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RESUMO

Os organismos vivos estao em contato com varios agentes que podem causar danos
a saude e por isso eles sdo dotados de mecanismos de defesa destinados a conter
ou reduzir os danos causados por esses agentes e, eventualmente, elimina-los.
Dentre esses mecanismos, ha a reacdo inflamatoéria. Esta reacdo € caracterizada
por sinais como calor, rubor, dor, edema e perda de funcdo. Existem varios
analgésicos usados para o tratamento de uma ampla gama de situacdes dolorosas e
inflamatorias. No entanto, devido ao grande nimero de efeitos colaterais e muitas
vezes da ineficacia das drogas que sdo usadas para tratar a inflamacéo e dor, existe
uma busca por novas drogas que sao mais seguras e mais eficazes. Sinningia
allagophylla (Martius) Wiehl recebe os nomes populares de cravo-do-campo,
batatinha-do-campo ou batata-de-perdiz e é a Unica espécie do género considerada
medicinal. Os tubérculos sdo usados com emolientes e tbnicos, enquanto que as
flores e folhas sdo usadas como diurético, febrifugo e purificador. No estudo, foram
utilizados o extrato etandlico (EESAI) (3-100mg/kg), as fragcbes metandlica (MEOH)
(30mg/kg) e éter de petroleo (EP) (3mg/kg) e o composto 8-metoxilapachenol (8ML)
(1,8mg/kg) no modelo de edema de pata induzido por carragenina, de nocicepc¢ao
induzida por formalina e de hiperagelsia mecanica induzida por carragenina, todos
com administracao via oral. O EESAI diminuiu o edema (reducdo maxima de 55% na
qguarta hora) reduziu a fase inflamatéria da formalina e a hiperalgesia mecéanica
induzida pela carragenina (com inibicbes maximas de 65% e 100%,
respectivamente). A fracdo EP e o composto 8ML também diminuiram o edema
(reducdo maxima de 48 e 59%, respectivamente) e a hiperalgesia mecéanica (com
reducdo maxima de 89% para a fracdo e 100% para o composto). Portanto o efeito
anti-inflamatoério e antinociceptivo do EESAI, parece ser em parte em virtude da acéo
do composto 8ML. Nem o EESAI nem o composto 8ML causaram uma mudanga no
desempenho motor dos animais no rota-rod ou na resposta dos animais no teste de
placa quente. Portanto, aparentemente o composto age somente na periferia e ndo
atua no sistema nervoso central. A injecéo local do composto 8ML (0,75-750pg/pata)
reduziu de maneira dose-dependente a hiperalgesia mecanica induzida pela
carragenina quando o composto foi administrado na pata ipsilateral, mas ndo na
pata contra-lateral possuindo portanto um efeito local. O composto 8ML inibiu a
hiperalgesia induzida por fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-1f (IL-10)
e prostaglandina (PG)E,;, mas nao modificou a hiperalgesia induzida pelo
quimioatraente para neutrofilos induzido por citocinas 1 (CINC-1) e nem pela
dopamina sugerindo que o mecanismo de agédo deste composto esteja relacionado
com a sensibilizacdo do nociceptor provocada pelo componente prostaglandina.
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ABSTRACT

Living organisms are in contact with several agents that can impair health and so
they are endowed with defense mechanisms designed to contain or reduce the
damage caused by these agents, and eventually eliminate them. Among these
mechanisms, there is the inflammatory response. This response is characterized by
signs such as warmth, redness, pain, swelling and loss of function. There are several
analgesics used for the treatment of a wide range of painful and inflammatory
conditions. However, due to the large number of side effects and often
ineffectiveness of drugs that are used to treat inflammation and pain, there is a
search for new drugs that are safer and more effective. Sinningia allagophylla
(Martius) Wiehl popularly known as cravo-do-campo (carnation field), batatinha-do-
campo (potato field) ou batata-de-perdiz (potato partridge) and it is the only species
of the genus considered medicinal. The tubers are used as an emollient and tonic,
while the flowers and leaves are used as febrifuge, diuretic and cleanser. In this
study, we used the ethanol extract (EESAI) (3-100mg/kg), the methanol (MEOH)
(30mg/kg) and petroleum ether (PE) (3mg/kg) fractions and the compound 8-
metoxiLapachenol (8ML ) (1.8mg/kg) in the model of paw edema induced by
carrageenan, nociception induced by formalin and carrageenan-induced mechanical
hiperagelsia, all with oral administration. The EESAI reduced the swelling, maximum
reduction of 55% at the fourth hour, reduced the inflammatory phase of formalin and
mechanical hyperalgesia induced by carrageenan (reductions of up to 65% and
100%, respectively). The EP fraction and the compound 8ML also reduced edema,
(maximum reduction of 48 and 59%, respectively) as well as the mechanical
hyperalgesia, with maximum reduction of 89% (PE) and 100% (8ML). Therefore the
anti-inflammatory and antinociceptive effect of EESAI, seems to be partly due to the
action of the compound 8ML. Neither compound 8ML nor EESAI caused a change in
motor performance of the animals in the rota-rod test nor in the response of animals
in hot plate test. Thus it seems that the compound acts only on the periphery and not
in the central nervous system. The local injection of the compound 8ML (0.75-
750pg/paw) reduced in a dose-dependent manner the mechanical hyperalgesia
induced by carrageenan when the compound was applied to the ipsilateral paw, but
not in the contralateral pawtherefore acting locally. The compound 8ML inhibited the
hyperalgesia induced by tumor necrosis factor-a (TNF-a), interleukin-1f (IL-1p) and
prostaglandin (PG)E,, but did not modify the hyperalgesia induced by chemokine-
induced neutrophil chemoattractant (CINC)-1 and by dopamine suggesting that the
mechanism of action of this compound is related to the sensitization of the nociceptor
via the prostaglandin component.
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1 INTRODUCAO
1.1 O PROCESSO INFLAMATORIO E A RESPOSTA DE FASE AGUDA

Diariamente o0s seres vivos estdo em contato com inUmeros agentes que podem
causar diversos danos a propria saude. Dentre eles, temos virus, bactérias, fungos,
agentes quimicos, entre outros. Visando diminuir os danos causados pelos
invasores, 0s organismos sdo dotados de estruturas e sistemas de defesa. Um
desses mecanismos é a reacdo inflamatéria (CRONSTEIN e WEISSMANN, 1995;
BLATTEIS, 2006).

A reacdo inflamatoria desenvolve-se rapidamente no local de invasdo do
agressor para a protecao do ser vivo desse ataque (BLATTEIS, 2006). Ela também
restaura a homeostase do tecido agredido, atuando através do isolamento, da
diluicdo e/ou da destruicdo do agente agressor (GALLIN et al., 1992). Esse processo
foi descrito pela primeira vez por Cornelius Celsius, hd mais de 2.000 anos.
Cornelius também ja descreveu alguns sinais cardinais da inflamacédo que ainda séo
utilizados: calor, rubor, dor e edema. Hoje em dia é usado também um quinto sinal
cardinal, descrito por Virchow, que € a perda de fungcbes (TROWBRIDGE, 1997,
ROCK e KONO, 2008).

Apesar de em sua fase inicial a resposta inflamatéria ser localizada, a magnitude
desta resposta pode ser tal que os mediadores liberados no local acabam por
alcancar a circulagdo sanguinea desencadeando um sistema complexo de reacdes
organizadas, que sédo coletivamente chamadas de resposta de fase aguda (RFA).
Esta resposta € caracterizada por sinais e sintomas como febre, aumento da
producdo de proteinas da fase aguda, leucocitose, ativacdo do sistema
complemento, alteracdo nas concentra¢des plasmaticas de metais como ferro, zinco
e cobre (STADNYK e GAULDIE, 1991). Muitos autores se referem a esta resposta
como Sindrome da Resposta Inflamatdria Sistémica (SRIS), evidenciando as
consequéncias sistémicas da resposta inflamatoria.

Essa reacéo € iniciada e mediada por citocinas inflamatérias que séo secretadas
por uma grande variedade de tipos celulares como leucécitos polimorfonucleares,
monaocitos/macrofagos, linfocitos, fibroblastos, células endoteliais, células da glia,
entre outras (ZEISBERGER, 1999).



Durante a RFA ou SRIS uma série de altera¢cdes bioquimicas e celulares ainda
pode ser observada, em particular a sintese das chamadas proteinas da fase aguda
(PFA). PFA é o nome dado a aproximadamente 30 diferentes proteinas que
aumentam ou diminuem sua concentracdo plasmatica aproximadamente 90 minutos
apos o inicio do processo inflamatoério. Ao agirem como mediadores e inibidores do
processo inflamatoério, as PFA regulam as respostas imunolégicas (ZEISBERGER,
1999).

