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ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DE PROPOLIS VERMELHA

RODRIGO LIMA CAVENDISH

RESUMO

A prépolis vermelha € um produto natural apicola caracteristico da regido
Nordeste do Brasil, que possui atividades biolégicas descritas, tais como antioxidante
e antimicrobiana. Popularmente, é utilizada para tratamento de estados inflamatérios e
infecciosos, que frequentemente estao associados a dor. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a atividade antinociceptiva do extrato hidroetandlico da prépolis vermelha
(EHPV). Para tanto, camundongos Swiss adultos machos (n = 6/grupo) foram pré-
tratados com EHPV nas doses de 3, 10 e 30 mg/kg (v.0.) e depois de 60 minutos
foram submetidos aos testes de contor¢bes abdominais induzidas por &cido acético
(0,6%, 0,1 mL/10 g. i.p.) e de nocicepgao induzida por formalina 2%; 20 uL/pata
traseira direita ou glutamato (20 pmol/pata), além do teste de campo aberto para
avaliacdo da atividade espontanea. Como controle negativo foi administrado veiculo
(Tween 80, 0,2% em salina 0,9%) e como controles positivos foram utilizados o acido
acetilsalicilico (AAS, 300 mg/Kg, v.0.) ou a morfina (3 mg/kg; i.p.) e o haloperidol (0,2
mg/Kg, i.p.). Os resultados foram analisados por meio de analise de variancia de uma
via seguida do pés-teste de Bonferroni. Também foi realizada analise quimica para
caracterizacdo do EHPV por cromatografia liquida da alta eficiéncia. O EHPV
promoveu reducdo no numero médio de contor¢des abdominais, de maneira dose
dependente em relacdo ao veiculo, da ordem de 46,6, 73,7 e 88,9% (3, 10 e 30
mg/Kg), enquanto o grupo tratado com o AAS apresentou uma reducgéo de 83,7%. A
aplicagcédo de formalina induziu comportamento nociceptivo na primeira (neurogénica) e
segunda (inflamatéria) fase do teste (72 + 3,8 e 95,4 + 8,2 segundos, respectivamente,
p<0,001). O tratamento com EHPV a 30 mg/Kg produziu reducéo significativa na fase
neurogénica (61%) e todas as doses testadas reduziram a fase inflamatéria (77,2, 75,8
e 83,7%, p<0,001). A morfina também causou inibi¢cdo significativa de 62,1 e 91,4% na
primeira e segunda fase e o AAS causou inibi¢cdo de 35,8 e 82%, respectivamente. O
tratamento oral com EHPV 30 mg/kg atenuou a nocicepc¢éo induzida por glutamato
(74,1%). Resultado semelhante foi observado para a morfina (75,9%, p<0,001).
Nenhuma dose de EHPV alterou a atividade dos animais no teste de campo aberto,
descartando um possivel efeito depressor. Em conclusédo, os resultados indicam que o
EHPV apresente efetiva acdo antinociceptiva central e periférica.

Palavras chave: propolis vermelha, dor, formononetina, formalina, anti-inflamatorio.
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ANTINOCICEPTIVE EFFECTS OF HIDROALCHOOLIC
EXTRACT OF BRAZILIAN PROPOLIS

RODRIGO LIMA CAVENDISH

ABSTRACT

Propolis is a natural bee product and the red propolis is founded in the
Northeast of Brazil. It presents many biological activities such as antioxidant and
antimicrobial and is commonly used in folk medicine for the treatment of inflammatory
and infectious conditions that are often associated with pain. The aim of this work was
to evaluate the antinociceptive activity of the hydroethanolic extract of red propolis
(HERP). For this purpose, adult male Swiss mice were pretreated with HERP at doses
of 3, 10 and 30 mg / kg (p.0.) and 60 minutes later were subjected to the acetic acid-
induced abdominal constriction test (0.6 %, 0 1 mL/10 g, i.p.); the formalin-induced paw
licking test (2 %, 20 uL/right hind paw) or to the glutamate-induced nociception (20
mmol/paw). The open field was performed to evaluate the motor and emotional states.
Controls groups received vehicle (Tween 80, 0.2% in 0.9% saline) and positive control
groups received acetylsalicylic acid (ASA 300 mg/kg, p.o.), morphine (3 mg/kg, i.p.) or
haloperidol (0.2 mg/kg, i.p.). Statistical analysis was performed by using the one way
analysis of variance followed by Bonferroni post-test. Also, a high performance liquid
chromatography was performed in order to chemically characterize the HERP. The
writhes evoked by injection of acetic acid were markedly reduced, in a dose-related
manner, by the pre-treatment with HERP at 3, 10, and 30 mg/kg (46.6, 73.7, and
88.9%, respectively). ASA (300 mg/kg) also significant inhibited (83.7%, p < 0.001) the
writhes induced by acetic acid. The intraplantar injection of the formalin solution
produced nociceptive behavior in both the first and second phases (72.0 + 3.8 and 95.4
+ 8.2 s, respectively). The HERP produced marked inhibition of formalin-induced
neurogenic (61.0% at 30 mg/kg) and inflammatory (77.2, 78.5, and 83.7% at 3, 10, and
30 mg/kg, respectively) phases. Similarly, morphine caused significant inhibition of 62.1
and 91.4% of formalin-induced nociceptive behavior in the first and second phases.
ASA caused inhibition of 35.8% and 82.0%, respectively, in the first and second phase
of formalin-induced nociception (p < 0.001). The HERP, given orally, produced marked
attenuation of the glutamate-induced nociception at 30 mg/kg (74.1%). Morphine also
inhibited (75.9%) the nociception induced by glutamate. The treatment with the HERP
failed to significantly change all parameters evaluated on the motor and emotional
states, compared with the vehicle group. On the other hand, haloperidol decreased
crossing, rearing, and grooming (p < 0.05).. In conclusion the results indicate that
HERP effectively reduces both central and peripheral nociceptive response.

Key works: red propolis, pain, formononetin, glutamate, anti-inflammatory.



INTRODUCAO

A Sociedade Internacional para o Estudo da Dor (SIED) define nocicep¢ao
como o conjunto de processos neurais envolvidos na codificacdo e transmissdo da
informacgéo deflagrada por um estimulo nocivo, enquanto a dor é considerada uma

experiéncia sensorial e emocional associada a dano tecidual potencial ou real.

Dessa forma, a dor e a nocicepgdo tem um importante papel fisiolégico na
medida em que representam um sistema de resposta que permite ao organismo
reagir, adapta-se e mesmo aprender a esquivar-se de prejuizos a homeostasia. Por
outro lado, estados dolorosos crénicos ou sintomaticos, como ocorre durante o

processo inflamatério, causam desconforto e requerem tratamento.

Os farmacos frequentemente empregados para tratamento da dor apresentam
expressivos efeitos adversos. De acordo com a origem e caracteristicas especificas
da dor, podem ser empregados anti-inflamatérios nado esteroidais, opidides,
antidepressivos ou relaxantes musculares, que induzem complicagbes como lesdes
gastricas, dependéncia, tolerancia e sedacgéo, respectivamente, além de apresentarem

eficacia limitada.

Fazem-se necessario, portanto, buscar novas estratégias terapéuticas visando
o tratamento da dor e a reducdo dos efeitos colaterais. Os estudos pré-clinicos que
utilizam testes de nocicepcao frente a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos, bem
como modelos de dor de origem inflamatéria e neuropatica em roedores sao

fundamentais para a avaliacdo e o desenvolvimento de novos potenciais farmacos.

A propolis € um produto natural apicola amplamente utilizado pela populacdo
para o tratamento de processos inflamatérios e infecciosos, que por sua vez estdo
frequentemente associados a dor. Estudos anteriores demonstraram que extratos
prépolis possuem diversas atividades biolégicas, que estao intimamente relacionadas

a sua composi¢ado quimica e origem botanica.

A prépolis vermelha brasileira representa uma nova variedade de prépolis que
apresenta composicdo quimica distinta de amostras anteriormente estudadas. Na
regido Nordeste do Brasil, sua origem botanica foi descrita como a Dalbergia
ecastophyllum e os extratos obtidos, bem como os compostos quimicos identificados,
apresentaram atividades antioxidante, antimicrobiana, cicatrizante, quimiopreventiva e
citotoxica contra células tumorais. A formononetina € um dos compostos quimicos
encontrados em grande quantidade na prépolis vermelha brasileira. Esta isoflavona

tem efeitos neuroprotetor, estrogénico e anticancerigeno reportados.



Tanto a propolis vermelha como a formononetina apresentam ainda acao anti-
inflamatoria. Assim, torna-se interessante avaliar a atividade antinociceptiva destes
compostos e seus possiveis efeitos sobre o sistema gastrointestinal, visando a
identificacdo de uma nova estratégia terapéutica para tratamento da dor e inflamacao.

O objetivo do presente trabalho, portanto, foi avaliar a atividade antinociceptiva
do extrato hidroetandlico de propolis vermelha (EHPV) e da formononetina frente a
estimulos quimicos em camundongos. Os resultados obtidos sdo apresentados na
primeira parte da dissertacdo e compdem o corpo de dados que produziu artigo

cientifico anexo, onde é apresentado também o efeito gastroprotetor do EHPV.



1. REVISAO DA LITERATURA



1.1. Dor
A dor é definida como "uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial" (LOESER & TREEDE, 2008). E um
sintoma comum a diversas doengas, frequentemente associado a busca por
atendimento médico e que pode afetar pessoas de qualquer idade, género ou etnia
(CERVERO & LAIRD, 2008).

Na pratica clinica, a dor pode apresentar-se na forma aguda ou crdnica
(CERVERO&, LAIRD, 2008). A origem da dor aguda envolve processos inflamatérios
ou infecciosos resultantes, por exemplo, de traumas, queimaduras ou fase pos-
operatéria (PEREIRA & SOUZA, 2007; CALIL & PIMENTA, 2008; SALLUM et al.,
2012). Uma leséo ou dano tecidual leva a liberacdo de substancias alogénicas no local
da lesdo, estimulando terminagdes nervosas. Sua evolugdo natural € o cessamento
ap6s um curto espago de tempo, porém se a ativacdo de vias neuronais for mantida
durante um longo periodo de tempo, o carater de dor pode mudar para crbnico
(PASERO & MCCAFFERY, 2001; TEIXEIRA et al.,, 2003 ;SANTOS et al.,, 2007,
SALLUM et al., 2012). Devido a plasticidade neuronal, a sensibilizagdo central
prolongada (hiperexcitabilidade neuronal) pode resultar em alteragbes em longo prazo,
gue podem ser importantes na transicdo de dor aguda a cronica e o aparecimento de
sindromes de dor crbénica. Os pacientes com essas sindromes em geral tem dor

intensa e persistente que é desproporcional a lesdo tecidual (FRANCO et al., 2011).

Embora a dor aguda possua um papel protetor como um sistema de alerta
(SOMERS & CLEMENTE, 2009), pode causar efeitos como taquicardia, arritmias,
diminuicdo do fornecimento de oxigénio aos tecidos, agitacdo, sudorese, aumento do
débito cardiaco, aumento da presséo arterial, risco de sangramento, aumento do ténus
muscular, bem como sensa¢fes de medo e ansiedade. Consequentemente pode
ocorrer diminuicdo do sono, perda ou diminuigdo do apetite, desidratacéo, dificuldade
em caminhar, dificuldade de se levantar da cama, dificuldade para respirar
profundamente em funcéo da diminuigdo da expansibilidade do torax, tosse, aumento
no tempo de internacéo de pacientes (SANTOS et al., 2007; BOTTEGA & FONTANA,
2010 ; SALLUM et al., 2012).

A dor crénica, por outro lado, é geralmente de longa duragéo, sendo o periodo
de permanéncia igual ou superior a trés meses (OLIVEIRA, 2000; SALLUM et al.,
2012). Apresenta recorréncia ou um padrdo de persisténcia continuo e tem
intensidade de moderada a grave (CHRUBASIK et al., 1998; GUREJE et al., 1998;
CATALA et al., 2002; RUSTOEN et al., 2004; BREIVIK et al., 2005; YU et al., 2006;

AZEVEDO et al.,, 2012). Ao contrario da dor aguda, a dor cronica persiste apls a



cicatrizacao do ferimento e pode estar relacionada a processos patologicos crénicos
(OAKLANDER et al., 2006), ou ainda a leséo do sistema nervoso periférico (SOMERS;
CLEMENTE, 2009; MELNIKOVA, 2010).

A OMS estima que 20% dos individuos em todo o mundo tém algum grau de
dor cronica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; Azevedo et al., 2012), com
consequente prejuizo da qualidade de vida para as pessoas afetadas (DENNIS et al.,
2011).

Para a avaliacdo da dor aguda destacam-se a intensidade da dor, alteracbes
neurovegetativas e acompanhamento do tratamento farmacolégico, enquanto a
avaliacdo da dor crénica demanda o uso de instrumentos multidimensionais, como
componentes comportamentais (atitudes), além de aspectos emocionais, sociais,
cognitivos, crengas, expectativas e valores individuais (SALVETTI & PIMENTA, 2005;
SALLUM et al., 2012).

Para que os tipos e as causas da dor possam ser melhor compreendidos, é
necessario que ocorra um detalhamento dos mecanismos fisioldgicos. Para tanto, sao
utilizados modelos de nocicepcao, que consitui 0 conjunto de eventos para deteccao e

transmisséo da dor dentro do organismo.

