutos, conforme observa-se nos
cromatogramas dispostos na Figuras 29 e 30.

Além do sinal cromatografico das PMF, observa-se a presenca de um sinal adicional
com tempo de retengdo de 1,63 e 1,57 minutos nos cromatogramas da FEPMF-Ac¢ apresentado
nas Figuras 29 e 30, respectivamente. Este pico, apresentou ion de m/z 573,2578 [M+H]",
corresponde a um contaminante da fase mdvel, uma vez que o mesmo pico foi observado no

cromatograma obtido quando injeta-se apenas fase movel no sistema cromatografico.
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Figura 29 - Cromatograma de intensidade de pico base (BPI) obtido por UPLC-ESI-MS da
fragdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides obtido a partir da coleta de 2016.
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(I) ageconiflavona C; (II) 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona; (III) 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-

metilenedioxiflavona; (IV) sinensetina; (V) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; (VI) nobiletina; (VII) linderoflavona
B; (VIII) 5’-metoxinobiletina; (IX) eupalestina.

Figura 30 - Cromatograma de intensidade de pico base (BPI) obtido por UPLC-ESI-MS da
fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides obtido a partir da coleta de 2018.
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(I) ageconiflavona C; (II) 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona; (III) 7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'-

metilenedioxiflavona; (IV) sinensetina; (V) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; (VI) nobiletina; (VII) linderoflavona
B; (VIII) 5’-metoxinobiletina; (IX) eupalestina.

O método analitico possibilitou a separagao de nove sinais cromatograficos que foram
identificados como PMF baseado nos valores de ion de m/z experimentais e formula molecular
obtidos pela analise do EM, assim como a comparacdo dos dados disponiveis na literatura para

a espécie e dos tempos de retencao obtidos com a injecao de padrdes analiticos isolados no
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mesmo método cromatografico. Os dados experimentais obtidos e outros detalhes das

substancias caracterizadas estdo disponiveis na Tabela 5.

Tabela 5 - Substancias identificadas por ESI(+) Q-Tof na fracdo enriquecida em
polimetoxiflavonas de 4. conyzoides.

tr Férmula m/z [M+H]"

Pico  Substancia (min) molecular (erro, ppm)

I Ageconiflavona C 2,95 C2H200s  389,1245 (2,3)
II  3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona 3,39  C21H209  419,1343 (0,2)
III  7-hidroxi-5,6,8,5'-tetrametoxi-3',4'- 3,61  CHisO9 403,1015 (-3,5)
metilenedioxiflavona

IV Sinensetina 4,01  CaH2007 373,1281 (-1,6)
V  5,6,7,3,4,5-hexametoxiflavona 4,42  CuH220s8 403,1377 (-4,0)
VI  Nobiletina 4,68 C21H220s 403,1377 (-4,0)
VII Linderoflavona B 4,82  CHisOs  387,1101 (5,4)
VIII 5'-metoxinobiletina 5,23  Cx2H2409  433,1494 (-1,2)
IX  Eupalestina 5,52 C2iH2009  417,1187(0,2)

tr: tempo de retengdo

Todas as PMF identificadas na FEPMF-Ac¢ preparada ja haviam sido caracterizadas no
extrato aquoso de 4. conyzoides, em relagao ao seu perfil de fragmentacao e ordem de eluigao
no cromatograma, em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa e desenvolvidos
no mesmo equipamento de EM utilizado (FAQUETI, 2016; FAQUETI; SANDJO; BIAVATTI,
2017). Dessa forma, para a determinac¢do da composi¢ao quimica da FEPMF-Ac por UPLC-MS
nao foram adquiridos os dados de fragmentacao dos picos das PMF identificadas, na medida
que essa informacao ja estava disponivel.

Destaca-se que durante as analises qualitativas realizadas por EM ndo foram detectados
os ions referentes aos alcaloides pirrolizidinicos e a cumarina na FEPMF-Ac¢, demonstrando
que os métodos de extragdo e purificacdo foram eficientes em produzir a fragdo de PMF sem a

presenca destas substancias toxicas.

5.3.1 Parametros analiticos de mérito do método

5.3.1.1 Linearidade e limites de detec¢do e quantificag¢do

A linearidade do método analitico desenvolvido foi avaliada por meio da curva de
calibracao construida a partir da analise de regressao linear dos valores de concentracao e leitura

das areas obtidas. A curva de calibracdo do marcador 5’-MeONB (Figura 31) ¢ representada
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pela equacdo y = 106059x + 4584,9, com coeficiente de correlacdo (R) de 0,9984 e coeficiente
de determinagdo (R?) de 0,9968, dentro da faixa linear de 0,07 — 2,50 pg/g. A anélise de
varidncia demonstrou a significancia do modelo linear, uma vez que para esta curva o valor de
Fealculado (5883,71) foi superior ao valor de Feritico (4,35). Os residuos do modelo linear (Figura
32) foram dispersos de maneira aleatoria, indicando a significancia e a auséncia de tendéncia
do modelo linear.

Os limites de detecgdo e quantificagdo estabelecidos para o método analitico foram de

0,0112 ¢ 0,0335 pg/g, respectivamente.

Figura 31 - Curva de calibragio para 5’-metoxinobiletina em fun¢éo da Area X Concentragao.
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Figura 32 - Grafico dos residuos em func¢ao da concentracao (ng/g) para o ajuste do modelo y
=106059x + 4584,9 para a substancia 5’-metoxinobiletina.
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5.3.1.2 Precisdo

A andlise de precisdo do método foi mensurada a partir de seis determinagdes de
solugdes independentes da FEPMF-Ac, preparadas em um unico dia e em dias diferentes pelo

mesmo analista e incluem, respectivamente, a determinacdo da repetibilidade e precisao
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intermediaria do método analitico, conforme descrito no item 4.6.1.2. Os resultados da
concentragdo de 5’-MeONB (Tabela 6) sdo demonstrados em gramas do marcador por gramas
de FEPMF-A4c e expressos em média, desvio padrdo (o) e desvio padrao relativo (DPR).

E notavel que processos analiticos que avaliam a composi¢io quantitativa de produtos
naturais podem apresentar uma ampla variagdo intrinseca, devido a complexidade quimica das
matrizes biologicas. Deste modo, os resultados encontrados na determinagao da precisdo do
método estdo em conformidade com a legislagdo internacional e de acordo com outros estudos
analiticos em matrizes biologicas (DA SILVA et al., 2015; SHI et al., 2015; FRATONI et al.,
2018), uma vez que os desvios observados neste ensaio foram menores que 5%, indicando uma

excelente repetibilidade e precisdo intermediaria.

Tabela 6 - Parametros de repetibilidade e precisdo intermediaria para o marcador 5’-
metoxinobiletina na fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides, segundo as
condigdes experimentais estabelecidas.

Precisao

Repetibilidade Intermedidria*

Réplicas Dia 1 (n=6) Dia 2 (n=6) (n=12)
Concen. Meédia DPR Concen. Media DPR Média DPR
(ng/g) (© (%) (ng/e) © (%) (o) (%)

i 0414 0,383
2 0.405 0,383

3 0407 0,406 0385 0383 0,395

4 0402 (0011) o382 o013 2% 0017
5 0.396 0.378

6 0.412 0,385

* precisdo intermedidria estabelecida pela média e desvio padrdo das doze réplicas relativas as sextuplicatas dos
dias 1 e 2 da repetibilidade.

5.3.1.3 Exatiddo

Neste estudo a exatiddao do método foi determinada a partir do ensaio de adi¢ao de
padrdo, que consiste na adicdo de quantidades conhecidas da substancia de referéncia na matriz
da amostra, neste caso a FEPMF-A4c. Segundo a legislacdo brasileira, a exatiddo pode ser
calculada como porcentagem de recuperacgao da quantidade de substancia referéncia adicionada
a matriz (BRASIL, 2017). Na Tabela 7 sao apresentados os resultados obtidos no ensaio de
exatiddo para a substancia 5’-MeONB.

Os guias internacionais que regulamentam os critérios de validacdo de métodos ndo

estabelecem o intervalo de recuperagdo a ser cumprido, entretanto segundo a Associagao
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Internacional de Quimica Analitica o intervalo de recuperagdo recomendado para amostras de
origem vegetal ¢ de 90 - 108 %, para concentrac¢des na faixa de 1,0 pg/g (AOAC, 2013). Apesar
do intervalo de recuperagdo recomendado ser abrangente, os resultados obtidos no ensaio de
exatiddo do método analitico proposto demonstram a sua habilidade em quantificar com

exatiddo o padrao de 5°-MeONB, visto que o valor obtido ¢ muito préximo a 100%.

Tabela 7 - Parametros de exatiddo para o marcador 5’-metoxinobiletina na fracdo enriquecida

em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides, determinado a partir do ensaio de adi¢do de padrao,

segundo as condi¢des experimentais estabelecidas.
Concentracoes (ng/g) (n=3)

Extrato Padrio Extrato Recuperacgio Média +
i ici . (%) DPR
nominal adicionado contaminado
0,035 1,029 98,86
0,937 0,255 1,217 102,11 1032,2267 +
0,738 1,656 105,84 ’

5.3.2 Quantificacio do teor de polimetoxiflavonas totais por UPLC-MS

A partir dos parametros analiticos de mérito do método obtidos procedeu-se a
quantificagdo dos teores de PMF totais para as duas FEPMF-Ac (coletas de 2016 e 2018) que
foram produzidas. Estabeleceu-se o teor de PMF totais na frag@o enriquecida de A. conyzoides
a partir da soma das determinagdes obtidas, sendo o resultado expresso em miligramas de PMF
por grama de fracdo. O resultado da determinagdo dos teores das PMF identificadas nas

FEPMF-Ac ¢ apresentado nas Tabela 8 ¢ 9.

Tabela 8 - Teores das polimetoxiflavonas majoritaria e polimetoxiflavonas totais na fragao
enriquecida em polimetoxiflavonas de 4 conyzoides obtida a partir da coleta em 2016.
Polimetoxiflavonas majoritarias”

Réplica 5 iDX HEXA  NOBI  LNFB  5-MeONB EUpA  Leor Total
1 333 91,59 42,62 9.22 413,71 61,57 622,04
2 3,29 90,32 41,73 8,62 407,01 58,41 609,38
3 3,00 86,51 41,08 8,95 401,67 60,14 602,25
4 2.80 89,56 41,06 8,83 395,87 58.48 596,60
5 521 85,24 41,74 1121 383,29 70,94 597.63
6 4,98 86,98 0243 11,11 385,13 73,35 603,99
Média do teor total & desvio padrao (DPR) 604;’;?2;0 /09)’26

3°-HDX: 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona; HEXA: 5,6,7,3,’4’,5’-hexametoxiflavona; NOBI:
nobiletina; LNFB: linderoflavona B; 5°>-MeONB: 5’-metoxinobiletina; EUPA: eupalestina; * Teor expresso em
mg.g!; DPR: desvio padrio relativo.
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A determinacdo do teor de 5’-MeONB, isoladamente, apresentou um contetido de
394,54 + 17,12 mg/g na FEPMF-Ac obtida a partir da coleta em 2016, em comparagdo a 33,75
+ 0,17 mg/g quantificado no extrato bruto de n-hexano. Este resultado demonstra que o processo
de enriquecimento das PMF em A. conyzoides possibilitou a obtencdo de uma fragdo de cerca

de dez vezes o teor de 5’-MeONB em relagdo ao extrato bruto de n-hexano obtido em 2016.

Tabela 9 - Teores das polimetoxiflavonas majoritaria e polimetoxiflavonas totais na fragdo
enriquecida em polimetoxiflavonas de 4 conyzoides obtida a partir da coleta em 2018.
Polimetoxiflavonas majoritarias”

Réplica —5"HDX  HEXA  NOBI  LNFB 5-McONB EUPA  Leor Total
1 1547 13608 89,10 10,93 507,48 32,53 791,60
2 1573 132,83 8756 11,34 496,25 33,04 776,75
3 1636 13623 8922 12,18 505,69 34,16 793,83
4 1577 13684 89,90 12,35 504,23 33,96 793,05
5 16,17 13834 90,03 1235 512,73 34,24 803.85
6 1569 13785 9085 11,75 519,60 33,14 808,87
Média do teor total £+ desvio padrao (DPR) 794(’?’64?;% )1 14

3°-HDX: 3'-hidroxi-5,6,7,8,4',5'-hexametoxiflavona; HEXA: 5,6,7,3,°4’,5’-hexametoxiflavona; NOBI:
nobiletina; LNFB: linderoflavona B; 5°-MeONB: 5’-metoxinobiletina; EUPA: eupalestina; * Teor expresso em
mg.g"!; DPR: desvio padrio relativo.

Em relagdo ao teor de PMF totais determinado na FEPMF-Ac obtida a partir da coleta
em 2018, observa-se um aumento de aproximadamente 30% do teor desta FEPMF-4c em
relacdo a fracdo anterior. Visto que as coletas de matriz vegetal realizadas para a obten¢do dos
extratos que originaram essas fragdes foram executadas em intervalos de tempo e locais
diferentes, atribui-se essas diferencas encontradas entre os teores de PMF ao teor das mesmas
na matriz vegetal, uma vez que ¢ esperada uma variabilidade nos teores de produtos naturais
dependendo das condi¢cdes ambientais as quais a planta se encontra, além dos fato que o
processo de extracdo e fracionamento para a obtencdo da FEPMF-Ac foi padronizado e

executado da mesma forma em ambos 0s casos.