Citocinas sdo as proteinas soluveis que modulam o sistema imune no inicio da
RFA. Elas podem ser divididas em pro-inflamatorias e anti-inflamatorias. As citocinas
pré-inflamatérias sdo responsaveis por direcionar e desencadear 0 processo
inflamatorio. Ja as anti-inflamatorias sdo responsaveis por garantir protecdo contra
uma reacado exagerada e também pela resolugdo do processo inflamatério. Dentre
os mediadores anti-inflamatorios, pode-se citar a Interleucina (IL)-10, e entre as pro6-
inflamatorias tém-se as Interleucinas(IL)-1 (a e B), o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), o fator pirogénico pré-formado em macrofago (PFPF), a proteina
inflamatoria derivada de macréfagos—1 (MIP-1), dentre outras (KUBES, 1993).

Iniciado o processo, ele pode ser resolvido de maneira adequada visando
eliminar e neutralizar o agente agressor. Também ocorre a restauracdo do tecido
agredido. O processo de resolucdo também normaliza a permeabilidade vascular,
envolve a apoptose dos neutrofilos presentes no sitio de infeccdo, remocédo dos
corpos apoptoéticos, entre outros. Esses episédios contam com a participacdo dos
macrofagos, que vao reconhecer e fagocitar os neutréfilos apoptéticos de maneira
nao agressiva ao tecido (KUMAR et al., 2005; WEIGERT et al., 2009).

Diferentemente do que se pensava ha algum tempo, o processo de resolucéo da
inflamacé@o é bastante ativo e depende da acdo de uma série de mediadores pro-
resolutivos e anti-inflamatérios tais como lipoxinas, prostaglandinas (PGs)
ciclopentenonas, anexina I, resolvinas e mediadores da apoptose. As enzimas
envolvidas na sintese dos mediadores inflamatorios, como a cicloxigenase (COX) e
a lipoxigenase (LOX), também estdo envolvidas na sintese desses mediadores proé-
resolutivos. Dessa maneira, esses mediadores podem ser importantes alvos para
farmacos anti-inflamatérios (GILROY et al., 2004; SERHAN et al., 2007).

Passaremos entdo a descrever com um pouco mais de detalhes alguns dos

eventos que ocorrem durante esta resposta inflamatoria, particularmente o edema e



a dor, com informacdes que consideramos essenciais para o entendimento do nosso

trabalho.

1.2 AUMENTO DA PERMEABILIDADE VASCULAR E VASODILATACAO

Com o estimulo inflamatério agudo, ocorrem rapidamente a vasodilatagédo e o
aumento da permeabilidade vascular. H4 um aumento do fluxo sanguineo no local
devido ao processo de vasodilatacao arteriolar, caracterizando os sinais de calor e
rubor. Essa vasodilatacdo € mediada principalmente pela acdo de aminas
vasoativas, como a histamina e serotonina, pela presenca de peptideos vasoativos,
como a substancia P e bradicinina e também por acdo de prostaglandinas (KUMAR
et al.,, 2005). A histamina é uma amina vasoativa encontrada principalmente nos
mastoécitos, jA a serotonina encontra-se principalmente nas células enterocromafins
e nas plaquetas. A histamina vai agir principalmente nos receptores do tipo H1 na
microcirculacdo promovendo assim a vasodilatacdo das arteriolas e o aumento da
permeabilidade vascular. A histamina também induz a sintese de prostaciclinas e a
liberacdo de oOxido nitrico pelo endotélio. A acdo da serotonina também é
dependente de oxido nitrico (KUMAR et al., 2005). A substancia P € armazenada em
vesiculas secretorias e € liberada por neurdnios sensoriais. Sua acao resulta na
liberacdo de histamina pelo mastoécito. JA a bradicinina, um peptideo vasoativo, €
formada no plasma e além de sua funcdo vasoativa também estd envolvida no
processo da dor. Ja& a acdo das prostaglandinas depende da mobilizagdo do acido
araquidénico (AA). O AA ¢ liberado dos fosfolipideos da membrana celular e quando
passa por metabolizacdo através da via da cicloxigenase, forma os prostanoides,
como a PGE,, que ira exercer varias fungées na microcirculagdo, incluindo a
vasodilatacdo e o controle do fluxo sanguineo (HARIZI et al., 2008).

Alguns destes mediadores como a histamina, a bradicinina e a substancia P
também geram um aumento nos espacos intercelulares na porcdo venular,
resultando em um aumento da permeabilidade celular na barreira endotelial. Esses
processos promovem a reducdo da velocidade do fluxo sanguineo, uma exsudacao
de plasma rico em proteinas e fluido para o espaco extravascular, caracterizando o
edema durante a inflamagcdo aguda (KUMAR et al., 2005). O extravasamento de

proteinas e liquidos é normal durante o processo inflamatério e ocorre



predominantemente em vénulas pOs capilares, sendo importante também para a
formacdo da linfa e para a acéo do sistema imune. Varios mediadores inflamatorios
podem rapidamente aumentar a permeabilidade microvascular de macromoléculas
através do endotélio venular (DURAN et al., 2010).

O processo de permeabilidade vascular ocorre entre as células, chamado de
permeabilidade paracelular, ou através das células, conhecido como permeabilidade
transcelular. Essa permeabilidade, por sua vez, se faz de trés formas distintas. A
primeira € de maneira vascular basal, que se refere ao fluxo rapido de moléculas
peqguenas como agua e sais e pela passagem limitada de proteinas do plasma
através dos capilares normais. Também existe a hiperpermeabilidade vascular
aguda, que diz respeito a passagem extensa, mas por tempo limitado, de plasma e
proteinas plasmaticas em vénulas na inflamacdo aguda. A terceira é a
hiperpermeabilidade vascular cronica, referindo-se ao extenso extravasamento de
proteinas plasméticas e plasma a partir de tumores, feridas de cicatrizacdo e
inflamac&o cronica. Em todos esses casos, a barreira que deve ser cruzada inclui as
células endoteliais, membrana basal vascular e pericitos. A massa de plasma e
solutos que atravessam a parede vascular depende de trés fatores diferentes:
gradientes de pressao e concentracao; forcas hemodinamicas, como por exemplo, o
fluxo sangliineo e a area vascular disponivel para a troca; e da permeabilidade
intrinseca da parede vascular (NAGY et al., 2008; DVORAK, 2010).

O mecanismo mais comum, pelo qual os mediadores inflamatérios promovem
0 aumento da permeabilidade vascular, dad-se a partir da retracdo das células
endoteliais que revestem as vénulas pos-capilares. Assim, quando essas células se
contraem, as juncodes intercelulares se desfazem, possibilitando o extravasamento
plasmatico. Em contrapartida, existem outros mecanismos que podem permitir o
aumento da permeabilidade vascular como lesdes das células endoteliais mediadas
por leucocitos, lesdes endoteliais diretas, retracdo das células endoteliais com o
envolvimento do citoesqueleto e extravasamento através de capilares em
regeneracao (MEHTA e MALIK, 2006).



1.3 DOR
1.3.1 Definicéo de Dor

A principal razdo pela qual os pacientes procuram atendimento medico é a
dor. A sensacdo de dor nos alerta para uma lesdo real ou iminente e aciona
respostas adequadas de protecdo. Devido a sua grande importancia clinica, essa
modalidade sensorial atrai grande interesse de estudos na comunidade cientifica.
Existem, na literatura, varias definicbes sobre dor. Porém, devido a sua
caracteristica de ser uma experiéncia muito individual e subjetiva, € muito dificil
encontrar uma unica definicdo, apesar de tudo o que ja se conhece sobre o0 assunto.
Em termos moleculares, a experiéncia da dor no sentido clinico com todos os seus
componentes afetivos de desagrado e sofrimento ainda ndo pode ser totalmente
compreendida. Mesmo assim, h4 muito estudo para tentar desvendar o processo
pelo qual a dor se inicia e se propaga bem como a tentativa de definicdo da forma
mais abrangente possivel.

A dor é extremamente necessaria a sobrevivéncia e manutencdo do
organismo, ja que, além de detectar estimulos nocivos que podem acarretar em
alguma lesao tecidual, ela pode também desencadear varios comportamentos de
protecdo a um tecido ja lesionado, ajudando inclusive no processo de resolucao da
resposta inflamatoria desse tecido (MARKENSON, 1996; MILLAN, 1999; COSTIGAN
e WOOLF, 2000; ALMEIDA et al., 2004).

