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RESUMO

Borreria verticillata (L.) G. Mey espécie conhecida como vassourinha apresenta
atividade antibacteriana, antimalarica, hepatoprotetora, antioxidante, analgésica e
anti-inflamatéria, entretanto sua atividade antinociceptiva é pouco estudada. O
objetivo deste trabalho foi avaliar atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico
bruto (EHBvV) e fracdo acetato de etila (FAc) de B. verticillata realizando estudos in
vivo e in silico. Para avaliagc&o in vivo, foram utilizados os testes do edema de pata,
contorgcdes abdominais, formalina e tail flick. Ratos Wistar e camundongos Swiss
foram tratados via oral e divididos em 6 grupos: controle-NaCl 0.9%(CTL),
memantina 10 mg/Kg (MEM), indometacina 10 mg/Kg (INDO), EHBv 500 mg/kg
(EHBv 500), FAc 25 mg/Kg (FAc 25), FAc 50 mg/Kg (FAc 50). O tratamento com
EHBv 500, FAc 25 e 50 apresentou efeito antiedematogénico e antinociceptivo
periférico. Para avaliacdo in silico os compostos identificados na FAc foram
submetidos a docagem molecular, o melhor composto foi selecionado para
simulagdes de dinamica e testado in vivo molecular. O acido ursélico apresentou
melhores parametros de afinidade com COX-2, GluN1a e GIuN2B durante a
docagem molecular. Nas simulagcdes por dinamica molecular, o acido ursélico
apresentou alta frequéncia de contatos com Arg120 e Glu524 do local ativo da COX-
2 e com o dominio LBD da Glunia e GIuN2B podendo com isso, impedir a ativacdo
da COX-2 e do receptor NMDA. O tratamento com acido ursélico 10mg/Kg (AU)
apresentou efeito antinoceceptivo periférico e central. Sugere-se que o efeito
antinociceptivo periférico de B. verticillata pode ser atribuido predominantemente a
acao de compostos com acao anti-inflamatéria. O acido ursélico € o principal
composto ativo, sendo um composto promissor para o desenvolvimento de farmacos

inibidores da COX-2 e antagonistas dos receptores NMDA.

Palavras-chaves: Borreria verticillata. COX-2. Receptor NMDA. Docagem
molecular. Simulacdes de dindmica molecular.



ABSTRACT

Borreria verticillata (L.) G. Mey species known as broom vassourinha has
antibacterial, antimalarial, hepatoprotective, antioxidative, analgesic and anti-
inflammatory activities; however, its antinociceptive action still demands more
thorough investigation. The present study was to assess the antinociceptive activity
of B. verticillata crude hydroalcoholic extract (EHBv) and the ethyl acetate fraction
(FAc) by means of in vivo and in silico studies. In vivo assessment included the paw
edema test, the writhing test, the formalin test and the tail flick test. Wistar rats and
Swiss mice were divided into 6 groups and given the following treatments oral: 0.9%
NaCl control group (CTL), 10 mg/kg memantine (MEM), 10 mg/kg indomethacin
(INDO), 500 mg/kg EHBv (EHBv 500), 25 mg/kg FAC (FAc 25), 50 mg/kg and FAc
(FAC 50). EHBv, FAc 25 and 50 treatments exhibited anti-edematous and peripheral
antinociceptive effects. For in silico assessment, compounds found in FAc were
subjected to molecular docking, and the leading compound was selected for
molecular dynamics (MD) simulations. Ursolic acid exhibited better affinity
parameters with the enzyme COX-2 and the NMDA receptor subunits GluN1a and
GIuN2B on molecular docking. In MD simulations, AU exhibited highly frequent
interactions with residues Arg120 and Glu524 in the COX-2 active site and NMDA,
whereby it might prevent COX-2 and NMDA receptor activation. Treatment with
ursolic acid 10mg / Kg (AU) showed peripheral and central antinoceceptivo effect.
The antinociceptive effect of B. verticillata might be predominantly attributed to
peripheral actions, including the participation of anti-inflammatory components.
Ursolic acid is the main active component and seems to be a promising source of
COX-2 inhibitors and NMDA receptor antagonists.

Keywords: Borreria verticillata. COX-2. NMDA receptor. Molecular docking.

Molecular dynamics simulations.
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1.  INTRODUCAO

A dor representa um sistema importante para alertar o organismo sobre
um dano tecidual a partir da sinalizacdo mediada por receptores periféricos de alto
limiar, os denominados nociceptores (NICKEL et al., 2012).

Seu mecanismo fisiopatoldégico envolve diversos componentes
biolégicos dentre os quais, estdo a ativacao da cicloxigenase-2 (COX-2) e dos
receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). A COX-2 contribui para a hipersensibilidade
através da producao de prostaglandinas E> que séo responsaveis pela ativacdo e
sensibilizacdo de neurbnios sensoriais periféricos e centrais (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011). O receptor NMDA desempenha papel importante na
sensibilizagdo central através da amplificacdo nociceptiva na medula, aumento da
conduténcia e excitabilidade (ARONOFF, 2016; PHANG; TAN, 2013).

Varias classes de medicamentos sao amplamente utilizadas para o
controle da dor. Entre elas estdo os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINES) que
inibem a enzima COX, reduzindo assim a producdo das prostaglandinas e os
antagonistas dos receptores NMDA que inibem a sensibilizacdo central (BASHIR;
COLVIN, 2013; PHANG; TAN, 2013). Entretanto, efeitos adversos nos sistemas
nervoso, gastrointestinal, renal, cardiaco e hepatico limitam a utilizacdo dessas
classes de medicamentos (DWIVEDI et al., 2015).

O uso de plantas medicinais tem sido uma pratica comum utilizada
como alternativa para o tratamento de doencgas. Estima-se que o mercado mundial
de medicamentos derivados de plantas esteja em torno de bilhdes de ddlares por
ano. Diante disso, novas abordagens tecnoldgicas tém sido empregadas para avaliar
as propriedades farmacoldgicas de extratos e principios ativos derivados de
espécies vegetais (DUTRA et al., 2016).

Abordagens computacionais como a docagem e dinamica moleculares
sdo exemplos desse avanco tecnolégico. A docagem molecular é uma técnica
computacional utilizada para prever a orientagdo mais favoravel de um ligante
flexivel ligado a um receptor rigido (CHEN, 2014). Entretanto, os receptores séo
biologicamente flexiveis, sendo capazes de alterar sua conformacédo em resposta a
mudancas no pH, concentragdo de ions e quando ligados a agonistas e
antagonistas, devido modulagcbes alostéricas (SNEHA; DOSS, 2016). Como



consequéncia, usa-se a dinamica molecular que pode atribuir flexibilidade ao
receptor e ligante (VERLI, 2014).

Contudo, para aplicagdo dessas técnicas torna-se necessario o0
conhecimento das conformacdes dos alvos macromoleculares em trés dimensdes
(3D). Para obtencao das estruturas em 3D, utilizam-se técnicas como a cristalografia
de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN). Apesar de avancos nessas
técnicas, limitagcdes persistem e por vezes inviabilizam a utilizacdo de estruturas
cristalograficas em diversos estudos, tornando a modelagem por homologia uma
ferramenta alternativa eficiente na predicdo de estruturas 3D. A técnica é baseada
na semelhanca das macromoléculas, onde a estrutura 3D da molécula de interesse
€ construida com base na estrutura de seus homologos (KALYAANAMOORTHY;
CHEN, 2014).

A bioinformatica fornece informacdes importantes para o processo de
descoberta de farmacos permitindo predizer interacoes de moléculas presente em
plantas medicinais e alvos de interesse. Além disso, apresentam boa concordancia
com ensaios farmacolégicos, contribuindo para o direcionamento experimental pré-
clinico. Ainda, levando-se em consideragdo os fatores que colaboram para os
mecanismos e prevaléncia da dor, além do uso de plantas medicinais como
alternativa analgésica, este trabalho objetivou avaliar atividade farmacolégica do
extrato hidroalcodlico bruto e da fracdo acetato de etila de Borreria verticillata (L.) G.
Mey, e a predicdo de compostos isolados através da docagem e dinamica
moleculares em relagdo a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e receptor N-metil-D-
aspartato (NMDA).



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Uso de plantas medicinais

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) considera que as plantas
medicinais sdo importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica e expressa
sua posicao a respeito da necessidade de valorizacao da sua utilizagdo no ambito
sanitario ao observar que 70% a 90% da populacéo nos paises em desenvolvimento
dependem delas no que se refere a Atencao Primaria a Saude (WHO, 1993; 2011).

No Brasil, 0 uso de plantas medicinais tem um papel importante nos
cuidados primarios de saude, principalmente nas comunidades sem acesso facil a
medicamentos (AMERI et al, 2015). Em 2006, o governo brasileiro langou a Politica
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Saude
(SUS) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF)
objetivando a ampliagdo das opcdes terapéuticas, melhoria da atencao a saude aos
usuarios do SUS e para reforcar o uso racional e seguro da fitoterapia. Em
consequéncia, em 2009 houve o lancamento em 2009 do Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2012).

Estima-se que cerca de 80% da populagdo mundial utilize produtos a
base de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude, por estarem muito
distantes dos centros de saude, por ndo possuirem recursos para adquirir 0s
medicamentos prescritos ou na busca pelo consumo de produtos naturais (VEIGA
JUNIOR, 2008).

Apesar da rica biodiversidade, o Brasil possui apenas um fitoterapico
produzido a partir de uma espécie da flora brasileira e onde todas as fases de
desenvolvimento ocorreram em territério nacional. O anti-inflamatério tépico
Acheflan® (Laboratério Aché), produzido a partir da planta Cordia verbenacea,
registrado na ANVISA em 2004 e lancado no mercado em 2005, representava 44%
das prescricobes médicas dentro dos anti-inflamatérios tépicos (CALIXTO;
SIQUEIRA, 2008).

Além disso, espécies vegetais como Harpagophytum procumbens DC
(garra do diabo) utilizado para dores articulares e lombares; Salix alba L. (salgueiro
branco) utilizado como anti-térmico, anti-inflamatério e analgésico; Matricaria recutita
L. (camomila) utilizado como anti-inflamatério tépico e Uncaria tomentosa (Willd. ex

Roem. &Schult.) DC. (unha de gato) utilizado como anti-inflamatério foram



divulgadas na lista de medicamentos fitoterapicos e produtos tradicionais
fitoterapicos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2014).

Contudo, enquanto ha um amplo uso das plantas medicinais e da
fitoterapia, deve-se considerar a necessidade de mais estudos para alicergar o seu
uso correto sendo necessario o desenvolvimento de estudos e protocolos para
avaliar a eficacia e seguranca das plantas medicinais e fitoterapicos (AMERI et al.,
2015).

2.2 Borreria verticillata (L.) G. Mey.

A familia Rubiaceae compreende uma das maiores familias de
angiospermas. No Brasil, esta familia inclui cerca de 130 géneros e 1500 espécies,
sendo atualmente classificada em trés subfamilias e mais de 43 tribos. O género
Borreria compreende cerca de 250-300 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais. Além disso, 36 espécies de Borreria foram registradas, dos quais 22
sdo endémicas (CONSERVA; FERREIRA, 2012).