5.4 CARACTERIZACAO DA FEPMF-Ac POR RMN 'H

Além da caracterizagdo da fracdo obtida por UPLC-MS, optou-se por realizar a
caracterizagdo por RMN 'H. O espectro de 'H obtido da FEPMF-Ac ¢ apresentado na Figura
33. A andlise do espectro da fracdo, mostra sinais na regido de 7 ppm sugestivos de hidrogénios

de anel aromatico e simpletos altos entre 3,90 e 4,15 ppm caracteristicos de grupos metoxilas,
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condizentes com os sinais esperados em um espectro de 'H para polimetoxiflavonas, além da
auséncia dos sinais da cumarina.

Adicionalmente, observa-se um tripleto entre 6 0,83 e 6 0,89 e um simpleto em 6 1,26
sugestivos de hidrogénios de uma metila terminal e metilenos, respectivamente, geralmente
presentes em 4cidos graxos contaminantes em espectros de 'H (GOTTLIEB; KOTLYAR;
NUDELMAN, 1997).

Figura 33 - Espectro de RMN 'H (600 MHz, TMS, CDCl3) para a fragdo enriquecida em

polimetoxiflavonas de 4. conyzoides.
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Complementarmente, os deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN 'H
obtidos das PMF majoritarias foram comparados aos deslocamentos quimicos detectados no
espectro de '"H da FEPMF-Ac. A andlise comparativa entre os espectros, ampliada na regido
dos hidrogénios de anel aromatico, ¢ apresentada na Figura 34.

Comparando-se os sinais observados no espectro da fragdo entre aqueles presentes no
espectro da substancia isolada eupalestina (Figura 34-A), atribui-se os simpletos em 6,08 ppm
(2H) caracteristico da por¢ao metilenodioxi e 6,53 ppm (1H; H-3 hidrogénio olefinico), além
dos dupletos em 7,10 ppm (1H; J=1,6; H-2") e 7,15 ppm (1H; J=1,6; H-6") tipicos de anel
aromatico com acoplamento de dois hidrogénios em posi¢cao meta, como o conjuntos de sinais
para a identifica¢dao da eupalestina na FEPMF-Ac. Em relagdo ao espectro da substancia 5’-
MeONB (Figura 34-B), atribui-se os simpletos em 6,63 ppm (1H; H-3 hidrogénio olefinico) e
7,17 ppm (2H, H-2’ e H-6) caracteristico de hidrogénios simétricos em um anel aromatico,

como o conjunto de sinais para a identificagdo da substancia 5’-MeONB na FEPMF-A4c.
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Figura 34 - Analise comparativa da expansio dos espectros de RMN 'H (600 MHz, TMS, CDCl3) dos padrdes isolados de polimetoxiflavonas e
da frac¢do enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides, ampliado na regido entre 6 7,60 e 6 6,00.
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(A) eupalestina; (B) 5’-metoxinobiletina; (C) nobiletina; (D) 5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona; (E) fracdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides.
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Os sinais da substancia nobiletina (Figura 34-C) foram identificados como sendo um
conjunto de hidrogénios tipicos de anel aromatico formando por dois sinais de dupletos em 7,42
ppm (1H; J=2,1; H-2") e em 6,99 ppm (1H; J=8,5; H-5") e um sinal de dupleto de dupleto em
7,57 ppm (1H; J=8,5;2,1; H-6). As constantes de acoplamento sugerem anel aromatico com
trés hidrogénios, sendo o hidrogénio & 7,57 dd em posi¢ao orto referente ao hidrogénio em &
6,99 d, e em meta em relagao ao hidrogénio em o6 7,42 d. Adicionalmente, observa-se um
simpleto em 6,61 ppm (1H, H-3) do hidrogénio olefinico. A estrutura da nobiletina ¢é
apresentada na Figura 34-C.

Por fim, atribuiu-se os simpletos em 7,08 ppm (2H, H-2’ ¢ H-6") e em 6,80 ppm (1H,
H-8) caracteristicos de hidrogénios de anel aromatico, sendo o primeiro sinal atribuido aos
hidrogénios do anel B em posicdo simétrica, além de outro simpleto em 6,60 ppm (1H, H-3)
tipico de hidrogénio olefinico, como o conjunto de sinais para a identificacdo da substancia

5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona na FEPMF-Ac (Figura 34-D).

5.5 AVALIACAO FARMACOLOGICA DO EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-
INFLAMATORIO DA FEPMF-Ac

5.5.1 Nocicep¢ao induzida pela administracio intraplantar de formalina

5.5.1.1 Avaliagao em camundongos Swiss féemeas

Os primeiros ensaios farmacoldgicos realizados pelo nosso grupo de pesquisa com a
FEPMF-4c demonstraram a capacidade dessa fracdo em reduzir a resposta nociceptiva induzida
pela formalina (FAQUETI ef al., 2016). Entretanto, como os processos de obten¢do do extrato
bruto e enriquecimento da fracdo foram diferentes daqueles realizados anteriormente e
consequentemente observou-se diferencas quantitativas no teor das PMF entre as fragoes
obtidas, os ensaios farmacoldgicos no modelo de formalina foram repetidos a fim de verificar
se haveria diferenca de efetividade farmacologica entre as mesmas.

O modelo de formalina costuma ser utilizado como uma triagem comportamental
primaria para avaliar a atividade antinociceptiva de substancias em roedores (BARROT, 2012;
LARSON; WILCOX; FAIRBANKS, 2019). Este modelo consiste na inje¢ao intraplantar de
solugdo de formalina (formaldeido) na pata posterior do animal, o qual induz dor intensa pela

estimulacdo direta dos nociceptores, caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e batidas
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na pata injetada com a substancia, as quais sdo facilmente convertidas em valores numéricos
(BATISTA et al., 2016).

O teste da formalina diferencia-se da maioria dos modelos de nocicepgao, na medida
em que € possivel avaliar a forma como um animal responde & dor moderada e continua gerada
pela lesdo tecidual. Devido a essa conexao com a lesdo tecidual, acredita-se que o teste forneca
um modelo mais valido para a dor clinica do que os testes com estimulos mecanicos ou térmicos
(TJOLSEN et al., 1992).

Ademais, as respostas comportamentais a formalina seguem um padrio bifésico, que
parece envolver diferentes componentes. A primeira fase, denominada neurogénica, inicia-se
imediatamente ap6s a inje¢do de formalina, estendendo-se pelos primeiros 5 minutos e resulta
da estimulagdo direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C, sendo associada a
liberacdo de aminoacidos excitatérios, 6xido nitrico, bradicinina e substincia P que produzem
respostas locais. A segunda fase, conhecida como fase inflamatdria, ocorre entre 15 e 30
minutos e esta relacionada com a liberagdo de varios mediadores pro-inflamatérios, como
histamina, bradicinina, prostaglandinas e serotonina (SILVA et al., 2013; BATISTA et al.,
2016).

Os resultados de nocicepgao obtidos para a FEPMF-Ac nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg
sdo apresentados nos graficos da Figura 35. Observa-se que a administra¢do intraplantar de
formalina resultou em um tipico comportamento nociceptivo bifasico. Os camundongos
passaram aproximadamente 100 e 330 segundos exibindo o comportamento de resposta
nociceptiva durante os primeiros 5 minutos (fase 1) e os 15-30 minutos seguintes (fase 2),
respectivamente (Figura 35A e B). Além disso, a formalina induziu a formag¢ao de um edema
na pata dos camundongos com 1,44 mm de espessura € o aumento de 7,9 °C na temperatura da
pata, que estdo associados a liberagdo de mediadores inflamatorios na segunda fase deste
modelo.

O tratamento com a FEPMF-Ac reduziu ambas as fases neurogénica e inflamatoéria do
comportamento nociceptivo induzido por formalina, com inibi¢do maxima de 43 + 5% na fase
neurogénica e 91 + 2% na fase inflamatoria, quando comparados ao grupo controle. Entretanto,
o efeito antinociceptivo foi significativamente maior na fase inflamatoria, a curva dose-resposta
da FEPMF-Ac para esta fase apresentou um valor de DIso referente a 82,35 mg/kg, com seus
limites de confianca de 95% entre 66,85 a 101,4 mg/kg. Adicionalmente, a dose de 300 mg/kg

da FEPMF-Ac promoveu uma inibi¢do significativa da formacdo de edema na pata desses
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animais, com inibi¢do de 37 + 9% (Figura 35C) e inibi¢do significativa do aumento da

temperatura na pata, referente a 33 + 5% (Figura 35D).

Figura 35 - Efeito da fragcdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides (30-300
mg/kg, i.g.) e indometacina (Indo, 10 mg/kg, i.p.) no comportamento nociceptivo induzido pela
inje¢do intraplantar de formalina em camundongos Swiss fémeas.
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O total de tempo gasto lambendo a pata traseira foi medido durante a fase neurogénica (0-5 min, painel A) e a fase
inflamatoria (15-30 min, painel B). O painel C representa o edema na pata correspondente a diferenga entre a
espessura da pata antes e apds o teste. O painel D representa a diferenga de temperatura na pata antes e apos o
teste. Cada coluna representa o valor médio obtido de 8 a 12 animais, e as linhas verticais indicam o erro padréo.
Os asteriscos denotam os niveis de significdncia quando comparados com o grupo controle (ANOVA uma via
seguido pelo teste Bonferroni), * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 ¢ **** p < 0,0001. Os caracteres
correspondem as observagdes individuais em cada grupo.

Em relagdo ao firmaco analgésico e anti-inflamatdrio indometacina utilizado como
controle positivo neste teste, este foi capaz de reduzir a resposta nociceptiva apenas na fase
inflamatéria do modelo e a formagdo do edema, com inibigdo de 67 = 3% e 34 = 3%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle, ndo sendo capaz de reduzir a resposta
nociceptiva da fase neurogénica no modelo da formalina. De fato, a literatura ja demonstra que
farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais, como a indometacina, sdo ineficazes em reduzir o
comportamento nociceptivo da fase neurogénica deste modelo (TJOLSEN et al., 1992).

Os resultados obtidos com a FEPMF-Ac preparada neste trabalho sdo muito similares

aos resultados encontrados para a FEPMF-4c obtida anteriormente, na qual foram observados
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valores de inibi¢ao entre 14 — 42% na primeira fase e 15 — 68% para a segunda fase do modelo
de nocicepgao induzida por formalina, além da redugdo de 32 + 6% da formagdo de edema na
pata, nas mesmas doses testadas (FAQUETI et al., 2016). Estes resultados indicam que apesar
de haver pequenas mudancas nos teores de PMF entre as FEPMF-Ac obtidas, observou-se a
mesma efetividade nos estudos farmacoldgicos utilizando o modelo de nocicepg¢ao induzida por
formalina. Estas observagdes sdo importantes ¢ desejavel durante o desenvolvimento de novos
farmacos, uma vez que confirmam que o material obtido em dois periodos distintos apresentou
efeito farmacoldgico semelhante, confirmando a prova de conceitos para o efeito analgésico e
anti-inflamatorio da FEPMF-A4c.

Outro aspecto interessante ¢ que a FEPMF-A¢ promoveu redugdo do comportamento
nociceptivo provocado pela administragdo de formalina em camundongos, especialmente a
segunda fase deste modelo na qual estdo envolvidos a liberagdo de diversos mediadores
inflamatorios. Entre esses, a prostaglandina E2 que ¢ um importante fator na mediacdo da dor
inflamatoria, podendo agir centralmente ou localmente na sensibilizagdo da dor. De fato, este
mediador tem demonstrado um papel importante no desenvolvimento dos sintomas
inflamatorios de doengas como a artrite, haja vista o uso disseminado de tratamentos que inibem
a producdo de prostaglandinas (CROFFORD, 2002; FROLOV et al., 2013; DE HAIR et al.,
2015).

A respeito da biodisponibilidade oral das PMF, o estudo desenvolvido por Manthey e
colaboradores (2010) reporta que a administracdo por via oral de nobiletina em uma solugdo
em Oleo de milho produziu um rapido aparecimento dessa substancia no plasma dos animais
(9,3 pg/mL com Tmax 0,5 h), sendo detectado teores maiores que 3 pg/mL em até 8 horas apos
a administracdo. Em contrapartida, a administragdo por via oral da mesma dose de nobiletina
em uma suspensdo de 6leo de milho resultou em uma absor¢do mais lenta dessa substancia
(Tmax 2 h) e niveis séricos mais baixos (3,56 pg/mL), demonstrando que a solubiliza¢do prévia
influencia fortemente a farmacocinética pela via oral, podendo influenciar o efeito
farmacologico da nobiletina

Neste sentido, procurou avaliar-se a efetividade da FEPMF-Ac¢ dissolvida em oleo de
milho nas mesmas condicdes testadas no modelo de nocicepcao induzida por formalina quando
a mesma foi dissolvida em solucdo salina com 5% de tween 80, visto que ndo se obteve a
completa dissolugdo da fragcdo neste tltimo veiculo e, portanto, poderia ocorrer uma redugdo na

biodisponibilidade oral das PMF da FEPMF-Ac e consequente redu¢do da sua eficacia.
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Contudo, ndo se obteve €xito em solubilizar completamente a FEPMF-Ac em o6leo de
milho, uma vez que se observou a presenca de particulas suspensas também neste veiculo. Os
resultados de nocicepg¢do obtidos para a FEPMF-Ac parcialmente dissolvida em 6leo de milho

sdo apresentados nos graficos da Figura 36.