1.2. Nocicepcgéo
A nocicepgcdo é o processo pelo qual os estimulos térmicos, mecanicos ou
quimicos nocivos sao detectados, transmitidos e codificados pelo sistema nervoso. Os
receptores sensoriais especificos para a dor, ou nociceptores, sdo as terminacdes
nervosas livres e estdo distribuidos na pele, vasos, muasculos, articulacdes e visceras
(JULIUS, 2001; PARADA et al., 2002; BASBAUM et al., 2009).

Os nociceptores ndo sinalizam somente a dor aguda, mas também contribuem
em condi¢Bes dolorosas persistentes de cunho patolégico. Moléculas de transducao
da nocicepcao foram identificadas e o maior grupo de detectores de estimulos nocivos
€ a familia dos receptores de potencial transitério (TRP) (CHENG; JI, 2008;
PATAPOUTIAN et al., 2009). Herndndez-Ortega et. al, (2012) reportaram que 0s
radicais livres, que aumentam a toxicidade, também desempenham um papel
importante na dor. Quando ativados, os nociceptores dao inicio a transmissdo da
informacéo que serd enviada, através das fibras nervosas aferentes, para o SNC,
onde sera identificada a intensidade, qualidade, localizagdo e duracdo do estimulo
nocivo (SESSLE, 2000; FRANCO et al., 2004).

As fibras sensoriais aferentes séo classificadas segundo o seu diametro e grau

de mielinizacdo. Quanto maior for o didmetro axonal e maior a quantidade de mielina,



maior serd a velocidade de conducdo (FRANCO et al, 2004). Em relagdo a
transmissdo dolorosa, classificaram as fibras nociceptivas em trés diferentes tipos
principais 1) Fibras A delta (Ad) que sdo mecanotérmicas, e respondem a estimulos
térmicos e mecénicos intensos; 2) Fibras C ndo mielinizadas, que sdo mais sensiveis
a estimulos mecanicos, térmicos e quimicos intensos; 3) Fibras A beta (AB)
mecanorreceptivas de alto limiar de excitabilidade, que respondem de uma melhor
forma aos estimulos mecéanicos intensos. (DUBNER & BENNETT, 1983; JULIUS &
BASBAUM, 2001; WOOLF & MA, 2007). Além disso, as fibras C ndo mielinizadas
apresentam pequeno didmetro e uma condu¢cdo mais lenta; as fibras mielinizadas do
tipo A-d tem didmetro médio e velocidade moderada; e as fibras AR apresentam um
didmetro maior e velocidade de conducdo é mais rapida (JULIUS & BASBAUM, 2001,
WOOLF & MA, 2007; BASBAUM et al., 2009).

As fibras Ad e C transportam a informacgao neural ao ganglio da raiz dorsal na
medula espinal ou ao ganglio trigeminal no tronco encefalico, onde os corpos celulares
dos aferentes primarios estdo localizados. No tronco encefdlico ocorre a primeira
retransmisséo sindptica da informacédo (FRICTON & DUBNER, 2003). Os neurdnios
sensoriais ganglionares ocuparam uma posicdo importante nas vias ascendentes
nociceptivas, pois representam o primeiro local no sistema nervoso onde s&o
processadas as sensacles. Existem evidéncias de que essas células ganglionares
contribuem para o estabelecimento da dor crénica (BINSHTOK et al., 2008).

Sinais nociceptivos dentro do encéfalo sdo enviados para duas grandes areas:
0 cértex somato sensorial, onde o componente sensorial do dor € representado no
cérebro, e o sistema limbico, que é o substrato neural para o componente emocional
da experiéncia de dor responsavel pela sensacédo de sofrimento (SYDNEY & CONTI,
2011). Muitos estados de dor neuropatica tém sido tradicionalmente considerados
como tendo uma etiologia primaria periférica (traumas em fibras). Entretanto, técnicas
de neuroimagem funcionais mostraram que muitas condicdes neuropéticas e outras

dores crbnicas podem ter um componente central (KLAUMANN et al., 2008).
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Figura 1 — Demonstra as vias aferentes através das quais o estimulo nocivo até chega ao
cérebro. Em (a) aplicagdo do estimulo nocivo; (b) fibras aferentes que priméarias; (c) Processamento da
informagdo no corno dorsal da medula espinal; (d) local onde a informacédo é processada para que a

resposta seja emitida e encaminhada pelas fibras eferentes. (OAKLANDER ; 2011)

1.3.
De acordo com 0 mecanismo subjacente a sua origem, a dor pode ser

Estudo da dor e da nocicepcgdao

considerada nociceptiva, dor neuropatica e dor cronica (geralmente associada a
inflamac&o) ou de percepcdo anormal, tal como a hiperalgesia (alodinia)(CERVERO &
LAIRD, 2008; CARROLL. et al., 2010).

A dor nociceptiva é resultante da transducdo de sinal realizada em terminais
aferentes somatossensoriais que convertem a energia mecanica, elétrica, térmica ou
guimica em um potencial de agdo, que é transmitido para o corno dorsal da medula

espinal por fibras nervosas especializadas (KLAUMANN et al., 2008).

z

A dor neuropatica é "a dor iniciada ou causada por uma lesao primaria ou
disfuncdo do sistema nervoso" (TURK & OKIFUJI 2002). A resposta apresenta-se



alterada em pacientes com dor neuropatica, pois ocorre um estado de
hiperexcitabilidade e emisséo de sinal de dor continuo, mesmo na auséncia no tecido
periférico (MACKEY & MAEDA 2004). Pode ser resultante de lesdo ou trauma (por
exemplo, cirurgia), infeccdo (por exemplo, pds-herpética neuralgia), ter origem
enddécrina (por exemplo, diabetes), desmielinizagdo (por exemplo, esclerose mdltipla),
resultar de falhas no metabolismo, de doengas neurodegenerativas (por exemplo,
doenca de Parkinson), ou de danos a medula espinhal ou encéfalo (por exemplo,
acidente vascular cerebral (MACKEY & MAEDA 2004). A dor neuropatica é
caracterizada pela presenca de laténcia e entorpecimento, sensacdes que sao

distintas de dor nociceptiva em queimacdo (YOUNGER et al., 2011).

Ja& dor que estd presente durante a inflamacdo, ocorre quando as células e
tecidos sdo danificados e liberam de mediadores quimicos (inflamatdrios) que
sensibilizam nociceptores (MENDES, 2012). A sensibilizagéo periférica ocorre quando
mediadores inflamatdrios causam uma redugdo no limiar necessario para a
deflagracéo do potencial de agédo apés ativagdo do receptor. Pode ocorrer também
uma sensibilizacdo central de curto prazo, em que ha um aumento da excitabilidade
neuronal e da resposta no corno dorsal da medula espinal. Na sensibilizac&do central,
mediadores inflamatoérios também podem modificar a expresséo de genes que alteram
a transmissao sinaptica, podendo ocorrer a alteragcdes plasticas periféricas e centrais
(PATAPOUTIAN et al., 2009).

Entre os mediadores inflamatérios pode-se citar o &cido latico, a bradicinina
(BK), as prostaglandinas (PG), a substancia P (SP), ions potassio, serotonina,
histamina, fator de crescimento neural (NGF), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP), ions hidrogénio, ATP, citocinas e 6xido nitrico (NO) (FRICTON &
DUBNER, 2003; FRANCO et al., 2004).

As citocinas pro-inflamatorias como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), a
interleucina (IL) 1 e IL6 apresentam grande importancia na hiperexcitabilidade
neuronal (NASCIMENTO et al.,, 2013). H& evidéncias que de estas citocinas
promovam aumento da sintese e liberacdo da metaloproteinase da matriz (MMP) 9,
gue esta estreitamente relacionada com a liberacdo de neutrdéfilos (KAWASAKI et al.,
2008; KHANDOGA et al., 2006; SPEARS et al.,, 2005) e com a manutencdo de
plasticidade sinéptica no tecido neural (CANDELARIO-JALIL et al. 2009). J4 a MMP 2
esta envolvida com o desenvolvimento e regeneracao dos tecidos (YONG, 2005). Esta
familia de proteinas é produzida por células ganglionares em resposta a varios
estimulos, tais como a um processo inflamatério, e podem ser transportados a partir

do corpo celular para a periferia, (JI et al., 2009).



Para uma melhor elucidacdo dos mecanismos fisiopatolégicos da dor visando o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, sdo utilizados modelos animais de
nocicepgao periférica e visceral, ou inflamatdéria (FILLINGIM et. al., 2009; DANIELSKI,
2010). Fillingim et al. (2009) propuseram modelos animais para compreender a
biologia fundamental da iniciagdo, continuacdo e subsequente cessacdo do sinal
doloroso. Os ensaios em animais utilizam estimulos elétricos, térmicos, mecanicos e
quimicos e foram desenvolvidos para estudo da dor nociceptiva e inflamatoria
(MELNIKOVA, 2010). Entre os modelos descritos por Fillingim et. al. (2009) pode—se
citar o teste da formalina, as contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético e

teste da nocicepcéao induzida por glutamato.

O teste da formalina é descrito como um teste nociceptivo de resposta a
estimulo quimico, no qual é aplicada uma injecdo de formalina na pata do animal. A
formalina age no receptor de potencial transiente anquirina 1 e produz uma resposta
passivel de quantificacdo, onde o animal lambe, bate ou morde a pata
(MACPHERSON et al., 2007; MACNAMARA et al., 2007). O teste consiste de duas
fases, sendo que a primeira ocorre durante 0s primeiros minutos ap0s a injecdo e &
relacionada a estimulacao direta do nociceptores. Apds um periodo de laténcia de
aproximadamente vinte minutos, € iniciada uma segunda fase (FARMER & AZIZ,
2013), que envolve mecanismos inflamatoérios e sensibiliza¢@o central no corno dorsal
da medula espinal (AGOSTINI et al., 2009). A primeira fase pode ser inibida por
anestésicos locais, a segunda fase mostra resposta frente a varias drogas como anti-
inflamatorios estereoidas ou ndo estereoidais, opidides e antagonistas de receptores

para glutamato.

No teste de contorcdes abdominais, o acido acético, aplicado
intraperitonealmente, atua como um fator irritante que produz o comportamento
estereotipado mensuravel (LE BARS et al., 2001). A administracdo de acido acético
causa aumento da atividade da fosfolipase da membrana e resposta inflamatéria
mediada por citocinas, eicosandides, leucotrienos e prostaglandinas. Dessa forma,
inibidores da acéo das prostaglandinas, por exemplo, diminuem as contor¢des (CHOI
& HWANG, 2004).

O glutamato é o principal neurotransmissor do sistema nervoso central e esta
também envolvido na nocicepgdo periférica. Sua atuacdo pode se dar tanto na
iniciacdo da resposta nociceptiva (LEE et al., 2007; ZHANG et al., 2009), através de
receptores TRPA1 (KLAFKE et al, 2012), como também na manutengdo na
transmissdo espinal e supraespinal (FUNDYTUS et al., 2001). Por exemplo,

concentracdes elevadas de glutamato em pele e musculos estdo associadas com a



dor (TAMBELI et al., 2003); neurénios do ganglio da raiz dorsal contém receptores de
glutamato (GOUDET et al., 2009; LARSSON, 2009); e a infusdo epidural de glutamato
pode criar hiperalgesia focal (JANE et al., 2009). A resposta mediada por receptores
para glutamato, ionotropicos e metabotrépicos, envolve a sintese de 6xido nitrico (NO)
(BEIRITH et al.,, 2002). Neste sentido, espécies reativas de oxigénio tém sido
implicadas na resposta nociceptiva e inflamatoérias (HEINE et al., 2011).

1.4. Tratamentos para dor
O aumento da variedade de novos farmacos, técnicas cirargicas, da eficiéncia
da reabilitacdo e das opc¢des de tratamento alternativos e complementares favorece o
tratamento de pacientes com dores crbnicas. Entretanto, mesmo quando tratamentos
tem uma boa efetividade para reduzir a dor, muitas vezes produzem efeitos adversos
indesejaveis (DENNIS et al., 2011).

O uso de drogas para tratamento a dor cresceu exponencialmente, com
aumentos nos gastos da ordem de 188% (GUGGENHEIMER & MOORE, 2011).
Dentre as classes farmacoldgicas utilizadas podem ser destacados os farmacos anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINEs), os Opioides, relaxantes musculares e
antidepressivos (OZKAN et al., 2009).

Sao exemplos de AINEs o ibuprofeno, paracetamol e o &cido acetilsalicilico
(AAS). A inibicdo da atividade das COXs é o principal mecanismo de acao dos AINEs.
A enzima COX é importante para a producao de PG, prostaciclinas e tromboxanos que
sensibiliam nociceptores (GELLER et al., 2012).

O AAS inibe a sintese da COX e interfere com a cascata do &cido
araquidénico, bloqueando a sintese do tromboxano, que resulta na inibicdo da
agregacdo plaquetaria. Em altas doses (>325 mg/dia), o0 AAS pode apresentar um
efeito paradoxal, porque ele também inibe a sintese da prostaciclina nas células
endoteliais e plaquetas, que pode favorecer a formacdo de trombos (NATIONAL
INSTITUTE FOR HEALTH AND CLINICAL EXCELLENCE, 2008). Os AINEs
apresentam efeitos adversos, sendo um dos mais graves a gastropatia
(CHAIAMNUAY et al., 2006), além de estarem relacionados com o aumento do risco
cardiovascular (ROELOFS et al., 2008).