No Brasil a espécie vegetal Borreria verticillata (L.) G. Mey (Fig. 1) é
conhecida como poaia, poaia preta, poaia miuda, cordao-de-frade e vassourinha
(FERREIRA JUNIOR, LEMOS, CONSERVA, 2012). Pertence a classe
Equisetopsida C. Agardh, ordem Gentianales Juss. ex Bercht. & J. Presl e familia
Rubiaceae Juss. Seu uso tradicional é empregado na diabetes, emese, dermatoses,
reumatismos, infeccdes e como antipirético e analgésico (VIEIRA et al., 1999;
PEREIRA et al., 2005; FERREIRA; ROSA, 2009).

Estudos demonstram que B. verticillata apresentou atividade
antibacteriana contra Sarcina lutea, Vibrio cholerae e Staphyloccocus aureus
(MAYNART et al., 1980); o extrato metandlico das raizes apresentou atividade
contra 6 diferentes tipos de cepas de Pseudomonas aeruginosas (NETO et al.,
2002) e apresentou atividade contra Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus pneumoniae Gardnerella vaginalis (BALDE et al., (2015).

Outros trabalhos demonstraram que B. verticillata apresentou atividade
antimalérica frente Plasmodium falciparum (DETHE; ERANDE; RANJAN, 2013);
atividade anti-inflamatéria, analgésica periférica e central (ABUDULLAHI-GERO et
al., 2014a); antioxidante (ABUDULLAHI- GERO et al., 2014b) e hepatoprotetora
(MURTALA et al., 2015). Esses efeitos foram atribuidos principalmente a presenca

de alcalbides, terpenos e flavondides, entretanto, outros compostos como as



saponinas, esterdides, taninos, glicosideos e iridéide s (CONSERVA; FERREIRA,
2012; USHIE et al., 2013) também contribuem para os efeitos biolégicos de B.
verticillata.

Alcaldides (POUSSET et al., 1973; SAINTY et al., 1981; BALDE et al.,
1991), iridéide s (VIEIRA et al., 1999) e terpenos (DELAVEAU; JACCQUEMIN, 1976;
BENJAMIN, 1979, 1980; BEVER et al., 1983; MOREIRA et al., 2010) sdo compostos
presentes nessa espécie. Ogunwande et al. (2010) identificou no 6leo essencial
desta espécie o fitol (56,3%), 1,8-cineol (20,4%), a-pineno (7,1%) e p-cimeno (4,0%).

Compostos como o iridéide esperulosideo possui efeitos anti-
inflamatérios, atua via fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteinas quinases ativadas
por mitdgeno (MAPK) inibindo significativamente os niveis de TNF-a, IL-1B8 e IL-6 in
vitro e in vivo, o edema pulmonar e atividade da mieloperoxidase (MPQO) (QIU et al.,
2016). Além disso, terpenos como o cariofileno apresentam atividade anti-
inflamatéria por interferir na migracao de neutréfilos, reduzir a producéo de TNF-a, a
expressao de COX-2, iINOS e IL-1B e atividade analgésica por ser agonista dos
receptores canabindides (CB,) (FERNANDES et al.,, 2007; PAULA-FREIRE et al.,
2014).

Diante das atividades biolégicas apresentadas por esta espécie e do
seu potencial na reducdo da dor, o detalhamento a cerca da atividade
antinociceptiva de B. verticillata merece mais estudos.

Figura 1. Espécie vegetal Borreria verticillata (L.) G. Mey.



2.3 Métodos experimentais para estudo da atividade analgésica e anti-

inflamatoria

Varios modelos in vivo sao utilizados na pesquisa de compostos com
atividade analgésica e anti-inflamatéria. Em geral, avaliam-se parametros como
edema, migracao leucocitaria, permeabilidade vascular e dor como ponto de partida
para caracterizacao farmacoldgica de novos compostos (LAPA et al., 2002).

O edema de pata induzido em ratos ou camundongos, descrito por
Winter et al. (1962) é desenvolvido a partir da administracdo subplantar de
carragenina na pata posterior € um modelo simples e amplamente utilizado para
determinar a atividade anti-inflamatéria de compostos (PRAJAPATI et al., 2014). E
um modelo que produz edema, migracdo de neutrofilos e liberacdo de citocinas
(BONET et al, 2013). O modelo é caracterizado por duas fases: a fase inicial que é
observada até 2 hora apdés a inducdo e esta relacionada com a liberacdo de
histamina, serotonina e bradicinina e a fase tardia apés 2 hora, sendo caracterizada
pelo aumento da producao de prostaglandinas (PGs) a partir da indugdo da COX-2
(SADEGHI et al., 2011; PRAJAPATI et al., 2014). Citocinas pré-inflamatérias como a
IL-1 e IL-6, TNF-a, ativacdo de neutréfilos com producédo de espécies reativas de
oxigénio e Oxido nitrico, também contribuem para manutencdo do processo
inflamatério (PRAJAPATI et al., 2014). Além disso, o método induz hiperalgesia por
ativacao direta dos receptores TRPV1 (BONET et al., 2013) e alodinia térmica e
mecanica (TAMADDONFARD et al., 2013).

O modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético
(KOSTER et al., 1959) é um método de dor visceral e tém sido utilizado para avaliar
farmacos que possuem efeito analgésico periférico, a partir da estimulacdo de
receptores peritoneais locais, mastocitos e liberacdo de prostaglandinas,
leucotrienos, serotonina, histamina, cininas e ions H* e K'(OLONODEN;
ADERIBIGBE; BAKRE, 2015).

A dor induzida pela formalina evidéncia duas fases da sensibilidade
dolorosa (HUNSKAAR; HOLE, 1987). A primeira fase, dor neurogénica, € iniciada
aos primeiros 5 minutos devido a um efeito direto sobre o0s nociceptores e
consequente ativacao das fibras C, sendo suprimida por analgésicos de acao
central. A segunda fase, dor inflamatéria € iniciada aos 15-30 minutos € dependente

da combinacdo de alteracbes inflamatérias no tecido periférico e de alteracdes



funcionais no corno dorsal da medula espinal, iniciada pelas fibras C durante a
primeira fase (KHOSHDEL; TAKHSHID; OWJI, 2016).

O tail-flick teste desenvolvido por D’Amour e Smith (1941) é utilizado
para avaliar a atividade antinociceptiva central e refere-se predominantemente aos
reflexos medulares e supra-espinhais (MANSOURI et al., 2013). O teste é baseado
em um estimulo térmico aplicado na cauda do animal. O movimento da cauda é
controlado pelo arco reflexo da medula espinal e, farmacos como os opidides,
conseguem inibir o reflexo caudal dos animais (PINGSUSAEM et al., 2015).

2.4 Ciclooxigenase-2 (COX-2) e receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) na dor

A enzima ciclooxigenase (COX) participa dos processos inflamatérios e
dolorosos. A COX, isoformal (COX-1) e isoforma 2 (COX-2), sdo responsaveis pela
metabolizacdo do acido araquidbnico (AA), resultante da acdo da fosfolipase A,
(PLA2) nos lipideos de membrana produzindo os intermediarios, prostaglandina G
(PGGy) e prostaglandina H, (PGH.), que serdao isomerados a prostandides como as
prostaglandinas, prostaciclinas e os tramboxanos (HOHJOH et al., 2014).

A isoforma COX-1 é constitutivamente expressa em varios tecidos e
induz a producdo de prostaglandinas envolvidas na regulacdo de funcdes
fisioldgicas como a citoprotecdo da mucosa gastrica, homeostasia renal e funcéo
plaguetaria. A COX-2 é frequentemente referida como a isoforma induzivel
responsavel pela producdo de prostaglandinas durante a inflamacdo (CEBOLA;
PEINADO, 2015).

A COX-2 é constitutivamente expressa em baixos niveis em neurdnios
da medula espinal e células da glia, sendo supra regulada no sistema nervoso
central (SNC) em resposta a fatores inflamatorios, hormonais e fatores de
crescimento. Considera-se que prostaglandina E> (PGE,) € o principal prostandide
pro-inflamatério envolvimento na hipersensibilidade dolorosa modulando as vias
nociceptivas periférica e central. A PGE; ativa na periferia os canais de sodio e
calcio, reduz o fluxo de potassio, ativam receptores purinérgicos, sensibiliza e
potencializa os receptores de potenciais transitorios do tipo vaniléide 1 (TRPV1)
aumenta a sensibilidade de receptores a bradicinina via proteina quinase A (PKA) e
proteina quinase C (PKC) produzindo assim, hiperalgesia e alodinia. A
sensibilizacdo central da PGE, pré-sinaptica ocorre pela liberacdo de calcio,

glutamato, substancia P e do peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP).



Em nivel pds-sinaptico a PGE; potencializa a ativacao dos receptores NMDA, AMPA
e bloqueia a liberagdo de neurotransmissores inibitérios como a glicina (CHEN;
YANG; GROSSER, 2013)

Estruturalmente a COX-2 é considerada um dimero formado por 581
aminoacidos, homaologo e com 60% de identidade de sequéncia com a COX-1. Seus
mondmeros sao formados trés dominios: o N-terminal que forma o dominio de
ligacdo do fator de crescimento epidérmico; um dominio de ligacdo a membrana e
um sitio catalitico que contém os sitios ativos da ciclooxigenase e uma peroxidase.
O sitio ativo € formado por um canal hidrofébico que se estende a partir do dominio
de ligagdo da membrana até o dominio catalitico (KURUMBAIL et al., 1996;
ROUZER; MARNETT; 2009; ZARGHI; ARFAEI, 2011).

A terapia com os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) é utilizada
por inibir a acdo da COX- 1 e COX-2, fator de necrose tumoral (TNF-a) e 6xido
nitrico sintase induzivel (INOS), reduzindo com isso, a vasodilatacéo e a dor gerados
pelas prostaglandinas (PGE.) e prostaciclinas (PGl,). Portanto, os AINEs sao
clinicamente utilizados para o tratamento da dor, contudo causam efeitos adversos
gastrointestinais, renais e cardiovasculares entre outros (DWIVEDI et al., 2015). A
indometacina € um dos AINEs derivados do acido acético que inibe a COX de forma
competitiva, reversivel e ndo seletiva, reduzindo com isso a sintese de
prostaglandinas (PGE;) (JOHNSTON et al., 2012)

A transmissao de sinais neuronais como a dor, acontece pela liberacao
de neurotransmissores a partir da propagacado dos potencias de acao gerada por
ions como célcio (Ca®* e sédio (Na*) (WANG; GROFFER, 2010). Em resposta aos
potencias de acgdo, neurotransmissores excitatérios como o acido L-glutamato e
aspartato sdo liberados no corno dorsal da medula espinal. O glutamato € o
principal neurotransmissor excitatorio, agindo na transmissdo rapida entre os
neurbnios sensoriais primarios e secundarios, através dos receptores
metabotropicos (mGIuR) e ionotrépicos (iGluR). Os iGIuR sao representados pelos
receptores  N-metil-D-aspartato = (NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazol-4-
propiénico (AMPA) e &cido cainato (KA) (ROCHA et al., 2007).