Figura 36 - Efeito da fracao enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides parcialmente
dissolvida em 6leo de milho (30 e 100 mg/kg, i.g.) no comportamento nociceptivo induzido
pela inje¢do intraplantar de formalina em camundongos Swiss fémeas.
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O total de tempo gasto lambendo a pata traseira foi medido durante a fase neurogénica (0-5 min, painel A) e a fase
inflamatoria (15-30 min, painel B). O painel C representa o edema na pata correspondente a diferenga entre a
espessura da pata antes e apds o teste. O painel D representa a diferenga de temperatura na pata antes e apos o
teste. Cada coluna representa o valor médio obtido de 8 animais, e as linhas verticais indicam o erro padrdo. Os
asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparados com o grupo controle (ANOV A uma via seguido
pelo teste Bonferroni), ** p < 0,01.0s caracteres correspondem as observagdes individuais em cada grupo.

Da mesma forma como observado no ensaio de formalina anterior, a administracao
intraplantar de formalina resultou em um tipico comportamento nociceptivo bifasico, entretanto
ocorreram redugdes quantitativas na resposta nociceptiva exibida pelos animais do grupo
controle, os camundongos passaram aproximadamente 68 e 270 segundos exibindo esse
comportamento durante os primeiros 5 minutos (fase 1) e os 15-30 minutos seguintes (fase 2),
respectivamente (Figura 36A e B), quando comparados aos animais do grupo controle que

receberam o veiculo salina (Figura 36A e B).
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Em relagdo ao animais que receberam a FEPMF-Ac dissolvida em o6leo de milho,
observa-se a redugdo significativa da resposta nociceptiva apenas na fase inflamatoria do
modelo, com inibicao de 47 + 7% na dose de 100 mg/kg da fracdo quando comparado ao grupo
controle, efeito similar ao observado para a FEPMF-4c¢ na mesma dose dissolvida em solugao
salina contendo 5% de tween 80. Optou-se por ndo administrar-se a dose de 300 mg/kg, uma
vez que o perfil de inibi¢do da nocicep¢do induzida por formalina da FEPMF-Ac dissolvida em
0leo de milho foi similar ao observado para a FEPMF-Ac dissolvida em solucao salina nas doses
de 30 e 100 mg/kg, demonstrando que ndo ha diferenga na resposta nociceptiva para a fragdo

neste modelo, quando compara-se os veiculos utilizados.

5.5.1.2 Avalia¢do em camundongos Swiss machos

Considerando a prevaléncia substancialmente maior de multiplas condi¢des clinicas de
dor em mulheres versus homens e evidéncias crescentes de diferencas sexuais na sensibilidade
a dor experimental e a analgésicos, recomenda-se que pesquisadores busquem avaliar suas
hipdteses em ambos os sexos (HENDRICH et al., 2012; FILLINGIM, 2017). Da mesma forma,
¢ invéalido presumir que dados obtidos em individuos do sexo masculino podem ser
extrapolados para individuos do sexo feminino e o melhor modelo pré-clinico para avaliar uma
dor humana prevalente em mulheres seja utilizando um animal fémea (GREENSPAN et al.,
2007).

Com o intuito de comparar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério da FEPMF-
Ac entre sexos, optou-se em realizar também a avaliagdo no modelo de nocicepg¢ao induzido
por formalina em camundongos Swiss machos. Os resultados de nocicep¢do em camundongos
Swiss machos obtidos para a FEPMF-Ac, dissolvida em solugao salina contendo 5% de tween
80, sdo apresentados nos graficos da Figura 37.

Assim como observou-se nos resultados anteriores, a administracdo intraplantar de
formalina resultou em um tipico comportamento nociceptivo bifasico. Os camundongos
machos exibiram esse comportamento durante 102 segundos nos primeiros 5 minutos da fase 1
e durante 235 segundos dos 15-30 minutos seguintes da fase 2 (Figura 37A e B). Além disso, a
formalina, em camundongos machos, induziu a formagdo de um edema na pata com 1,23 mm

de espessura e o aumento de 7,7 °C na temperatura da pata.
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Figura 37 - Efeito da fragdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides (30-300
mg/kg, i.g.) no comportamento nociceptivo induzido pela inje¢do intraplantar de formalina em
camundongos Swiss machos.
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O total de tempo gasto lambendo a pata traseira foi medido durante a fase neurogénica (0-5 min, painel A) e a fase
inflamatoria (15-30 min, painel B). O painel C representa o edema na pata correspondente a diferenga entre a
espessura da pata antes e apds o teste. O painel D representa a diferenga de temperatura na pata antes e apos o
teste. Cada coluna representa o valor médio obtido de 10 animais, e as linhas verticais indicam o erro padrdo. Os
asteriscos denotam os niveis de significAncia quando comparados com o grupo controle (ANOV A uma via seguido
pelo teste Bonferroni), * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001. Os caracteres correspondem as
observagdes individuais em cada grupo.

O tratamento com a FEPMF-A4c, em camundongos machos, reduziu significativamente
ambas as fases neurogénica e inflamatoria do comportamento nociceptivo induzido por
formalina, com inibi¢do maxima de 82 + 4% na fase neurogénica e 98 + 2% na fase inflamatoria,
quando comparados ao grupo controle. A curva dose-resposta da FEPMF-Ac para a fase
inflamatoria apresentou um valor de dose inibitoria de 50% da nocicepcao (Dlso) referente a
89,07 mg/kg, com seus limites de confianga de 95% entre 68,54 a 115,7 mg/kg.
Adicionalmente, a dose de 300 mg/kg da FEPMF-Ac¢ promoveu uma inibicao significativa da
formac¢do de edema na pata desses animais, com inibi¢ao de 46 + 7% (Figura 37C). Em relag¢do
a temperatura na pata, a dose de 300 mg/kg promoveu uma reducao dréstica da temperatura na
pata dos animais, observando-se um valor médio de temperatura inferior ao valor de
temperatura anterior a indugdo do modelo, o que representa uma inibi¢ao de 115 + 18% do
aumento da temperatura na pata, além disso a dose de 100 mg/kg exibiu uma inibigao

significativa do aumento da temperatura na pata, referente a 51 + 12% (Figura 37-D).
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Quando comparados os resultados obtidos na resposta nociceptiva induzida por
formalina e o efeito nociceptivo da FEPMF-4c¢ entre camundongos Swiss machos (Figura 37)
e fémeas (Figura 35) observa-se um efeito muito mais pronunciado da FEPMF-4c¢ na primeira
fase deste modelo nos animais do sexo masculino, além de uma melhor resposta
antiedematogénica e antitérmica. Desta forma, para a continuidade dos ensaios farmacolédgicos

realizados optou-se por utilizar animais do sexo masculino.

5.5.2 Nocicepcio induzida pela injecio intraplantar de mediadores quimicos endégenos

Dando continuidade aos ensaios farmacolédgicos a fim de explorar o potencial analgésico
da FEPMF-4c e compreender os mecanismos farmacoldgicos envolvidos na sua ac¢ao, buscou-
se avaliar o efeito da FEPMF-4c sob a nocicepcdo induzida por mediadores quimicos
endogenos isoladamente. Como mencionado, o comportamento nociceptivo causado pela
inje¢do intraplantar de formalina ¢ dependente da liberacdo de mediadores inflamatdrios
endogenos, como por exemplo bradicinina, prostaglandinas, glutamato e histamina (SILVA et
al.,2013; BATISTA et al., 2016).

Glutamato ¢ um importante neurotransmissor excitatorio encontrado no sistema nervoso
central onde participa de um grande numero de estados fisiologicos e patologicos,
desempenhando um importante papel na transmissdo da dor periférica para o cérebro
(PEREIRA; GOUDET, 2019). O glutamato também estd envolvido na indu¢do e manuten¢ao
da sensibilizacdo central da via da dor, através da hiperexcitabilidade do sistema
glutamatérgico, o que leva ao desenvolvimento dos principais sintomas sensoriais observados
em pessoas que sofrem de dor cronica (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

A agdo do glutamato ¢ mediada através de receptores ionotropicos e metabotropicos. Os
receptores ionotropicos de glutamato (iGluR) sdo canais de ions ativados por ligantes
envolvidos na resposta sindptica rapida ao glutamato, na qual N-metil-D-aspartato (NMDA),
acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propidonico (AMPA) e caionato sdo conhecidos por
ativar receptores de canal i6nico que desencadeiam a permeabilidade de célcio (Ca*"), sodio
(Na") ou potassio (K¥). Os receptores metabotropico de glutamato (mGluR) sdo receptores
acoplados a proteina G que sdo responsaveis pela resposta neuromodulatoria lenta ao glutamato
(FUNDYTUS, 2001). A nocicep¢ao desencadeada pela inje¢ao intraplantar de glutamato ¢

atribuido principalmente a ativacdo dos receptores mGluR e iGluR, assim como da liberacdo
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de neurocininas, cininas, CGRP e 6xido nitrico no local da inje¢do (BEIRITH; SANTOS;
CALIXTO, 2002; MEOTTI; COELHO; SANTOS, 2010).

A estimula¢do dos receptores de glutamato, apds injecdo intraplantar ou intratecal de
glutamato, tem sido amplamente utilizada na investigagdo dos mecanismos de nocicepgao e na
busca de novos analgésicos, uma vez que farmacos que atuam no sistema glutamatérgico
parecem ser promissores analgésicos no manejo de dores cronicas (PEREIRA; GOUDET,
2019).

A bradicinina ¢ um peptideo de baixo peso molecular da familia das cininas vasoativas,
formado a partir da clivagem de cininogénios de alto peso molecular apds a ativagdo de
proteases em locais de lesdo do tecido, sendo um dos mais potentes agentes produtores de dor
sob condicdes inflamatorias (RANG; BEVAN; DRAY, 1991). A atividade biologica da
bradicinina ¢ mediada por duas vias de receptores, os receptores Bi e B2. O receptor B2 ¢
constitutivamente expressado pelos tecidos periférico e central e responsavel pelos efeitos a
curto prazo da bradicinina, enquanto o receptor Bi ¢ induzido e regulado conforme a evolugdo
de quadros infecciosos, inflamatorios ou traumaticos (CALIXTO ef al., 2000; FERREIRA et
al., 2002; OLIVEIRA JUNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016).

Demonstrou-se que a bradicinina atua estimulando e sensibilizando os nociceptores
periféricos via proteina quinase C, mas também age estimulando fosfolipase A2 e induzindo a
formagdo dos produtos da cascata de acido araquidonico-ciclooxigenase, como a PGE2
(PETHO; DEROW; REEH, 2001). Interessantemente, demonstrou-se em ratos a inibicdo da
hiperalgesia comportamental induzida pela bradicinina com o pré-tratamento com um inibidor
da COX, a indometacina (SCHULIGOI; DONNERER; AMANN, 1994), assim como reduziu-
se a liberagdao de PGE2, estimulada por bradicinina, através da administracdo de inibidores de
COX-1 ou COX-2 (MAYER et al., 2007). Dessa forma, a inibi¢cdo da nocicep¢ao induzida por
bradicinina pela FEPMF-4c possui relacdo com a inibi¢ao da nocicepcdo induzida por PGE2
demonstrada nos estudos prévios com a FEPMF-Ac (FAQUETI et al., 2016).

Adicionalmente, a histamina, uma importante monoamina liberada em processos
inflamatorios, parece estar envolvida nos modelos de dor inflamatéria e neuropatica, atuando
de forma antinociceptiva no SNC e, inversamente, de forma nociceptiva no sistema nervoso
periférico (SNP) (OBARA et al., 2020). Quando liberada no SNP, por mastocitos estimulados,
a histamina ativa fibras aferentes primarias-tipo C e subsequente liberagao de varias moléculas
relacionadas a dor, como por exemplo, substancia P e glutamato, assim como a liberagdo de

CGRP no SNC (ROSA; FANTOZZI, 2013). Esses eventos neurologicos periféricos
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desencadeiam a excitacdo pos-sinaptica de neurdnios secundarios na coluna vertebral corno
dorsal e transducao de sinal no SNC.

A histamina age por meio de quatro subtipos distintos de receptores ligados a proteina
G, designados de H1 a H4, que sdo expressos diferencialmente em varios tipos de células
(AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2013). O efeito analgésico de alguns antagonistas dos
receptores HI e H2 da histamina estdo bem documentados em diferentes modelos de
nocicepgao (ZUO et al., 2003; KHALILZADEH; AZARPEY; HAZRATI, 2017), assim como,
estudos clinicos demonstraram seus efeitos analgésicos leves e uso potencial como adjuvantes
para tratar dismenorreia, neuralgia do trigémeo e sindrome da dor taldmica (RUMORE;
SCHLICHTING, 1986). A descoberta dos receptores H3 ¢ H4 demonstram que estes parecem
estar envolvidos na mediacao da nocicep¢ao (MEDHURST et al., 2008; HSIEH ef al., 2010).

Os resultados de nocicepc¢ao induzida pela administragdo intraplantar de glutamato,
bradicinina e histamina e o efeito antinociceptivo para a FEPMF-A4c obtidos nesses modelos
sdo apresentados nos graficos da Figura 38. Observa-se que a inje¢o intraplantar de glutamato
(20 pmol/pata), bradicinina (3 nmol/pata) ou histamina (100 nmol/pata) induziu o
comportamento nociceptivo em camundongos (Figura 38A-C). Os animais passaram
aproximadamente 251, 38 e 145 segundos exibindo esse comportamento apods a indugdo do
estimulo nociceptivo com glutamato, bradicinina e histamina, respectivamente.