A dor é uma experiéncia complexa envolvendo ndo sé a transducdo do
estimulo nocivo, mas também o processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo,
segundo JULIUS e BASBAUM (2001). A sensacao de dor possui algumas funcoes
como a de perceber que um determinado estimulo ocasiona um dano tecidual, a de
avisar ao individuo da probabilidade iminente de uma lesdo no tecido e a de alertar
um grupo de individuos de perigo assim que ele surgir para um de seus membros
(LE BARS et al., 2001).

Apesar de a dor ser uma sensacao um tanto desagradavel, ela é fundamental
para a sobrevivéncia do organismo, tendo uma importante funcdo de protegao.
Assim que 0 mecanismo de alerta € constituido, a dor pode promover uma resposta
comportamental generalizada com retornos endocrinos, tais como secrecdo de

cortisona e ativacdo simpética, podendo ocasionar uma taquicardia e hipertensao



arterial que, juntos com uma analgesia transitoria, ajudam a melhora do
desempenho dos repertérios comportamentais, possibilitando dessa forma o éxito no
afastamento de situagdes de risco (MILLAN, 1999).

A dor e suas manifestacbes podem ser compreendidas com base nos
substratos neurais que intercedem as funcdes sensoriais e afetivas. O sistema
sensorial percebe a localizacdo espaco-temporal, a qualificacdo fisica e a
intensidade do estimulo nocivo. JA o componente cognitivo-afetivo atribui emocdes a
experiéncia, tendo responsabilidade pelas respostas comportamentais a dor
(ALMEIDA et al., 2004). A dor tem, portanto, uma intencdo individual e sofre a
influéncia de experiéncias anteriores. Ela pode se manifestar de duas formas: uma é
a resposta de aviso requerida para a sobrevivéncia no ambiente hostil e perigoso e a
outra € resultado de mudancas no sistema nervoso, podendo ser patoldgica. Essa
dltima € responsavel pelo sofrimento insistente de milhdes de pacientes, sendo
também a causa das buscas constantes para tratar a dor (WOOLF, 2000). Pode-se
dizer, dessa maneira, que a dor insistente perde sua fungcdo como sistema de aviso
protetor e torna-se debilitante e crénica. A dor contribui para determinar um estado
de hipersensibilidade localizada dentro e ao redor da regido lesada. Um estimulo
que acarretaria normalmente apenas uma sensacao indcua torna-se desconfortavel
e acaba causando inumeros transtornos na qualidade de vida das pessoas
(WOOLF, 2000; JULIUS e BASBAUM, 2001).

Apesar das diversas definicoes existentes para descrever a dor, uma das que
descreve de forma mais completa € referente a Associa¢do Internacional para o
Estudo da Dor (IASP do inglés, International Association for the Study of Pain), que
em 2011, conceituou-a como sendo uma “experiéncia sensorial e emocional
desagradavel que esta associada com lesGes reais ou potenciais ou descrita em
termos de tais lesdes.” Além dessa definicdo, existe uma classificacdo da dor, que
leva em consideracao alguns parametros como a localizagdo central ou periférica, a
duracéo e se ela é fisiolégica ou ndo. No que se refere a duracdo, a dor pode ser
classificada como aguda ou crénica. A primeira é caracterizada por ser pontual,
delimitada e desaparecer com a resolucdo do processo patolégico. Ja a segunda
persiste por um longo periodo de tempo, sendo associada a processos patoldgicos
cronicos e mudancgas no padrédo de transmissao neuronal (ALMEIDA et al., 2004;
LENT, 2004).



E de fundamental importancia saber diferenciar o termo “dor” de “nocicepc&o”,
“hiperalgesia” e “alodinia”. Com relacdo a definicdo de dor da IASP (2011), podemos
dizer que a dor apresenta dois componentes: o sensorial e o0 emocional; e o termo
“nocicepcao” refere-se apenas ao componente sensorial. Os receptores da dor,
também conhecidos como nociceptores, que segundo a IASP (2011) sao definidos
como terminagfes nervosas de alto limiar sensorial do sistema nervoso periférico
somatossensorial capazes de transduzir e codificar estimulos nocivos. O termo
nocicepcdo € definido como sendo o processo neural de codificacdo e
processamento dos estimulos nocivos (IASP, 2011). Assim, a nocicepc¢ao depende
da ativagdo de receptores especificos e vias neuroanatdmicas que fazem a
comunicacao entre o Sistema Nervoso Periférico (SNP) e o SNC (RUSSO e BROSE,
1998). Isso significa que, enquanto a dor representa uma percepcao subjetiva com
uma dimensdo emocional, a nocicepc¢ao consiste na recep¢do dos estimulos pelos
nociceptores que codificam sinais para fornecer informacdes ao SNC da existéncia
da lesdo. Pode-se dizer também que nocicepcdo refere-se as manifestacdes
neurofisiolégicas geradas por estimulos nocivos — ja a dor envolve a percepcao de
um estimulo aversivo e requer a capacidade de abstracdo e elaboracdo do impulso
sensorial (LOESER e MELZACK, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001; ALMEIDA et al.,
2004).

A ativacdo de nociceptores periféricos ocasiona a dor, gerando um potencial
de acdo que resulta na liberacdo de neurotransmissores excitatorios, como o
glutamato. No entanto, mesmo que ndo haja uma ativacdo do nociceptor, pode
ocorrer ainda uma diminuicdo no limiar da resposta da fibra nociceptiva e de
nociceptores circundantes, o que chamamos de sensibilizacdo dos nociceptores.
Além disso, nociceptores silenciosos, que normalmente ndo sao ativos, séo
recrutados apdés um dano tecidual e passam a responder a uma variedade de
estimulos. Uma vez ativados, estes nociceptores previamente silenciosos se tornam
sensibilizados e respondem a estimulos nocivos de forma mais intensa (DRAY e
BEVAN, 1993; LOESER e MELZACK, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001). Acontece
entdo um aumento da sensibilidade a dor, clinicamente denominada de hiperalgesia,
ou dor anormalmente intensa, produzida por estimulos que normalmente produzem
dor. Isto significa que o aumento da sensibilidade a dor € normalmente decorrente

de consideraveis mudancas inicialmente no processo periférico e posteriormente, no



processo central de sinalizacdo da dor. Outras alteracdes sensoriais também podem
ocorrer, entre elas a alodinia. Essa, por sua vez, € um fendmeno similar ao de
sensibilizacdo das fibras nociceptivas mas manifesta-se frente a um estimulo néo
lesivo ou ndo doloroso, ou seja, dor em resposta a um estimulo ndo nociceptivo. A
alodinia é mediada pela ativacédo periférica de receptores sensiveis ao estimulo tatil
que sofrem modificacdes e passam a ser capazes de estimular o processo
nociceptivo central (LOESER e MELZACK, 1999; MILLAN, 1999; SANDKUHLER,
2009).

1.3.2 Mecanismos para a Inducéo e Processamento da Dor

A dor inicia-se com o estimulo nociceptivo, que ativa ou sensibiliza os
nociceptores, que entdo levam a informacdo da periferia para o SNC através das
fibras nociceptivas (SANDKUHLER, 2009). As fibras aferentes de primeira ordem
foram classificadas em termos de estrutura, diametro, grau de mielinizacdo e
velocidade de conducdo em Aa e AR, Ad ou C (COSTIGAN e WOOLF, 2000;
JULIUS e BASBAUM, 2001). Dessa maneira, as fibras Aa e AP representam
proprioceptores e receptores mecanicos de baixo limiar e sdo especializadas na
conducdo do estimulo mecanico indcuo. Essas fibras sdo altamente mielinizadas,
com diametro maior que 40 uym e velocidade de conducédo de 30-100 m/s e sé&o
particularmente abundantes na derme e epiderme. Por outro lado, as fibras Ad e C
possuem didmetros menores e terminagdes nervosas periféricas livres. Elas
apresentam um alto limiar de ativacdo e sdo responsaveis por detectar estimulos
nocivos, sendo denominadas de nociceptores. As fibras aferentes Ad sdo pouco
mielinizadas, variando em seu diametro entre 2,0-6,0 um e tém velocidade de
transmissdo intermediaria de 12-30 m/s. Ja as Fibras C sdo ndo mielinizadas,
possuem diametro entre 0,4-1,2 um e mostram uma velocidade de conducéo de 0,5-
2,0 m/s. As fibras C sdo condutoras da dor lenta e difusa (TREEDE et al., 1990;
KRESS et al., 1992; MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001).