O receptor NMDA é um heterotetrAmero composto cada um por duas
subunidades GluN1 e GIuN2. A subunidade GluN1 é ativada pela glicina e a
subunidade GIuN2 é ativada pelo L-glutamato. O fon magnésio (Mg®*) bloqueia o
canal do receptor e sua remogao proporciona o influxo de calcio, sédio e propagacao



da excitabilidade neuronal. As subunidades do receptor sd&o moduladas por 4
dominios: dominio amino-terminal (ATD) que contribui para o controle da velocidade
de abertura, fechamento e contém sitios para compostos alostéricos; um dominio
carboxi-terminal (CTD) que facilita a sinalizagéo intracelular para neuroplasticidade;
dominio de ligacdo extracelular (LBD) onde ocorre ligagdo de agonistas e
antagonistas que controlam a abertura do canal i6bnico e um dominio transmembrana
(TMD) que da forma heterotetramero do canal ibnico (MUIR, 2010; KARAKAS;
FURUKAWA, 2014; BOUVIER et al., 2015).

Além disso, o receptor NMDA ¢ distribuido no sistema nervoso central
e expressos em aferentes primarios na pele, nos sistemas urogenitais e
gastrointestinais, modulando a liberacdo de neurotransmissores nas terminacdes
nervosas periféricas (BOUVIER et al., 2015).Também contribuem para atividade
elétrica e de marcapasso no sistema cardiovascular, remodelacdo éssea pelos
osteoblastos e osteoclastos, equilibrio eletrolitico e regulacdo da pressao arterial
pelos rins (HOGAN-CANN; ANDERSON, 2016).

O receptor NMDA é um componente chave na evolugdo e manutencao
dos estados dolorosos. Com isso, bloqueadores destes receptores como a
memantina sdo utilizados para o alivio da dor. A memantina exerce seu efeito
antagonista, principalmente em nivel pré-sinaptico, reduz os potenciais de longo
prazo, inibe receptores de acetilcolina e de serotonina 5-HT3; e exerce efeitos anti-
inflamatdrios por reduzir a liberagdo de citocinas no sistema nervoso central e com
isso, a sensibilizacdo central (JOHSON, GLASGOW, POVYSHEVA, 2015). Outros
antagonistas como a cetamina e dextrometorfano tém sido pesquisados por
atenuarem a dor (MUIR, 2010).

2.5 Estudo in silico

O estudo de moléculas com propriedades terapéuticas capazes de
representarem novos prototipos de farmacos é uma tarefa complexa pela
multiplicidade de fatores que influenciam a resposta terapéutica de uma substancia
exogena. Estima-se que o custo para o desenvolvimento de uma Unica molécula
bioativa é de 1,8 bilhdes de ddblares, sendo aprovados apenas 5-6 medicamentos por
ano nos Estados Unidos. A razdo mais comum para esse fracasso € a falta de
eficacia e seguranga dos medicamentos, os quais ndo foram aparentes nos ensaios
pré-clinicos (CLEGGA; GABHANN, 2015).



Diante disso, as ferramentas biotecnolégicas assumiram grande
importancia no desenvolvimento de novas moléculas bioativas. Em geral, o processo
de descoberta de moléculas bioativas envolve a identificagdo, otimizacdo das
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas e a selegdo dos compostos
lideres para o desenvolvimento posterior dos farmacos (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010).

Considerando-se 0 expressivo numero de alvos biolégicos (proteinas
alvo) promissores para o planejamento de farmacos, as técnicas de triagem
biolégica automatizada em alta escala (HTS - High Through Put Screening) e de
triagem virtual (VS-Virtual Screening) aliada aos notaveis avancos da biologia
estrutural e a disponibilidade de recursos computacionais de alto desempenho, os
modelos computacionais ganharam grande importancia dentre as ferramentas
biotecnoldgicas, pois permitem incorporar variagdes no sistema ligante-receptor,
permitindo com isso, o planejamento de novas abordagens experimentais (ZHENG
et al., 2013; CLEGGA; GABHANN, 2015; KASERER et al., 2015).

A modelagem molecular pode ser empregada no planejamento racional
de farmacos seguindo duas abordagens: indireta e direta. A primeira é utilizada
quando a estrutura do receptor é desconhecida; no entanto, os ligantes conhecidos
sdo empregados para predizer o local farmacoférico necessario para interagir com o
receptor. Na segunda abordagem a estrutura do receptor é conhecida, mas a
conformacdo do ligante dentro do receptor € desconhecida (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). A determinacao estrutural em trés dimensodes (3D)
de macromoléculas biolégicas (em geral proteinas) por técnicas como a
cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN). Apesar de avangos
nessas técnicas, limitacbes ainda persistem e a modelagem por homologia ou
modelagem comparativa € uma das alternativas na predi¢cdo de estruturas em trés
dimensdes (FILHO; ALENCASTRO, 2003).

Assim a modelagem é baseada no fato de que proteinas homodlogas —
proteinas derivadas de um mesmo ancestral - apresentam similaridade estrutural.
Com isso, é possivel a determinacdao estrutural em 3D de uma “proteina de
interesse” a partir de proteinas homdlogas (FILHO; ALENCASTRO, 2003;
CAVASOTTO; PHATAK, 2009). O processo de modelagem por homologia consiste
na: identificacdo e selecdo da proteina molde presente nos bancos de dados;



alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos; construcdo da proteina
modelo; otimizagdo do modelo e validagao (VYAS et al., 2012).

A primeira etapa da modelagem é a identificacado de proteinas com
estruturas 3D conhecidas que possuam similaridade com a proteina de interesse.
Essa identificacdo podera ser baseada na familia protéica ao qual pertence a
proteina de interesse ou a partir de ferramentas de buscas que identificam proteinas
moldes através do grau de identidade com a proteina de interesse. Posteriormente,
€ realizado o alinhamento das sequéncias de aminoacidos do molde com a proteina
de interesse, permitindo prever estruturalmente as regiées conservadas e variaveis.
A partir do alinhamento entre a proteina de interesse e o molde, é realizada a
construcdo do modelo a partir da determinacdo em 3D dos atomos pertencentes as
regides conservadas, algas e cadeias laterais. A otimizacdo e a validagao permitem
melhorar as interacdes desfavoraveis entre atomos e avaliar a qualidade da
estrutura 3D final respectivamente (FILHO; ALENCASTRO, 2003; PITMAN; MENZ,
2006; VYAS et al., 2012).

Segundo Cavasatto e Phatak (2009), os moldes construidos com 50%
de similaridade, apresentam precisao suficiente para aplicagdo na descoberta de
novas drogas. Com isso, a modelagem por homologia é utilizada para prever
interagcdes do ligante-receptor, auxiliar em experiéncias de mutagénese, racionalizar
dados entre estrutura e atividade, e orientar na otimizacdo de moléculas lideres.

A técnica de modelagem comparativa possui limitagcbes como: estrutura
molde indisponivel; sequéncias moldes com qualidade insuficiente para construcao
do modelo e baixo grau de similaridade entre 0 molde e a proteina de interesse (<
30%) (PITMAN; MENZ, 2006; VERLI, 2014).

A docagem molecular ou docking ou atracamento molecular consiste
na predicdo da conformacédo e a orientacdo de moléculas a partir das interagdes
entre ligante-receptor, por meio das menores energias de ligacdes (LOPEZ-
CAMACHO et al., 2015). Segundo Quevedo et al (2014), a docagem molecular é
utilizada para: determinar o receptor alvo e analisar os provaveis locais de ligacoes;
selecionar os ligantes e propor as melhores conformagdes e orientagdes
(acoplamento) do complexo ligante-receptor, através das constantes de ionizagao
inibicdo e dissociacao; e sintetizar e/ou testar os ligantes com melhores interagdes.

O processo de docagem molecular possui como objetivo a formacao de
um complexo ligante-receptor estavel, definido pela interacdo entre o ligante e os



aminoacidos do receptor. Isto equivale a prever a energia de ligagao livre do
complexo ligante-receptor, gerando com isso, conjuntos de ligantes ordenados pelas
energias de ligacdo, sendo as moléculas lideres escolhidas para estudos posteriores
(KHAMISA; GOMAA; AHMED, 2015).

No meio bioldgico, tanto o ligante quanto o receptor se adaptam um ao
outro durante o processo de reconhecimento molecular, processo denominado de
encaixe induzido. Durante a docagem molecular, diferentes orientagdes e
conformacdes do ligante no sitio de ligacao do receptor sédo realizadas (VERLI,
2014). Entretanto, o processo de docagem molecular assume receptores rigidos,
sendo assim, um dos fatores limitantes da técnica (ZHENG et al., 2013).

Visando ultrapassar a rigidez protéica, a dinamica molecular (DM)
fundamentada nos principios da mecanica classica, permite acrescentar flexibilidade
no complexo ligante-receptor, ao contrario do que acontece na docagem molecular,
favorecendo com isso, interagdes e complementaridade (NAMBA; SILVA; SILVA,
2008).

As simulagbes de DM permitem avaliar as preferéncias
conformacionais das proteinas nos quais atomos e moléculas interagem por meio de
suas propriedades por um determinado periodo de tempo, o que resulta em
simulacbées de movimento do ligante e do receptor. Assim, é possivel predizer
propriedades como a estabilidade térmica e atividade étima diante de mudancas no
pH (KHAN et al., 2016).

As ferramentas computacionais também estdo sendo utilizadas de
forma promissora na predicdo das atividades biolégicas de compostos isolados e
elucidados a partir dos produtos naturais. Estudos como Guimaraes et al (2014)
demonstram por docagem molecular interagdes favoraveis entre o carvacrol
presente no 6leo de Origanum (Lamiaceae) com o receptor do acido gama amino-
butirico (GABAaA) e interleucina 10 (IL-10). Loza-Mejia et al (2015) a partir da
docagem molecular demonstrou interagdes dos colestano, estigmastano, lanostanos
e quassina, com a ciclooxigenase-1 (COX-1), ciclooxigenase-2 (COX-2), 6xido nitrico
sintase induzivel (i-NOS), lipoxogenase 5 (LOX-5) respectivamente. Ortiz et al (2016)
também utilizou a docagem molecular para demonstrar interacoes favoraveis entre o
a-bisabolol presente Matricaria chamomilla L., e a COX-2. Calado et al (2015)
demonstrou por docagem molecular que o ascaridol presente nas folhas de
Chenopodium ambrosioides parece ser antagonista dos receptores NMDA.



3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico e da fragdo acetato de etila
de Borreria verticillata (L.) G. Mey, e a predicdo de compostos identificados através
da docagem molecular e dindmica molecular em relagédo a ciclooxigenase-2 (COX-2)
e ao receptor N-metil-D-aspartato (NMDA).