O tratamento por via oral com a FEPMF-4c na dose de 100 mg/kg causou a inibigao,
quando comparado aos grupo controle, de 60 = 9% (p < 0,01) da nocicepcdo induzida por
glutamato (Figura 38A), inibi¢do de 72 £ 5% (p < 0,001) da nocicepcdao induzida por
bradicinina (Figura 38B) e uma inibigao de 84 + 7% (p < 0,01) da nocicepgdo induzida por
histamina (Figura 38C), demonstrando que o efeito antinociceptivo da FEPMF-Ac¢ pode estar
associada, pelo menos em parte, com sua capacidade de inibir, direta ou indiretamente, a agdo
do glutamato, da bradicinina e histamina.

Ensaios anteriores ja haviam sugerido a interagdo entre substancias presentes no extrato
de metanol da espécie A. conyzoides e o receptor Bz de bradicinina, com percentual de ligacdo
in vitro de 83 + 6%, posteriormente esta ligacdo foi interrompida apds a adi¢do de
polivinilpirrolidona (PVP) no meio, indicando que substincias fenolicas poderiam ser as
responsaveis pela interag@o inicial observada (SAMPSON et al., 2000).

Além dos efeitos discutidos para os receptores de bradicinina, estudos de nocicepgao
induzida por formalina demonstram a diminui¢do da resposta nociceptiva da primeira fase desse

modelo (0-5 minutos) quando utilizadas substancias antagonistas do receptor B2 e Bi, bem
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como a reducdo da formagdo de edema pelo antagonismo do receptor B2 (DE CAMPOS et al.,
1996, DE CAMPOS et al., 1999; PORRECA et al., 2006). Esse conjunto de evidéncias sugerem
que a inibi¢do da primeira fase do modelo de formalina exibida pela FEPMF-Ac esteja
envolvida, em partes, pela inibigdo dos receptores de bradicinina, uma vez que a FEPMF-Ac
também foi capaz de inibir a resposta nociceptiva no modelo de nocicepgao induzida por

bradicinina.

Figura 38 - Efeito da fragdo enriquecida em polimetoxiflavonas de A. conyzoides (10 e 100
mg/kg, 1.g.) no comportamento nociceptivo induzido pela injecdo intraplantar de glutamato,
bradicinina e histamina em camundongos Swiss machos.

w w
s 400" A g 60+ B
S a =
<% Qo [ ] O
3001 © @ O
§ - § a0{ @ H
D *%
g 2001 8 g o *kk
8 8 20 1 0O O
@ 100 = 54 7 - - C o
Q. Q
@ O @
0 o O
© C 10 100 (14 (o] 10 100
FEPMF-Ac (mg/kg, i.g.) FEPMF-Ac (mg/kg, i.g.)
w
o 250 ¢
2 200] @& i
LI 7
g 150 O O
c 1001 | @ ] -
B ® ©
S 50
8 o Booa
(4 (o] 10 100

FEPMF-Ac (mg/kg, i.g.)

O painel A representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por glutamato (20 pmol/pata), o painel
B representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por bradicinina (3 nmol/sitio) e o painel C
representa o comportamento nociceptivo induzido por histamina (100 nmol/sitio). Cada coluna representa o valor
médio obtido de 6 a 7 animais, e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam os
niveis de significdncia quando comparados com o grupo controle (ANOVA uma via seguido pelo teste de
Bonferroni) ** p < 0,01 e *** p <0,001. Os caracteres correspondem as observacdes individuais em cada grupo.

5.5.3 Nocicepcao induzida pela injecdo intraplantar de substiancias ativadoras de canais

TRPs e ASICs

Receptores de potencial transitorio (TRP) correspondem a uma familia de canais de

cations nio seletivos, com alta permeabilidade a Ca*’, expressos nos terminais periféricos e
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centrais de neuronios sensoriais, onde desempenham um papel critico na percepgao nociceptiva,
mecanica e térmica (PREMKUMAR; ABOOJ, 2013). Apds a ativagio dos canais TRP, o Ca**
entra nas células e gera a despolarizacao celular, levando a transdug¢ao do sinal sensorial.
Baseado na homologia da sequéncia de aminoacidos, classificou-se essa familia de receptores
em seis subfamilias: TRPC (candnico), TRPV (vaniloide)) TRPM (melastatina), TRPP
(policistina), TRPML (mucolipina) ¢ TRPA (anquirina) (LEVINE; ALESSANDRI-HABER,
2007).

E bem estabelecido que a administragdo intraplantar de capsaicina exerce seus efeitos
ativando o receptor TRPV1 (BASBAUM et al., 2009). Além desta, o receptor TRPV 1 pode ser
ativado por estimulos térmicos (> 43°C); lipidios endogenos como endocanabindides e
eicosanoides, que sdo provenientes do metabolismo da LOX; e determinados mediadores
inflamatorios, incluindo a bradicinina, adenosina trifosfato (ATP), prostaglandinas, serotonina
e histamina (O'NEILL et al., 2012; LUO et al., 2015). A sensibilizagio de TRPV1 por
mediadores inflamatorios geralmente envolve a fosforilagdo por proteinas quinases C a A
(ROSENBAUM; SIMON, 2007). No que tange suas propriedades biologicas, evidéncias
sugerem que os canais TRP, particularmente TRPV1, participam no estabelecimento da dor e
inflamacdo, visto que se observou que animais knockout TRPV1 apresentam uma resposta
reduzida ao calor e hiperalgesia térmica durante a inflamagdo (DAVIS et al, 2000;
LAPOINTE; ALTIER, 2011).

Outro membro da familia de canais TRP, TRPA1, também tem recebido destaque nos
processos neurologicos de transmissdo da dor. A maioria dos nociceptores C e Ad que
expressam TRPA1 também expressam TRPVI1, levantando a questdo da especificidade
funcional. Estimulos fisicos, como baixas temperaturas (<18 °C) e forcas mecanicas sao
reconhecidos ativadores de receptores TRPA1 (LAPOINTE; ALTIER, 2011; PREMKUMAR;
ABOOQJ, 2013). Tal qual o TRPV1, o TRPAI pode ser ativado por uma ampla variedade de
substancias, incluindo mediadores inflamatorios como bradicinina e ATP, produtos endégenos
do estresse oxidativo e também agentes exdgenos produzidos por plantas, como o cinamaldeido
(LUO et al., 2015). A ativacdo dos canais TRPV1 e TRPA1 promove o aumento do Ca**
intracelular desencadeando a dor aguda e inflamagdo neurogénica por meio da liberagdo
periférica de neuropeptideos (substancia P e CGRP), purinas e outros transmissores de
terminacoes nervosas ativadas (BAUTISTA et al., 2006).

Adicionalmente, sabe-se que durante a inflamagao, os prétons estdo entre os primeiros

mediadores liberados por células lesionadas, e a acidose do tecido ¢ um fator comum
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encontrado em varias condi¢des dolorosas (DEVAL et al., 2010). Em tais estados de acidose,
os protons extracelulares provocam a dor ativando canais de cations nos nociceptores,
especialmente TRPV1 e ASICs. Enquanto a ativagdo dos receptores TRPV1 requer condi¢des
mais acidas (pH<S5,9), os ASICs sdo ativados por pequenas modifica¢des do pH, por exemplo,
de pH fisiolégico 7,4 para pH 7,2, gerando uma despolarizagdo sustentada compativel com a
deteccao da dor ndo adaptativa (UGAWA et al., 2002; DEVAL et al., 2010). A identificagdo
desses nociceptores polimodais e o envolvimento dos mesmos nos processos inflamatdrios
dolorosos estimularam a busca por substancias que possam bloquear seletivamente os sinais de
dor ao nivel dos nociceptores, os quais tornaram-se alvos terapéuticos chave para o tratamento
de disturbios dolorosos.

Para verificar se os canais TRPV1, TRPA1 ¢ ASICs estdo envolvidos na atividade
antinociceptiva de FEPMF-Ac, os efeitos da fracdo nas respostas nociceptivas induzidas por
ativadores especificos de cada canal foram testados e os resultados apresentados na Figura 39.
Observa-se que a inje¢do intraplantar de capsaicina (5,2 nmol/pata), cinamaldeido (10
nmol/pata) ou salina acidificada (pH 5,0) induziu o comportamento nociceptivo em
camundongos (Figura 39A-C). Os animais passaram aproximadamente 58, 51 e 153 segundos
exibindo esse comportamento apds a indug¢do do estimulo nociceptivo com capsaicina,
cinamaldeido e salina acida, respectivamente.

Os resultados demonstram que o tratamento prévio com a FEPMF-A4c (100 mg/kg, 1. g.)
foi capaz de inibir significativamente a resposta nociceptiva induzida pela inje¢@o intraplantar
de capsaicina e salina acidificada (Figura 39A e C), com inibi¢des de 70 + 10% (p < 0,0001) e
60 = 4% (p < 0,01), respectivamente, quando comparados ao grupo controle. Dessa forma, os
resultados obtidos neste estudo indicam que a inibi¢do dos canais TRPV1 e ASICs como
possiveis alvos da FEPMF-Ac.

Estudos anteriores demonstraram que a formalina também ativa os neurdnios sensoriais
periféricos por meio da a¢do em receptores TRPA1 (MCNAMARA et al., 2007; MARTINEZ-
ROJAS et al., 2018), entretanto quando avaliou-se o papel de receptores TRPA1 no mecanismo
antinociceptivo da FEPMF-4c, observou-se que o tratamento com a FEPMF-A¢ (10-100 mg/kg,
i. g.) causou redugdo de 58 = 12% da resposta nociceptiva causada pelo cinamaldeido,
entretanto este efeito ndo foi significativo (Figura 39B). Esse resultado indica que, embora a
FEPMF-Ac tenha um efeito antinociceptivo no modelo de formalina, esse efeito ndo esta

diretamente relacionado ao receptor TRPAT.
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Figura 39 - Efeito da fragdo enriquecida em polimetoxiflavonas de A. conyzoides (10 e 100
mg/kg, 1.g.) no comportamento nociceptivo induzido pela injecao intraplantar de capsaicina,
cinamaldeido e salina acidificada em camundongos Swiss machos.
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O painel A representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por capsaicina (5,2 nmol/sitio), o painel
B representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por cinamaldeido (10 nmol/sitio) e o painel C
representa o comportamento nociceptivo induzido por salina acidificada (pH 5,0). Cada coluna representa o valor
médio obtido de 6 a 7 animais, e as linhas verticais indicam o erro padrdo da média. Os asteriscos denotam os
niveis de significancia quando comparados com o grupo controle (ANOVA uma via seguido pelo teste de
Bonferroni) ** p <0,01 e **** p <0,0001. Os caracteres correspondem as observacdes individuais em cada grupo.

5.5.4 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de substancias ativadoras de

proteina quinase C e adenilato ciclase

Como discutido anteriormente a sensibilizagdo periférica a dor devido aos mediadores
inflamatoérios ¢ dependente da ativacao de receptores especificos nos nociceptores periféricos.
Estudos eletrofisiologicos demonstraram que a ativagdo de receptores acoplados a proteina G
de bradicinina, glutamato e histamina estd relacionada a respostas intracelulares de enzimas
fosfolipase C, fosfolipase A e adenilato ciclase (SOUZA et al., 2002; BASBAUM et al., 2009).
Por sua vez, essas enzimas sinalizadoras geram mediadores que ativam proteinas quinase A ¢
C, que fosforilam diferentes canais i6nicos, como TRPV1 e ASICs, e consequentemente

reduzem o limiar de ativagdo e aumentam a resposta dos terminais periféricos a estimulos
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nociceptivos quimicos, mecanicos e térmicos (BARON et al., 2002; GOLD; GEBHART, 2010;
PETHO; REEH, 2012).

Dessa forma, avaliou-se o efeito da FEPMF-Ac sobre o comportamento nociceptivo
induzido por PMA, um ativador de proteinas quinase C (FERREIRA et al., 2005), e forscolina,
um ativador de adenilato ciclase, que aumenta os niveis intracelulares de adenosina 3',5'-
monofosfato (AMP) ciclico e consequentemente ativa proteinas quinase A (BASBAUM et al.,
2009) e os resultados apresentados na Figura 40. Observa-se que a injecdo intraplantar de PMA
(500 nmol/pata) e forscolina (50 nmol/pata) induziu o comportamento nociceptivo em
camundongos. Os animais passaram aproximadamente 214 e 107 segundos exibindo esse
comportamento apos a indu¢ao do estimulo nociceptivo com PMA e forscolina,

respectivamente.

Figura 40 - Efeito da fragdo enriquecida em polimetoxiflavonas de A. conyzoides (10 ¢ 100
mg/kg, 1.g.) no comportamento nociceptivo induzido pela injecdo intraplantar de forbol 12-
miristato 13-acetato e forscolina em camundongos Swiss machos.
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O painel A representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) (500 nmol/sitio), o painel B representa a avaliagdo do comportamento nociceptivo induzido por forscolina
(50 nmol/sitio). Cada coluna representa o valor médio obtido de 6 a 7 animais, e as linhas verticais indicam o erro
padrdo da média. Os asteriscos denotam os niveis de significAncia quando comparados com o grupo controle
(ANOVA uma via seguido pelo teste de Bonferroni) *** p < 0,001 e **** p <0,0001. Os caracteres correspondem
as observacdes individuais em cada grupo.