Os opiaceos apenas sdo considerados como primeira alternativa do tratamento
para a dor em circunstancias especificas, como durante exacerbac¢éo episoddica de dor
neuropatica grave dor ou em individuos com dor intensa (KNOTKOVA et al., 2009;
DWORKIN et al., 2010; ATTAL et al., 2010), pois possuem efeitos adversos graves



como constipacao, nausea, vertigem, dependéncia, tolerancia e analgesia inadequada
(VISSERS et al., 2010; CHERNY et al., 2001; KORKMAZSKY et al., 2011).

Entre os opidides mais utilizados estdo a morfina, a meperidina, a fentanila, o
alfentanil e o sufentanil (SALIGRAM & BIELEFELDT, 2012). Furlan et al. (2006)
realizaram uma meta-analise de 41 ensaios randomizados, avaliando o efeito dos
opidides para o tratamento de varias formas de dor, incluindo osteoartrite, neuropatia
diabética dolorosa, dor lombar e artrite reumatoide, concluindo que, em média,
opidides promoveram discreta melhora na intensidade da dor e melhora funcional em

comparacao com o placebo.

Os relaxantes musculares sao recomendados como terapia coadjuvante para o
alivio da dor em curto prazo. Em estudos de qualidade, esta classe de farmacos
apresentou um efeito superior ao placebo para fibromialgia, bem como no alivio da dor
e dos espamos musculares. A sedacdo € um efeito colateral comum, que compromete
as atividades de vida diaria (SEE et al.,, 2008). Os relaxantes musculares atuam
interrompendo a transmissao quimica na jun¢do neuromuscular, bloqueando a ligagéo
da acetilcolina com receptores musculares, dai serem denominados de bloqueadores
neuromusculares. Na medula espinal os relaxantes musculares alteram reflexos poli e
monossinapticos, com consequente efeito vasodilatador, aumento do fluxo sanguineo
e inibicao o reflexo de retirada (MANCHIKANTI et al., 2010).

Ja os antidepressivos tém diversos efeitos que podem contribuir para o seu
efeito analgésico, incluindo efeitos sobre receptores onotropicos de glutamado N-metil-
Daspartato (NMDA), de adenosina, serotonina, noradrenalina e sobre os canais de
sédio. Tem sido indicado para tratamento da dor neuropatica, dor lombar e dores de
cabeca (; ATTAL et al. 2006; VERDU et al., 2008)

Os antidepressivos mais utilizados sdo o0s denominados triciclicos, por
exemplo, amitriptilina e ciclobenzaprina, mais frequentemente usadas. Eles atuam
principalmente blogueando a recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ARNOLD et
al., 2010). Os antidepressivos triciclicos tém importantes efeitos colaterais, incluindo
eventos cardiovasculares como hipertensao, hipotensédo postural e arritmias. Além
disso, apresentam baixa torelabilidade, pois doses elevadas podem tornar se téxicas.
Uma revisdo sistematica mostrou efeitos positivos de antidepressivos triciclicos na dor
neuropética, dor lombar, dores de cabeca e sindrome do intestino irritdvel (VERDU et
al., 2008).

Apesar dos importantes avancos na compreensdo da neurofisiologia da dor e

do crescente aumento na disponibilidade de diagndsticos e procedimentos, bem como
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a aplicacdo de modalidades terapéuticas e abordagens mais modernas, atualmente os
tratamentos disponiveis para a dor raramente resultam em resolugdo completa dos
sintomas. Além disso, nota-se grande quantidade de efeitos colaterais (DENNIS et al.,
2011; SERRANO-AGUILAR et al., 2011).

1.5. Produtos naturais
Plantas, fungos, insetos, organismos marinhos e bactérias sdo fontes
importantes de substancias biologicamente ativas e muitos farmacos em uso clinico ou
sdo de origem natural ou foram desenvolvidos por sintese quimica planejada a partir
de produtos naturais (BARREIRO & BOLZANI, 2009; WELLS, 2011). A medida que
mais pesquisas sado feitas com produtos naturais, novos compostos sao identificados,
bem como seus mecanismos de acgdo, inclusive para o tratamento da dor

(CHRISTOPHER & STEPHEN, 2005)

No Brasil observa-se um elevado consumo de produtos naturais. O crescente
indice de utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo favoreceu a implantacéo
desses produtos pelo Sistema Unico de Satde (SUS), através de politicas publicas na
area da saude, que ja conta com 16 Estados em que o produto natural é
disponibilizado. A indicacdo terapéutica de produtos naturais pelos profissionais da
medicina deve estar associada a garantia de seguranca, eficacia e qualidade no
tratamento. Para tanto, o Brasil propds a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no sistema de saude publica (OLIVEIRA et al., 2012).

Essas praticas séo regidas por normas que adequam a utilizacdo dos produtos
naturais a pratica medicinal regulamentada (OLIVEIRA et al., 2012). Dessa forma, o
uso de produtos naturais pode ser considerado um recurso terapéutico valido que
pode incentivar o desenvolvimento comunitario, a integracdo e a participagdo social,
além do desenvolvimento cientifico (BRASIL, 2006; BRAZ-FILHO 2010; MALVEZZI
2010).

7

A apicultura é uma prética realizada por mais de 3.000 anos, sendo
considerada uma atividade importante e bem desenvolvida, com propdsitos
direcionados a criagdo e o manejo de abelhas, bem como de seus subprodutos, desde
a idade do ferro (BLOCH et al., 2010). E uma atividade ecologicamente sustentavel
que gera renda para os produtores e esté aliada a conservagdo do ambiente, tendo
em vista a necessidade de manutencdo do pasto apicola para a obtengcdo destes

produtos. A atividade apicola tem como prerrogativa a conservacdo das espécies



vegetais nativas permitindo a utilizagdo permanente das mesmas pelas abelhas
(OLIVEIRA et al., 2010).

A utilizacdo destes recursos naturais apresenta um significativo retorno
financeiro e de baixo impacto ambiental, podendo ser desenvolvida por pequenos
produtores (SEBRAE, 2003; OLIVEIRA et al.,, 2010). Desta forma, a apicultura
brasileira tem propiciado desenvolvimento econdmico, envolvendo principalmente a
agricultura familiar (OLIVEIRA et al., 2010).

1.6. Proépolis

A propolis € uma mistura resinosa coletada a partir de gemas e exsudatos de
plantas por abelhas (MONZOTE et al., 2012). Esta substancia é usada como material
de isolamento de edificios em colmeias. Devido a sua ampla utilizacdo na medicina
popular, a propolis tem sido objeto de estudo farmacol6gico e quimico intenso.
Ganhou popularidade como um suplemento alimentar e é amplamente utilizado em
alimentos e bebidas em varias partes do mundo. Estudos demonstraram a sua
versatilidade em atividades terapéuticas, incluindo acdo antimicrobiana, anti-

inflamatdria, antitumoral, antioxidante e hepatoprotetora (LOTFY, 2006).

Em geral, a prépolis bruta € composta de 50% de resinas vegetais, 30% de
cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de substancias organicas
(MENEZES, 2005; TOITET al., 2009), podendo as concentracfes sofrer pequenas
modificacBes dependentes do tipo da amostra (BERRETTA et al., 2012). A coloracéo
da prépolis pode variar do marrom escuro passando a uma tonalidade esverdeada até
o marrom avermelhado (LOTFLY, 2006; INOUE et al., 2007).

A composicdo quimica da propolis € complexa e depende da flora local no sitio
de recolha. Amostras de propolis de zonas tropicais apresentam composi¢do quimica
variavel, que inclui terpendides, derivados de acidos organicos prenilados, lignanas e
flavonéides (BANKOVA et al., 2000; SFORCIN et al., 2000; CUESTA-RUBIO et al.,
2007, DURAN et al., 2008, SALOMAO et al., 2008; CASTRO et al., 2009; MONZOTE
et al, 2012). No Brasil, sdo descritas propriedades biologicas e composi¢cdes quimicas
distintas para diferentes amostras coletadas em diferentes partes do pais, que foram
agrupadas em 13 tipos a partir da caracterizagdo dos perfis fisicos, quimicos e
botanicos. (TRUSHEVA et al., 2006 ;MENDONCA, 2010).

A propolis de cor castanho claro (tipos 2 e 4) é encontrada no Rio Grande do
Sul e Parand, respectivamente. A que apresenta coloracao castanho escuro pertence

ao grupo 8, de Pernambuco. A prépolis do grupo 3 é proveniente do Parana. Tem
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como origem boténica a resina do botéo floral de Populus alba e encontram-se éster
do &cido dimetil dialil caféico, crisina e galangina em sua composi¢do quimica. A
propolis amarela e amarela escuro caracterizam os grupos 1 do Rio Grande do Sul, 9
de Pernambuco, 10 do Ceard e 11 do Piaui. J& a variedade marrom esverdeado €
encontrada no Paran& (grupo 5) e na Bahia (grupo 7) (MENDONCA, 2010).

A variedade mais estudada e comercializada é a propolis verde ou marrom
esverdeada representativa do grupo 12, encontrada principalmente em Sao Paulo e
Minas Gerais. Esta variedade tem sua origem botanica a resina de folhas jovens de
Baccharis dracunculifolia e apresenta em sua composicao quimica flavonéides, acidos
fendlicos, cetonas, aldeidos aromaticos, alcodis, terpenos, acidos graxos,
aminoacidos, oligoelementos, vitaminas B1l, B2, B6, E, C e hidrocarbonetos. A cor
marrom avermelhado (grupo 6) é encontrada na Bahia, possuindo origem botanica
atribuida principalmente a resina de folhas jovens de Hyptis divaricata (MENEZES,
2005).

Diversos compostos quimicos ja foram identificados e/ou caracterizados na
propolis. As substancias mais comuns encontradas nas variedades brasileiras sdo os
acidos fendlicos (acido gélico) (MARCUCCI et al., 2001; BARBOSA, 2009; BECHER
et. al, 2010), os flavonodides (como a quercetina, pinocembrina e formononetina), os
derivados do &cido cinamico, ésteres, terpenos, aldeidos e cetonas, fenilpropandides
(como os &cidos caféico e clorogénico) (LUSTOSA et al.,, 2008). Também foram
identificados elementos inorganicos como o cobre, manganés, célcio, aluminio, silicio,
zinco, cromo (MARCUCCI, 1996) e vitaminas (A, B1, B2, B6, C, E) (MENEZES, 2005).
Estas substancias sdo consideradas biologicamente ativas (MARCUCCI et al., 2001;
BARBOSA, 2009; BECHER et. al, 2010).

Dentre os compostos citados, o grupo dos flavondides tem sido mais
intensamente estudado (LUSTOSA et al., 2008). A ingestdo de flavondides e
terpendides pode interferir em diversos processos fisiolégicos, atuando nos
mecanismos responsaveis por promover a cicatrizagdo de ferimentos, principalmente

devido as suas caracteristicas adstringente e antimicrobiana (WILLIAMS et al., 2004).

Além disso, os flavondides apresentam atividades inibidoras do ciclo-oxigenase
(COX) e lipooxigenase, de reducdo de prostaglandina E2 (PGE2) e reducdo da
expressao da isoforma induzida da COX (COX-2) (BERRETTA et al.,, 2012). Desta
forma, podem modular a resposta inflamatéria. Os flavondides apresentam também
atividade antioxidante e moduladora do sistema imune (WILLIAMS et al.,, 2004;
ADELMAN, 2005; ALENCAR et al., 2007). Nao obstante, a propolis vermelha cubana



avaliada sob a forma de extratos hidroetandlicos, ricos em flavondides, apresentou
atividade anti-inflamatéria (LEDON, 1997), cicatrizante, anestésica e antioxidante
(ADELMAN, 2005).

1.7. Prépolis vermelha
A propolis de coloracdo vermelha tem sido encontrada na costa da regido
nordeste do Brasil (Daugsch, et al., 2008); em Cuba (Piccinelli et al, 2011).;
Venezuela (Trusheva et al, 2004.); México (Lotti et al., 2010) e China (Daugsch et al,
2008; lzuta et al., 2009; Silva et al., 2009; Piccinelli et al., 2011; OHGUCHI et al., 2012)

e foi classificada como pertencente ao grupo 13.

No Brasil, € encontrada nos estados de Alagoas, Sergipe, Bahia, Paraiba e
Pernambuco (MENDONGCA, 2010). Em Cuba, devido a grande diversidade boténica e
riqueza da flora, foram identificados trés tipos de prépolis, com base em suas classes
de metabdlitos secundarios: marrom (BCP), vermelho (RCP) e amarelo (YCP)
(CUESTA-RUBIO et al., 2007). Além disso, varias atividades bioldgicas da prépolis
cubana foram descritas, tais como antipsorico, anti-inflamatérias (LEDON et al., 1996)
e antitumoral (POPOLO et al., 2009).