3.2 Especificos

o Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila de B.
verticillata em modelo experimental de inflamacado (edema de pata induzido por
carragenina);

o Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico e fracao acetato de etila de B.
verticillata nos modelos experimentais de dor (teste de formalina, tail-flick e
contorcoes abdominais induzidas por acido acético);

o Determinar os constituintes do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila
de B. verticillata;

J Realizar calculos de docagem molecular dos compostos presentes na fracao
acetato de etila;

J Realizar simulagdes de dinamica molecular do complexo composto
lider/receptor, obtido no calculo de docagem molecular;

o Avaliar a atividade in vivo do composto selecionada na docagem e dinamica

molecular;
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Resumo

Borreria verticillata (L.) G. Mey espécie conhecida como vassourinha apresenta
atividade antibacteriana, antimalarica, hepatoprotetora, antioxidante, analgésica e
anti-inflamatéria, entretanto sua atividade antinociceptiva é pouco estudada. O
objetivo deste trabalho foi avaliar atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico
bruto (EHBvV) e fracdo acetato de etila (FAc) de B. verticillata realizando estudos in
vivo e in silico. Para avaliag&o in vivo, foram utilizados os testes do edema de pata,
contorgdes abdominais, formalina e tail flick. Ratos Wistar e camundongos Swiss
foram tratados via oral e divididos em 6 grupos: controle-NaCl 0.9%(CTL),
memantina 10 mg/Kg (MEM), indometacina 10 mg/Kg (INDO), EHBv 500 mg/kg
(EHBv 500), FAc 25 mg/Kg (FAc 25), FAc 50 mg/Kg (FAc 50). O tratamento com
EHBv 500, FAc 25 e 50 apresentou efeito antiedematogénico e antinociceptivo
periférico. Para avaliacdo in silico os compostos identificados na FAc foram
submetidos a docagem molecular, o melhor composto foi selecionado para
simulagdes de dinamica e testado in vivo molecular. O acido ursélico apresentou
melhores parametros de afinidade com COX-2, GluN1a e GIuN2B durante a
docagem molecular. Nas simulagcdes por dinamica molecular, o acido ursélico
apresentou alta frequéncia de contatos com Arg120 e Glu524 do local ativo da COX-
2 e com o dominio LBD da Glunia e GIuN2B podendo com isso, impedir a ativacdo
da COX-2 e do receptor NMDA. O tratamento com acido ursélico 10mg/Kg (AU)



apresentou efeito antinoceceptivo periférico e central. Sugere-se que o efeito
antinociceptivo periférico de B. verticillata pode ser atribuido predominantemente a
acdo de compostos com acdo anti-inflamatéria. O acido ursélico € o principal
composto ativo, sendo um composto promissor para o desenvolvimento de farmacos

inibidores da COX-2 e antagonistas dos receptores NMDA.

Palavras-chaves: Borreria verticillata, COX-2, receptor NMDA, docagem molecular,

simulagdes por dindmica molecular.

Significancia

A dor representa uma expericéncia emocional, sensorial e sua crescente ocorréncia
constitui um dos fatores para o aumento da utilizacdo de analgésicos. Contudo, o
efeito antinociceptivo periférico de Borreria verticillata representa uma alternativa
para o tratamento da dor. Além disso, o acido ursolico principal ativo com atividade
biolégica desta espécie, representa uma molécula promissora para o0
desenvolvimento de inibidores da enzima COX-2 e antagonistas dos receptores
NMDA.

Introducao

A dor representa um sistema de alerta para o organismo sobre um dano
tecidual (1). Seu mecanismo fisiopatolégico envolve diversas areas biolégicas dentre
0S quais, estdo a ativacdo da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) e do receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA).

A enzima ciclooxigenase (COX) participa dos processos inflamatérios e
dolorosos pela sintese de prostaglandina E; (PGE2) que é o principal prostandide
pro-inflamatério envolvido na hipersensibilidade dolorosa modulando as vias
nociceptivas periférica e central (2). A COX-2 é constitutivamente expressa em
baixos niveis em neurbnios da medula espinal e células da glia, sendo supra
regulada no sistema nervoso central (SNC) em resposta a fatores inflamatérios.
Estruturalmente é formada por um longo canal lipofilico cuja entrada é uma
constricao feita por Arg120, Tyr355 e Glu524 na superficie da enzima (3).

O receptor NMDA é um heterotetramero composto cada um por duas
subunidades GIuN1 e GIuN2. A ativacdo do receptor requer a ligacao da glicina na
subunidade GIuN1 e do glutamato a subunidade GIuN2 (4). As subunidades do



receptor sdo moduladas por 4 dominios: dominio amino-terminal (ATD); um dominio
carboxi-terminal (CTD); dominio de ligacdo extracelular (LBD) e dominio
transmembrana (TMD) (5). Desempenha papel importante na sensibilizacdo central
através da amplificagdo nociceptiva na medula, aumento da condutancia ibnica e
despolarizacdo da membrana (6,7).

Diante disso, a terapia com os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) e
antagonistas dos receptores NMDA séao utilizados para o alivio da dor. Entretanto,
efeitos adversos como tontura, vémito e constipacao limitam a utilizacdo dessas
classes de farmacos. O uso de plantas medicinais tem sido uma pratica comum
utilizada como alternativa para o tratamento de doencas. No Brasil a espécie vegetal
Borreria verticillata (L.) G. Mey é conhecida como poaia, poaia preta, poaia miuda,
cordao-de-frade e vassourinha (8), vem apresentando atividades antibacteriana
(9,10), antimalarica (11), hepatoprotetora (12) e antioxidante (13).

Novas abordagens tecnolégicas tém sido utilizadas para avaliar as
propriedades farmacolégicas de extratos e principios ativos derivados de plantas
medicinais (14). A docagem molecular € uma técnica computacional utilizada para
prever a orientacdo favoravel de um ligante flexivel ligado ao receptor rigido (15).
Entretanto, os receptores sdo biologicamente flexiveis, sendo capazes de alterar sua
conformacdo em resposta a mudangas no pH, concentragcdo de ions e quando
ligados a agonistas e antagonistas (16). Para suprir a necessidade da mobilidade
nativa dos receptores, utiliza-se a dindmica molecular para atribuir flexibilidade ao
receptor e ligante, a partir da conformacao de interacdes mais favoraveis, obtida na
docagem molecular (17).

Considerando e levando-se em consideracao os fatores que colaboram para
0s mecanismos da dor, além do uso de plantas medicinais como alternativa
terapéutica, este trabalho objetivou avaliar a atividade antinociceptiva do extrato
hidroalcodlico bruto e fracdo acetato de etila de B. verticillata e interagdes
moleculares de compostos presentes na FAc com a enzima COX-2 e o receptor
NMDA.

Resultados
Avaliagédo do teor de flavonoides e fenois
O EHBYv apresentou teor de flavonoides e fenodis de 9.61 mg/ml e 7.67 mg/ml.



Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV-Vis)

No EHBv foram identificados acido galico, B-sitosterol, acido glicirritinico, B-
amirina, acido caféico, acido cumarinico e quercetina (Tabela S1). Na fragdo acetato
de etila, foram identificados acidos galico, ursdlico, caféico e elagico.

Cromatografia gasosa acoplado ao espectro de massas (CG-MS)

Na FAc foram identificados 13 constituintes pertencentes as classes dos
alcoois, acucares, acidos graxos e flavonoides. Os principais compostos
encontrados foram os agucares D-psicofuranose (10,72%), glicopiranose (33,47%) e
o acido graxo acido 10-undecendico (15,70%) (Tabela S2).

Estudos bilégicos in vivo
Teste do edema de pata induzido por carragenina

A administracdo subplantar de carragenina causou edema na pata nos
animais durante as 5 horas analisadas. O pico do efeito edematogénico foi
observado a partir da 4h de indugéao.

Os tratamentos com EHBv 500, FAc 25 e FAc 50 também foram capazes de
reduzir significativamente o efeito edematogéncio induzido pela carragenina na 3, 4
e 5 horas, quando comparados ao grupo controle. O EHBv 500 mg/Kg reduziu o
edema em 41%, 42% e 43%, a FAc 25 mg/kg em 48%, 61% e 67% e a FAc 50
mg/kg reduziu o edema em 41%, 53% e 61% (Fig 1). Comparando-se os efeitos do
extrato, fracbes e farmacos padrdes (indometacina e memantina), foi possivel
observar que a indometacina, FAc 25 e 50 foram mais eficazes na redugdo do
edema. As fracées nas doses de 25 e 50mg/Kg apresentaram efeitos equivalentes,
nao havendo diferencga estatisticamente significante inter grupos.

O tratamento com indometacina 10 mg/Kg reduziu de forma significativa o
edema em 72%, 74% e 77% ap6s 3, 4 e 5 horas, respectivamente quando
comparado ao grupo controle (CTL). As reducbes do efeito edematogénico
causados pela administracdo da memantina 10 mg/kg foram de 20%, 18% e 14%
apos 3, 4 e 5 horas, respectivamente em comparacao ao grupo controle (CTL).
Teste de contor¢cbes abdominais

A administracdo intraperitoneal de &cido acético induziu dor nos animais
durante os 20 minutos analisados. O tratamento com EHBv 500, FAc 25, FAc 50

reduziu de forma significativa o numero de contorcoes em 71%; 72% e 42%



respectivamente em relacéo ao grupo controle (Fig 2). Comparando-se os efeitos do
extrato, fracbes e farmacos padrdes (indometacina e memantina), foi possivel
observar que a indometacina, EHBv 500, FAc 25 reduziram de forma equivalente o
namero de contorcées dos animais. As reducdes da FAc 50 foram equivalentes a
memantina.

Os tratamentos com indometacina e memantina reduziram significativamente
0 numero de contorgdes abdominais em 72,5% e 33%, respectivamente em

comparagao ao grupo controle.

Teste da formalina

O teste de formalina avalia a dor em duas fases, na primeira fase o
tratamento com MEM, FAc 25 e 50 reduziu de forma significante a dor neurogénica
em 54%; 45% e 57% respectivamente em relacao ao grupo controle. O tratamento
com indometacina ndo reduziu de forma significativa a dor neurogénica.
Comparando-se os efeitos das fracbes e memantina, FAc 50 apresentou reducdes
equivalentes a memantina. Na segunda fase, os tratamentos com INDO, MEM,
EHBv 500, FAc 25 e 50 reduziram de forma significante a dor inflamatéria em 82%;
63%; 57%; 57% e 59%, respectivamente quando comparados ao grupo controle (Fig
3). Comparando-se os efeitos do extrato, fracées e farmacos padrdes (indometacina
e memantina), o EHBv 500, FAc 25 e 50 apresentaram reducgdes equivalentes
memantina e indometacina, ndo havendo diferenca estatisticamente significante inter

grupos.

Tail-flick teste

O tratamento com memantina 10 mg/Kg reduziu significativamente a dor dos
animais, através do aumentou em 15%, 40% e 40% no tempo de laténcia aos 60,
120 e 180 minutos respectivamente em comparacdo ao grupo controle. A
indometacina, o EHBv 500, FAc 25 e 50, ndo foram capazes de aumentar de forma
significante o tempo de laténcia dos animais durante os 180 minutos analisados (Fig
4).