Por sua vez, o tratamento prévio com a FEPMF-Ac¢ (100 mg/kg, i. g.) causou a inibigao,
quando comparado ao grupo controle, de 54 + 2% (p < 0,001) da nocicepgao induzida por
forscolina (Figura 40B). Interessantemente, o tratamento prévio com a FEPMF-4c, em ambas
as doses testadas, foi mais potente e eficaz em inibir o comportamento nociceptivo induzido
por PMA nos animais, com inibi¢des de 67 £+ 4% (p < 0,0001) e 94 + 3% (p < 0,0001) para as
doses de 10 e 100 mg/kg, respectivamente (Figura 40A). Os resultados encontrados sugerem

que o tratamento com a FEPMF-Ac inibe fortemente a ativacdo proteinas quinases,



123

especialmente proteinas quinase C, visto que a menor dose de FEMPF-A4¢ também apresentou
efeito antinociceptivo no modelo de nocicep¢ao induzida por PMA.

Os promissores resultados de inibigdo da atividade antinociceptiva pela FEPMF-Ac
exibidos no modelo de nocicepgao por substancias ativadoras de proteina quinase C, sugere que
os efeitos benéficos da FEPMF-4Ac demonstrados sobre outros quimiossensores enddgenos
(glutamato, histamina e bradicinina) e exdgenos (dos canais TRPV1 e ASICs), podem estar
associados, em partes, a eventos intracelulares de inibicdo da via de ativagdo de proteinas
quinases C. Estudos adicionais visando analisar o contetido e ativagdo por Western blot ou
outras técnicas deverdo ser realizados para fornecer maiores subsidios sobre esta hipotese.

Estudos in vitro conduzidos com PMF isoladas do género Citrus observaram que a
substancia 5,6,7,3”,4’,5’-hexametoxiflavona (26) inibe a via da proteina quinase C, por meio da
regulagio negativa da tirosina quinase Syk, fosfolipase C e influxo intracelular de Ca*" (ITOH
et al., 2008). Além desta, a nobiletina (28) demonstrou inibir em 51% a atividade da proteina
quinase C em células RBL-2H3 estimuladas por PMA, assim como inibiu a ativagao de fatores
de transcricao NF-kB e AP-1, via proteina quinase C (JANG et al., 2013). Interessantemente,
ambas PMF fazem parte da composicdo da FEPMF-Ac.

5.5.5 Avaliacido locomotora: Teste do campo aberto (open field)

O modelo de avaliagdo em campo aberto ¢ uma medida comum de comportamento
exploratdrio e atividade geral em roedores, sendo usualmente empregado para avaliar efeitos
toxicos, sedativos ou estimulantes de substancias. O interesse principal na realizagdo deste
modelo esté relacionado a determinagao da locomocgao dos animais, expressa como a medida
total da distincia percorrida no aparato, entretanto outras medidas que podem ser tabuladas
incluem tempo gasto em movimentagao, criacdo e mudanga em atividade ao longo do tempo e
tempo de permanéncia no centro do aparato, sendo este Ultimo pardmetro costumeiramente
associado a determinacao da ansiedade nos animais (GOULD; DAO; KOVACSICS, 2009).

Os resultados obtidos na avaliacdo dos parametros de locomocdo e comportamento tipo
ansioso da FEPMF-A4c no ensaio do campo aberto sdo apresentados na Figura 41. A Figura 41A
indica o nimero total de cruzamentos nos quadrantes do aparato, enquanto a Figura 41B
apresenta o tempo de permanéncia dos animais no centro do aparato, considerado sugestivo de

comportamento ansiolitico.
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Observa-se que nao existe diferenca significativa entre os grupos controle e as doses de
30 e 100 mg/kg da FEPMF-4Ac em ambos os parametros avaliados, demonstrando que essas
doses ndo exercem efeitos significativos sobre a atividade locomotora e o comportamento de
ansiedade dos animais. No entanto, a dose de 300 mg/kg da FEPMF-Ac ocasionou a diminui¢ao
de 82 + 12% (p < 0,0001) do nimero de cruzamentos e consequentemente a diminui¢do da
locomogdo dos animais (Figura 41A), indicando que esta dose estaria relacionada
possivelmente com a sedag@o dos animais. Por esta razdo, a dose de 300 mg/kg da FEPMF-Ac
ndo foi utilizada nos demais ensaios farmacologicos que foram realizados a fim de investigar o
potencial antinociceptivo e anti-inflamatoério da FEPMF-4c, visto que ndo seria possivel
diferenciar a resposta dos animais nos modelos comportamentais, com a possibilidade de obter

resultados falsos positivos.

Figura 41 - Efeito da fragcdo enriquecida em polimetoxiflavonas de 4. conyzoides (30-300
mg/kg, 1.g.) no teste do campo aberto em camundongos Swiss machos.
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O painel A representa o nimero de cruzamentos em cada quadrante do aparato, enquanto o painel B indica o tempo
de permanéncia no centro do aparato. Cada coluna representa o valor médio obtido de 10 animais, ¢ as linhas
verticais indicam o erro padrdo. Os asteriscos denotam os niveis de significincia quando comparados com o grupo
controle (ANOVA uma via seguido pelo teste Bonferroni), **** p < 0,0001. Os caracteres correspondem as
observacdes individuais em cada grupo.

Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho desenvolvido por Shajib e
colaboradores (2018) que investigou os efeitos neurofarmacoldgicos de PMF isoladas da
espécie Nicotiana plumbaginifolia. Os animais tratados pela via oral com as substincias
3,3'.4',5',5,6,7,8-octametoxiflavona e 6,7,4' 5'-dimetilenodioxi-3,5,3'-trimetoxiflavona
apresentaram diminui¢do significativa na fun¢do locomotora dos animais no modelo do campo
aberto e uma versdo adaptada do modelo de transicdo claro-escuro. Os resultados foram
associados aos efeitos ansioliticos observados no modelo do labirinto em cruz elevado,
sugerindo o envolvimento dessas substancias em receptores GABAA semelhante aos fArmacos

benzodiazepinicos.
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Interessantemente, durante a realiza¢do do estudo farmacocinético com a substancia
isolada 5’-MeONB (marcador da FEPMF-Ac), observou-se que os ratos que receberam a
administracao por via oral apresentaram o mesmo comportamento de diminui¢ao da mobilidade
e provavel sedacdo. Entretanto, 0 mesmo efeito ndo foi observado nos animais que receberam
a substancia isolada pela via endovenosa (i.v.). Uma vez que a biodisponibilidade por via oral
da 5’-MeONB ¢ bastante inferior aquela por via i.v. (conforme os resultados no item 5.8.2),
este efeito parece ndo estar relacionado a substancia intacta e sim a algum produto da
biotransformagdo da 5’-MeONB no trato gastrointestinal. Neste sentido, estudos adicionais
necessitam ser realizados a fim de se identificar quais os mecanismos envolvidos na diminui¢ao
da locomocgao dos animais e a(s) substancia(s) responsaveis por este efeito, bem como a

formacdo de metabolitos provenientes da administragao pela via oral.

5.6 AVALIACAO DA FARMACODINAMICA E FARMACOCINETICA DO MARCADOR
5-MeONB

5.6.1 Purifica¢do do marcador 5°-MeONB por CPC

Visando a condugdo da investigacdo farmacodindmica e farmacocinética do marcador
5’-MeONB, realizou-se a sua purificacdo utilizando a CPC.

A escolha do sistema bifasico de separagio da PMF 5°-MeONB das demais PMF
presentes na FEPMF-Ac foi baseada nos valores de Kp obtidos pelo teste de selegao de sistema
conhecido como shake flask, descrito no item 4.4.3.1. Observando os valores de Kp obtidos
para a substancia 5’-MeONB frente ao sistema binario Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1:1) (v/v),
apresentados na Tabela 10, € possivel verificar que existe um grande diferenca entre os valores
de coeficiente de parti¢do entre a substancia de interesse 5’-MeONB e as PMF com tempo de
retengdo mais proximo, as substancias nobiletina e eupalestina, conforme pode ser observado
no cromatograma da Figura 17. Considerando que o fator de separagao entre dois componentes
deve ser superior a 1,5 para uma separacdo de linha de base, foram encontrados fatores de
separacdo (o = Kp2/Kpr) equivalentes a 2,28 entre as substancias nobiletina e 5’~-MeONB e 1,53
entre as substancias 5’-MeONB e eupalestina, indicativos de uma boa separagao (HU; PAN,

2012).
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Tabela 10 - Valores de coeficiente de parti¢ao (Kp) obtidos para os modos de elui¢ao ascendente
(ASC) e descendente (DSC) para as polimetoxiflavonas nobiletina, 5’-metoxinobiletina e
eupalestina presentes no extrato bruto de n-hexano de A. conyzoides frente ao sistema de Hex-
AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1:1), determinados segundos as condi¢des experimentais descritas no
item 4.4.3.1.

o Valores de Kp

Modo de elui¢ao NOBI 5°_MeONB EUPA
ASC 3,94 1,72 .
DSC 0,25 0,58 9,89

Hex: n-hexano; AcOEt: acetato de etila; EtOH: etanol; H,O: agua; NOBI: nobiletina; 5°-MeONB: 5°-
metoxinobiletina; EUPA: eupalestina.

Apbs a escolha do sistema bifasico Hex-AcOEt-EtOH-H20 (1:1:1:1), em modo de
eluicdo ascendente como também o mais adequado para o isolamento da substancia 5’-MeONB,
uma aliquota da FEPMF-4c¢ (370,3 mg) foi submetida ao fracionamento cromatografico no

sistema de CPC, conforme ilustrado no cromatograma da Figura 42.

Figura 42 - Cromatograma do fracionamento cromatografico da fracdo enriquecida em
polimetoxiflavonas de 4. conyzoides em sistema de CPC para isolamento do marcador 5’-

metoxinobiletina, de acordo com as condi¢des descritas no item 4.8.1. A 330 nm.
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No cromatograma da FEPMF-4c¢ submetido ao processo de fracionamento por CPC para
o isolamento do marcador 5’-MeONB foram coletadas 117 fragdes, as quais tiveram seu perfil
cromatografico avaliado por CCD a fim de identificar as fracdes que apresentavam apenas o
marcador isoladamente. Neste processo foram reunidas trés fragdes principais, estando a

substancia 5’-MeONB contida na fracao II, com rendimento de 170,1 mg (45,93%).
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5.6.2 Identificacdo e determinacio da pureza do marcador 5’-MeONB

A partir dos dados obtidos de RMN 'H e EM confirmou-se que a fragdo II, obtida por
CPC, tratava-se da substincia 5°-MeONB. O espectro de RMN 'H obtido da substancia é
apresentado na Figura 43. Na amplia¢io do espectro de RMN 'H (Figura 44) observa-se um
simpleto em 7,21 ppm (2H, H-2’ e H-6") demonstrando tratar-se de hidrogénios simétricos
atribuidos como os hidrogénios de anel aromatico. Observa-se também, outro simpleto em 7,06
ppm (1H, H-3) cujo valor mais desblindado foi atribuido ao hidrogénio olefinico, do anel C da
flavona. Os dados foram comparados com a literatura e estdo de acordo com a substancia 5’-

MeONB (27) (ADESOGAN; OKUNADE, 1979; MOREIRA et al., 2007).

Figura 43 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCl3) da substancia 5’-metoxinobiletina
isolada por cromatografia de parti¢do centrifuga.
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Figura 44 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, TMS, CDCl3) da substancia 5’-metoxinobiletina

isolada por cromatografia de parti¢do centrifuga, ampliado na regido entre 6 7,50 ¢ 6,50.
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Em relacdo as analises de UPLC-MS da substancia isolada, no cromatograma obtido da
amostra observa-se a presen¢a de um unico sinal cromatografico, com tempo de retencao
equivalente a 5,06 minutos, conforme demonstrado na Figura 45. No espectro de massa obtido
por ESI(+) € possivel observar o valor de ion de m/z equivalente a 433,1495 [M + H]". A
diferenga entre o valor experimental obtido e o valor tedrico calculado para esta substancia
(433,1499 Da) ¢ de -0,9 ppm (valor de erro calculado), confirmando que a fragao II se trata da
substancia 5’-MeONB. A determinagdo de pureza da substancia por UPLC-MS demonstrou

uma pureza superior a 99%.

Figura 45 - Cromatograma de intensidade de pico base (BPI) obtido por UPLC-ESI-MS da
substancia 5’-metoxinobiletina.
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5.6.3 Efeito antinociceptivo do marcador 5°’-MeONB

Adicionalmente a FEPMF-4c, avaliou-se o potencial antinociceptivo da substancia
majoritaria 5’-MeONB no mesmo modelo de formalina, a fim de correlacionar o papel deste
marcador na resposta desempenhada pela FEPMF-A4c. Primeiramente optou-se em verificar o
efeito do marcador em solucdo salina contendo 5% de tween 80, visto que o restante dos outros
modelos farmacologicos com a FEPMF-Ac foram realizados utilizando este veiculo.

Os resultados de nocicepgao obtidos para o marcador 5’-MeONB dissolvida em solucao
salina contendo 5% de tween 80 s3o apresentados nos graficos da Figura 46. O tratamento
reduziu ambas as fases neurogénica e inflamatoria do comportamento nociceptivo induzido por
formalina (Figura 46-A e B), com inibigdo maxima de 30 + 5% na fase neurogénica e 62 + 9%

na fase inflamatoria, quando comparados ao grupo controle. Como demonstrado pela FEPMF-
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Ac, o efeito antinociceptivo foi significativamente maior na fase inflamatdria, apresentando
para esta fase um valor de dose inibitoria de 50% da nocicepcao (Dlso) referente a 63,42 mg/kg,
com seus respectivos limites de confianca de 95% entre 34,24 a 117,5 mg/kg. Nao foi observado
um efeito inibitério significativo na formacdo de edema e aumento da temperatura na pata

desses animais (Figura 46C e D).