Héa duas classes principais de nociceptores do tipo Ad que séo | e Il. As duas
respondem a estimulos mecanicos intensos, mas podem ser distinguidas por sua
capacidade de responder a estimulos de calor intenso ou quando séo afetadas pela

leséo tecidual. As fibras Ad do tipo | sdo ativadas por temperaturas inferiores a 53°C,



enquanto que as do tipo Il sdo ativadas por temperaturas inferiores a 43°C. A
maioria das fibras C também é polimodal. Algumas séo insensiveis a estimulos
mecanicos, mas respondem ao calor nocivo. E indispensavel saber que a maioria
das fibras C também responde a estimulos nocivos de origem quimica, como acidos.
Porém, é dificil identificar o estimulo natural de alguns nociceptores, os chamados
“nociceptores silenciosos” ou “adormecidos”, que passam a ser ativados somente
guando sao sensibilizados por leséo tecidual (SCHMIDT et al., 1995; GEBHART,
1996; JULIUS e BASBAUM, 2001).

Estimulos nocivos que resultam em uma sensacao de dor aguda, pontual e
bem localizada em geral refletem a ativacdo de fibras Ad, que conduzem a dor
primaria, com estreita correlacdo com o estimulo e precisa localizacdo espacial. A
nocicepcao difusa e lenta, por sua vez, € conduzida por fibras C, tais como dor
secundaria, que continua mesmo apoés o estimulo nocivo ter encerrado, dor de dificil
localizag&o, dor relacionada ao sofrimento e dor em queimacdo. A dor visceral
frequentemente é pouco localizada, profunda e lenta, ndo sendo necessaria leséao
tecidual para sua existéncia (SNIDER e MCMAHON, 1998; JULIUS e BASBAUM,
2001; LENT, 2004).

O estimulo, apés a transducao, é transmitido através das fibras Ad e C, que
se incorporam aos demais nervos periféricos e penetram na medula através dos
nervos espinhais e no tronco encefalico através do nervo trigémeo. Os corpos dos
neurbnios primarios localizam-se nos ganglios da raiz dorsal e no ganglio do
trigémeo. A maioria dos neurbnios sensoriais de segunda ordem situa-se no corno
dorsal da medula e no nucleo espinhal do trigémeo, onde recebem as sinapses dos
aferentes de primeira ordem (LENT, 2004). Situados na coluna vertebral e dispostos
lateralmente ao longo da medula espinhal, os ganglios da raiz dorsal contém ainda
células dendriticas e macréfagos, além de uma rica rede de capilares sanguineos
que apresentam propriedades diferentes da barreira hematoencefalica do SNC
(OLSSON, 1990).

Deste modo, os estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica ou
guimica podem ativar canais ibnicos especificos presentes nos terminais periféricos
de fibras aferentes nociceptivas, gerando correntes despolarizantes que,
dependendo da intensidade, iniciam os disparos dos potenciais de agc&o por ativacéo

de canais de sbdio sensiveis a voltagem. Sabe-se que, uma vez ativadas, as fibras
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aferentes primarias liberam varios neurotransmissores, por exemplo, glutamato e
substancia P, que por sua vez irdo ativar neurbnios secundarios especificos,
localizados em laminas de Rexed na medula espinhal. A organizacdo arquitetonica
da medula espinhal permite distinguir anatomicamente onde cada tipo de fibra
aferente primaria termina, sendo que as laminas de | a VI fazem parte do corno
dorsal, as laminas VII, VIl e IX constituem o corno ventral e a lamina X representa
as ceélulas organizadas ao redor do canal medular. Dessa maneira, as fibras Ap, que
produzem informacdes nao-nociceptivas, terminam principalmente nas laminas Il e
IV, enquanto que as fibras nociceptivas Ad e C projetam-se nas laminas | e I,
tornando-as importantes sitios de regulacdo da informacéo nociceptiva (BESSON e
CHAOUCH, 1987; MILLAN, 1999).

Neurbnios de projecdo e interneurénios de segunda ordem, a partir destas
regides, sdo acionados na medula espinhal, sendo que alguns séao ativados somente
por estimulos nocivos, especificos para a nocicepcdo, e outros respondem a
estimulos de alta ou baixa intensidade, limiar dindmico e amplo. Os neurbnios
nociceptivos de segunda ordem também apresentam grande diversidade funcional.
Quando presentes nas laminas | e 1l s&o denominados nociceptivos especificos, pois
possuem alto limiar de excitabilidade e fazem sinapses com fibras Ad e C. J& os
neurénios que fazem sinapses nas laminas IV e V sdo excitados por estimulos de
intensidade variada e sdo denominados neurdnios de faixa dinamica ampla. Fibras
aferentes primérias podem ainda fazer sinapses com neurdnios n&do-nociceptivos,
localizados nas laminas II, 1ll e IV. A transmissao da informacao nociceptiva pode
ser regulada negativamente por interneurdnios inibitérios, que fazem sinapses na
lamina I, também conhecida como substancia gelatinosa, onde liberam
neurotransmissores e neuromoduladores tais como o acido gama-aminobutirico
(GABA), encefalinas e glicina, entre outros (TREEDE et al., 1990; KRESS et al.,
1992; MILLAN, 1999).

Dentro da medula, os neurdnios de segunda ordem emitem axbnios que
cruzam para o lado oposto e se incorporam ao feixe espinotalamico na coluna
anterolateral da medula e ascendem até o tronco encefélico encontrando fibras de
segunda ordem do nucleo espinhal do trigémeo, formando o lemnisco espinhal. Até
aqui, as fibras Ad, dor rapida, estdo misturadas as C, dor lenta. Alguns anatomistas

distinguem entre o feixe neoespinotalamico, impulsos da dor rapida, e o feixe
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paleoespinotalamico ou espino-reticulo-talamico, impulsos da dor lenta, que se
dirigem ao tadlamo, passando pela formacéo reticular. Fibras do sistema nociceptivo
mais antigo terminam em regides do tronco encefalico, como na formacéo reticular e
na substancia cinzenta periaguedutal, promovendo rea¢fes comportamentais e
fisiol6gicas da dor. Os impulsos da dor rapida vdo para 0s nucleos talamicos
posteriores e ventral posterior, onde estdo os neurdnios de terceira ordem cujos
axonios projetam ao coOrtex somato-sensorial primario. Isso caracteriza a via direta
da dor rapida com trés neurbnios e duas sinapses antes do cortex (TREEDE et al.,
1990; KRESS et al., 1992; MILLAN, 1999; LENT, 2004).

As fibras secundéarias se dirigem ao tdlamo e a éarea somato-sensorial
primaria e também para diversas outras regides do SNC que controlam os
fendbmenos vegetativos e emocionais. Algumas fibras de segunda ordem projetam
aos neurdnios do sistema reticular ascendente, formacéo reticular, outras projetam a
ndcleos do sistema limbico e talamo. As informagdes nociceptivas chegam também
ao cortex cingulado anterior, além do cortex somato-sensorial (LENT, 2004).

Com relacdo a modulacdo do estimulo nocivo, pode ocorrer a inibicdo ou
facilitacdo seletiva dos sinais nociceptivos que chegam ao corno dorsal da medula
espinhal (REN e DUBNER, 2002). O sistema de modulacdo enddgeno é constituido
de interneurbnios nas camadas superficiais da medula espinhal na qual ha
participacédo de peptideos enddgenos tais como endorfinas, encefalinas e dinorfinas,
cuja funcdo é modular as sinapses nociceptivas, bloqueando a liberagdo de
neurotransmissores excitatorios pelo terminal pré sinaptico e hiperpolarizando a
membrana pos sinaptica. Todos esses peptideos enddgenos sdo encontrados na
substancia cinzenta periaquedutal, nos nucleos da rafe e no corno dorsal da medula
(LENT, 2004).