Tem sido relatado que esta variedade ¢ tipica de Cuba, onde a fonte vegetal foi
identificada como nemorosas (Clusiaceae) (CUESTA — RUBIO et al., 2002) e
Venezuela, onde as abelhas recolhem-no de Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al,
2004; PICCINELLI et al., 2011). Nos mangues do litoral nordestino brasileiro, a fonte
apicola da propolis vermelha é o exudato do caule da Dalbergia ecastophyllum.
Importantes constituintes quimicos descritos foram os flavonoides (pinocembrina,
formononetina, rutina, quercetina, dalbergina entre outros) e acidos fendlicos (acido
feldrico) (TRUSHEVA et al., 2006; SOUSA, 2007; MENDONGCA, 2010; DAUGSCH et
al., 2008, 2013).

Propolis vermelha de Alagoas obteve recentemente a Indicacéo geogréfica (GI)
pelo Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), e é a Unica prépolis vermelha
de origem certificada no Brasil (SEBRAE, 2012). L6pez et al. (2014) realizaram um
estudo onde separou o0s tipos as propolis vermelhas do nordeste do Brasil. Agrupou as
propolis vermelhas de Alagoas e Paraiba e separou a amostra de Sergipe como
pertencente ao grupo B. Foi reportado que a propolis vermelha de Sergipe apresentou

formononetina e biochanina A como 0s componentes principais.

Lépez et al. (2014) caracterizaram amostras de prépolis vermelha brasileira

que foram divididos em dois grupos de acordo com a predominancia de ions
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marcadores especificos. No grupo B, os ions marcadores foram 0s mesmos
apresentam na D. ecastophyllum (formononetina biochanina A e pinocembrina). Para o
Grupo A o ion marcador foi provavelmente uma benzofenona de uma espécie de
Guttiferae. Estes resultados indicam que, pelo menos duas espécies de plantas sédo as
principais fontes de resinas para a prépolis vermelha brasileira e a sua contribuicao
depende de cada espécie para a composi¢ao da propolis que vai variar regionalmente
e provavelmente sazonalmente, resultando em dois tipos diferentes de prépolis

vermelha brasileira.

Em relacdo a atividade bioldgica da propolis vermelha, Franchi et al. (2012)
realizaram uma comparacao entre a citotoxicidade das variedades verde e vermelha
de propolis brasileira em linhagens de células leucémicas e os resultados mostraram
que a proépolis vermelha foi mais citotdéxica. Os autores sugeriram a possibilidade da

utilizacdo de componentes da propolis vermelha no tratamento do cancer.

Siqueira et al. (2009) também compararam a acdo de extratos etandlicos de
prépolis verde e vermelha quanto a sua atividade antifingica e observaram que o
extrato de prépolis vermelha foi mais efetivo. Albuquerque-Janior et al., (2009)
demonstraram que a incorporacao da propolis vermelha em filmes de colageno bovino
tipo | foi capaz de melhorar a cicatrizagéo de feridas realizadas no dorso de ratos, por
modulacdo dindmica da evolucdo do processo de inflamatério e da deposicdo de
colageno.

Almeida et al. (2013) relataram a incorporagdo do extrato hidroalcodlico da
propolis vermelha em filme podem fornecer reducdo de estimulos quimiotéticos,
induzida por prostaglandina, e também a eliminacdo microbiana rapida associada a

fagocitose, o0 que por consequéncia, pode melhorar o a cicatrizacao.

A prépolis vermelha demonstrou atividade antioxidante e antimicrobiana em
estudos in vitro (ALENCAR et al.,, 2007; IZUTA et al., 2009). Lio et al.,, (2012)
mostraram que extrato etandlico de prépolis vermelha brasileira interfere com a
homeostase do colesterol podendo ser benéfico na terapia e prevencdo da
arteriosclerose. Este mesmo grupo (LIU et al., 2010) reportou que o extrato etanélico
da propolis vermelha modificava a diferenciacdo de adipocitos e poderia ser utilizado
no tratamento da obesidade. Daleprane et al., (2011 e 2012) realizaram estudos in
vivo e in vitro, e demonstraram que polifendis da propolis vermelha reduzem lesdes

arteriosclerdticas, por meio de a¢do antiangiogénica e anti-inflamatoria.

Muitas acOes descritas podem estar relacionadas as caracteristicas quimicas

desta substancia. A propolis vermelha brasileira possui novos compostos bioativos em



relacdo as variedades antes estudadas e alguns sdo exclusivamente encontrados na
propolis proveniente de Sergipe. A tabela 1 resume os principais resultados relativos a
composi¢ao quimica da prépolis vermelha.

Quadro 1. Composi¢do Quimica da Prépolis Vermelha

AUTOR COMPOSICAO QUIMICA

MATSUDA et al.,, 2002; ROCHA et al.,, 2003; Flavondides (galangina, quercetina, formononetina,
OZKUL et al., 2004; HU et al., 2005; HAYACIBARA pinocembrina e kaempferol), acidos aromaticos e
et al., 2005 ésteres, aldeidos e cetonas, terpendides e
fenilpropandides (clorogénico), esterdides,
aminoacidos, polissacarideos, hidrocarbonetos,

acidos graxos.

DAUGSCH et al., 2008; RIGHI, 2011; SUN et al., Isoflavondide (formononetina), flavonoides, acidos
2012 aromaticos e ésteres, aldeidos e cetonas,
terpendides e fenilpropandides.

MARCUCCI, 1996 Cobre, manganés, ferro, célcio, aluminio, vanadio
e silicio.
LIMA, 2006; VOLPI & BERGONZINI, 2006 Flavondides (como a galangina, quercetina,

pinocembrina e kaempferol), acidos fendlicos.

LOPEZ et al., 2014 Flavondidee isoflavonas (chrysin, kaempferol,
quercetina, naringenina, pinocembrina,

formononetina, biochanina A e daidzeina)

Embora ocorram alteraces significativas nas concentracées de componentes
fendlicos durante o ano, além de alteracdo na coloracdo da amostra (MENDONCA, et
al. 2011), a prépolis vermelha apresenta como composto majoritario o isoflavondide
formononetina (RIGHI, 2011; SUN et al., 2012).

A formononetina é encontrada na propolis vermelha (DAUGSCH et al., 2008) e
em outras fontes naturais, tais como leguminosas (WANG et al., 2008; DELGADO-
ZAMARRENO et al., 2012) e possui acdo anti-inflamatéria e antioxidante (DAUGSCH
et al.,, 2008; NEWARIRY et al., 2009). Os mecanismos de ac¢do farmacoldgica desta
molécula tém sido demonstrados em estudos in vitro e in vivo. Park et al., (2010)
encontraram evidéncias de que esta substancia regulou a acdo de mediadores
proteicos citotoxicos em células neuronais apds hipoxia, exercendo acgéo
neuroprotetora. Huh et al. (2011) encontraram indicios de sua acdo na regulacédo de
fatores de transcricdo que favorecem o processo de cicatrizacdo em ratos e em

experimentos in vitro.

17



A formononetina demonstrou também possuir agdo antitumoral auxiliando a
inibicdo da proliferacéo de células prostaticas cancerigenas de origem humana (YE et
al.,, 2012) e células cancerigenas mamarias de ratos (CHEN et al., 2013). Quando
administrada isoladamente, ou associada a outros flavonéides, diminuiu o estresse
oxidativo em modelo para estudo da doenca de Alzheimer (OCCHIUTO ET AL., 2009)
e reduziu a morte neuronal in vitro (CHEN et al., 2008; SUN et al., 2012).

Finalmente, cabe salientar que diferentes variedades de prépolis tém sido
amplamente utilizadas em processos inflamatorios e infecciosos, principalmente em
funcdo de sua atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria. Embora esses processos
possam frequentemente ser acompanhados por estados dolorosos, ndo ha estudos

visando o estudo da atividade antinociceptiva da prépolis vermelha.



OBJETIVOS

GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar a atividade antinociceptiva do
extrato Hidroetandlico da prépolis vermelha utilizando modelos animais.

ESPECIFICOS

v Verificar a reducao algica produzida por estimulos nocivos quimicos através
da:

o Realizacado de testes para as vias centrais;
o Realizacao de testes para as vias periféricas;
e Realizacéo de testes para as vias neurogénicas.

v Verificar o possivel efeito depressor sobre o sistema nervoso.
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2. METODOLOGIA



2.1. Obtencédo da Prépolis e Caracterizacdo do Extrato
A prépolis de coloragéo vermelha foi coletada das frestas das tampas de caixas
produtoras de propolis do apiério localizado no Povoado Brejado dos Negros, Municipio
de Brejo Grande no Estado de Sergipe, Brasil, em outubro de 2011 (S 10°2825" e O
36°26'12"). O material coletado foi etiquetado e acondicionado em recipientes estéreis,
encaminhados ao Instituto de Tecnologia e Pesquisa (ITP) da Universidade Tiradentes

(UNIT), onde a amostra foi pesada e refrigerada para posterior extracao.

A extracdo foi realizada conforme método descrito por Maia-Aradjo (2009). A
amostra de propolis foi extraida com 12,5 mL de etanol a 70% durante 1 h em banho
de ultrassom. O extrato obtido ao final do processamento foi filtrado, e o solvente
eliminado por evaporacdo em capela de exaustdao em temperatura ambiente por 48h.
O material resultante (extrato seco) foi armazenado em frasco &mbar previamente
identificado e em seguida conservado sob-refrigeragdo. A ressuspensao do extrato foi
feita em concentracdes de 20 mg/mL e as doses administradas foram de 3, 10 e 30
(LEDON et al., 1996; Barbosa, 2014).

A composigao quimica do extrato hidroetandlico de propolis vermelha (EHPV)
foi determinada usando método cromatogréfico. Foi utilizado coluna de fase reversa
(XP-ODS 50 x 3 mm; tamanho de particula 2.2 um) e detector com fotodiodo
(Shimadzu Co.), utilizando metodologia descrita por Alencar et al.(2007), com
modificagbes. O EHPV foi dissolvido em metanol (50 mg /mL) e filtrado com filtro de
0,45 um (Millipore). Aliquotas de 2 pL de EHPV 1% (m/v) foram injetadas no sistema
cromatogréfico. Foi utilizado um gradiente de elui¢do linear de agua (solvente A) e
metanol (solvente B), iniciando com 40% de B e aumentando para 60% de B (ap0ls
22,5 min), elevando para 90% B (37.3- 42.3 min) e diminuindo para 30% de B (apos
42,3 min) com um fluxo de solvente de 0,4 mL/min. O cromatograma foi construido no
comprimento de onda de 260 nm e foi processado utilizando software LC solution. Os
seguintes padrbes de flavondides e fendlicos foram utilizados: formononetina,
quercetina, kaempferol, pinocembrina, 3-hidroxi-7-metoxiflavona, catechina,

epicatechina, rutina, gallato de propila, acido ferulico e acidop-coumarica.

O rendimento do processo de extracdo foi estimado com base no percentual da
massa seca obtida, a qual foi calculada tendo como referéncia a massa inicial da

propolis antes da extracdo (BRASIL, 2001).
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2.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (30 - 40g), machos, adultos,
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Sergipe (S&o Cristovao, Brasil).
Os animais foram mantidos em caixas de polietileno, em ambiente climatizado
(25+2°C) com ciclo circadiano de 12 horas. Os animais foram aleatoriamente
organizados em grupos e mantidos em caixas plasticas, com agua e ragao (Purina®)
ad libitum, e a troca de serragem foi realizada a cada 2 dias. Os experimentos foram
conduzidos durante o periodo das 7 as 17 h. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Tiradentes
(protocolo niumero 011213) e atenderam as normas da Comissao Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA).

2.3. Avaliacéo da atividade antinociceptiva

2.3.1. Contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético
As contor¢des abdominais foram induzidas pela injec&o intra peritonial de acido
acético (solucdo a 0,6%, 0,1 mL/10 g) em camundongos, onde foram mensuradas
contracdes no musculo abdominal e alongamento dos membros traseiros, (KOSTER;
ANDERSON; DEBBER, 1959).

Os animais (camundongos Swiss, 20-30 g, n=6/grupo) foram pré-tratados com
EHPV (3, 10 ou 30 mg/kg), acido acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg, usado como
controle padréo), ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, 0,1 mL/10 g, usado como controle
negativo), por via oral, 60 min antes da aplicacdo do estimulo doloroso. As contor¢des
foram contadas, por um mesmo avaliador, durante um periodo de 20 min, comec¢ando

5 min apés a administragdo do acido acético.

2.3.2. Teste daformalina

O teste da formalina foi realizado de acordo com o método descrito por
Dubuisson e Dennis (1977) e posteriormente modificado por Hunskaar e Hole (1987).
Os camundongos (n=6/grupo) foram pré-tratados com o HEPV (3, 10 ou 30mg/kg, via
oral, 60 min antes), morfina (3 mg/kg; i.p., 30 min antes), AAS (300 mg/kg, via oral, 60
min antes) ou veiculo (Tween 80 (0,2% em salina 0,9%, 0,1 mL/10 g, via oral, 60 min
antes) e foi realizada a injegédo sub plantar. da solugdo de formalina a 2% (20 uL/pata
traseira direita). O tempo que o animal gastou lambendo ou mordendo a pata foi

medido durante a primeira (0-5 min) e a segunda (15-30 min) fases do teste.