Estudos in silico
Docagem molecular

Para a docagem molecular foram selecionados todos 0s compostos

identificados por CLAE-UV-Vis na fragao acetato de etila de B. verticillata.
Dentre os compostos identificados na fracdo acetato de etila do extrato de B.
verticillata, o acido ursélico foi o composto que apresentou melhores parametros de
afinidade nos calculos de docagem molecular com a enzima COX-2 (Fig. 5) e com
as subunidades GluN1a (Fig. 6A) e GIuN2B (Fig. 6B) do receptor NMDA. Os
resultados dos valores de energia de ligacao de todos os ligantes estdo dispostos na
Tabela 1.

Para a enzima COX-2, o acido ursélico apresentou valores de energia de
ligacdo e constante de inibigdo superiores aos do farmaco indometacina, -9.86
kcal/mol e 0.05 uM e -8.30 kcal/mol e 0.82 uM, respectivamente. Os acidos elagico,
caféico e galico apresentaram energia de ligacao de -7.54, -6.68 e -5.88 kcal/mol,
respectivamente. Em relacao ao receptor NMDA, observou-se que o acido ursélico
apresentou melhores parametros de afinidade com a cadeia GluN1a, cujos valores
encontrados de -7.02 kcal/mol e 7.13 uM se mostraram préximos ao do farmaco
memantina, sendo que este obteve valores de -7.82 kcal/mol e 1.86 uM. Quanto a
cadeia GIuN2B, o acido ursélico apresentou valores de afinidade ligeiramente
superiores aos da memantina sendo -5.69 kcal/mol e 67.35 uM para o acido ursdlico
e de -5.66 kcal/mol e 71.18 uM, para memantina. Os acidos elagico, caféico e galico
apresentaram energia de ligacao de -5.67, -4,57 e -4,47 kcal/mol respectivamente
para GluN1a e -5.34, -5.16 e -5.04 kcal/mol respectivamente para a GIuN2B.

As interagdes com os aminoacidos realizadas pelo acido ursolico, memantina
e indometacina, identificadas nas conformacgdes selecionadas nos célculos de

docagem molecular estao dispostas na Tabela 2.

Dindmica molecular

De acordo com o resultado da docagem molecular, o acido ursoélico foi
selecionado como melhor composto para formagdo do complexo com o receptor
NMDA e COX-2. Foram consideradas relevantes as interacoes = 50%.

Em relagdo a COX-2, o &cido ursoélico apresentou altas frequéncias de
interacoes com Lys79, Leu80, Lys83, Pro84, Arg120, Leu123, Try155, Ser199,
Phe470, Leud472, Ser481 e Glu524 (Figura 7A). As maiores frequéncias de



interacoes foram encontradas para o Glu524 com 97% de ligacdes de hidrogénio e
Arg120 com 96% de interacbes hidrofébicas. A indometacina apresentou alta
frequéncia de interagcbes com Asn43, Arg44, Thr62, Phe64, Leu80, Try122, Leu123,
lle124, Asp125, Phe470 e Arg469. As mais relevantes foram com Try122 e Leu123
ambas com 88% de interagbes hidrofébicas (Figura 7B).

Em relacdo ao GluN1a (Fig. 8A), o acido ursoélico apresentou alta frequéncia
de interacdo com l1le497, Pro510, Ala502, Phe507 e Glu506, sendo as maiores
frequéncias de interacoes com 82% lle497 (67% de interacdes hidrofébicas e 15%
de ligacdes de hidrogénio) e 81% Phe507 (24% ligacbes hidrofébicas e 57%
ligacGes de hidrogénio). Para o GIuN2B (Fig. 8B), o acido ursoélico apresentou alta
frequéncia de interacdo com 11e483, Ser488, Phe493 e Asp492 Pro496. O Asp492 e
Phe493 apresentaram 66% de frequéncia de interacao, sendo 2% e 25% de ligacoes
hidrofébicas e 64% e 41% de ligacdes de hidrogénio, respectivamente. A memantina
apresentou maior numero de contato com o GluN1a (Fig. 8C) e alta frequéncia de
interacdo com Phe436, Phe511, Lys512, Ala712, Phe736, Glu764, Met763, Leu766,
sendo 100% de interacdes de hidrogénio com Lys512 e 84% com Glu764 (61% de
interacoes hidrofébicas e 23% ligagdes de hidrogénio). Com o GIuN2B (Fig. 8D) a
memantina apresentou 50% de interacdo com Glu489 (30% de interagdes
hidrofébicas e 20% de ligagdes de hidrogénio).

As frequéncias de interagdes do acido ursolico e memantina com GluN1a e GIuN2B
estdo descritas nas figura 8.

Testes in vivo do composto selecionado in silico

A partir dos resultados obtidos pelos testes in silico, animais foram tratados
com &cido ursélico (Sigma-Alderich) e submetidos ao teste do edema de pata
induzido por carragenina e tail flick teste.

O tratamento com &cido ursélico 10 mg/Kg reduziu significativamente o
edema induzido pela carragenina durante as 5 horas analisadas. Essas reducoes
foram de 57-84% quando comparadas ao grupo controle. Comparando-se o efeito
do acido ursoélico com indometacina e memantina, observou-se que o acido ursélico
foi mais eficaz na redugdo do edema. Os tratamentos com indometacina e
memantina apresentaram reducdes semelhantes a citadas anteriormente (Fig. 9).

O tratamento com &acido ursélico 10 mg/Kg aumentou significativamente o

tempo de laténcia dos animais do 30-120 minutos em 28-42% quando comparado



ao grupo controle. Esse efeito ndo foi observado aos 180 minutos. O tratamento com
memantina aumentou significativamente o tempo de laténcia quando comparado ao

grupo controle. Este resultado foi semelhante ao citado anteriormente (Fig. 10).

Discussao

Com base nos resultados obtidos dos testes biolégicos do presente estudo,
observou-se que o extrato hidroalcodlico bruto e fracdo acetato de etila possuem
efeito antinociceptivo periférico com participacéo anti-inflamatéria. Os testes in silico
demonstraram que dos compostos identificados na fracao acetato de etila, o acido
ursélico € o principal componente ativo, apresentando interacées relevantes com
aminodcidos do local ativo da COX-2 e do receptor NMDA.

O EHB, FAc 25 e 50 apresentaram efeito antiedematogénico equivalente ao
indometacina a partir da 3h. O edema de pata se caracteriza por apresentar duas
fases: a primeira € iniciada a partir da administracdo da carragenina e dura até 2
horas, sendo este periodo de tempo correlacionado a fase exsudativa da inflamacao
a partir da liberacao de mediadores inflamatérios como a histamina, serotonina e
bradicinina; a segunda fase ocorre a partir da 3 horas de administracdo, sendo
regulada pela infiltracdo de neutréfilos e mantida pela producédo de prostaglandinas
(19,20). Durante o processo inflamatoério ou dano tecidual ha liberagdo de
substancias que promovem vasodilatacdo, extravasamento de plasma e
recrutamento celular. Adicionalmente, ha aumento da liberacdo de glutamato pelos
aferentes primarios (fiboras A® e C) e aumento da ativacdo de receptores
glutamatérgicos como o NMDA, que promovem a propagacdo dos potenciais de
acao e liberacado de neurotransmissores excitatérios no corno dorsal da medula
espinal (21). Com isso, sugere-se que o efeito antiedematogénico das FAcs podem
ser atribuidos a inibicdo da enzima COX-2 e consequente reducdo da sintese de
PGE;, assim como ocorrido no tratamento oral com o indometacina. Além disso,
estudos demonstram que o bloqueio dos receptores NMDA também influencia no
processo inflamatério, pois reduzem a migracao leucocitaria (22), citocinas pro-
inflamatérias (23) e inibem parcialmente a fosfoslipase A, (24) justificando-se com
isso o efeito antiedematogénico causado pelos tratamentos.

O tratamento oral com EHBv 500, FAc 25 e 50 reduziram o numero de
contorcbes abdominais em 71%, 72% e 42% respectivamente. As reducoes



causadas pelo tratamento com EHBv 500 e FAc 25 foram equivalentes ao
tratamento com indometacina e a FAc 50 equivalente a memantina.

O teste de contor¢cdes abdominais € um modelo de dor inflamatéria visceral
utilizada na triagem de compostos com atividade analgésica periférica que envolve a
ativacao de receptores somaticos e viscerais, além de induzir inflamacgéao local
mediada pela prostaglandina, bradicinina, TNF-a, IL-18 e IL-8 (25,26). Estudos
demonstraram que em modelos de dor inflamatéria, ha aumento da ativagdo de
receptores periféricos e aumento na concentracao de glutamato na medula espinal
(27,28). Os resultados encontrados neste trabalho podem ser atribuidos
principalmente a inibicdo da enzima COX-2 e consequente redugado da sintese de
PGE,, uma vez que houve equivaléncia dos tratamentos (EHBv 500 e FAc 50) com a
indometacina. Além disso, também devemos levar em consideracdo a inibicao
periférica da acdo do glutamato nos nociceptores pela memantina, pois houve
equivaléncia entre este farmaco e FAc 50.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o tratamento oral com
MEM, FAc 25 e 50 reduziram o licking time em ambas as fases do teste da
formalina. O tratamento com EHBv 500 e INDO reduziram o tempo da resposta
nociceptiva (licking time) apenas na fase inflamatéria. As reduc¢des do licking time
causadas pelo extrato e fragdes, sdo semelhantes as reducdes causadas pela
memantina e indometacina na primeira e segunda fase respectivamente.

O modelo de nocicepcgao induzido por formalina desencadeia uma resposta
nociceptiva bifasica (29). A primeira fase (0-5 minutos) corresponde a fase
neurogénica onde ocorre predominantemente a ativacao de fibras C, enquanto a
segunda fase (15-30 minutos) corresponde a fase inflamatéria, sendo desenvolvida
por uma combinacdo de mediadores inflamatérios, sensibilizagdo periférica e central
(29,30,31).

Os receptores NMDA periféricos contribuem para o desencadeamento e
manutencao da sensibilizacdo periférica sob condi¢ces de leséo celular e inflamacao
(32). Estudos demonstraram que farmacos antagonistas dos receptores NMDA como
a memantina sdo capazes de reduzir a resposta nociceptiva na primeira e segunda
fase (31,33). Segundo Roberts et al (34) descreveram reducdo em 50% da fase
inflamatéria de ratos knockout ao receptor NMDA subunidade GluN1, sugerindo que
a reducdo na expressao desses receptores diminui a sinalizacao sinaptica mediada
pelo glutamato e substancia P na medula espinal.



Os anti-inflamato6rios ndo esteroidais (AINES) como a indometacina reduzem
a resposta nociceptiva apenas na segunda fase (30). Diante disso, sugere-se que a
reducdo nociceptiva na primeira fase pode ser atribuida a inibicdo da agao periférica
do glutamato nos nociceptores e inibicdo na segunda fase da COX-2 e PGE:.