Figura 46 - Efeito do marcador 5’-metoxinobiletina (10-100 mg/kg, i.g.) no comportamento
nociceptivo induzido pela injecdo intraplantar de formalina em camundongos Swiss fémeas.
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O total de tempo gasto lambendo a pata traseira foi medido durante a fase neurogénica (0-5 min, painel A) e a fase
inflamatoria (15-30 min, painel B). O painel C representa o edema na pata correspondente a diferenca entre a
espessura da pata antes e apds o teste. O painel D representa a diferenga de temperatura na pata antes ¢ apos o
teste. Cada coluna representa o valor médio obtido de 7 animais, ¢ as linhas verticais indicam o erro padrdo. Os
asteriscos denotam os niveis de significancia quando comparados com o grupo controle (ANOV A uma via seguido
pelo teste Bonferroni), * p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p < (0,0001. Os caracteres correspondem as observagoes
individuais em cada grupo.

O teor médio de 5’-MeONB na FEPMF-A4c ¢ equivalente a 0,4 g/g, isso significa que a
dose de 100 mg/kg da fragdo apresenta aproximadamente 40 mg/kg deste marcador.
Consequentemente, conclui-se que a substincia 5’-MeONB contribui eficientemente para a
atividade antinociceptiva exibida pela FEPMF-Ac, entretanto, as outras substancias presentes
na fragdo também colaboram para este efeito, sugerindo um efeito sinérgico entre as PMF da
FEPMF-Ac. Neste sentido, alguns trabalhos ja demonstraram os beneficios da substancia

nobiletina, outra PMF identificada na FEPMF-4c, no tratamento de condi¢Oes inflamatorias
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como artrite e colite (IMADA et al., 2008; XIONG et al., 2015), e o efeito anti-inflamatorio da
eupalestina, também identificada na fragdo, na resposta induzida por carragenina na cavidade
pleural de camundongos (DE MELLO et al., 2016). Além disso, os resultados demonstrados
para 5’-MeONB

Aprofundando o conhecimento acerca do efeito da 5'-MeONB no comportamento
nociceptivo induzido por formalina, verificou-se seu efeito apos 15, 30, 60, 180 e 360 minutos
de administragdo oral em um experimento de decurso temporal (Figura 47). Além disso, se
avaliou o efeito utilizando como veiculo PEG 400-DMSO (80:20) (v/v), que garantiu a
completa solubilizagdo da substancia. Observa-se que o tratamento agudo com 5’-MeONB (100
mg/kg) reduziu significamente (p < 0,01) ambas as fases do modelo de formalina apds 15, 30 e
60 minutos da administragdo oral da substancia, quando comparados aos seus respectivos
grupos controle. Na fase neurogénica, foram observadas inibi¢des significativas de 43 + 3%,
68 £ 6% e 53 £ 5% (Figura 47A) da resposta nociceptiva, enquanto que a resposta nociceptiva
da fase inflamatoria do modelo foi inibida em 70 + 8%, 91 = 3% e 85 + 3% (Figura 47B) apos

15, 30 e 60 minutos da administracdo oral de 5’-MeONB, respectivamente.

Figura 47 - Efeito do decurso temporal do marcador 5’-metoxinobiletina (100 mg/kg, i.g.) no
comportamento nociceptivo induzido pela inje¢do intraplantar de formalina em camundongos
Swiss fémeas.
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O grafico A representa os efeitos na fase neurogénica (0-5 min), enquanto o grafico B representa os efeitos na fase
inflamatoria (15-30 min). Cada ponto representa a média dos valores obtidos de 6-8 animais, e as linhas verticais
indicam o desvio padrdo. Os asteriscos denotam os niveis de significAncia quando comparados com o grupo
controle (teste t de Student), *** p < 0,001.

Os resultados encontrados demonstram o inicio rapido do efeito antinociceptivo de 5°-
MeONB, quando administrado oralmente em camundongos indicando que essa substancia ¢

rapidamente absorvida pela via oral quando administrada em solugdo, mantendo seu efeito
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antinociceptivo, pelo menos, até uma hora apods a sua administra¢do oral. Entre 15 e 30 minutos
apods a administracdo, observa-se o aumento significativo da resposta antinociceptiva (p < 0,05),
em ambas as fases do modelo, com a maior inibi¢do da resposta nociceptiva 30 minutos apos a
administracdo. Entretanto, ndo existe diferenca significativa na inibi¢do da resposta nociceptiva
entre 30 e 60 minutos apds a administragdo, em ambas as fases do modelo de formalina. Além
disso, ap6s 3 horas da administragdo oral a substancia ndo foi capaz de inibir o comportamento
nociceptivo dos animais, quando comparado ao grupo controle, sugerindo sua rapida
eliminagdo em camundongos.

Adicionalmente, a comparacdo entre os valores de inibicdo obtidos uma hora apos a
administracdo oral da 5’-MeONB em ambos os ensaios (curva dose-resposta ¢ decurso
temporal) demonstram que PEG 400-DMSO (80:20) (v/v) provou ser um melhor veiculo para
o preparo da amostra, melhorando o efeito farmacoldgico devido a uma solubilizagdo mais
eficiente e consequente absor¢ao do 5'-MeONB.

O conjunto de resultados farmacoldgicos obtidos demonstram pela primeira vez o efeito
antinociceptivo do 5'-MeONB na resposta nociceptiva causada pela formalina, especialmente
na fase inflamatéria do modelo, corroborando com os relatos anteriores sobre seu potencial

anti-inflamatério (DE MELLO et al., 2016).

5.6.4 Método bioanalitico para quantificacao de 5’-MeONB por UPLC-MS

5.6.4.1 Desenvolvimento do método bioanalitico e processamento da amostra biologica

As condi¢des cromatograficas para a quantificacdo do marcador 5'-MeONB no plasma
dos ratos foram sistematicamente otimizadas para reduzir o tempo de andlise e obter um formato
de pico apropriado para o marcador e o padrio interno. Nesse sentido, diferentes gradientes de
fase movel (combinando 4gua acidificada com acido formico 0,1% e acetonitrila) e temperatura
da coluna (25 e 40 °C) foram testadas até serem obtidas as condi¢des ideais de analise,
apresentadas no item 4.9.1 da secdo experimental. Da mesma forma, altera¢des nas condic¢des
de EM e nos parametros de aquisi¢ao foram testados a fim de melhorar a ionizagao e a detecgao
do marcador 5’-MeONB e do padrdo interno e, consequentemente, aumentar a sensibilidade do
método proposto. Em relagdo as condi¢des de ionizacao, observou-se que a diminui¢ao do fluxo
de gés no cone e o aumento da temperatura de dessolvatacdo foram os parametros fundamentais

para o aumento da sensibilidade do método.
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Em relacdo ao método de processamento da amostra bioldgica, o procedimento de
extracdo para a remogao de proteinas no plasma foi otimizado com o intuito de obter-se uma
amostra limpa para a reducdo do efeito da matriz e a interferéncia de ions na analise por UPCL-
EM. Diferentes volumes, tipos de solventes e propor¢des de misturas de solventes foram
testadas quanto a precipitagdo de proteinas, incluindo acetonitrila, metanol e 4gua, bem como a
acidificagdo com os acidos trifluoroacético (0,2 e 0,1%) ou tricloroacético (20, 10 e 5%)
(POLSON et al., 2003). As melhores condi¢cdes, que demonstraram menor interferéncia na
sensibilidade de 5'-MeONB e do padrao interno, além de maiores porcentagens de recuperagao
do marcador, foram obtidas utilizando 200 pL de acetonitrila em 100 pL da amostra (proporgao

de 2:1, v/v) associada a etapa de centrifugacao.

5.6.4.2 Parametros bioanaliticos de mérito do método

5.6.4.2.1 Seletividade

A comparacdo entre os cromatogramas obtidos apds a inje¢do das amostras de plasma
branco, da curva de calibracdo e do plasma dos animais tratados com 5'-MeONB (2 mg/kg) nao
revelou interferéncia por substancias endégenas da matriz, permitindo a determinagdo seletiva
de 5'-MeONB e crisina utilizando o método bioanalitico desenvolvido, conforme demonstrado
na Figura 48.

Os cromatogramas apresentados na Figura 48A e 48B mostram que nao houve a eluigdo
de picos nos cromatogramas de ion extraido com m/z 433,1494 (para 5'-MeONB) e m/z
255,0657 (para crisina) da amostra de plasma livre de substancias (em branco), indicando a
auséncia de substancias interferentes com a mesma relagdo massa/carga e tempo de reten¢ao
(tr) em seus respectivos cromatogramas. Além disso, os cromatogramas da Figura 48C e 48E
apresentam os picos acentuados correspondentes a 5'-MeONB (tr 1,78 min) nos cromatogramas
da curva de calibragao e do plasma dos animais tratados, respectivamente. O mesmo ¢
observado na Figura 48D e 48F, para o pico correspondente ao padrdo interno de crisina (PI, tr
1,57 min). Além disso, os EM correspondentes desses picos em ambas as amostras também
indicaram apenas um ion molecular com m/z 433 e m/z 255, comprovando a seletividade do

método.
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Figura 48 - Cromatogramas de ions extraido (ES/+) para 5'-metoxinobiletina (5'-MeONB, tr: 1,78 min, m/z 433,1494) e crisina (IS, tr:1,57 min,

m/z 255,0657) em amostras de plasma.
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(A) e (B) plasma branco; (C) e (D) plasma da curva de calibragdo com 5'-MeONB (30 ng/mL) e crisina (1000 ng/mL); (E) e (F) plasma da amostra processada ap6s 1 hora da

administracdo de 2 mg/kg de 5’-MeONB em rato Wistar pela via oral.
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5.6.4.2.2 Linearidade e limite de quantificago

A linearidade do método analitico desenvolvido foi determinada por meio da curva de
calibracdo construida a partir da analise de regressao linear dos valores de concentra¢do versus
arazdo da leitura das areas obtidas. A curva de calibracao e analise de residuos sao apresentados
nas Figuras 49 e 50, respectivamente. A curva de calibragdo do marcador 5’-MeONB ¢
representada pela equagdo y = 1,2538x + 0,022, com coeficiente de correlacao (R) de 0,9996 e
coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9992, dentro da faixa linear de 30 — 750 ng/mL. Além
disso, calculando-se a exatiddao individual das amostras da curva de calibragdo, usando o
modelo de regressdo linear, os valores de concentra¢do calculados diferem em até 5% das
concentragdes experimentais para todas as amostras, exceto para o LQ, que mostrou uma
variagdo de até 19%. O LQ foi de 30 ng/mL, estabelecido com precisdo e exatiddo adequadas

nas condi¢des experimentais utilizadas neste método.

Figura 49 - Curva de calibragio para 5’-metoxinobiletina em funcio da Razdo das Area X
Concentracao.
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Figura 50 - Grafico dos residuos em fun¢ao da concentragdo (ng/mL) para o ajuste do modelo
y =1,2538x + 0,022 para a substancia 5’-metoxinobiletina.
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A andlise de variancia demonstrou a significancia do modelo linear, uma vez que para
a curva de calibrag¢@o o valor de Fealculado (20886,09) foi superior ao valor de Feritico (4,75). Os
residuos do modelo linear (Figura 50) foram dispersos de maneira aleatéria, indicando a

auséncia de tendéncia do modelo linear.

5.6.4.2.3 Precisao e exatidao

Os resultados de precisdo e exatidao do método bioanalitico determinados nas amostras
CQ e LQ sdo apresentados nas Tabela 11 e 12, respectivamente. Os desvios da repetibilidade
do método encontram-se entre 1,13 a 10,8%, enquanto os DPR da precisdo intermediaria foram
entre 2,16-7,54% (Tabela 11). A exatiddo do método variou de 82,51 a 104,56% para o LQ e
entre 86,59 e 109,44% para as amostras de CQ (Tabela 12). Esses resultados garantem que o
método possui precisdo e exatiddo adequadas, de acordo com os critérios de aceitagdo do FDA

(FDA, 2018).

Tabela 11- Parametros de repetibilidade e precisdo intermedidria para o marcador 5°-
metoxinobiletina em plasma de rato, segundo as condigdes experimentais estabelecidas.
Concentraciao nominal Concentracao experimental

(ng/mL) Day Média + desvio (ng/mL) DPR (%)
Repetibilidade”
30 (LQ) 1 26,79 £ 0,98 3,65
2 26,95 +2,91 10,80
3 28,53 +1,79 6,28
90 1 80,24 + 1,83 2,28
2 85,02 +4,72 5,55
3 85,61 £5,02 5,02
360 1 385,46 + 7,42 1,93
2 373,98 £ 7,82 2,10
3 371,85 +£4,96 1,34
600 1 604,59 £ 17,71 2,93
2 59776 + 7,85 2,13
3 614,35 + 6,94 1,13
Precisao
intermediaria®
30 (LQ) 27,43 £2,07 7,54
90 83,63 +£4,55 5,44
360 377,10 + 8,86 2,35
600 605,57 + 13,06 2,16

“: n = quintuplicata/dia; *: estabelecida pela média e desvio padrdo das quinze réplicas relativas as quintuplicatas
dos trés dias da repetibilidade.).
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Tabela 12 - Parametros de exatiddao para o marcador 5’-metoxinobiletina em plasma de rato,
segundo as condi¢des experimentais estabelecidas.
Arranjo da concentracgio

Concentraciao nominal

experimental Exatidao (%)
(ng/mL) I()ng/mL)
30 (LQ) 24,75-31,37 82,51-104,56
90 77,98-90,84 86,59-100,93
360 362,54-394,00 100,71-109,44
600 584,63—626,78 97,44-104.,46

5.6.4.2.4 Recuperagao ¢ efeito matriz

A recuperag¢do de 5'-MeONB nas amostras investigadas variou de 85,97 a 102,43%,
independentemente da concentragdo testada (Tabela 13), enquanto a recuperacdo de crisina
variou entre 94,70 e 106,35% (Tabela 14), demonstrando que o método de extragdo tem
influéncia minima na determinagao de 5 '-MeONB e crisina, assim como amostras hemolisadas.