2.3.3. Teste da nocicepcdao induzida por glutamato

Os camundongos (n=6/grupo) foram pré-tratados com o HEPV (3, 10 ou
30mg/kg, via oral, 60 min antes), morfina (3 mg/kg; i.p., 30 min antes) ou veiculo
(Tween 80 (0,2% em salina 0,9%, 0,1 mL/10 g, via oral, 60 min antes) e foram
submetidos a injecdo sub plantar. de 20 yL de uma solugdo de glutamato (20
pmol/pata) na superficie ventral da pata posterior direita. Em seguida, os animais
foram observados por um periodo de 15 min iniciados imediatamente apds a injecdo
de glutamato em caixas espelhadas (BEIRITH et al., 2002). O tempo despendido pelos
animais para lamber ou morder a pata injetada foi registrado com auxilio de

crondmetro e considerado como indicativo de nocicepcao.

2.4. Avaliacdo da atividade motora

Com o objetivo de detectar possiveis efeitos depressores ou estimulantes
sobre 0 SNC, através da observacdo de aumento ou diminuicdo da atividade motora
espontanea, foi utilizado o teste de campo aberto. Os camundongos (n = 5/grupo)
receberam EHPV (50 mg/Kg, via oral), veiculo (tween 80 a 0,2%, via oral) ou
haloperidol (0,2 mg/Kg, i.p.) trinta minutos antes da avaliagdo. Foi utilizado um
equipamento retangular (area 4.830,25 cm?), confeccionado em madeira branca, com
paredes de 34,5 cm e a base subdividida em 16 quadrantes (Hongxing et al., 2007;
O’Leary et al., 2013). Os parametros avaliados durante cinco minutos foram:
exploracdes horizontais (numero de quadrantes percorridos), exploracdes verticais
(nimero de vezes em que 0 animal permanece sobre as patas posteriores)

autolimpeza (grooming) (Whimbey & Denenberg, 1967).

2.5. Andlise Estatistica
Os resultados dos experimentos foram expressos com média + erro padrao da
média (E.P.M.) e analisados utilizando-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida do pdés-teste de Bonferroni. Foi utilizado do programa Graph Pad Prism

(verséo 5.0). Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3. Resultados



3.1. Teste de contor¢cdes abdominais
O EHPV promoveu reduc¢do no niumero médio de contor¢des abdominais, de
maneira dose dependente (46,6, 73,7 e 88,9%, respectivamente, a 3, 10 e 30 mg/Kg, p
<0,001, figura 2), enquanto o grupo tratado com o AAS (300 mg/Kg) apresentou uma
reducéo de 83,7% (p<0,001, figura 2).
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Figura 2. Efeito do extrato hidroetandlico da prépolis vermelha (EHPV) sobre o numero de
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético a 0,6%. Valores expressos como média + E.P.M.
***n<0,001 em relagdo ao controle. ANOVA seguida pelo pds — teste Bonferroni (n = 6/grupo). AAS: acido

acetilsalicilico.

3.2. Teste de formalina

A aplicacdo de formalina induziu comportamento nociceptivo na primeira
(neurogénica) e segunda (inflamatdria) fase do teste (72 + 3,8 e 95,4 + 8,2 segundos,
respectivamente, figura 3). O tratamento com EHPV a 30 mg/Kg produziu reducgdo
significativa na fase neurogénica (61%) e todas as doses testadas reduziram a fase
inflamatoéria (77,2, 75,8 e 83,7% a 3, 10 e 30 mg/Kg, p <0,001, figura 3). De maneira
similar, a morfina (3 mg/Kg) causou inibig&o significativa de 62,1 e 91,4% na primeira e
segunda fases (p <0,001) e o AAS (300 mg/Kg) causou inibicdo de 35,8 e 82%,

respectivamente (p <0,001, figura 3).
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Figura 3. Efeitos do extrato hidroetanolico da propolis vermelha (EHPV) sobre a nocicepcao

induzida pela injecéo intraplantar de formalina (2%, 20 pL) na primeira (neurogénica) e segunda fase

(inflamatéria) do teste. Valores expressos como média + E.P.M do tempo gasto lambendo ou mordendo a

pata (reagdo). *** p < 0.001em relacéo ao grupo veiculo, ANOVA seguida pelo pds — teste Bonferroni (n =

6/grupo). AAS: acido acetilsalicilico.

3.3.

Teste de glutamato

O tratamento oral com EHPV atenuou a nocicepg¢ao induzida por glutamato na

dose de 30 mg/kg (74,1%, p <0,001, figura 4). Resultado semelhante foi observado

para a morfina (3 mg/Kg; 75,9% p <0,001).
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Figura 4. Efeito do extrato hidroetanolico da propolis vermelha e da formononetina sobre a
nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato (20 pmol/pata). Valores expressos como
média + E.P.M. ***p<0,001 em rela¢&@o ao grupo veiculo. ANOVA seguida pelo pds — teste Bonferroni (n =
6/grupo).

3.4. Teste do campo aberto
Nenhuma modificacdo foi observada apés tratamento com EHPV (50 mg/Kg,
via oral) com relacdo aos parametros avaliados no teste de campo aberto. Por outro
lado, o haloperidol (0,2 mg/kg, i.p.) reduziu as explora¢des horizontais (p <0,001), as
exploracdes verticais (p <0,001) e o comportamento de auto-limpeza (p <0,05, tabela
1).
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Tabela 2: Resultados do teste de campo aberto

Tratamento Exploracdes Exploracdes Auto-
horizontais verticais limpeza
Veiculo 133.20 + 8.69 31.80+6.89 3.80%1.32
EHPV (50 mg/kg, via oral) 144.80 +£6.81 33.80+2.89 4.00%+1.14

Haloperidol (0,2 mg/Kg, i.p.)  75.50 + 4.25%* 10.75 + 4.78* 1.26 + 0.25*

EHPV: Extrato hidroetandlico de propolis vermelha; ***p<0,0001, **p<0,001, *p<0,05 em relagdo ao

veiculo, ANOVA seguida pelo pés-teste Bonferroni (n = 6/grupo).



4.

Discussao
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No presente trabalho, a atividade antinociceptiva do EHPV foi avaliada in vivo
utilizando estimulos quimicos. Os testes aplicados visaram elucidar os possiveis

mecanismos de acao, central e/ou periférica, do EHPV.

Para avaliacdo do efeito do EHPV na nocicepcdo periférica foi utilizado
primeiramente o teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético, que é
considerado um modelo de dor visceral (Collier et al., 1968). Neste modelo, a dor é
gerada indiretamente através de mediadores enddgenos (Julius and Basbaum, 2001,
Serhan and Haeggstrom, 2010) como a histamina, bradicinina, serotonina,
prostaglandinas (Duarte et al., 1988) e citocinas pré-inflamatérias [fator de necrose
tumoral (TNF)-a, interleucina (IL)-18 e IL-8] produzidas por macréfagos e mastocitos
(Ribeiro et al., 2000).

Estes mediadores inflamatérios sdo capazes de aumentar a permeabilidade
vascular, reduzir o limiar de nocicepgdo e estimular terminais de fibras nociceptivas
aferentes (Martinez et al., 1999), através da ativacdo de canais ibnicos sensiveis a
acidos ou de receptores de potencial transiente vaniléide do tipo 1 (TRPV1; Ykeda et
al., 2001; Gavva et al., 2005; Premkumar and Abooj, 2013).

O EHPV reduziu as contor¢cdes de maneira dose-dependente, sugerindo acéo
anti-inflamatéria. Em concordancia com esta hipotese, estudos utilizando amostras de
propolis vermelha Cubana (Leddn et al., 1997), propolis verde brasileira (Paulino et al.,
2006) e propolis da Bulgéaria (Paulino et al., 2003) reportaram acado anti-inflamatéria. A
artepelina C, por exemplo, um composto encontrado em grande quantidade na
propolis verde, apresentou agdo anti-inflamatdéria periférica com redugéo de neutrdéfilos
e edema e diminuicdo dos niveis de prostaglandinas in vivol. Os autores também
observaram reducgéo da producdo de 6xido nitrico e da atividade do fator nuclear-kB
(NF-kB) in vitro (Paulino et al., 2008). Outra variedade de prépolis, a geopropolis
proveniente da regido Nordeste do Brasil, também mostrou resultado antinociceptivo
na dor periférica, promovendo a reducdo na producéo de TNF-a e IL-1B (Franchin et
al., 2012).

Cabe ressaltar ainda que o EHPV apresenta elevada quantidade de
flavonoides em relagdo a outra amostras e estes compostos quimicos possuem
atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria: eles sdo capazes de inibir as lipo-
oxigenases, a ciclo-oxigenase (COX)-2, a histamina, fosfolipases, glutationa-S-
transferase e NAHPH-oxidase e suprimir a ativagdo do NF-kB (Odontuya et al., 2005;
Rathee et al., 2009; Zhang et al., 2012). Foi demonstrado ainda que os flavonoides

apresentam atividade antinociceptiva por modularem a expressdo de genes proé-



inflamatorios que codificam a sintese de COX-2 e sintase de 6xido nitrico induzida
(iNOS; Liang et al., 1999; Righi et al., 2013).

Mais especificamente, importantes constituintes do EHPV como a daidzeina,
quercetina e canferol (Alencar et al., 2007; Daugsch et al., 2008), reduzem a formacao
de NO em resposta a estimulos inflamatorios (Haméléinen et al., 2007).

Deve ser considerado ainda que é&cidos fendlicos presentes no EHPV (Righi et
al., 2011) poderiam antagonizar a acdo nociceptiva do acido acético, por competirem

com canais i6nicos sensiveis a acidos.

O teste da formalina foi utilizado para a avaliacdo da resposta nociceptiva
neurogénica e a elucidacdo da resposta periférica inflamatoria. Este teste consiste de
duas fases, sendo que a primeira (neurogénica) € acusada pela ativacdo de
nociceptores através de TRPALl(McNamara et al., 2007), enquanto a segunda
(inflamatdria) é mediada é mediada por uma combinacdo de entrada periférica e
sensibilizacdo de neurdnios na medula espinal (Hunskaar and Hole, 1987). Além
disso, enquanto o teste de contor¢bes é sensivel a drogas com acdo tanto central
quanto periférica (Hendershot and Forsaith, 1959; Chernov et al., 1967; Pearl et al.,
1968; Loux et al., 1978), no teste de formalina observa-se um efeito diferencial para
drogas com acao central e periférica. Assim, compostos com ac¢ao central diminuem
ambas as fases enquanto compostos com acao periférica, como os AINEs, agem
blogueando apenas a segunda fase (Shibata et al., 1989).

Neste sentido, tanto o EHPV (30 mg/Kg) quanto a morfina (3 mg/kg)
diminuiram a resposta na primeira e segunda fases do teste, enquanto o AAS (300
mg/Kg) reduziu apenas a segunda fase. Os resultados para estas drogas padréo sédo
consistentes com estudos prévios (Malmberg and Yaksh, 1992) e indicam que o HERP
age tanto na nocicepgdo central quanto periférica. EM adigdo, os resultados

corroboram que o EHPV e/ou seus componentes possuem atividade anti-inflamatdria.

Com relagéo a atividade anti-inflamatoria, cabe discutir que a analise quimica
do EHPV evidenciou um pico cromatografico identificado como a isoflavona
formononetina. Este dado estd de acordo com trabalhos anteriores (Daugsch et al.,
2008; Righi et al., 2011) e foi demonstrado que a formononetina exibe atividade anti-
inflamatoria, sendo capaz de reduzir a acéo de IL-18 e NF-kB in vitro (Wang et al.,
2012). Além disso, a formononetina apresentou acdo neuroprotetora in vivo através de
efietos anti-inflamatérios e antioxidantes, onde foi evidenciada reducdo de TNF-a and

IL-6 (Li et al., 2014) e aumento da superoxido dismutase (Ma et al., 2013). Dessa
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forma, a acédo de reducéo da nocicepc¢ao periférica do EHPV poderia ser mediada, ao

menos em parte, pela formononetina.

Para uma melhor compreensdo dos efeitos associados a nocicepgao
neurogénica, foi realizado o teste com o glutamato. O glutamato € um importante
neurotransmissor no SNC. Perifericamente, est4 envolvido na transmisséo da resposta
dolorosa, tanto na deflagracdo do estimulo quanto na modulacdo e manutengcédo da
resposta (Beirith et al., 2002). Além disso, estudos mostram que o glutamato é
importante para a transmisséo espinal e supraespinal da dor (Aanonsen et al., 1990;
Mao et al., 1992; Fundytus, 2001). No presente estudo, foi observado que o EHPV (30
mg/Kg) promoveu efeito antinociceptivo sobre a resposta induzida por glutamato. A
acdo do glutamato envolve receptores metabotrépicos e ionotrépicos [N-metil-D-
aspartato (NMDA) e ndo-NMDA], que estdo associados a ativacao da via se sintese do
NO (Dickenson and Sullivan, 1987; Beirith et al.,, 2002) e também é modulada por
receptores TRPAL (Klafke et al., 2012).

O NO e outras espécies reativas de oxigénio (EROs) tem sido implicados no
dano tecidual e subsequente resposta nociceptiva (Schmidtko et al., 2008; Heine et al.,
2011). Em adicdo, os EROs aumentam a transmisséo sinéptica excitatéria no corno
dorsal da medula espinal, através da ativacdo de TRPA1l e TRPV1 (Nishio et al.,
2013). Considerando que o EHPV e seus componentes apresentam potente atividade
antioxidante (Righi et al., 2011; Frozza et al., 2013), o efeito antinociceptivo observado
neste estudo pode ser atribuido também a sua capacidade de sequestrar radicais

livres.