Buscando investigar o potencial analgésico central do EHBv e FAc foi
utilizado o teste tail flick (35). O tratamento com EHBv 500, FAc 25 e 50 e
indometacina, ndo foram capazes de promover analgesia central. Entretanto, os
animais tratados com memantina 10mg/Kg, apresentaram maior tempo de laténcia
apos 60, 120 e 180 minutos de tratamento. De acordo com Danneman et al (36) a
resposta comportamental caudal a estimulos nocivos sao regulados
predominantemente por estruturas espinais e supra-espinais. Com isso, a analgesia
produzida pelo tratamento com a memantina deve-se ao bloqueio do receptor
NMDA, reduzindo a sensibilizacdo central mediada por neurotransmissores
excitatorios como o glutamato (23,37).

A atividade antinociceptiva periférica de B. verticillata encontrada neste
trabalho, esta de acordo com os descrito por Abdullahi-Gero et al (38), que
demonstrou que o tratamento oral e intraperitoneal nas doses de 200-1000mg/Kg
com extrato etandlico das folhas desta espécie apresentou efeito anti-inflamatério,
analgésico periférico e central, além de sugerir que a dose letal (DLso) oral € = 5000
mg/Kg para camundongos e ratos.

De acordo com os resultados da analise quimica, as atividades bioldgicas
apresentadas pelo EHBv podem ser atribuidas principalmente a presenca de
compostos fendlicos e triterpenos. Na FAc foram identificados os compostos
fendlicos, acidos galicos, caféico, elagico e o triterpeno acido ursolico. Estudos tém
mostrado que esses compostos apresentam efeitos anti-inflamatérios e analgésicos
como: reducéo da alodinia e efeito anti-inflamatério do acido galico (39), reducao da
migracao leucocitaria, radicais livres e 6xido nitrico pelo acido caféico (40), interacao
do acido elagico com receptores opidides (41) e inibicdo da atividade do fator
nuclear kappa beta (NF-kB) pelo acido ursélico (42). Portanto, a atividade
antinociceptiva periférica com acao anti-inflamatoria de B. verticillata relatadas neste
trabalho, também podem ser atribuidas a presenca desses compostos.

Diante desses resultados, os acidos galico, caféico, elagico e ursolico
identificados na FAc foram submetidos inicialmente a docagem molecular para
COX-2 e receptor NMDA. Segundo Guimaraes et al (43), energias de ligacao



negativas representam interacdes favoraveis do complexo ligante-receptor. De
acordo com os resultados, o acido ursélico foi o ligante que apresentou menor
energia de ligagdo sendo assim, o ligante mais favoravel para a formacao de
complexo com a enzima COX-2, receptor NMDA e consequentemente foi
selecionado para as simulacdes de dindmica molecular.

Durante a dindmica molecular o acido ursoélico permaneceu interagindo com a
COX-2 e com ambas as subunidades do receptor NMDA, assim como os farmacos
padrdes indometacina e memantina. Estruturalmente, o local ativo da COX-2
consiste em um canal lipofilico cuja entrada é formada pela Arg120, Tyr355 e
Glub24 (44) e sua ativacdo causa a metabolizacdo do acido araquiddnico (AA) a
partir da interacdo com Arg120, Tyr355, Tyr385 e Ser530 da COX, levando a
producgéo de prostaglandinas (45).

Estudos confirmam a importancia da interacdo com estes aminoacidos,
indicando que eles sdo potenciais alvos de pesquisa de novos inibidores dessa
enzima. Derivados do acido fenamico foram avaliados acerca de sua atividade
inibitéria da COX-2 in vitro e apds verificar-se a eficacia desses compostos, foi
realizada a cristalografia de raios-x dos complexos. Observou-se que os derivados
do acido fendmico mantiveram interacbes com Arg120, Tyr355, Tyr385, Trp387,
Glub24, Leu531 (46). Avaliacdes do potencial inibidor da COX-2, por Meloxicam e
Isoxicam, também realizadas in vitro e posterior cristalografia de raios-x, identificou
interacoes de ambos os compostos com Met113, Leu117, Arg120, 1le345, Val349,
Leu352, Leu359, Phe518, Ala527, Ser530 e Leu531 (45). A interagdo da COX-2 com
o ibuprofeno, outro AINE com atividade anti-inflamatéria e analgésica, também
evidenciou a participacdo dos aminoacidos Arg120, Val349, Tyr355, Trp387,
Met522, Val523, Gly526, Ala527 e Ser530 da COX-2 (47). Os resultados desse
estudo destacam ainda que os aminacidos Arg120 e Tyr355 localizados na entrada
do canal da ciclooxigenase sao fundamentais para interacdo entre COX-2 e o
ibuprofeno.

O presente estudo demostrou que o &acido ursélico manteve constantes
interacbes com aminoacidos importantes como Arg120, Glu524 e com outros
aminoacidos préoximos aos que foram descritos nos trabalhos anteriores, como
exemplo Try115 (proximo a Met113 e Leul117, observados nas interagbes do
Isoxicam e Meloxicam), Leu123 (préximo a Arg120 nas interacbes do Meloxicam,



Isoxicam e Ibuprofeno), Glu524 (préximo a Val523 para interacdo do lbubrofeno e
Meloxicam e Gly526 na interagdo com Ibuprofeno).

Esta pesquisa também demonstrou que o perfil de interacdo entre o acido
ursélico e a COX-2 encontrado na docagem molecular foi mantido durante a
dindmica molecular, mesmo diante de variagcdes de temperatura, pressao, agua e
flexibilidade proteica. As interacées do acido ursolico com aminoacidos adjacentes
ao local ativo e ao local de metabolizagcdo do AA como Try115, Ser119, Tyr122,
Leu123, Asp125, Pro528 podem ainda, intensificar o potencial de inibicdo da COX-2
pelo acido ursdlico. Com isso, pode-se sugerir que o acido ursolico: (1) pode
bloguear o acesso de ligantes ao local ativo da COX-2; (2) interagdes com Arg120 e
aminoacidos adjacentes ao local ativo podem reduzir a metabolizagdo do acido
araquiddnico; (3) interacdes entre inibidores do local ativo da COX-2, Arg120 e
Glu524 ja foram descritas, demonstrando a importancia desses aminoacidos no
possivel bloqueio do local ativo da COX-2 pelo acido ursélico (Fig. S1).

O receptor NMDA ¢é estruturalmente um heterotetramero formado por duas
subunidades GIuN1 e GluN2. Essas subunidades sdo moduladas pelos dominios
amino-terminal (ATD), dominio de ligacao (LBD), transmembrana (TMD) e carboxi-
terminal (CTD) (5). Para ativacdo do receptor NMDA ¢é necessario a ligagao
simultanea do glutamato ao GIuUN2 e glicina ou d-serina ao GluN1 por meio de
interacoes dos seus grupos a-amino e a-carboxil com regiées do dominio de ligacao
extracelular (LBD). O dominio LBD é formado por trés regiées transmembranas (M1,
M2, M3), dois segmentos (S1, S2) que caracterizam o local ativo e que estao
contidos nos subdominios D1 e D2 respectivamente (48).

De acordo com Kaye et al (49) o local ativo do subdominio D1 é formado
pelos aminoacidos GIn405, Phe484, Thr486, Pro516, Thr518, Arg523 e o local ativo
subdominio D2 é formado por Ser688, Ser687, Val6869, Trp731, Asp732, Ser756.
Diferentes estudos com antagonistas do GluN1 como DCKA, TK40 e apresentaram
interacoes com Phe484, Thr518, Pro516, Arg523 (50); Glun405, Phe484, Pro516,
Leu517, Thr518, Arg523, Ser687, Ser688, Val689 (51) respectivamente. Essas
interacoes correspondem aos GIn383, Phe462, Pro494, Leu495, Thr496, Arg501,
Ser665, Ser666, Val667 na nossa estrutura. Apdés 10 ns de simulagdes de dindmica
molecular obtivemos alta frequéncia de interagcdo do &cido ursolico com 1le497,
Ala502, Phe507, Ser508, Lys509 e Pro510 localizados proximos aos locais descritos



pelos trabalhos anteriores sugerindo com isso, o potencial do acido ursélico em inibir
a ligacao da glicina ao GIuN1.

Lee et al (52) desenvolveram apds testes de inibigdo in vitro a estrutura
cristalografica da cadeia GIuN2B complexada com o agonista parcial &cido trans-1-
aminociclobutano-1,3-dicarboxilico (-ACB) e detectaram que o t-ACBD fez
interagbes com os aminodacidos His479 e Thr507. Esses aminoacidos equivalem aos
His454 e Thr482 no presente estudo e observou-se que o acido ursdlico realizou
interagbes com o 1le483 e Serd88 e demais aminodcidos da vizinhanga,
evidenciando assim que o acido ursélico pode impedir a ligacdo de agonistas a
subunidade GIuN2 do receptor NMDA.

Outros estudos tém demonstrado o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério
do acido ursélico pela inibicdo dos receptores TRPV1 e sinergismo serotoninérgico
(5-HT) (53), reducgéo da liberagao IL-2, IL-6, IFN-y, TNF-a, ROS, fosfolipase A2, NF-
KB, reducdo da expressdao de COX-2, iINOS (54) e interagdo favoraveis para
formacao do complexo com COX-1 e COX-2 (3). Os resultados apresentados neste
trabalho demonstraram que o acido ursolico apresentou efeito antinociceptivo
periférico pela inibicdo da COX-2 no teste do edema de pata induzido por
carragenina e analgesia central no tail flick teste. Esses resultados permitem sugerir
que o AU é o principal composto responsavel pelas atividades encontradas neste
trabalho.

Nao ha estudos na literatura que descrevam in vivo e in silico a relagao do
potencial antinociceptivo de compostos presentes nas partes areas de  B.
verticillata. Diante dos resultados apresentados, sugerimos que o efeito
antinociceptivo periférico encontrado neste trabalho, podem ser atribuido a
compostos com acao anti-inflamatéria. Essa atividade pode estar ligada a presenca
de flavondides, fenbis e terpenos que podem contribuir redugdo das atividades da
enzima COX-2, receptor NMDA periférico e consequentemente para reducao da dor.
Além disso, os resultados in silico e in vivo permitiram selec ionar e sugerir que 0
acido ursélico € o principal composto ativo presente em B. verticillata, pois
apresentou melhores parametros de afinidade, realizou interagdes estaveis com a
enzima COX-2 e com subunidades GluN1a e GIuN2B do receptor NMDA e
apresentou efeito antinociceptivo periférico e central. Com isso, o acido ursoélico
configura-se como uma molécula promissora para o desenvolvimento de inibidores

da enzima COX-2 e antagonistas dos receptores NMDA.



Materiais e Métodos
Material Botéanico

Foram utilizadas partes aéreas de B. verticillata, coletadas na cidade de Sao
José de Ribamar, Maranhdo (2°33'13.3”’S 44°.11'22.8” W), em julho de 2014 e
catalogadas no Herbario do Maranhao (MAR) da Universidade Federal do Maranhao

sob o numero 5151.

Obtencao do extrato hidroalcodlico e fracdo acetato de etila

As partes aéreas de B. verticillata foram secas em estufa com circulagéo de ar
a 38°C, seguida de trituracdo em moinho de facas, obtendo-se o p6 moderadamente
grosso (tamanho inferior a 710 ym e superior a 250 pm) (55).