1.3.3 Dor Inflamatoéria

E comum um processo inflamatdrio estar relacionado aos mecanismos que
envolvem a nocicepcdo, como ja explicitado anteriormente. A dor associada a
processos inflamatorios é resultante de mudancas funcionais em nociceptores, cujos
corpos celulares estédo localizados no ganglio dorsal, perto da medula espinhal
(BATTAGLIA e RUSTIONI, 1988). Os sinais cardinais da inflamac¢ao aguda — rubor,
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edema, calor, dor e perda de fungbes — surgem como consequiéncia das alteragdes,
muitas delas neuroativas, do microambiente da area lesada, devido a liberacéo de
varios mediadores quimicos nesta area. Essas substancias estimulam nociceptores
guimiosensiveis, que induzem o desenvolvimento da dor inflamatoria. Algumas
substancias endogenas, que sao produzidas pelas células que sofreram algum tipo
de lesdo, como a substancia P (produzida por neurdnios), produzem um efeito
excitatério podendo agir juntamente com a bradicinina (BK), que por sua vez &
produzida no plasma. Ja outras substancias agem principalmente na via de
sensibilizacdo, como algumas citocinas (TNF-a e IL-13) ou prostaglandinas, que s&o
derivadas do AA, ou ainda aminas simpaticas que séo liberadas pelos terminais
nervosos. A sensibilizacdo diminui o limiar de despolarizacdo dos nociceptores,
consequentemente tornando-o responsivo a uma intensidade menor de estimulo
(COUTAUKX et al., 2005).

Portanto, a dor inflamatéria pode ser produzida por fenbmenos independentes
ou interdependentes. Alguns desses fendbmenos podem agir através da estimulacao
direta de nociceptores, e outros dependem de mediadores que agem em tipos
especificos de nociceptores ou entdo produzem modificagbes na via nociceptiva
central. Portanto, a dor inflamatéria é resultado de uma complexa inter-relacdo de
sistemas que estdo envolvidos na inflamacdo. Sistemas como 0s enzimaticos
prostandides ou o de cininas (LEVINE et al., 1986; SCHAIBLE e SCHMIDT, 1988;
BIRRELL et al.,, 1991; DRAY, 1995; 1997). Esses sistemas enzimaticos podem
interagir com outros sistemas como o de fator de crescimento neural (DRAY e
BEVAN, 1993; FERREIRA, 1993; DRAY, 1995). Os sistemas enzimaticos também
podem interagir com algumas ceélulas, entre elas: polimorfonucleares (PMN),
macréfagos e linfécitos, além de produtos neuronais como neuropeptideos entre
outros (DRAY, 1995). Enquanto ndo ocorre a resolucdo deste processo inflamatorio,
0s sinais cardinais da inflamacao persistem.

A amplificacdo do sinal nociceptivo é produzida ndo somente pelas
substancias liberadas por células do sistema mononuclear fagocitario ou advindas
do plasma no local da inflamagdo, mas também por substancias liberadas pelas
fibras nociceptivas adjacentes ao local da lesdo como substancia P e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina, fenbmeno este conhecido como inflamacao

neurogénica. Desta forma, a fibra aferente priméaria contribui para a liberacdo de
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varios neuropeptidios, que por sua vez causam uma vasodilatacdo que favorece o
extravasamento proteico e resulta no que se conhece como “sopa inflamatéria”. Este
conjunto de interacdes neuroquimicas serve de base para a hiperalgesia e €
possivel classificar como hiperalgesia primaria a hiperalgesia originaria do dano
tecidual propriamente dito e como hiperalgesia secundaria aquela que ocorre ao
redor do tecido danificado por extravasamento destes neuropeptideos para o tecido
saudavel (COUTAUX et al., 2005).

Portanto esses mediadores podem ser originados de varias fontes. Os mais
importantes sdo no sistema vascular, nas celular imunes, no tecido lesado e nos
tecidos adjacentes, nos nervos sensoriais € nos nervos simpaticos. Esses
mediadores atuam em seus respectivos receptores que por sua vez estdo
amplamente distribuidos no organismo. Alguns destes receptores sdo acoplados a
proteina G e induzem a formacgédo de segundos mensageiros. Outros receptores sao
acoplados a canais idnicos que regulam a permeabilidade e a concentracdo celular
de ions.

Varios pesquisadores estudam como essa liberacdo de mediadores ocorre
nos animais, para assim entender melhor esse fenébmeno complexo e também tentar
descobrir novos alvos terapéuticos. Cunha et al, 2005 propuseram uma cascata de
liberacdo de mediadores inflamatérios na hipernocicepcao inflamatéria em modelos
animais. Esse grupo utiliza o termo hipernocicepcéo para definir a sensibilizacdo de
nociceptores ao invés de tentar diferenciar se 0 que esta ocorrendo é hiperalgesia
ou alodinia. Estes pesquisadores relatam que h& similaridades e diferencas
qualitativas entre camundongos e ratos em termos de liberacdo de citocinas por um
estimulo inflamatério e seus mecanismos de acdo hipernociceptivos. Esses
pesquisadores relataram que tanto em ratos quanto em camundongos ocorre a
liberacdo de TNF-a, IL-1B8 e do Quimioatraente para Neutrofilos Induzidos por
Citocinas 1/Quimiocina Derivado de Queratinocito (CINC-1/QQ), esses ultimos séo
homologos da IL-8 humana. Estas citocinas iniciam duas vias basicas de
hipernocicepcdo mecéanica inflamatéria. Uma via dependente de prostaglandina e
outra que ndo depende de prostaglandina, a simpatica, que depende da liberacdo de
aminas simpatomiméticas, como a dopamina (DA) (CUNHA et al., 1991; CUNHA et
al., 2005).
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Nas duas espécies a liberacdo de prostandides é estimulada por IL-1pB.
Porém, o TNF-a estimula as duas vias em ratos e somente a via das PGs em
camundongos. O CINC-1, por sua vez, estimula somente o componente simpatico
em ratos, enquanto KC estimula ambas as vias hipernociceptivas em camundongos
(CUNHA et al., 1992; LORENZETTI et al., 2002; CUNHA et al., 2005).

Outra diferenca entre ratos e camundongos esta na participacdo do sistema
das cininas em iniciar a cascata de citocinas na hipernocicep¢cdo mecanica. Na
hipernocicepcéo induzida por carragenina (Cg) em ratos, ha um evento recente de
ativacdo do sistema cininas plasmaticas com consequente producédo de BK que por
sua vez, induz a producdo de TNF-a, através da ativacdo de receptores B1 e B2. Em
contraste, em camundongos, a hipernocicepc¢ao inflamatoria mediada pela BK, ndo
depende de citocinas. A BK ativa diretamente a liberacdo de PGs e aminas
simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005).

Quando o estimulo através da Cg é dado, em camundongos, ocorre a
ativacdo das duas vias de citocinas, tanto a via do TNF-a quanto e a via da KC.
Ambas atuam na liberacdo de IL-13 e prostanoides. No entanto, KC atua
adicionalmente por meio das aminas simpatomiméticas, como a DA. Além disso,
TNF-a pode atuar diretamente na sensibilizacdo dos nociceptores (CUNHA et al.,
2005). Para melhor entender essa cascata segue a Figura 01, que apresenta um
diagrama modificado desta cascata proposta por Cunha e colaboradores em
camundongos (CUNHA et al., 2005)
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FIGURA 1: SEQUENCIA DE LIBERACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS
INICIADOS PELA CARRAGENINA (CUNHA et al., 2005) (TNF- a: Fator de Necrose
Tumoral-a; IL-1[3: Interleucina 1 beta; PGs: Prostaglandinas; COX-2: Ciclooxigenase

2; AS: Aminas Simpatomiméticas; BK: Bradicinina).

1.4 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

Apesar da inflamacédo e da dor serem respostas de defesa do organismo,
visando proteger o mesmo, 0s pacientes passam por sensacdes desagradaveis e
também muitas vezes essas sensacgfes estdo ligadas ao sofrimento em varias
patologias, particularmente em doencas inflamatérias crénicas. Por esse motivo o
uso de farmacos anti-inflamatérios e analgésicos é muito frequente na grande
maioria dos pacientes.

Existem variadas classes de substancias que podem ser utilizadas como anti-
inflamatdrias e analgésicas. Dentre essas, 0s anti-inflamatérios nédo esteroidais
(AINESs) constitui a principal classe dos farmacos utilizados. E nesta classe tem-se o
acido acetilsalicilico, que € uma das drogas mais utilizadas no mundo todo. Os
AINEs sao muito utilizados devidos aos seus efeitos anti-inflamatorios, analgésicos e
antipiréticos. Esses efeitos se devem a inibicdo da ciclooxigenase (COX), inibindo
assim, a producdo de endoperoxidos ciclicos e consequentemente PGs tanto

perifericamente quanto no SNC. Esse mecanismo de acao foi descrito pela primeira
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vez em 1971 pelo pesquisador John R. Vane. Os AINEs sé&o utilizados para o
tratamento de diversas doencas que estdo relacionadas a condi¢des inflamatorias,
tais como osteoartrite, artrite reumatoide, artrite psoriatica, artrite relacionada a
doenca intestinal inflamatoria, algumas sindromes musculoesqueléticas localizadas
como entorses e distensfes e sdo empregados para o alivio da dor pos operatdria e
dental, por exemplo (VANE, 1971; BARNES e ADCOCK, 1993; DANNHARDT e
KIEFER, 2001; MARNETT, 2009).