Em conjunto, os achados dos testes de formalina e glutamato indicam que o
EHPV tenha efeitos na nocicepgéo inflamatéria e neurogénica. Embora uma dose
maior de EHPV tenha sido necesséria para obtencdo de efeitos similares a morfina, o
EHPV nado promoveu efeitos adversos na atividade motora espontanea, conforme
observado no teste de campo aberto. Dessa forma, o EHPV pode vir a representar

uma alternativa terapéutica em relagéo aos opidides.

Em adicdo, efeitos do HEPV com menores doses foram observados no teste de
contorcdes. Este teste é considerado mais sensivel, pois elicia o efeito antinociceptivo
com doses inferiores as utilizadas em outros testes (Bentley et al., 1983), devido a
interagdo direta dos compostos testados com receptores periféricos na cavidade

peritoneal (Bentley et al., 1981).

Em concluséo, os resultados indicam que o EHPV apresente efetiva acéo

nociceptiva central e periférica.



5.

Conclusoes
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O EHPV apresentou em sua composi¢cdo quimica a isoflavona formononetina
gue tem reportada acdo anti-inflamatéria. Quando avaliada a atividade antinociceptiva
frente a estimulos quimicos, o EHPV diminiu as contor¢des abdominais induzidas por
acido acético e reduziu o tempo de reagdo produzida pela inje¢éo plantar de formalina
(primeira e segunda fases) e de glutamato. Portanto, embora mais estudos sejam
necessarios para avaliar o mecanismo de a¢do subjacente, os resultados indicam que
o0 EHPV apresente acdo antinociceptiva central e periférica (inflamatdria) e pode vir a

representar uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da dor e inflamacao.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Propolis has been used as a folk medicine for
centuries around the world due to exhibit a wide spectrum of biological activities. Red
propolis, a new Brazilian variety of this apimaterial, presented unusual chemical
composition, including isoflavones, such as formononetin and biochanin A. Since both
propolis are traditionally used as medicine and commercialized with no label
differentiation, the study of the red propolis extract activities become important to clarify
if this product has the same activities from the commercial ones. In this work, we
demonstrated the potential action of hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) as a
gastroprotective and antinociceptive drug on experimental models.

Materials and methods: HERP was characterized by HPLC/DAD analyses and
determination of flavonoids. The biological activity of HERP was evaluated using three
antinociceptive models (abdominal contorsion, formalin, glutamate) and also using
open field test. In order to assess the gastroprotective activity, four gastric-ulcer models
were performed (pyloric ligation, mucus secretion, ethanol and NSAID-induced gastric
ulcers).

Results: The sample of HERP presented 21.62 mg/g of formononetin. Acute
pretreatment with oral HERP administration caused a significant decrease (p<0.001) in
the number of abdominal writhes in all doses (3, 10 and 30 mg/kg). In the formalin test,
all HERP doses (3, 10 and 30 mg/kg) also inhibited the late phase (inflammatory pain)
of formalin-induced licking (p< 0.001), but the inhibition of neurogenic pain was
observed by using the highest dose (30 mg/kg). Similar behavior was presented in
glutamate-induced model, that presented 74.1% of inhibition at 30 mg/kg (p<0.001).
There was no significant difference in open field test. Concerning gastroprotective
property, HERP showed a decreased ulcerative lesion index at 500 mg/kg using
ethanol-induced model. At the same dose, the histologic sections showed that there
was a preservation of the gastric epithelium in both models (ethanol and NSAID-
induced ulcer). The mucus production was also increased at 500 mg/kg.

Conclusions: We demonstrated that HERP presented activity as antinociceptive and
gastroprotective agent and the results point to that these activities were dose-related
manner.

Keywords: propolis, analgesics, flavonoids, mucus, stomach ulcer

Glossary

ASA, acetylsalicylic acid; CAPE, caffeic acid; COX, cyclo-oxygenase; HERP,
hydroalcoholic extract of red propolis; IL, interleukin; iNOS, inducible nitric oxide
synthase; Morph, morphine; NF-kB, nuclear factor-kB; NMDA, N-methyl-D-aspartate;
NO, nitric oxide; NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug; PG, prostaglandin; ROS,
reactive oxidative species; TNF, tumor necrosis factor; TRPA1L, transient receptor

potential ankyrin 1; TRPV1, transient receptor potential vanilloid 1; ULI, ulcerative

lesion index.
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1. Introduction

Pain states are related to a series of diseases and tissue injury, and usually appear
as a sign of inflammatory conditions. The nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAID)
are commonly used to treat pain, but its long term use is closely associated with
complications of the gastrointestinal tract, including peptic ulcers (Tielemans et al.,
2014). Therefore, new therapies for alleviating pain and avoid side effects such as
gastrointestinal disorders are required.

Natural products are, in turn, potential sources for new compounds. For example,
propolis is a bee product widely used from early times in folk medicine as an anti-
inflammatory and antibacterial medicine (Toreti et al., 2013).

Propolis extracts have received a great interest in medicine and various biological
actions have been demonstrated, like antioxidant (Frozza et al., 2013), antinociceptive
(Franchin et al., 2012), and anti-inflammatory (Bufalo et al., 2013; Szliszka et al.,
2013). These activities are linked to its bioactive compounds and it is noteworthy that
propolis from different geographic regions can vary significantly in chemical
composition (Piccinelli et al., 2011; Sawaya et al., 2011; Lopez et al., 2014).

In the Northeast region of Brazil, the Apis mellifera (Apidae) bees produce red
propolis from the botanical origin described as Dalbergia ecastophyllum, Fabaceae
(Daugsch et al., 2008). It presents new chemical substances (phenolics, triterpenoids,
isoflavonoids, prenylated benzophenones, and naphthoquinone epoxide) when
compared to other samples (Righi et al., 2011; Morsy et al., 2013). Moreover, important
differences in phytochemical markers were found even between kinds of red propolis
from distinct origins (Lopez et al., 2014).

Although red propolis extracts and its chemical compounds demonstrated several
biological properties, such as healing activity (de Almeida et al., 2013; Albuquerque-
Junior et al., 2009), cytotoxic activity toward tumor cells (Awale et al., 2008),
antimicrobial (Righi et al., 2011), and potent antioxidant (Righi et al., 2011; Franchi et

al., 2012), the possible antinociceptive and gastroprotective effects were not explored



so far. In this work, we aimed to assess these actions in experimental models of
chemical-induced nociception and ulcer as well as gastric secretion and mucus

production.

2. Materials and methods

2.1. Drugs and reagents

The following drugs and reagents used were acetylsalicylic acid (ASA), Alcin blue,
carbenoxolone, cimetidine, indomethacin, L-glutamic acid hydrochloride, morphine
hydrochloride, omeprazole, and quercetine from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Acetic acid from Merck (Damstadt, Germany). Formalin from Baker (Santo
Amaro, SP, Brazil). Haloperidol from Janssen-Cilag Pharmaceuticals (Sao Paulo,
Brazil). All the other reagents used were of analytical grade. All substances used were
dissolved in 0.2% Tween 80 in 0.9% NacCl solution, with the exception of indomethacin

which was dissolved in 2% sodium bicarbonate.

2.2. Red propolis collection and preparation of the hidroalcoholic extract

Red propolis was collected at Brejo Grande/Sergipe/Brazil (10°28'25”S,
36°26’'12"W). The extraction was performed using propolis samples (1 g) and 70%
ethanol (12.5 mL) at room temperature for 1 h in an ultrasound bath. After extraction,
the mixture was filtered, and the solvent was evaporated to produce the hydroalcoholic
extract of red propolis (HERP). The yield of the extraction process was estimated
based on the percentage of dry mass obtained, which was calculated with reference to

the initial mass of propolis before extraction.

2.3. Sample characterization

2.3.1. High performance liquid chromatography-diode array detection analysis
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The quantification of formononetin in the HERP was determined using HPLC
analysis. A reverse-phase column C18 (Shimadzu Shim-Pack CLC-ODS (M) 250 x 4.6
mm, 5 ym particle size) with a diode array detector (Shimadzu Co. mod SPC-M20A)
was used to chromatography analysis. HERP was homogenized in methanol to a final
concentration of 2.5 mg/mL. Ten pL of sample were injected into the HPLC system and
the gradient started from 5% of solvent A to 70% during 170 min. The elution was
performed at linear gradient using solvent A (0.1% formic acid (v/v) in acetonitrile) and
solvent B (0.1% formic acid (v/v) in water). The elution rate was 0.8 mL/min and the
detection recorded at 275 nm. The authentic standard of formononetin was used to

prepare the standard curve.

2.3.2. Assessment of the flavonoids content

Flavonoids in the HERP were expressed as quercetin equivalent. 0.5 mL of the
HERP was mixed with 1.5 mL 95% ethanol (v/v), 0.1 mL 10% aluminum chloride (m/v),
0.1 mL of 1 mol/L potassium acetate, and 2.8 mL water. Volumes of aluminum chloride
and potassium acetate were substituted by distilled water in blank. After incubation at
room temperature for 40 min, the absorbance of the reaction mixture was measured by

spectrophotometry at 415 nm.

2.4. Animals

Young adults Swiss mice (20-30 g) of both sexes obtained from the Central Biotery
of the Federal University of Sergipe (Sao Cristovéao, Brazil) were used in the evaluation
of the antinociceptive activity. To evaluate the gastroprotective action, young adults
Wistar rats (250-350 g) and Swiss mice (35-45 g), male, were obtained from the
Central Biotery of the Tiradentes University (Aracaju, Brazil). Animals were maintained
at controlled room temperature (21 £ 2°C) with free access to food (Purina®) and
water, under a 12 h light/dark cycle. The experiments were performed after approval of

the protocols by the Institutional Ethics Committee (011213 and 250608) and were



carried out in accordance with the current guidelines for the care of laboratory animals.
The protocols used in the antinociceptive study were conducted in accordance with the
ethical guidelines for investigations of experimental pain in conscious animals

(Zimmermann, 1983).

2.5. Antinociceptive activity

2.5.1. Acetic acid-induced abdominal constriction test

Abdominal writhes were induced by intraperitoneal (i.p.) injection of acetic acid
(0.6%, 0.1 mL/10 g) in mice (Koster et al., 1959). Animals were pre-treated orally (p.0.)
with the HERP (3, 10 or 30 mg/kg), acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg), or vehicle
(0.2% Tween 80, 0.1 mL/10 g) 60 min before initiating the algesic stimulation (n =
6/group). The abdominal writhes were observed for a period of 20 min and began 5 min

after the injection of the nociceptive agent.

2.5.2. Formalin-induced paw licking test

Mice were pre-treated with the HERP (3, 10 or 30 mg/kg, p.o., 60 min before),
morphine (3 mg/kg, i.p., 30 min before), ASA (300 mg/kg, p.o., 60 min before), or
vehicle (0.2% Tween 80, p.o., 60 min before). An intraplantar injection of 2% formalin
solution (20 yL) was given to the right hindpaw of the animal (n = 6/group). The time
that the animal spent licking or biting its paw was measured during the first phase (0-5

min) and the second-phase (15-30 min) of the test (Hunskaar and Hole, 1987).

2.5.3. Glutamate-induced nociception

Mice (n = 6/group) were treated with the HERP (3, 10 or 30 mg/kg, p.o., 60 min
before), morphine (3 mg/kg, i.p., 30 min before), or vehicle (0.2% Tween 80, p.o., 60
min before). After, a volume of 20 pL of glutamate (20 ymol/paw) was injected

intraplantarly in the ventral surface of the right hind paw. Animals were observed
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individually for 15 min after glutamate injection. The amount of time spent licking the
injected paw was recorded with a chronometer and was considered as indicative of

nociception (Beirith et al., 2002).

2.5.4. The open field test

The open-field test was performed in order to evaluate the motor and emotional
states (Prut and Belzung, 2003). Mice (n = 5/group) were orally treated with the HERP
(50 mg/kg) or vehicle 30 min before being introduced to the open field apparatus. The
haloperidol (0.2 mg/kg) was given intraperitoneally (i.p.). The equipment was made of
white colored wood, and it consisted of a quadrilateral with a rectangular area of
4,830.25 cm? and walls that were 34.5 cm high, with the base subdivided into sixteen
quadrants (O’Leary et al., 2013). The parameters evaluated during 5 min were: (i)
locomotion or crossings (number of line crosses), (ii) rearings (the number of times the
mouse stands on its hind legs), and (iii) grooming (the number of times the mouse
“washes” itself by licking during the observation period) (Whimbey and Denenberg,

1967).

2.6. Gastroprotective activity
2.6.1. Ethanol-induced ulcer

The experiment was carried out according to the method of Robert et al. (1979).
After 24 h of fasting, the rats (n = 6/group) were treated orally with the HERP (50, 250
or 500 mg/kg), omeprazole (100 mg/kg), or vehicle (0.2% Tween 80, 10 mL/kg). Thirty
minutes after treatment, all the rats received 1 mL of absolute ethanol to induce gastric
ulcer. One hour later, the animals were anesthetized and euthanized in CO, chamber,
and the stomachs were removed and opened along the greater curvature. The
stomachs were gently rinsed with water to remove the gastric contents and blood clots,
for subsequent scanning. The images obtained were analyzed using Image J software.