O pd obtido foi dividido em duas partes. A primeira parte foi macerada e
remacerado com alcool etilico 70% durante cinco dias sob agitacdo ocasional, sendo
este processo repetido trés vezes, filtrado, particionado com diclorometano (1:1, v/v)
e concentrado em evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40°C, obtendo-se o
extrato hidroalcoodlico de B. verticillata (56). A segunda parte foi macerada com
etanol 95% por 72 horas, sendo este processo repetido quatro vezes. A solucéao
extrativa resultante foi concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida a
40°C. Posteriormente, foi dissolvido metanol:agua (7:3 v/v) durante 60 minutos sob
agitacao mecanica, particionada com hexano, cloroférmio e acetato de etila (q.s.p)
em ampola de separagao, filtrada sob pressao reduzida com sulfato de sédio anidro
(Na>SO,) e concentrada em evaporador rotativo para obtencao da fragcao acetato de
etila (FAc) (57). A FAc foi utilizada nos testes in vivo pela maior obtencédo de

compostos fendlicos e flavondides.

Avaliagédo do teor de fendis e flavonodides

O teor de compostos fendlico (TCF) do EHBv foi determinado com o reagente
Folin-Ciocalteu e carbonato de sodio 20 %. A reacao foi mantida no escuro por 2 h a
temperatura ambiente e a absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 760 nm
(58). O TCF foi calculado a partir da curva de calibracdo construida com solucdes
padréo de acido galico (1,0-30,0 ug mL-1) e expresso como equivalente de acido
galico (%).



O teor de flavonodides totais (TFT) do EHBv foi determinado com solugéo
metandlica de cloreto de aluminio (AICI3) 5%. A reacao foi mantida no escuro por 30
min a temperatura ambiente e a absorbéancia foi medida em espectrofotdmetro a 425
nm (59). O teor de flavondides totais (TFT) foi calculado a partir da curva de
calibracao construida com solugdées padrdao de quercetina (1,0-30,0 ug mL-1) e

expresso como equivalente de quercetina (mg/ml).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de ultravioleta-visivel (CLAE-
UV-Vis)

A fracdo acetato de etila (FAc) e o extrato hidroalcodlico bruto (EHBv) foram
analisados em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (Thermo Finnigan
Surveyor) acoplado a detector de ultravioleta-visivel (CLAE-UV-Vis). Foi utilizada
uma coluna analitica ACE 5 C18 de fase reversa (250 x 4,6 mm, 5 um). Os
compostos da FAc e EHBv foram separados em temperatura ambiente usando
gradiente de eluicdo com um fluxo de 1TmL/min. As fases médveis consistiram de
agua purificada contendo 0,1% de acido acético (A) e acetonitrila (B). O gradiente
usado foi: 0-5 min, 20% de B; 5-10 min, 25% de B; 10-15 min, 25-23% de B, 15-20
min, 23-21% de B; 20-25 min, 21-18% de B; 25-30 min, 18-15% de B, 30-35 min, 15-
0% de B. O volume de injecao no sistema de CLAE foi de 5 pL e a deteccao no UV-

Vis foi realizada em 254 nm.

Cromatografia gasosa acoplado ao espectro de massas (CG-MS)

A FAc (10 mg) foi derivatizada em piridina (300 pL) e bis-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida com trimetilclorossilano (BSTFA / TMCS, 100 pl) e aquecida a 80°
C durante 1 h, como descrito por Campos et al., (2014), com modificagdes. O
produto derivatizado foi analisado em um cromatdgrafo gasoso (GC-2010,
Shimadzu, Japao), acoplado a espectrdbmetro de massas (GCMS-QP2010 SE,
Shimadzu, Japao), empregando-se uma coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm i.d., x
0,25 um, Restek, EUA), hélio como gas de arraste, a um fluxo de 1,0 mL/min. A
temperatura do forno foi inicialmente mantida a 70° C e programado para aumentar
a uma taxa de 4° C/min até 310° C e mantida a 310° C durante 4 min. A temperatura
do injetor foi de 250° C e o volume de injecao foi de 1,0 mL na razdo de divisdo de
1:30. Os espectros de massas foram obtidos com ionizagcédo por impacto de elétrons
(70 eV) no modo de varredura total (40 a 1000 m/z), utilizando fonte de ions a 200°



C. Os compostos foram identificados por comparacdo dos espectros de massas
obtidos com a biblioteca NIST 11.

Estudos bioldgicos in vivo
Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus,
adultos, machos e fémeas com peso 200-300g e camundongos Mus musculus
adultos, machos e fémeas com peso entre 25-35g obtidos do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranhdao (UFMA). Os protocolos experimentais foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA) parecer n°17, sob o protocolo n° 23115.013545/2015-89.

Grupos experimentais

Foram utilizados seis grupos experimentais, sendo todos compostos por 6
animais. O grupo controle (CTL) foi tratado com NaCl 0.9% (0,1ml/Kg) via oral (v.0),
o grupo (INDO) foi tratado com indometacina (10 mg/Kg v.0), o grupo (MEM) foi
tratado com memantina (10 mg/Kg v.0), o grupo FAc foi tratado com a fracéo
acetado de etila de B. verticillata nas doses de 25 mg/kg (FAc 25 v.0) e 50 mg/Kg
(FAc 50 v.0) e o grupo EHBV foi tratado com extrato hidroalcodlico de B. verticillata
(500 mg/Kg v.0). Ap6s os testes in silico os animais foram tratados com acido
ursoodlico 10 mg/Kg (AU) v.o.

Teste do edema de pata induzido por carragenina

O teste foi utilizado para avaliagdo da atividade farmacol6gica a partir da
administracdo subplantar de carragenina. Camundongos foram distribuidos e
tratados conforme descrito no item “grupos experimentais” e apés 60 minutos de
tratamento, o edema de pata foi induzido pela administracdo de 50 pL de
carragenina 1% subplantar na pata direta do animal, sendo 0 mesmo volume de
NaCl 0,9% administrado na pata esquerda. O volume da pata do animal foi
mensurado pelo pletismdmetro digital (Modelo Ugo Basile, Verese-ltalia) com 1, 2, 3,
4 e 5 horas apés a inducédo. O valor do edema foi obtido pela diferenca entre o
volume da pata direita e esquerda, sendo expressos como a variacdo do volume da
pata (mL) ao decorrer do tempo (60,61).



Teste de contor¢bes abdominais

O teste de contorcbes abdominais induzidos por acido acético € descrito
como um modelo inflamatério viscero-somatico utilizado para triagem farmacolégica
da atividade antinociceptiva periférica e central. Camundongos foram distribuidos e
tratados conforme descrito no item “grupos experimentais”. Apdés 60 minutos de
tratamento, as contor¢des abdominais foram induzidas pela administracéo
intraperitoneal de acido acético 0.8% (10 mL/Kg). As contorcées foram contadas
cumulativamente durante os 20 minutos subsequentes apds a inducao (62). Os
resultados foram expressos como média do numero acumulado de contor¢cdes
(27,41).

Teste da formalina

O modelo de nocicepg¢do induzido pela formalina permite avaliar os
mecanismos nociceptivos neurogénicos decorrentes da ativacdo de fibras
nociceptivas e inflamatoérios decorrentes da liberagdo de mediadores inflamatérios.
Os camundongos foram tratados conforme ja descrito e depois de decorridos 60
minutos, foi administrado via subplantar 20 uL de formalina 2,5% na pata direita dos
animais. A resposta nociceptiva caracterizada por lamber ou morder a pata, foi
avaliada nos primeiros 5 minutos para avaliacdo de mecanismos neurogénicos e do
152 ao 30° minuto para avaliagdo dos mecanismos inflamatérios (lincking time)
(29,63).

Tail-flick teste

Este teste foi utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva central através
da estimulacdo dos reflexos medulares. Ratos foram tratados conforme descrito
anteriormente e depois de 60 minutos, foi aplicado no ultimo terco da cauda dos
animais um estimulo térmico (Modelo Ugo Basile, Varese-ltalia) e registrado o tempo
de laténcia de retirada da cauda (flinch) basal, 30, 60, 120 e 180 minutos. A
intensidade do estimulo foi ajustada a fim de obter uma laténcia de retirada entre 3-6
segundos e considerado como cut-off o tempo de 10 segundos para evitar lesdes na

cauda dos animais (35,41).



Estudos in silico
Estruturas dos compostos e receptores

Os compostos identificados nas fragdes foram obtidos no banco de dados do
Projeto PubChem, estruturalmente esquematizados em trés dimensdes (3D) com o
GaussView 5.0.8 (64). As propriedades geométricas e vibracionais foram calculadas
(otimizadas) no vacuo em nivel do método da Teoria do Funcional da Densidade
(TFD) utilizando-se o funcional hibrido BALYP combinado com a base 6-31 ++ G (d,
p) com o programa Gaussian 09 (65).

A estrutura 3D da COX-2 (cadeia A) de camundongos Swiss foi obtida do
Protein Data Bank (PDB) cédigo 1DDX. Os farmacos memantina e indometacina
tiveram as suas estruturas 3D obtidos do projeto PubChem cédigos 4054 e 3715,
respectivamente. Os modelos estruturais das subunidades GluN1a e GIuN2B do
receptor NMDA de Rattus novergicus foram obtidas por modelagem por homologia.

Modelagem por homologia

Foi utilizado modelagem por homologia das subunidades GluN1a e GluN2B
do receptor NMDA, pois as estruturas 3D disponiveis no PDB nao sdo completas.
Foi realizada conforme Ramos et al (66) com o MODELLER 9v14 (67), utilizando as
sequéncias de aminoacidos das subunidades GIuN1 e GIuN2B (NCBI cédigos
Gl:645985944 e (1:645985945, respectivamente). O controle da qualidade dos
modelos escolhidos foi realizada utilizando os programas PROCHECK (68) e Errat
(69) implementados no servidor SAVES e com o Z-Score (ProSA-web Protein
Structure Analysis). Logo apds analise da qualidade dos modelos, um estagio
adicional de refinamento dos modelos foi realizado através de Simulagdes por
Dinamica Molecular (DM) durante 8ns com o pacote GROMACS 4.6.7. (70).

Docagem molecular

Utilizando-se o pacote AutoDock 4.2 (71) proteinas (modelos refinados) e
ligantes foram preparados para os célculos de docagem com o médulo AutoDock
Tools (ADT), versdao 1.5.6 conforme Ramos et al (66). Os centros das malhas de
afinidade foram definidos nos residuos: Arg120 para COX-2; Tyr513 para NMDA
GluN1a; Arg487 para NMDA GIuN2B. As coordenadas iniciais dos complexos para
as simulacées por DM foram escolhidas utilizando o critério da conformacgédo de

menor energia do cluster combinada com inspec¢ao visual.