Em relacdo ao efeito matriz, os resultados mostraram variagdo inferior a 10%, tanto para
5’-MeONB quanto para crisina, conforme demonstrado nas Tabela 13 e 14, estando de acordo

os critérios para a valida¢ao de métodos bioanalitico (FDA, 2018).

Tabela 13 - Parametros de efeito matriz e recuperacdo para o marcador 5’-metoxinobiletina em
plasma desproteinizado ¢ hemolisado de rato, segundo as condigdes experimentais
estabelecidas.

5'- Recuperacio (%) em Recuperacio (%)
MeONB Efeito matriz* (%) plasma branco em plasma
(ng/mL) desproteinizado” hemolisado*

90 109,18 +2,13 92,87 +£0,99 100,87 + 3,98

360 105,25+ 5,76 89,14 + 2,80 102,43 + 2,44

600 107,50 + 4,57 85,97 + 1,12 96,92 +£2.29

*determinado em quintuplicata, expresso em média + desvio padrdo.

Tabela 14 - Parametros de efeito matriz e recuperagao para o padrao interno crisina em plasma
desproteinizado e hemolisado de rato, segundo as condi¢des experimentais estabelecidas.

5'- Recuperacao (%) em Recuperacio (%)
MeONB Efeito matriz* (%) plasma branco em plasma
(ng/mL) desproteinizado” hemolisado*

90 97,74 + 0,43 100,09 + 0,60 99,96 + 0,69

360 95,75+ 4,76 98,23 +2,16 106,35+ 2,15

600 98,59 + 4,44 94,70 £ 1,46 103,54 + 1,56

*determinado em quintuplicata, expresso em média + desvio padrao.
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5.6.4.2.5 Estabilidade

Os resultados do ensaio de estabilidade demonstraram que a 5’-MeONB ¢ estavel nas
condigdes preliminares testadas neste estudo. Apds 30 dias armazenados a -80 + 2 °C, as
concentragdes de 5’-MeOBN foram determinadas com 99,34 + 3,52% e 106,48 + 3,01% de
exatiddo, nas concentragdes baixa e alta de QC (90 e 600 ng/mL), respectivamente. Da mesma
forma, apos a desproteinizagdo das amostras, o marcador manteve sua estabilidade por 12 h no
amostrador automatico a 8 £ 1 ° C, com 94,95 + 7,49% e 105,86 + 1,88% de exatidao, nas
concentragdes 90 e 600 ng/mL do CQ, respectivamente.

Estes resultados demonstram a estabilidade do 5°-MeOBN sob as condi¢des
experimentais de armazenamento e analise das amostras biologicas avaliadas. As condi¢des
investigadas foram selecionadas com base no protocolo experimental utilizado neste estudo, em
que o volume de sangue coletado ¢ suficiente para um ponto de anélise/tempo e o plasma foi
congelado a-80 + 2 °C até 30 dias ap0s a separacao do sangue. Como as amostras descongeladas
foram imediatamente processadas e analisadas, nenhum extenso estudo de estabilidade

envolvendo o ciclo de congelamento-descongelamento foi necessario.

5.6.4.2.6 Efeito residual

Com relagdo ao efeito residual (carryover) de substdncias no equipamento
cromatografico e no espectrometro de massas, nao foi observada a presenca das substancias
avaliadas, 5’-MeONB e crisina, nos cromatogramas adquiridos com a injecdo apenas de
acetonitrila apos injecdes sucessivas da maior concentragdo da curva de calibracdo (750

ng/mL).

5.6.4.2.7 Dilui¢ao

Os resultados da avaliagdo da integridade da dilui¢do sdo apresentados na Tabela 15.
Observa-se que amostras diluidas na propor¢do 1:10 com acetonitrila confirmaram a
integridade da dilui¢do nessa propor¢ao com exatiddo equivalente a 108,02 £+ 2,56%. Dessa
forma, garante-se que a dilui¢do de amostras em concentragdes acima do limite de quantificagao

superior da curva ndo interfere na correta determinagdo da concentracdo dessas amostras.
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Tabela 15 - Integridade da dilui¢do 1:10 de plasma de rato contendo 5’-MeONB, segundo as
condigdes experimentais estabelecidas.

Concentracio Concentracio Exatidao Média +
nominal (ng/mL) experimental (ng/mL) (%) DPR
328,80 109,60
322,26 107,42
300 310,33 103,44 105’22 *
328,24 109,41 ’
330,71 110,24

Em conjunto, os resultados obtidos nos ensaios de valida¢do confirmam a seletividade,
linearidade, precisao, exatidao e estabilidade apropriadas do método bioanalitico desenvolvido,

permitindo sua utilizagdo para determinar a 5’-MeONB no plasma de ratos.
5.6.5 Estudo farmacocinético pré-clinico

A farmacocinética pré-clinica de 5°-MeONB foi avaliada em ratos Wistar machos apds
a administracdo i.v. de 10 mg/kg e oral de 50 mg/kg. Os perfis de concentragdo plasmatica de

5’-MeONB obtidos para ratos e camundongos sdo apresentados na Figura 51.

Figura 51 - Perfis de concentracdo plasmatica de 5'-MeONB em ratos e camundongos
estabelecidos pela modelagem populacional.
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Perfis de concentragdo plasmatica em ratos Wistar ap6s administragdo intravenosa de 10 mg/kg (A) e oral de 50
mg/kg (B) e em camundongos Swiss ap6s administragdo oral de 100 mg/kg (C). Os circulos azuis representam a
concentragdo observada no plasma. Linha sé6lida = previsdo com base na analise farmacocinética naive média.
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De acordo com os dados obtidos, o modelo de dois compartimentos foi considerado o
melhor modelo para descrever as concentragdes plasmaticas de 5’-MeONB em ratos durante o
processo de discriminacdo do modelo, enquanto o modelo de um compartimento descreveu
melhor os dados para os camundongos. O melhor modelo para ajustar os dados foi escolhido
com base no diagnostico visual do gréfico, incluindo a inspecdo do modelo aos dados
experimentais e a distribuicdo aleatdria de residuos, assim como a coeréncia dos parametros
farmacocinéticos determinados. Os graficos de adequacao do modelo populacional final,
demonstrando os residuos ponderados versus as concentracdes plasmaticas de 5'-MeONB
determinadas sdo apresentados na Figura 52. Nenhuma tendéncia ou erro de especificagdo do
modelo ¢ observada na avaliagdo visual dos graficos de adequagdo de ratos e camundongos,
confirmando a capacidade dos modelos de prever bem os dados experimentais para ambas as

espécies.

Figura 52 - Graficos de adequagdo dos modelos popPK para 5’-MeONB em ambas espécies.
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Os parametros farmacocinéticos médios obtidos pela ANC individual e os perfis
plasmaticos modelados pela popPK apds a administragdo i.v. a oral em ratos e camundongos

sdo apresentados nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.

Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos estimados para 5’-MeONB pela abordagem nao
compartimental apos administracdo de 10 mg/kg i.v. bolus e oral de 50 mg/kg a ratos Wistar e
administracdo oral de 100 mg/kg em camundongos Swiss.

Parametros Ratos Camundongos
farmacocinéticos 10 mg/kg i.v.” 50 mg/kg i.g.’ 100 mg/kg i.g.c
A (hh) 0,05+0,03 0,4+0,1 0,3

ti2 eliminagdo (h) 1,6 +£0,1 2,1+0,9 2,5
AUCy. (mg.h/L) 8,4+5,1 3,5+0,8 15,4
MRTiv (h) 1,7+0,3 - 3,77
MRTpo (h) - 49+1,3 3,89
MAT (h) - - 0,12

ti» absorcao (h) - - 0,08

CL" or CL/F™ (L/h) 0,67 = 0,26 1,34 + 0,29 0,20
Vdss™ or Vds/F™ (L) 0,99 + 0,32 - 0,75

Foral (%) - 8,32 -

‘“média £+ EP.M. (n = 3); média + EP.M. (n = 7); “perfil médio de 4 camundongos/tempo; “pardmetros
determinados para ratos; ** parAmetros determinados para camundongos; , A taxa constante de eliminagdo; AUCy.
», area sob a acurva; MRT, tempo de residéncia médio (iv) e oral (po); MAT, tempo de absor¢do médio; i/, tempo
de meia-vida; CL, clearance; CL/F, clearance aparente oral; Vdss, volume de distribuigdo no estado estacionario;
Vd/F, volume de distribuigdo aparente no estado estacionario; F ., biodisponibilidade oral.

Tabela 17 - Parametros farmacocinéticos estimados para 5°-MeONB pela abordagem
populacional ap6s administragdo de 10 mg/kg i.v. bolus e oral de 50 mg/kg a ratos Wistar e
administracao oral de 100 mg/kg em camundongos Swiss.

farametr.o S Ratos Camundongos
armacocineticos

CL" or CL/F™ (L/h) 0,55 0,20
V*or V/F™ (L) 0,44 0,81

Q (L/h) 2,36 -

V2 (L) 0,52 -

ka (h") 0,41 8,55

Foral (%) 11 -

ol (mg/L) 0,90 -

o2 (mg/L) 0,46 0,39

“pardmetros determinados para ratos; *~ parAmetros determinados para camundongos; CL: clearance; CL/F:
clearance aparente oral; V e V2: volume de distribui¢do nos compartimentos central e periférico, respectivamente;
V/F: volume de distribui¢do aparente; Q: clearance intercompartimental; ka: taxa constante de absor¢do; For:
biodisponibilidade oral; variabilidade residual: ¢l erro aditivo dos dados i.v.; 62, variabilidade residual, erro
aditivo dos dados oral.

Apo6s a administragdao de 10 mg/kg 1.v. de 5’-MeONB em ratos, foram observados um

clearance de 0,67 £ 0,26 L/kg e um volume de distribuicao de 0,99 + 0,32 L, resultante em um
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tempo de meia-vida de 1,6 + 0,1 h. Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre o CL e
t12 obtidos em comparacdo com os parametros orais determinados apds a administragdo oral de
50 mg/kg. Considerando os perfis de concentragdo plasmatica apos a administragdo oral em
ratos (Figura 51B), observa-se que a 5'-MeONB foi lentamente absorvida (ka = 0,41 h),
seguido por uma taxa de eliminacdo moderada, expressa em um ti2 de 2,1 = 0,9 h com um
MRTns de 4,9 + 1,3 h.

Adicionalmente, os parametros farmacocinéticos determinados em ratos por ambas
abordagens foram equivalentes, visto que o CL de 0,55 L/h e Vdss de 0,96 L estimados pela
popPK sdo similares aos CL (0,67 + 0,26 L/h) e Vdss (0,99 + 0,32 L) obtidos pela ANC,
confirmando que o modelo selecionado foi adequado para descrever os dados experimentais.

O clearance estimado para 5’-MeONB em ratos pela modelagem popPK de 0,55 L/h ou
1,82 L/h/kg € considerado intermedidrio/moderado de acordo com a literatura (MCINTYRE e¢
al., 2008; NAGILLA et al., 2011). Mcintyre e colaboradores (2008) classificam o clearance
como alto (CL > 70% do fluxo sanguineo no figado), intermediario (30% < CL < 70% do fluxo
sanguineo no figado) ou baixo (CL < 30% do fluxo sanguineo no figado), normalizando com o
fluxo sanguineo do figado. Baseado no fluxo sanguineo no figado de ratos, equivalente a 3.3
L/h/kg, o clearance obtido para 5’-MeONB corresponde a 55% do fluxo sanguineo do figado.

De acordo com Ward e Smith (2004), o Vdss pode ser categorizado como baixo (quando
¢ menor que o volume total de dgua corporal), moderado (uma a quatro vezes maior que o
volume total de 4gua corporal) ou alto (maior que quatro vezes o volume total de agua corporal).
O Vdss estimado para 5’-MeONB pela modelagem popPK (0.96 L ou 3.2 L/kg) sugere um
volume de distribuicdo de moderado a alto (WARD; SMITH, 2004; NAGILLA et al., 2011),
considerando que ¢ quatro vezes acima do volume médio total de dgua corporal de ratos,
equivalente a 0,7 L/kg (DAVIES; MORRIS, 1993). Este alto Vdss indica uma distribui¢do para
o espaco extracelular e ampla distribuicdo tecidual (YADAYV et al., 2019a).

Embora nenhuma distribuicao tecidual de 5’-MeONB tenha sido mensurada, estudos
que demonstram o acumulo nos tecidos de outros analogos de PMF, como a nobiletina ¢ a
tangeretina, mostraram que essas substancias se acumulam em varios 6rgaos, incluindo cérebro,
pulmao, rim, figado, baco e estomago (MURAKAMI et al., 2002; Ll et al., 2013; HUNG et al.,
2018).