The ulcers were classified as: level I, ulcer area < 1 mm?; level II, ulcer area 1-3 mm?;



and level Ill, ulcer area > 3 mm?. The following parameters were determined: (i)
ulcerative lesion index (ULI) as 1x (number of ulcers level I) + 2x (number of ulcers
level 11) + 3x (number of ulcers level IlI); (ii) curative ratio, which was determined as
follows: %C = 100 - (ULI treated x 100/ULI vehicle); and (iii) percentage of lesion area
in relation to total stomach area (Barros et al., 2007).

For the histological analysis, the stomach samples were fixed in 10% formalin and
embedded in paraffin. Serial sections of 5 um thick were performed and stained in
hematoxylin-eosin. The sections were assessed by an experienced pathologist without

the knowledge of the treatments (n = 6/group).

2.6.2. NSAID-induced ulcer

The experiment was carried out according to the method of Morimoto et al. (1991)
with a few modifications. After 24 h of fasting, the mice (n = 6/group) were pre-treated
orally with the HERP (50, 250 or 500 mg/kg), cimetidine (100 mg/kg), or vehicle (0.2%
Tween 80). Thirty minutes after pre-treatment, all the mice received indomethacin (60
mg/kg, s.c.) to induce gastric ulcer. Six hours after treatment with indomethacin, the
animals were anesthetized and euthanized in CO, chamber. The stomachs were
removed, opened along the greater curvature, and gently rinsed with water, for
subsequent scanning. The obtained images were analyzed using the parameters
previously described (section 2.6.1.).

For the histological analysis, the specimens were processed as described in section

2.6.1. (n = 6/group).

2.6.3. Determination of the gastric juice parameters - pyloric ligature

The assay was performed using the method of Shay et al. (1945) with a few
modifications. After 36 h of fasting, the animals were anesthetized with
ketamine/xilazine (7.5 and 60 mg/kg, respectively, i.p.), the abdomen was incised and

the pylorus ligated. Immediately after pylorus ligature, the rats (n = 6/group) were pre-

59



treated intraduodenally with the HERP (50, 250 or 500 mg/kg), cimetidine (100 mg/kg),
or vehicle (0.2% Tween 80). Four hours later, the animals were anesthetized and
euthanized CO, chamber; the abdomen was opened, and another ligature placed at
the esophageal end. The stomachs were removed and the gastric contents collected
and centrifuged at 8,000xg (25°C, 10 min). The volume of gastric-juice acid secreted
(mL) and the pH values were determined. The total acid secretion in the gastric juice in
the supernatant volume was determined by titration using a 0.01 N NaOH standard

solution, and phenolphthalein as indicator.

2.6.4. Determination of mucus in gastric content

This assay was performed according to the methodology described previously by
Sun et al. (1991) with a few modifications. After 36 h of fasting, the animals were
anesthetized with ketamine/xilazine (7.5 and 60 mg/kg, respectively, i.p.), the abdomen
was incised and the pylorus ligated. Immediately after pylorus ligature, the rats (n =
6/group) were pre-treated intraduodenally with the HERP (50, 250 and 500 mg/kg),
carbenoxolone (200 mg/kg), or vehicle (0.2% Tween 80). The animals were
anesthetized and euthanized in CO, chamber 4 h after the drug treatments. The
stomach content was immersed in 10 mL of 0.02% Alcian blue, 0.16 M sucrose, 0.05 M
sodium acetate solution, pH 5.8, and incubated for 24 h at 20°C. The Alcian blue
binding extract was centrifuged at 3,000xg for 10 min. The absorbance of the
supernatant was measured by spectrophotometry at 620 nm. The free mucus in the

gastric content was calculated from the amount of Alcian blue binding (mg/g tissue).

2.7. Statistical analysis

The results are presented as the means £ SEM of n animals per group. Statistical
evaluation of the data was performed using one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni’s test. Values of P < 0.05 were considered statistically

significant.



3. Results

3.1. Sample characterization

The yield of HERP extraction was 33.9% (w/w). Figure 1 shows the chromatograms
of formononetin, used as standard, (A) and the HERP (B). Under the chromatographic
conditions employed, formononetin eluted with a retention time of approximately 85.5

min (Fig. 1). The content of formononetin observed in the HERP was 21.62 mg/g.
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Figure 1

Figure 1. (A) Representative chromatogram of formononetin standard (peak 1; Rt =
85.5 min); (B) Representative chromatogram of the dry extract of red propolis. The
chromatographic conditions used were: column C18 Shim-Pack CLC-ODS, the mobile-
phase consisting of formic acid 0.1% (v/v) in acetonitrile (solvent A) and formic acid
0.1% (v/v) in water (solvent B), flow rate of 0.8 mL/min, and detection at 275 nm; Rt -

retention time.

On the basis of quercetin calibration curve, the concentration of flavonoids

quercetin-equivalent in the HERP was 1.7%.
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3.2. Antinociceptive activity

The writhes evoked by injection of acetic acid were markedly reduced, dose-related
manner, by the pre-treatment with the HERP at 3, 10, and 30 mg/kg (46.6, 73.7, and
88.9%, respectively, P < 0.001; Fig. 2). ASA (300 mg/kg) also significant inhibited

(83.7%, P < 0.001) the writhes induced by acetic acid (Fig. 2).
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Figure 2. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on acetic acid-
induced visceral nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3, 10 or 30
mg/kg), or acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg) before of acetic acid injection. The
results are presented as the means £ SEM (n = 6/group). ANOVA followed by
Bonferroni’s test. ***P < 0.001 vs. the vehicle group.

The intraplantar injection of the formalin solution produced nociceptive behavior in
both the first and second phases (72.0 £ 3.8 and 95.4 £ 8.2 s, respectively; Fig. 3). The
HERP produced marked inhibition of formalin-induced neurogenic (61.0% at 30 mg/kg,
P < 0.001) and inflammatory (77.2, 78.5, and 83.7% at 3, 10, and 30 mg/kg,
respectively, P < 0.001) phases (Fig. 3). Similarly, morphine (3 mg/kg) caused

significant inhibition of 62.1 and 91.4% of formalin-induced nociceptive behavior in the

first and second phases, respectively (P < 0.001; Fig. 3). ASA (300 mg/kg) caused



inhibition of 82.0% in the second phase of formalin-induced nociception (P < 0.001;

Fig. 3).
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Figure 3. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on formalin
induced nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3, 10 or 30 mg/kg),
acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg), or morphine (Morph, 3 mg/kg) before a formalin
injection. The results are presented as the means £ SEM (n = 6/group). ANOVA
followed by Bonferroni’s test. ***P < 0.001 vs. the respective vehicle group.

The oral administration of HERP produced attenuation of the glutamate-induced

nociception at 30 mg/kg (74.1%, P < 0.001; Fig. 4). Morphine (3 mg/kg) also inhibited

(75.9%, P < 0.001) the nociception induced by glutamate (Fig. 4).

The treatment with the HERP (50 mg/kg) failed to significantly change all
parameters evaluated on the motor and emotional states, compared with the vehicle
group. On the other hand, haloperidol (0.2 mg/Kg) decreased crossing (P < 0.001),

rearing (P < 0.01), and grooming (P < 0.05; Table 1).
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Figure 4. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on glutamate-
induced nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3, 10 or30 mg/kg), or
morphine (Morph, 3 mg/kg) before a glutamate injection. The results are presented as
the means £ SEM (n = 6/group). ANOVA followed by Bonferroni’s test. ***P < 0.001 vs.
the vehicle group.

Table 1. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on the motor
and emotional states in mice.

Treatment Dose Crossing Rearing Grooming
(p-0.) (mg/kg)
Vehicle (p.o.) - 133.20 + 8.69 31.80 + 6.89 3.80+1.32

Haloperidol (i.p.) 0.2mg/Kg 75.50 + 4.25%*  10.75+ 4.78*  1.26 + 0.25*

HERP (p.0.) 50 144.80 + 6.81 33.80 + 2.89 4.00 +1.14

Results as mean + SEM (n = 5/group). Statistical comparison was performed using
ANOVA followed by the Bonferroni’s test. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs.
vehicle group.
3.3. Gastroprotective activity

In the ethanol-induced ulcer model, the treatment with the HERP (500 mg/kg)
produced inhibition on the ulcerative lesion index and the percentage of lesion area,

compared with the vehicle group (P < 0.05; Table 2). Omeprazole (100 mg/kg)

significantly also reduced the gastric ulcer parameters (P < 0.01; Table 2).



Results of histopathological analysis of the gastric mucosa after absolute ethanol

administration are shown in Fig. 5. The administration of absolute ethanol (vehicle

group) induced consistent microscopic damage, which was characterized by disruption

of the superficial region of the gastric gland with loss of epithelial cells, pronounced

edema of the submucosa, degradation of the mucosa, and infiltration of inflammatory

cells. Animals pre-treated with the HERP (250 and 500 mg/kg, p.0.) showed less

mucosal damage when compared with the vehicle group (Fig. 5). Pre-treatment with

omeprazole also inhibited lesions promoted by absolute ethanol (vehicle group; Fig. 5).

Table 2. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on ethanol-

induced ulcers in rats.

Treatment Dose Lesion area Ulcerative Curative ratio
(p.0.) (mg/kg) (%) lesion index (%)
Vehicle - 7.16+1.23 16.00 £ 0.82 -
Omeprazo 100 0.33 + 0.23*** 2.00 + 87.50
le 1.23*
HERP 50 5.25 + 1.15" 14.00 + 3.67 12.50
250 5.24 + 0.80" 18.00 + 1.23 -
500 1.30 + 0.63*** 5.00 + 2.45* 68.75

Results as mean + SEM (n = 6/group). Statistical comparison was performed using

ANOVA followed by the Bonferroni’s test. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs.

vehicle group; *P < 0.05 vs. HERP group at 500 mg/kg.
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Figure 5. HE-stained histological sections of the gastric mucosa specimens in the
ethanol-induced ulcer model (n = 6/group). (a-b) Vehicle group; (c-d) HERP group at
50 mg/kg; (e-f) HERP group at 250 mg/kg; (g-h) HERP group at 500 mg/kg; and (i-j)
Omeprazole group. HERP, hydroalcoholic extract of red propolis.



In this study we did not detect macroscopic gastric lesions induced by
indomethacin in mice, and therefore, not been possible to calculate the ulcerative
lesion index.

In the model of evaluation of gastric secretion, using ligature pylorus, the
treatment with the HERP significantly reduced the secretion volume (50 and 250
mg/kg, P < 0.01) and total acid secretion (50 mg/kg, P < 0.01) (Table 3). The HERP
failed to significantly increase the pH value, compared with the vehicle group. However,

cimetidine significantly changed all the gastric juice parameters (P < 0.01, Table 3).

Table 3. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP), administered
intraduodenally, on the biochemical parameters of gastric juice obtained from pylorus
ligature in rats.

Treatment Dose (mg/kg) Volume (mL) pH [HImEqg/L/4 h
Vehicle - 1.20 + 0.04 3.40 £ 0.20 46.8 + 2.61
Cimetidine 100 0.80 % 0.04* 6.10 £ 0.45%*  27.5+ 3.14%
HERP 50 0.70 £ 0.08**  3.40+0.12 65.9 +

2,69+
250 0.80 + 0.08** 3.40+0.12 56.0 + 3.35™
500 1.00 + 0.08 3.30 £ 0.00 36.3 £ 3.55

Results as mean £ SEM (n = 6/group). Statistical comparison was performed using
ANOVA followed by the Bonferroni’s test. **P < 0.01 and ***P < 0.001 vs. vehicle
group; P < 0.01 and P < 0.001 vs. HERP group at 500 mg/kg.

In the mucus determination model, after treatment with the HERP (500 mg/kg), there
was a significant increase (P < 0.01) in mucus production, compared with the group

treated with vehicle (Table 4). Carbenoxolone (200 mg/kg) also increased the mucus

production (P < 0.001; Table 4).
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Table 4. The effect of the hidroalcoholic extract of red propolis (HERP), administered
intraduodenally, on Alcian blue binding to free gastric mucus from pylorus ligature in
rats.

Treatment Dose (mg/kg) Alcian blue bound (mg/g
tissue)
Vehicle - 1.15+0.03
Carbenoxolone 200 1.53 + 0.03***
HERP 50 1.21 +£0.02
250 1.25+0.02
500 1.28 + 0.03**

Results as mean £ SEM (n = 6/group). Statistical comparison was performed using
ANOVA followed by the Bonferroni’s test. **P < 0.01 and **P < 0.001 vs. vehicle

group.
4. Discussion

The chemical composition of red propolis has been assigned different from the
others varieties found around the world (L6pez et al., 2014). We identified and
quantified formononetin, an isoflavonoid already described in red Brazilian propolis
(Daugsch et al., 2008; Lépez et al., 2014) as one of the major compounds in red
propolis, but not found in others varieties. We demonstrated that the HERP extract,
formononetin-rich, was capable to show antinociceptive and gastroprotective effects in
animal models.

In the present work, the antinociceptive activity of the HERP was evaluated using
chemical stimuli to assess the central and/or peripheral action of the extract.