Dindmica molecular dos complexos

As simulagbes por dindmica molecular dos complexos selecionados na
docagem molecular foram realizadas com o software GROMACS 4.6.7 (70)
conforme Ramos et al (66). A topologia dos ligantes foi gerada pelo Automated
Topology Builder (ATB) and Repository versao 2.1 (72). Os estados de protonacao
das histidinas das proteinas foram determinados utilizando o servidor online H++ -

http://biophysics.cs.vt.edu/hppdetails.php. Para aumentar a amostragem, foram

realizadas trés simulacdes por DM de 10ns para cada complexo usando diferentes
velocidades atbémicas assinaladas de acordo com a distribuicdo de Maxwell. Os
dados gerados para os ultimos 4 ns de cada sistema simulado foram utilizados.
Durante o estagio de producgéo foram obtidos 123 quadros realizados a cada 100ps.
Detalhes das interagbes foram calculadas usando o programa LigPlot+ (68). Um
minimo de 50% de contato (soma de interagdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio)
dos quadros analisados foi estabelecido como critério de eficiéncia de ligacao.

Anadlise estatistica

A comparacao das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada
pela andlise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de
Newman-Keuls com p<0,05. Os dados foram analisados por meio do programa
Graph PadPrism 5, utilizando-se a média + erro padrao.
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Legenda das figuras

Fig 1. Edema de pata induzido pela administracdao subplantar de carragenina 1% em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memmanatina 10
mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL; ¢c: EHBv
500 vs CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL. n =6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).

Fig 2. Contorcoes abdominais induzidas pela administracao intraperitoneal de acido acético
0.8% (10 ml/Kg) em camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs
CTL; c: EHBv 500 vs CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL, n= 6, p< 0,05 (ANOVA; Newman
Keuls).

Fig 3. Teste da formalina induzido pela administracdo de formalina subplantar em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memantina 10 mg/Kg,
EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL; ¢: EHBv 500 vs
CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL; n= 6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).

Fig 4. Tail flick teste em ratos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). b: MEM vs CTL, n= 6, p<
0,05 (ANOVA; Newman Keuls).

Fig 5. Conformagéao espacial obtida por docagem molecular do acido ursélico (amarelo) e
indometacina (azul) com a enzima COX-2 (PDB: 1DDX). Imagem gerada pelo VMD.

Fig 6. Conformacao espacial obtida por docagem molecular dos ligantes acido ursdlico
(amarelo) e memantina (verde) com o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). (A): GluN1a, (B):
GIluN2B. Imagem gerada pelo VMD

Fig 7. Frequéncia de contatos hidrofébicos (verde) e pontes de hidrogénio (laranja) entre acido
ursolico + COX-2 (A) e indometacina + COX-2 (B). As frequéncias correspondem aos 4 ns finais de
simulagdes de dindmica molecular.

Fig 8. Frequéncia de contatos hidrofobicos (verde) e pontes de hidrogénio (laranja) entre
ursdlico + GluN1a (A), acido ursolico + GIuN2B (B), memantina + GluN1a (C) memantina +
GluN2B (D). As frequéncias correspondem aos 4 ns finais de simula¢des de dindmica molecular.

Fig 9. Edema de pata induzido pela administracdo subplantar de carragenina 1% em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memmanatina 10
mg/Kg e acido ursélico 10 mg/Kg. a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL; f: AU vs CTL. n =6, p< 0,05
(ANOVA; Newman Keuls).

Fig 10. Tail flick teste em ratos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e e acido ursoélico 10 mg/Kg. b: MEM vs CTL; f: AU vs
CTL. n=6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).



Tabela 1. Interagcées por docagem molecular da indometacina, memantina e compostos
identificados na FAc com COX-2, GluN1a e GIuN2B.

GluN1a GluN2B COX-2
Ligante EL” K™ Ligante EL” K™ Ligante EL” K™

(kcal/mol)  (uM) (kcal/mol)  (uM) (kcal/mol)  (uM)
Memantina -7.82 1.86 Memantina -5.66 71.18 Indometacina  -8.30 0.82
Ac. Ursdlico -7.02 7.13  Ac. Ursolico -5.69 67.35 Ac. Ursélico -9.86 0.05
Ac. Elagico -5.67 70.17  Ac. Gélico -5.34 122.58 Ac. Elagico -7.54 2.99
Ac. Galico -4.57 448.26 Ac. Caféico -5.16 164.28 Ac. Cafiéco -6.68 12.69
Ac. Caféico -4.47 531.44 Ac. Elagico -5.04 201.80 Ac. Galico -5.88 49.19
LI.EL - Energia de ** Ki - Constante de Inibicao

igacao

Tabela 2. Interagcbes do acido ursolico, memantina e indometacina para as conformacoes
escolhidas por docagem molecular.

GluN1a GluN2B COX-2
. Ligacoes Interacoes Ligagoes Interacoes Ligagoes Interacdes
Ligante de . o de . o de . o
. - Hidrofobicas . A Hidrofébicas : A Hidrofébicas
Hidrogénio Hidrogénio Hidrogénio
l1e497,
Phe507, le483, Ser420, | oo Spéﬂsf'é ;{”11250’
. Tyr535, Ser508, Phe493, Glu489, yses, AIg1e0,
Ac. Ursdlico Tyr122, Leu123,
Arg733 Lys509, Lys736 Val491,
Ser471 Phe470,
Pro510, Aspa92 Glu524, Pro528
Ser734, Gly735 ’
Val169,
" ' Asp765, Lys512,Ala712, Trp171,
emantina ASD767 Glu715, Val490 Glu489, NA NA
P Phe716,Glu764 Lys736,
Asp737
Asn43, Arg44,
Thr62, Leu80,
. Lys83,
Indometacina NA NA NA NA Tvri22 Lys468,
y Arg469,
Serd71.

NA - Nao Avaliado
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Fig 1. Edema de pata induzido pela administracdao subplantar de carragenina 1% em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memmanatina 10
mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL; c: EHBv
500 vs CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL. n =6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).
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Fig 2. Contorcoes abdominais induzidas pela administracao intraperitoneal de acido acético
0.8% (10 ml/Kg) em camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs
CTL; c: EHBv 500 vs CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL, n= 6, p< 0,05 (ANOVA; Newman
Keuls).
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Fig 3. Teste da formalina induzido pela administracdo de formalina subplantar em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memantina 10 mg/Kg,
EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL,; c: EHBv 500 vs
CTL; d: FAc 25 vs CTL; e: FAc 50 vs CTL; n= 6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).
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Fig 4. Tail flick teste em ratos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e FAc (25mg/kg e 50 mg/Kg). b: MEM vs CTL, n= 6, p<

0,05 (ANOVA; Newman Keuls).



Fig 5. Conformacao espacial obtida por docagem molecular do acido ursolico (amarelo) e
indometacina (azul) com a enzima COX-2 (PDB: 1DDX). Imagem gerada pelo VMD.

Fig 6. Conformacao espacial obtida por docagem molecular dos ligantes acido ursélico
(amarelo) e memantina (verde) com o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA). (A): GluN1a, (B):
GIuN2B. Imagem gerada pelo VMD.
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Fig 7. Frequéncia de contatos hidrofobicos (verde) e pontes de hidrogénio (laranja) entre acido
ursolico + COX-2 (A) e indometacina + COX-2 (B). As frequéncias correspondem aos 4 ns finais de
simulagdes de dinamica molecular.
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Fig 8. Frequéncia de contatos hidrofobicos (verde) e pontes de hidrogénio (laranja) entre
ursolico + GluN1a (A), acido ursdlico + GIuN2B (B), memantina + GluN1a (C) memantina +
GluN2B (D). As frequéncias correspondem aos 4 ns finais de simulagdes de dinamica molecular.
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Fig 9. Edema de pata induzido pela administracdo subplantar de carragenina 1% em
camundongos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg, memmanatina 10
mg/Kg e acido ursélico 10 mg/Kg. a: INDO vs CTL; b: MEM vs CTL; f: AU vs CTL. n =6, p< 0,05
(ANOVA; Newman Keuls).
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Fig 10. Tail flick teste em ratos tratados via oral com NaCl 0.9%, indometacina 10 mg/kg,
memantina 10 mg/Kg, EHBv 500 mg/Kg e e acido ursodlico 10 mg/Kg. b: MEM vs CTL; f: AU vs
CTL. n=6, p< 0,05 (ANOVA; Newman Keuls).



APENDICE A

Tabela S1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV-Vis) dos constituintes
identificados no extrato hidrolacoolico (EHBV) e fracao acetato de etila (FAc) de B. verticillata

Tempo de retengdo (tR)

Composto min. Area (%)
Acido galico 9,650 1,13
B-sitosterol 12,973 0,14
Acido Glicirritinico 13,908 1,97
EHBv B-Amirina 14,238 26.67
Acido caféico 16,440 0,13
Acido cumarinico 20,033 1,20
Quercetina 31,732 14,40
Acido galico 4,793 7,364
FAC /-'\,cido ursdlico 6,323 2,366
Acido caféico 6,717 2,366
Acido elagico 8,202 6,176

Tabela S2. Identificacdo dos constituintes presentes a fracdo acetato de etila (FAc) de B.
verticillata

Classe dos componentes Compostos identificados (%) Area
Alcool Glicerol 9,7
Butanetriol 3,06
Acucares D-psicofuranose 10,72
Fructopiranose 2,41
Glicopiranose 33,47
D-galactose 1,55
Trealose 1,81
Acidos graxos Acido palmitico 2,04
Acido estearico 2,71
Acido 10-undecendico 15,70
1-monopalmitina 2,21
Flavondides Quercetina 1,99

Miricetina 2,16




APENDICE B
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Fig. S1. Sobreposigéao da estrutura cristalografica cédigo PDB 4RUT (COX-2 complexada com o &cido
araquiddnico) com o ultimo frame da simulagdo por DM do acido ursélico com a COX-2. (A) Modo de
ligacdo do acido ursolico (amarelo) e acido araquidénico (verde) na COX-2. COX-2 representada por
superficie molecular transparente. (B) Expansdo do modo de ligagdo dos acidos ursolico e
araquiddnico com residuos do local ativo Arg120 (azul), Gly524 (vermelho), Ser530 (laranja) e Tyr385
(roxo) representados em varetas.




4. CONCLUSAO

O extrato hidroalcoolico e fracdo acetato de etila de B. verticillata
apresentaram atividade predominantemente antinociceptiva periférica. Esta foi
demonstrada pela reducdo do numero de contorcbées abdominais e reducdo do
tempo de resposta no teste da formalina. Pode-se ainda sugerir a participacdo de
componentes anti-inflamatérios demonstrado pelo efeito antiedematogénico no teste
do edema de pata. A atividade antinociceptiva periférica pode estar ligada a
presenca de compostos fendlicos e terpenos que podem contribuir redugdo da
atividade da enzima COX-2, do receptor NMDA periférico e consequentemente para
reducdo da dor.

Dos compostos identificados, o acido ursélico foi o composto que
apresentou melhores parametros de afinidade durante os calculos de docagem
molecular e manteve interacbes com aminoacidos pertencentes ao local ativo da
enzima COX-2 e receptor NMDA durante as simulagdes de dindmica molecular.
Além disso, os teste in vivo demonstraram que o &cido ursélico apresentou efeito
anti-inflamatério e analgésico central. Entdo, sugere-se que o acido ursélico é o
principal composto ativo presente nas partes areas de B. verticillata, sendo um

composto promissor para o desenvolvimento de farmacos utilizados para analgesia.
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