Dentre as isoformas da COX, a primeira a ser isolada e caracterizada foi a
isoforma COX-1. Essa isoforma esta presente nas células em condigdes fisiologicas
normais, ou seja, ela é expressa constitutivamente. Sua concentragdo permanece
praticamente estavel nos tecidos. Ja a isoforma COX-2 pode ser constitutiva no SNC
e no rim, porém, sua concentracdo pode ser induzida em células expostas a agentes
pro-inflamatérios, tais como citocinas (VANE e BOTTING, 1995; PAIRET e
ENGELHARDT, 1996). Portanto as concentragcdes da COX-2 aumentam bastante
durante um processo inflamatério, e essa descoberta possibilitou a busca de
farmacos que fossem seletivos para inibir somente essa isoforma para tratar a
inflamacdo (VANE e BOTTING, 1996; DANNHARDT e KIEFER, 2001). Outra
isoforma da COX é a COX-3, ela foi descoberta mais recentemente e sugere-se que
ela também apresenta um papel na producéo de PGs (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002; BOTTING, 2003).

As isoformas da COX atuam sobre o0s acidos graxos essenciais e sintetizam
as PGs. Estas PGs por sua vez sdo importantes mediadores da resposta
inflamatoria e da nocicepcao. Elas vao atuar sensibilizando os neurénios da dor e
essa sensibilizacdo é resultado de uma diminuicdo do limiar dos nociceptores
tornando-os assim responsivos a intensidades de estimulos menores. Com relagéo
ao edema, as PGs produzidas principalmente via COX-2 promovem vasodilatacao,
aumentando o aporte sanguineo a area inflamada e, portanto potenciando o edema.
Na febre, as prostaglandinas geradas no hipotalamo produzem a alteracdo do
termostato hipotalamico (DINARELLO et al., 1991; O'NEILL e FORD-HUTCHINSON,
1993; O'BANION, 1999). Portanto a inibicdo da COX resulta em efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e antipiréticos (DANNHARDT e KIEFER, 2001;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002). Existem dentro dessa classe de AINEs os que

sdo ndo seletivos, como a aspirina, o diclofenaco, a indometacina entre muitos
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outros. Um dos maiores problemas do uso desses medicamentos € o efeito que eles
causam no trato gastrointestinal, pois as PGs de uma forma geral exercem uma
funcdo protetora sobre a mucosa gastrica diminuindo a secrecdo de acido e
aumentando a secrecdo de muco e bicarbonato. Alguns dos outros efeitos colaterais
gue esses medicamentos causam sdo hipersensibilidade, alteracdo no tempo de
coagulacdo, alteracdo na funcdo renal entre outros (MARKIEWICZ e
PASENKIEWICZ-GIERULA, 2011).

Uma vez que a isoforma COX-2 tem sua sintese aumentada frente a um
estimulo inflamatdrio, houve uma busca por farmacos que fossem seletivos para
essa isoforma. E dentro dessa classe temos os denominados coxibes. Mesmo que
os farmacos seletivos para a COX-2 possuam uma seguranca melhor para o trato
gastrointestinal, alguns membros dessa classe apresentaram um risco muito grande
em efeitos colaterais sobre o sistema cardiovascular. E por esse motivo, algumas
substéancias ja foram retiradas do mercado. Alguns dos farmacos dessa classe sao:
celecoxibe, parecoxibe, rofecoxibe, etoricoxibe entre outros (VANE e BOTTING,
1995; PAIRET e ENGELHARDT, 1996; VANE e BOTTING, 1996).

Outra classe de substancias utilizada para o tratamento da inflamacao sao os
glicocorticéides, corticoides ou corticosterdides. Além de seu uso no tratamento de
da inflamacdo eles também sao utilizados no tratamento de alergias, alguns
disturbios hematologicos entre outros. Essas substancias sdo anti-inflamatérias e
Imunossupressoras potentes, eficazes e amplamente utilizadas tanto em processos
agudos quanto cronicos (PERRETTI e AHLUWALIA, 2000). Os glicocorticéides
agem, em sua grande maioria, através da interacdo com o0s receptores de
glicocorticoides (GR). Esses receptores estdo amplamente distribuidos e pertencem
a grande familia dos receptores intracelulares. Alguns estudos sugerem gue 0s GRs
agem na inflamacdo através de trés mecanismos: efeitos gendmicos diretos e
indiretos e ndo gendmicos. Os GRs podem interagir com regibes promotoras de
genes alvos e regularem a sua transcricdo ou interagir com receptores que estéo
presentes na membrana celular e segundos mensageiros. Os glicocorticoides
também podem interferir na expressdo de COX-2 e na transcricdo génica de
citocinas, bem como de seus receptores, das proteinas quimiotaticas, moléculas de
adeséao, quimiocinas entre outros mediadores envolvidos na resposta inflamatoria. A

eficacia dessas substancias resulta dos efeitos pleiotropicos dos GRs. Todavia,
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esses efeitos causam uma série de problemas tais como hipertensédo, inibicdo da
cicatrizacdo, retardo do crescimento em criancas, disturbios metabodlicos e
osteoporose. E devido a essa lista de efeitos adversos, o uso prolongado dos
corticosteréides é muito limitado (DE BOSSCHER et al., 2003; RHEN e CIDLOWSKI,
2005).

Com relacdo as drogas analgésicas mais especificamente, outra classe
utilizada é a dos opiddes. Essa classe possui uma potente acdo analgésica através
de uma acgéo tanto central como periférica, entretanto eles podem produzir sedacao,
constipacdo, nausea, vomito, depressdo respiratéria, com tendéncia a produzir
dependéncia e tolerancia. Eles agem através da ativacdo de mecanismos inibitorios
descendentes, inibindo diretamente o0s terminais nociceptivos ou inibindo as
sinapses nociceptivas espinhais. Atualmente a administracao sistémica de opidides
€ muito efetiva para tratar dores severas como dor aguda, inflamatéria e neuropatica
(AKBARI, 2011; LUTTOSCH e BAERWALD, 2011; POWER, 2011).

Devido a patologias que nado respondem adequadamente as drogas
convencionais e também devido aos efeitos colaterais das drogas que ja estdo no
mercado, existe uma busca constante de novas drogas que possuam uma eficacia
melhor e/ou menos efeitos colaterais. E dentro desse campo de pesquisas a busca
por produtos naturais € uma area muito promissora. E dentro dessa area altamente
promissora, a pesquisa de plantas medicinais € um campo que esta cada vez mais

sendo estudado.

1.5 PLANTAS MEDICINAIS — Sinningia allagophylla

O uso de plantas para o tratamento de problemas de salde tem sido
documentado em todas as sociedades humanas, sendo uma heranga cultural de
cada povo. O desenvolvimento da medicina moderna no inicio do século XX relegou
esse conhecimento a um segundo plano durante algum tempo. Mas nas ultimas
décadas tem havido um renovado interesse nas plantas medicinais. A comprovacao
cientifica de varias preparacoes fitoterapicas, bem como o seu baixo custo em
relacdo aos medicamentos industriais tem levado a introducdo do uso de plantas
medicinais nos sistemas publicos de saude (STEFANELLO, 2003).
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No entanto, a procura de novas substancias bioativas guiada por informacdes
etnobotéanicas apresenta algumas restricdes. Em primeiro lugar a possibilidade de se
obter informacdes adicionais sobre plantas medicinais das populac¢des indigenas ou
de grupos étnicos isolados torna-se progressivamente mais dificil. Outra
complicacdo percebe-se consultando a literatura. E desconcertante o nimero de
aplicacoes diferentes encontradas para um grupo de plantas relacionadas e algumas
vezes até mesmo para uma unica espécie vegetal. E mesmo assim, é astronémico o
namero de espécies que permanece intocado, e que potencialmente contém
substancias com propriedades farmacoldgicas (GOTTLIEB, 1982). E necessario
ainda reconhecer que é pouco provavel que familias ou géneros muito estudados
possam fornecer substancias realmente novas ou com atividade farmacoldgica
diferenciada (STEFANELLO, 2003). Por essas razfes a pesquisa de substancias
Uteis precisa direcionar-se para aquelas familias pouco estudadas, mas
guimicamente promissoras, mesmo que suas espécies nao sejam muito usadas na
medicina popular.