The acetic acid-induced abdominal constriction test is considered a model of
visceral pain (Collier et al., 1968) and was used to evaluate the peripheral
antinociceptive activity of the HERP. In this model, the pain is generated indirectly via
endogenous mediators (Serhan and Haeggstrom, 2010) as histamine, bradykinin,
serotonin, prostaglandins (Duarte et al., 1988), and cytokines [tumor necrosis factor
(TNF)-a, interleukin (IL)-1B, IL-8] by residential macrophages and mast cells (Ribeiro et

al., 2000). These mediators are capable of increasing vascular permeability, reduce the



threshold of nociception, and stimulate the nerve endings of primary afferent
nociceptive fibers (Martinez et al., 1999), through activation of ion channels sensitive to
acids and the also the transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) cation channels
(Ykeda et al., 2001; Premkumar and Abooj, 2013).

The HERP reduced the writhes in a dose dependent manner. It suggests that
the HERP can decrease inflammatory response. Other studies support this hypothesis,
since they confirmed an anti-inflammatory activity of different propolis samples and
their main compounds. For example, pharmacological evaluation of Cuban red propolis
(Ledon et al., 1997), Brazilian green propolis (Paulino et al., 2006), and Bulgarian
propolis (Paulino et al., 2003) presented anti-inflammatory activity, which is mediated
by prostaglandin (PG)E, and nitric oxide (NO) inhibition (Paulino et al., 2008). The
chemical analysis showed that the HERP contains considerable amounts of flavonoids.
These compounds possess antinociceptive and anti-inflammatory activities: they inhibit
lipooxygenases and cyclo-oxygenase (COX)-2, histamine, phospholipases, glutathione
S-transferase, and NADPH-oxygenase; suppress the activation of the nuclear factor-kB
(NF-kB) transcription (Rathee et al., 2009; Zhang et al., 2012); and may be responsible
for antinociceptive activity by modulating the expression of pro-inflammatory genes
such as COX-2 and inducible nitric oxide synthase (iNOS) (Righi et al., 2013).

It was also shown that important constituents of the HERP, daidzein, quercetin, and
kampferol (Alencar et al., 2007; Daugsch et al., 2008) reduce the formation of NO in
response to inflammatory stimuli (Hamalainen et al., 2007). In addition, the acids
phenolic substances present in the HERP (Alencar et al., 2007; Righi et al., 2011)
could be able to antagonize the nociceptive action of acetic acid in the acid-sensitive
ion channels.

The formalin-induced paw licking test was used to evaluate the both neurogenic
(nociceptive) and inflammatory pain responses. Two phases comprise this test: the first
is caused by activation of nociceptor ion channel transient receptor potential ankyrin 1

(TRPA1) (McNamara et al., 2007), while the second is mediated by a combination of
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peripheral input and sensitization of neurons spinal cord (Hunskaar and Hole, 1987).
Moreover, whereas the writhing test is sensitive to several drugs with both peripheral
and central actions (Loux et al., 1978), in the formalin test the drugs with central action
block both phases while peripherally acting drugs, such as NSAIDs, cause inhibition in
the second stage only (Shibata et al., 1989).

Both the HERP (30 mg/kg) and morphine (3 mg/kg) decreased the response of the
first and second stages, while ASA decreased the second. These data are consistent
with the previous reports (Malmberg and Yaksh, 1992) and indicate that the HERP acts
in both the central and peripheral nociception. Also, it corroborates that this extract
and/or its bioactive compounds possess anti-inflammatory activity.

Regarding the anti-inflammatory action, in the chemical analysis it was observed a
major chromatographic peak in the HPLC identified as formononetin. This finding is
consistent with previous work (Daugsch et al., 2008; Righi et al., 2011). It was shown
that formononetin exhibits anti-inflammatory activity, being able to reduce the action of
IL-18 and NF-kB in vitro (Wang et al., 2012). Moreover, anti-inflammatory and
antioxidant activities of formononetin promoted neuron and lung protective effects in
vivo, by means of decrease the TNF-a and IL-6 (Li et al., 2014), and improved
superoxidase dismutase activity (Ma et al., 2013). Thus, it can be proposed that the
antinociceptive action of the HERP may be mediated, at least in part, by formononetin.

While the influence of the HERP in the second phase may be explained by anti-
inflammatory actions, the nociceptive response remains to be elucidated. We evaluated
the possible influence of the HERP in the nociceptive transmission mediated by
glutamate. It is the major excitatory neurotransmitter in the central nervous system and
is involved in the primary afferent nociceptive transmission, in both the initiation and
maintenance of the response (Beirith et al., 2002). Moreover, several studies have
shown that glutamate is important for the spinal and supraspinal transmissions
(Fundytus, 2001), as well as the spinal TRPAL patrticipation in the enhancement of

glutamatergic nociceptive response (Klafke et al., 2012).



In this study, we observed that the HERP produced an antinociceptive effect on the
glutamate induced paw licking response. The action of glutamate involves
metabotropic and ionotropic receptors [N-methyl-D-aspartate (NMDA) and non-NMDA]
and depends on the activation of the L-arginine/NO pathway (Beirith et al., 2002). The
NO and other reactive oxygen species (ROS) have been implicated in tissue damage
and inflammatory and nociceptive responses (Heine et al., 2011). Also, ROS enhance
excitatory synaptic transmission in rat spinal dorsal horn neurons by activating TRPAL
and TRPV1 channels (Nishio et al., 2013). Whereas the HERP and its chemical
markers (flavonoids, acids, pigments) may be able to scavenge NO and thus attenuate
the inflammatory and nociceptive processes, the effects described for the HERP here
may also be attributed to its antioxidant activity (Righi et al., 2011; Frozza et al., 2013).

Although a higher dose was required for the HERP (30 mg/kg) to show similar
effects to morphine dose (3 mg/kg) in the formalin (first phase) and glutamate tests, the
HERP produced no adverse effects on the motor and emotional states of the animals,
as seen in open field test. It can represent an advantage with respect to opioids for the
treatment of neuropathic pain. In addition, the writhing test is considered to be more
sensitive because it can detect the antinociceptive effect at doses lower than those
required in other tests (Bentley et al., 1983). This is due to the direct interaction of
compounds with peripheral receptors in the peritoneal cavity (Bentley et al., 1981). So,
taken together, results indicate that the HERP presents central and peripheral
antinociceptive action and it is quite effectively.

We also evaluated the possible acute gastroprotective effects of the HERP against
the ulcers induced by ethanol and indomethacin, and the gastric secretion and mucus
production after the pylorus ligature. Oral administration of the HERP presented
antiulcer action even at higher doses. It decreased the ulcerative lesion index and the
percentage of lesion area induced by absolute ethanol (500 mg/kg), and reduced

microscopic damage to the mucosa promoted by ethanol (250-500 mg/kg). Also, the
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HERP reduced the gastric volume (50-250 mg/kg) and increased the mucus production
(500 mg/kg) in pylorus ligature model.

Ethanol experimentally used to induce ulcers in rodents leads to gastric mucosal
injury through direct and indirect effects of ROS and cytokines (Abdel-Salam et al.,
2001). This process seems to be mediated by activation of neutrophils and results in
cellular lipid and protein peroxidation (Rocha et al., 2011). Nevertheless, several
studies showed that natural products with antioxidant activity protect the gastric
mucosa (Khan et al., 2013; Ribeiro et al., 2013; Rozza et al., 2013; Sanchez-Mendoza
et al., 2013). As discussed before, compounds from the HERP possess antioxidant and
anti-inflammatory actions. For example, neovestiol and vestiol isoflavones isolated from
Brazilian propolis were able to inhibit the neutrophil migration into the peritoneal cavity
(Bueno-Silva et al., 2013).

Propolis extracts from different origins like green propolis (Barros et al., 2007) and
its main compounds have been shown to present gastroprotective activity. Caffeic
(CAPE), ferulic, p-coumaric, and cinnamic acids displayed antiulcer activity against
ethanol and indomethacin (Barros et al., 2008), and these compounds are also present
in the HERP (Daugsch et al., 2008; Righi et al., 2011).

The integrity of the gastric mucosa requires the release of PGE,. It induces the
production of mucus that protects of necrotizing agents and this process seems to be
modulated by NO (Khattab et al., 2001). Anti-inflammatory drugs, such as
indomethacin, cause lesions in the gastrointestinal tract mostly through the
suppression of the PGE, synthesis and COX inhibition (Sanchez-Mendoza et al.,
2011). In the model used in this study, indomethacin produced only microscopic
changes in the gastric mucosa. Even so, it was possible to observe that the HERP
promoted preservation of the gastric epithelium and cimetidine prevented epithelial
injuries and promoted the submucosa integrity. A similar result was observed for
Egyptian propolis, which showed gastroprotective activity against indomethacin, by

increasing the production of PGE, and mucus, and decreased of TNF-a and IL-1[3



release (El-Ghazaly et al., 2011). The pro-inflammatory cytokine TNF-a is an important
determinant of the severity of gastric ulcers (Salga et al., 2012) since it can enhance
the effects of oxidative stress (Wassmann et al., 2004). Formononetin and the above
mentioned flavonoids from the HERP are able to decrease TNF-a and IL-1(3 release in
injured tissues (Wang et al., 2012; Li et al., 2014) and therefore can be related to the
protective effect against mucosal damage observed in the microscopic analysis.

Histological analysis also showed moderate lymphocytic infiltrate in both models,
and it was attenuated by the HERP, suggesting an immunomodulatory role in the
cytokines release. It was shown that bioactive fraction of geopropolis from the same
region decreased neutrophil migration and the interaction of leukocytes with endothelial
cells in inflammatory conditions, whose mechanism involves NO (Franchin et al.,
2013). Other studies demonstrated that propolis enhance the immune response
(Freitas et al., 2011; Mossalayi et al., 2013; Mise Yonar et al., 2014).

In agreement, the analysis of the gastric contends showed an increase in the mucus
production. According to some studies, flavonoids can increase the mucus and
bicarbonate production and also act on the proton pomp in the parietal cells (Gracioso
et al., 2002). Although the HERP induced an increase in the concentration of H,
probably because of the presence of acid phenolic compounds, it did not result in
significant changes in the pH. The results differ from cimetidine, suggesting a distinct
mechanism of action.

On the other hand, the HERP decreased the gastric secretion volume after pylorus
ligature. The mechanism of volume increase in this model depends of vagal
acetylcholine release and cholinergic action on the parietal and G cells (Tebbe et al.,
2003). There is evidence that CAPE increases gastric acid secretion stimulated by an
acetylcholine agonist receptor and through inhibition of acetylcholinesterase activity
(Borrelli et al., 2005). CAPE is not the major compound identified in red propolis, but
flavonoids in the HERP could secondarily increase prostaglandin production and

gastric secretion via mast cells (Brzozowski et al., 2005).
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Taken together, results showed gastroprotective actions of the HERP. They can be
attributed to the anti-inflammatory, immunomodulatory, and antioxidant actions of the
HERP and is noteworthy that most of these actions involve the NO system. It could
represent, therefore, an alternative medicine to treat ulcers, which reduces gastric

secretion and at the same time provide antioxidant and anti-inflammatory activities.

5. Conclusion

The HERP presented effective antinociceptive activity and also a gastroprotective
effect against different ulcer models. Although further studies are needed to clarify the
mechanism of action of the HERP, this may be related to its antioxidant and anti-
inflammatory properties. The results confirm the folk use propolis, even containing
different chemical composition, and point to a new therapeutic strategy for relief of pain

and gastrointestinal disorders.
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Figure captions

Figure 1. (A) Representative chromatogram of formononetin standard (peak 1; Rt =
85.5 min); (B) Representative chromatogram of the dry extract of red propolis. The
chromatographic conditions used were: column C18 Shim-Pack CLC-ODS, the mobile-
phase consisting of formic acid 0.1% (v/v) in acetonitrile (solvent A) and formic acid
0.1% (v/v) in water (solvent B), flow rate of 0.8 mL/min, and detection at 275 nm; Rt -

retention time.

Figure 2. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on acetic acid-
induced visceral nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3-30 mg/kg),
or acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg) before of acetic acid injection. The results are
presented as the means £ SEM (n = 6/group). ANOVA followed by Bonferroni’s test.

***P < 0.001 vs. the vehicle group.

Figure 3. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on formalin
induced nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3, 10 or 30 mg/kg),
acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg), or morphine (Morph, 3 mg/kg) before a formalin
injection. The results are presented as the means £ SEM (n = 6/group). ANOVA

followed by Bonferroni’s test. ***P < 0.001 vs. the respective vehicle group.

Figure 4. The effect of the hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) on glutamate-
induced nociception. Mice were pre-treated with vehicle, HERP (3, 10 or30 mg/kg), or

morphine (Morph, 3 mg/kg) before a glutamate injection. The results are presented as



the means + SEM (n = 6/group). ANOVA followed by Bonferroni’s test. ***P < 0.001 vs.

the vehicle group.

Figure 5. HE-stained histological sections of the gastric mucosa specimens in the
ethanol-induced ulcer model (n = 6/group). (a-b) Vehicle group; (c-d) HERP group at
50 mg/kg; (e-f) HERP group at 250 mg/kg; (g-h) HERP group at 500 mg/kg; and (i-j)

Omeprazole group. HERP, hydroalcoholic extract of red propolis.
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