Uma vez que a ligacdo as proteinas plasmaticas pode afetar a distribuicdo de farmacos,
alterando a taxa na qual o medicamento ¢ eliminado ou afetando o periodo de tempo durante o

qual as concentragdes eficazes sdo mantidas (KEEN, 1971) - extensa liga¢do a proteinas esta
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relacionada a baixos Vdss (BOHNERT; GAN, 2013). O baixo valor de ligagdo as proteinas
plasmaticas predito para 5’-MeONB (10,8%) por meio do experimento in silico, corrobora para
o alto valor de Vdss estimado pela modelagem popPK.

O experimento in silico sugere que a 5’-MeONB inibe os transportadores de farmacos
glicoproteina P (P-gp, 78%) e bomba de exportagdo de sais biliares (BSEP, 36%), além de agir
como substrato para a bomba de efluxo de farmacos, a proteina de resisténcia ao cancer de
mama (BCRP, 60%). Considerando que a P-gp limita a absor¢do intestinal e distribuicao
tecidual de substancias exdgenas, bem como promove a eliminagdo para a bile e urina, enquanto
a BCRP aumenta a eliminagao renal e hepatica (MCNAMARA; LEGGAS, 2009), a absorcao,
distribuicao tecidual e eliminacdo da 5’-MeONB parece ser mediada pela agdo de ambos os
transportadores.

Interessantemente, a predicao in silico indica que a 5'-MeONB pertence a classe 2 do
Extended Clearance Classification System (ECCS), o que indica que o metabolismo ¢ o
mecanismo primario de depuracao (VARMA et al., 2015). Complementarmente, de acordo com
a predi¢do in silico, o metabolismo da 5’-MeONB parece ser mediado por trés enzimas
principais do citocromo P450 (CYP), a CYP1A2, CYP2C19 e CYP3A4, fornecendo derivados
de PMF hidroxiladas por reagdes de O-desmetilagdo. Esta informagdo esta de acordo com
outros estudos de PMF relacionadas com a 5'-MeONB, incluindo nobiletina e tangeretina, que
sdo metabolizados pelos mesmos CYPs (BREINHOLT et al., 2003; KOGA et al., 2011).

Além disso, a 5'-MeONB apresentou uma baixa biodisponibilidade oral (Fora) em ratos,
em torno de 8-11%, de acordo com a modelagem popPK e ANC. Esse achado esta de acordo
com os valores de Foral oObservados para outros andlogos de PMF em estudos farmacocinéticos
realizados em ratos, que variaram entre 2,2 a 35,9% (KUMAR et al., 2012; MEKJARUSKUL;
JAY; SRIPANIDKULCHALI, 2012; WEI; HWANG; TSAI, 2014; ELHENNAWY; LIN, 2018;
HUNG et al., 2018; NIU et al., 2020).

A Foral determinada para a 5'-MeONB esta provavelmente relacionada a sua baixa
solubilidade aquosa e possivel precipitagdo no trato gastrointestinal, semelhante a outras PMF
(LI et al., 2009). Nesse cenario, diferentes estratégias da tecnologia farmacéutica podem ser
aplicadas para melhorar a sua biodisponibilidade oral. Além disso, a baixa biodisponibilidade
oral de 5'-MeONB ndo ¢ necessariamente uma grande desvantagem, uma vez que esta
substancia foi capaz de exercer um pronunciado efeito antinociceptivo quando administrada

pela via oral.
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Este trabalho demonstrou pela primeira vez os pardmetros farmacocinéticos pré-clinicos
da 5'-MeONB, a PMF majoritaria da FEPMF-Ac, apds administragdo i.v. ¢ oral em ratos. A 5’-
MeONB mostrou propriedades semelhantes em comparacdo com o0s parametros
farmacocinéticos bem descritos para a nobiletina, outra PMF presente na FEPMF-A4c. Enquanto
os parametros farmacocinético da ANC obtidos para a 5'-MeONB em ratos mostraram um CL
médio de 2,2 L/h kg e ti2de 1,6 h, reporta-se para a nobiletina um CL de 2,13 L/h/kg e ti2 de
1,5 h (KUMAR et al., 2012).

Em comparacdo com outras PMF ja estudadas, o clearance e o tempo de meia-vida
determinados neste estudo também estdo de acordo com os reportados na literatura, variando
de 0,32 a 5,65 L/h/kg (ELHENNAWY; LIN, 2018; NIU et al., 2020) e de 1,16 a 2,77 h
(ELHENNAWY; LIN, 2018; HUNG et al., 2018; NIU et al., 2020), respectivamente. Da
mesma forma, foram encontrados na literatura valores de MRTiv variando entre 1,22 ¢ 1,39 h
(ELHENNAWY; LIN, 2018; NIU et al., 2020), semelhantes ao observado para a 5'-MeONB
de 1,7 h. Além disso, o valor de Vdss de 3,3 L/kg calculado pela ANC para 5'-MeONB esta
dentro da ampla faixa de 0,69-33,4 L/kg de volume de distribuicao relatados para PMF
(KUMAR et al., 2012; ELHENNAWY; LIN, 2018; NIU et al., 2020).

Uma vez que os experimentos farmacoldgicos que demonstram os efeitos benéficos de
5'-MeONB foram desenvolvidos em camundongos, uma avaliagdo farmacocinética
suplementar foi realizado em camundongos fémeas Swiss, a fim de compreender melhor o
comportamento da 5'-MeONB nesta espécie apds a sua administragdo oral. A 5'-MeONB
apresentou uma rapida absorcdo oral em camundongos (Figura 51C), com um pico de
concentragdo plasmatica de 15 minutos. Além disso, a 5'-MeONB exibiu um CL/F de 0,20 e
0,20 L/h, Vdss/F de 0,81 € 0,75 e ti2de 2,9 e 2,5, respectivamente determinados pela modelagem
popPK e ANC (Tabela 17 e 16). Todos os parametros farmacocinéticos determinados por ambas
abordagens revelaram valores semelhantes, indicando a adequag¢do do modelo popPK para

descrever os dados experimentais.
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6 CONCLUSOES

* A partir da otimizagdo das condicdes de extragdo para as PMF de A. conyzoides,
estabeleceu-se como solvente extrator o n-hexano utilizando o aparato de extracdo tipo Soxhlet
o método seletivo e com melhor rendimento, haja vista o teor de 5’-MeONB determinado no

extrato obtido.

* Entre os métodos de fracionamento cromatografico do extrato bruto obtido, a
cromatografia de particao centrifuga demonstrou ser um método simples, rapido, economico e
efetivo para o desengorduramento e purificagdo da FEPMF-Ac. Entretanto, foi observado que
a determinagdo do coeficiente de partigdo pelo método de shake-flask pode ser um método
limitado para prever o comportamento das substancias no sistema de CPC, na medida que a

substancia cumarina comportou-se diferentemente do esperado usando este modelo.

* A purificagio por cromatografia em coluna cléssica utilizando a resina de Sephadex®
LH20 em eluente diclorometano-metanol 70:30 (v/v) mostrou ser uma abordagem eficiente
para o enriquecimento da FEPMF-Ac, a partir da qual foram obtidos 1,71 g e 8,72 g de FEPMF-
Ac, a partir das duas coletas, que correspondem a 5,1 % do extrato bruto de n-hexano de 4.

conyzoides.

* A caracterizagao por UPLC-MS possibilitou a identificacdo de nove PMF na FEPMF-
Ac, das quais a substancia 5’-MeONB aparece como a majoritdria em quantidades muito
superiores as outras PMF identificadas. Em contrapartida, a utilizagdo da RMN para

caracterizagdo da FEPMF-Ac permitiu identificar apenas quatro substincias na fracao.

* Desenvolveu-se um método analitico por UPLC-MS para a quantificagao do teor de
PMF totais na FEPMF-4c que apresentou 6tima resolugdo entre os picos das substancias de
interesse em um rapido tempo de analise de nove minutos. A validagdo deste método apresentou

resultados apropriados de linearidade, precisdo e exatidao.

* Em relagdo ao efeito antinociceptivo da FEPMF-Ac, observou-se que a fragdo atua
inibindo a nocicep¢do induzida por glutamato, bradicinina, histamina, assim como por
substancias ativadores dos canais TRPVI e ASIC e proteinas quinases C e A.

Interessantemente, a inibicdo da nocicep¢do causada pela ativagdo de proteinas quinases C
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parece ser a maior contribui¢do para o efeito exibido pela FEPMF-Ac, entretanto estudos

complementares necessitam ser realizados para confirmar esta hipotese.

* Demonstrou-se a contribui¢ao da substancia majoritaria 5’-MeONB para a atividade
antinociceptiva exercida pela FEPMF-4c, contudo, sugere-se que outras PMF presentes na
fracdo também estdo envolvidas na agdo antinociceptiva, visto que a 5’-MeONB a ndo foi capaz
de reduzir a formagao de edema na pata dos animais e nao houve correlagdo da atividade exibida

nas doses testadas da substancia isolada e o teor da mesma na FEPMF-Ac.

* O desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico por UPLC-MS para
quantificacdo da 5’-MeONB em amostras de plasma possibilitou, pela primeira vez, a
determinagdo dos parametros farmacocinéticos pré-clinicos da 5’-MeONB em ratos e

camundongos.

* A investigagdo da farmacocinética da 5’-MeONB em ratos revelou que a substincia
apresenta um alto volume de distribuicao e clearance, entretanto uma baixa biodisponibilidade
oral foi constatada, sugerindo uma baixa biodisponibilidade oral também para a FEPMF-Ac e
demonstrando a necessidade de melhorias farmacotécnicas no desenvolvimento de produtos
contendo a FEPMF-4c. Adicionalmente, os resultados apresentados fornecem informagdes
importantes para a compreensdo da farmacocinética de 5°-MeONB apds administragao
intravenosa e oral, servindo como suporte para futuros estudos de modelagem

farmacocinética/farmacodinamica pré-clinica.

* A combinagdo de resultados descritos neste estudo sugere que a FEPMF-Ac ¢
potencialmente um bom candidato a medicamento analgésico e anti-inflamatério e estudos
complementares farmacoldgicos e toxicologicos devem ser conduzidos a fim de permitir
maiores evidéncias cientificas do potencial das PMF de A. conyzoides para o tratamento de
manifestagdes inflamatorias dolorosas, como por exemplo a osteoartrite, uma das indicagdes

populares de A. conyzoides.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente trabalho cumpriu com sua proposta fundamental, estruturada em trés
modulos principais, incluindo a I) produgdo e padronizacdo de uma fragdo enriquecida em
polimetoxiflavonas a partir do extrato das partes aéreas de 4. conyzoides (FEPMF-Ac), seguida
da II) avaliagdo farmacologica in vivo do efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio da FEPMF-
Ac, além da III) caracterizacdo dos pardmetros farmacocinéticos do marcador da FEPMF-Ac, a
5’-MeONB. Entretanto, devido a pandemia de COVID-19 e as medidas de isolamento adotadas
em 2020, ndo foi possivel cumprir os prazos previstos inicialmente para conclusdo deste
trabalho.

Os resultados obtidos estdo sendo reunidos em manuscritos a serem submetidos a
apreciacdo em revistas cientificas da area. Neste ambito, os dados provenientes do
desenvolvimento e validacdo do método bioanalitico para quantificagdo de 5’-MeONB em
amostras de plasma de ratos foram recentemente publicados no periddico Journal of
Chromatography B (FAQUETI et al., 2020). Além deste, o manuscrito detalhando o método
otimizado de obten¢do e padronizacdo da FEPMF-Ac, assim como um segundo incluindo os
efeitos farmacologicos da FEPMF-4c nos modelos pré-clinicos estudados estdo em vias de
conclusdo e submissao.

No que tange as propriedades farmacologicas da substancia 5°-MeONB, estd em
andamento a aplicacdo de um modelo farmacocinético e farmacodindmico (PK/PD),
possibilitando a compreensao da relagdo entre efeito farmacologico e decurso temporal com os
parametros farmacocinéticos determinados para a 5’-MeONB, bem como para prever sua
eficacia pré-clinica modificando doses e tempos de administragdo. Estes resultados promissores
estdo igualmente sendo reunidos em um manuscrito cientifico.

Por fim, diante dos dados observados para a atividade farmacoldgica da FEPMF-Ac, e
visando ampliar o conhecimento a respeito dos seus efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio,
experimentos complementares poderdo ser realizados no intuito de melhor compreender a
inibicdo da via de ativagdo de proteinas quinases C como principal mecanismo de agdo da
FEPMF-Ac.

Ainda em relag@o ao potencial biologico da FEPMF-4c, a baixa biodisponibilidade oral
da 5°-MeONB sugere a necessidade de explorar vias alternativas de administragdo da FEPMF-
Ac. Neste sentido, a via tdpica mostra-se uma importante e potencial via de administragdo de

farmacos para o tratamento das desordens inflamatorias na pele ou articulares. A incorporagao
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da FEPMF-Ac em uma forma farmacéutica topica que aperfeicoe a sua administragdo e
absorcao através das camadas dérmicas, propiciando a liberagdo das PMF diretamente no local
da inflamacao, contribuird substancialmente para a melhor investigacdo de sua atividade
farmacoldgica tendo em vista o desenvolvimento de uma produto farmacéutico de origem

vegetal como alternativa para o tratamento da dor e inflamagao.
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