O uso de produtos naturais € um caminho muito promissor na descoberta de
novos farmacos. A natureza de uma forma geral tem produzido a grande maioria das
substancias organicas conhecidas e o reino vegetal € o que tem contribuido de
forma mais significativa para esse fornecimento (PHILLIPSON e ANDERSON, 1989;
FERRIS, 2001; NEWMAN et al., 2003). A grande diversidade quimica das plantas
faz delas uma importante fonte para o isolamento de metabdlitos
farmacologicamente relevantes. Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), principalmente em paises subdesenvolvidos, devido a pobreza e a falta de
acesso a medicamentos industrializados, cerca de 80% da populacdo faz uso de
plantas medicinais no combate primario as doencas (CALIXTO, 2000; BASSO et al.,
2005). As plantas medicinais desempenham, portanto, papel muito importante na
medicina moderna. Primeiramente porque podem fornecer farmacos extremamente
importantes. Em segundo lugar, as fontes naturais fornecem compostos que podem
ser levemente modificados, tornando-os mais eficazes ou menos toxicos. E em
terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como protétipos para
obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas semelhantes a dos compostos
originais (TUROLLA, 2006).
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A familia Gesneriaceae compreende 135 géneros e cerca de 3000 espécies,
distribuidas nas regides tropicais e subtropicais. As espécies do Novo Mundo
diferem significativamente daquelas do Velho Mundo, de modo que a familia é
comumente dividida em duas subfamilias: Cyrtrandoideae, quase inteiramente
confinada ao Velho Mundo, e Gesnerioideae, confinada a América tropical. No Brasil
a familia € estimada em 23 géneros e 200 espécies (ARAUJO et al., 2005).

O género Sinningia compreende atualmente 68 espécies, das quais cerca de
60 ocorrem em territério brasileiro. O centro de diversidade do género € a regido
sudeste do Brasil, onde é encontrada a maioria das espécies. As espécies de
Sinningia sdo ervas ou subarbustos, de ciclo anual, com tubérculo perene. Crescem
durante a primavera, florescem e entram em declinio durante o outono/inverno,
quando perdem as suas partes aéreas. As gemas dormentes permanecem nos
tubérculos, ocorrendo o brotamento quando as condigbes se tornam favoraveis
(primaveralverao). Todas as espécies de Sinningia produzem belas flores, tendo um
grande potencial ornamental. Uma das mais cultivadas € a S. speciosa,
comercializada com o nome de “gloxinia”. As caracteristicas fenoldgicas deste
género aliada a uma coleta indiscriminada tem colocado algumas espécies em risco
de extincdo (ARAUJO et al., 2005; UNEMOTO, 2006; CHAUTEMS et al., 2010).

A quimica da familia Gesneriaceae em geral, e do género Sinningia em
particular, é pouco conhecida. E possivel que o amplo uso das gesneriaceas como
plantas ornamentais, aliado aos poucos relatos de uso medicinal tenham
desestimulado as pesquisas em fitoquimica. O fato € que o0s primeiros estudos
quimicos foram voltados para a identificacdo de substancias que pudessem servir
como marcadores quimicos, auxiliando na classificacdo botanica. Assim,
espécimens cultivadas ou de herbario, foram examinados quanto a ocorréncia de
flavonéides ou de compostos fendlicos (KVIST e PEDERSEN, 1986). Posteriormente
surgiram trabalhos voltados para o isolamento e determinacdo estrutural dos
metabdlitos secundarios. Estes estudos, realizados com espécies do Velho Mundo
mostraram que em Gesneriaceae ocorrem principalmente compostos fendlicos
glicosilados, além de flavondides, xantonas, quinonas, triterpenos e diterpenos
(GUHA e BHATTACHARYYA, 1992; DAMTOFT e JENSEN, 1994; YANG et al.,
1998; ZAITLIN e PIERCE, 2010).
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Em relacdo ao género Sinningia poucas espécies tiveram algum tipo de
estudo quimico. O aroma das flores de Sinningia tubiflora contém linalol como
principal constituinte, juntamente com varios compostos alifaticos (PERRET et al.,
2003). Antocianinas foram isoladas das flores de Sinningia cardinalis (SWINNY et
al., 2000). O oleo essencial das partes aéreas de Sinningia aggregata contém
sesquiterpenos e compostos alifaticos de cadeia longa (STEFANELLO et al., 2005).
Antraquinonas e etilcicloexanos foram relatados em Sinningia speciosa (VERDAN et
al., 2009). Recentemente, trés novas lactonas arométicas, uma nova naftoquinona e
trés antraquinonas conhecidas, foram relatadas em Sinningia speciosa (VERDAN et
al., 2010). A Figura 2 mostra algumas das substancias que foram isoladas da

Sinningia ssp.
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FIGURA 2: ALGUMAS DAS SUBSTANCIAS QUE FORAM ISOLADAS DA Sinningia

ssp.
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Apesar de ser uma familia pouco usada na medicina popular, a diversidade
qguimica e a ocorréncia de classes de compostos com atividade biolégica tornam as
espécies de Gesneriaceae muito promissoras para 0 isolamento de substancias
novas e com atividade biolégica. No estado do Parana sdo encontradas mais de
uma dezena de espécies de Sinningia (dados do Herbario da UFPR). Entre estas se
destacam S. allagophylla e S. douglasii.

A Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler € uma espécie arbustiva, que
atinge até 1 m de altura, largamente distribuida. E encontrada no Brasil desde Goias
até o Rio Grande do Sul, além do Paraguai e Argentina. Distingue-se pela intensa
coloracdo (rosa, vermelho ou alaranjado) das inflorescéncias e das hastes que as
suportam, podendo esta coloracdo chegar até as partes vegetativas. Recebe os
nomes populares de cravo-da-campo, batatinha-do-campo ou batata-de-perdiz,
sendo a Unica espécie do género considerada medicinal. Os tubérculos sao
empregados como tonico e emoliente, enquanto que as flores e folhas séo utilizadas
como febrifugo, depurativo e diurético (MORS et al., 2000; ARAUJO et al., 2005;
CHAUTEMS et al., 2010). Ensaios farmacoldgicos preliminares realizados em nosso
laboratério demonstraram que o extrato etandlico dos tubérculos possui atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva (MORI, 2008). A Figura 3 mostra algumas fotos da
Sinningia allagophylla.

20I0 Rosangela G. Rolim

FIGURA 3: FLORES Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva do extrato etandlico, das
fracbes e do composto 8-metoxilapachenol isolados dos tubérculos obtidos de
Sinningia allagophylla.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito anti-inflamatério (antiedematogénico) do extrato
etanolico da Sinningia allagophylla (EESAI), das fragdes e do composto
8-metoxilapachenol (8ML) administrado por via oral no modelo de
edema de pata induzido por Cg em camundongos.

2. Avaliar o efeito antinociceptivo do EESAI administrado por via oral no
modelo de nocicepcdo quimica induzido por formalina em
camundongos.

3. Avaliar o efeito antihiperalgésico do EESAI, das fracdes e do composto
8ML administrado por via oral no modelo de hiperalgesia mecanica
induzida pela Cg em camundongos atraves.

4. Avaliar o efeito antinociceptivo do EESAlI e do composto 8ML
administrado por via oral no modelo de nocicepc¢éao térmica (modelo da
placa quente) em camundongos.

5. Avaliar o efeito do EESAI e do composto 8ML administrado por via oral
sobre o desempenho motor (modelo rota-rod) em camundongos.

6. Avaliar o efeito do composto 8ML administrado no local sobre a
hiperalgesia mecanica induzida pela Cg em camundongos.

7. Avaliar o(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido(s) no efeito
antinociceptivo do composto 8ML através da administracdo local de
mediadores inflamatérios como: TNF-a, IL-1B, Prostaglandina E:2
(PGE-2), Dopamina (DA) e CINC-1.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos (25-35 g) proveniente do Biotério do Setor de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal do Parana. Os animais foram mantidos em salas de
aclimatacdo do Laboratorio de Inflamacdo, Dor e Febre do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Parana, em temperatura (22 £2 °C) e
umidade controlada (60-80%), ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as
07:00) e com livre acesso a agua e racdo. Os animais foram retirados da sala de
aclimatacdo e mantidos no laboratério de experimentacdo para adaptagdo por um
periodo de pelo menos 1 h antes do inicio dos experimentos e foram utilizados
somente uma vez em cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo com
as orientacdes para os cuidados com animais de laboratorio e consideracdes éticas
com os protocolos experimentais aprovados pelo Comiss&o de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal do Parana (Certificado n° 387). Além disso, 0
presente estudo foi realizado em conformidade com as diretrizes atuais para 0s
cuidados com os animais de laboratorio e orientacdes éticas para a investigacédo de
dor experimental em animais conscientes de acordo com (ZIMMERMANN, 1983),

seguindo as orientac¢des do Instituto Nacional de Saude (E.U.A.).

3.2 MATERIAL BOTANICO, PREPARACAO DO EXTRATO, FRACIONAMENTO,
ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO COMPOSTO ATIVO

Foram coletados tubérculos de Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler, em
Palmeira, PR. A planta foi identificada pela biologa Clarisse Bolfe Poliquesi, do
Museu Botéanico Municipal de Curitiba e uma exsicata (31.3530) foi depositada no
herbario daquela instituicdo. O material vegetal foi secado em estufa a 40°C e
moido.

A preparacao do extrato, das diferentes fracdes e o isolamento e identificacao
dos compostos foram realizadas pelo grupo da Profa. Dra. Maria Elida Alves
Stefanello, do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.

Resumidamente, o material botanico seco e moido (tubérculos 46,9 g) foi extraido a
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temperatura ambiente com etanol. O solvente, 50 mL para cada 10 g de material, foi
deixado em contato com o material por 24 h, e entdo renovado. Foram realizadas
trés extracdes sucessivas. As solucdes obtidas foram reunidas e o solvente foi
removido em evaporador rotativo, rendendo 5,84 g de extrato (12,45%). Parte do
extrato em etanol (1,0 g) foi dissolvida em etanol: 4gua 1:1 e submetida a particdo
com hexano, diclorometano, acetato de etila e 1-butanol, rendendo as fragdes sall-1
(4,5%), sall-2 (19,3%), sall-3 (10,3%) e sall-4 (27,6%). A figura 4 mostra 0 esquema

dessa particao e fracionamento.

Tubérculos (46,9 g — seco e moido)
(Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler

Extracdo com etanol

EESAI (5,84g)

EESAI (1g)

Particdo com solvente

!

Sall-1 Sall-2 Sall 3 Sall 4
Hexano (4,5%) CH,Cl, (19,3%) AcOEt (10,3%) BuOH (27,6%)

FIGURA 4: EXTRACAO, PARTICAO E FRACIONAMENTO DOS TUBERCULOS de
Sinningia allagophylla

Porém, nos ensaios bioldgicos essas fracdes ndo apresentaram um bom
resultado, como sera explicado mais adiante. Assim foi feito um novo fracionamento.
Outra amostra (1,0 g) desse extrato bruto foi dissolvida em MeOH-H,O 9:1 e
particionado apenas com éter de petroleo, rendendo 2 fracdes, a fracdo Eter de
Petrdleo (EP) com rendimento de 5% e a fragdo metandlica (MeOH) com rendimento
de 95%. A Figura 5 mostra o novo fracionamento do EESAI.
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Tubérculos (46,9 g — seco e moido)
(Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler

Extracdo com etanol

EESAI (5,84g)

EESAI (1g)
(dissolvido em MeOH.H,0 (9:1)

Particdo com solvente

!

MeOH EP
(95%) (5%)

FIGURA 5: NOVA PARTICAO E FRACIONAMENTO DOS TUBERCULOS de

Sinningia allagophylla

O fracionamento cromatografico da fracdo hexanica, proveniente do extrato
etandlico de tubérculos de S. allagophylla, resultou no isolamento e identificacdo de
10 substancias até o momento as quais foram identificadas através de analise de
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de Hidrogénio *H, RMN de
Carbono 13 (*3C), DEPT, HSQC, HMBC, espectros de massas e comparagio com
dados da literatura.

A substancia SAL-1 foi isolada como um oleo amarelo. A anélise cuidadosa
dos espectros HSQC e HMBC permitiu deduzir a estrutura apresentada na figura 6.
Uma pesquisa na literatura (Sci-Finder) mostrou que esse composto € uma
substancia conhecida como lapachenollapachenol, ja isolada de espécies das
familias Rubiaceae, Bigoniaceae e Verbenaceae (GONZALES et al.,, 1976;
DOMINGUEZ et al., 1989; REIBENSPIES et al., 1989; SCHMEDA-HISCHMANN e
PAPASTERGIOU, 2003).

OCH3

FIGURA 6: ESTRUTURA DO COMPOSTO LAPACHENOL
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A substéancia SAL-2 foi isolada como um solido amarelo. O seu espectro de
RMN 'H (Figura 8) foi muito semelhante ao da substancia SAL-1. A principal
diferenca foi a presenca de dois sinais de grupos metoxila e de trés hidrogénios
aromaticos, com padrdao de acoplamento caracteristico de um anel 1,2,4-
trissubstituido. Esses dados sugeriram um derivado do lapachenol, com substituicdo
na posicao 8. A estrutura proposta (figura 7) foi confirmada pelos espectros de RMN
13C, HSQC e HMBC. Este composto é inédito na literatura e foi denominado 8-

metoxiLapachenol (8ML).

FIGURA 7: ESTRUTURA DO COMPOSTO 8-METOXILAPACHENOL
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FIGURA 8: ESPECTRODE RMN *H DO 8ML (CDCl;, 200 MHz)
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3.3 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do extrato bruto, fracbes e
composto isolado foi utilizado o modelo de edema de pata em camundongos
conforme descrito anteriormente (KASSUYA et al.,, 2009). Para tanto, os animais
foram tratados por via oral (v.0.) com EESAI (nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg),
ou com as fracbes MeOH (30mg/kg) ou EP (3mg/kg) ou com o composto 8ML
(1,8mg/kg). Animais controle receberam o mesmo volume de veiculo (Tween 80 0,1
% v/v), ou dexametasona (1mg/kg), usada como controle positivo. As doses das
fragcbes e do composto em todos os modelos experimentais foram calculadas com
base na dose do EESAI de 30mg/kg levando-se em conta 0s respectivos
rendimentos. Apos 1 h, os animais receberam uma injecdo intraplantar (i.pl.) de Cg
(300ug/pata) em um volume de 20 pL na pata direita. Na pata esquerda foi injetado
20 pL de salina. O aumento de espessura da pata foi medido com o auxilio de um
micrémetro digital em diferentes tempos apds o estimulo inflamatorio (0,5, 1, 2 e 4
h). A diferenca (A) entre as espessuras da pata direita e esquerda foi quantificada

em pm e tomada como indice de edema.

3.4 NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA

Dentre os modelos utilizados para a avaliagdo da atividade analgésica do
extrato utilizou-se a nocicepc¢ao induzida por formalina. O procedimento foi realizado
conforme descrito por (HUNSKAAR e HOLE, 1987). Resumidamente, 0s animais
foram colocados individualmente em plataformas de observacéo transparentes, sob
funil de vidro invertido com espelho ao fundo, por um periodo de adaptagdo de no
minimo 20 min. Apds esse periodo, os animais receberam por v.0. 0 EESAI (3; 10 e
30 mg/kg), ou veiculo (Tween 80 0,1 % v/v, 10 mL/kg), ou indometacina (5mg/kg),
utilizada como controle positivo. Em seguida, cada animal recebeu uma injecéo i.pl.
de 20 pL de solucdo de formalina 2,5 % v/v (0,92 % de formaldeido) na pata
posterior direita. Logo apds a injecdo da formalina, os animais foram colocados
novamente nas plataformas de observacdo. O comportamento nociceptivo avaliado
foi o tempo em que o animal permaneceu lambendo, mordendo ou elevando a pata

injetada com formalina. Este comportamento nociceptivo foi observado durante 40



30

min, cronometrados de 5 em 5 min. Este comportamento durante este periodo de
observacédo € considerado indicativo de nocicepcdo que manifesta-se em 2 fases: a
primeira fase (Fase 1), que ocorre durante os primeiros 5 min ap6s a injecao de
formalina, caracterizada pelo estimulo direto da formalina no nociceptor, também
conhecida como fase neurogénica, e a segunda fase (Fase Il), que ocorre entre 15 e

40 min ap6s a formalina, que representa a fase inflamatoria.

3.5 HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Outro modelo utilizado para avaliagdo da atividade analgésica do EESAI, das
fracbes e do composto isolado foi 0 modelo de hiperalgesia mecéanica induzida por
Cg. Os procedimentos foram executados conforme descrito anteriormente (MORI et
al., 2011). Neste modelo, é necessaria a determinacdo do limiar mecanico basal,
que é realizado no dia anterior a realizacdo do experimento, a fim de estabelecer o
limiar de sensibilidade mecéanica dos animais sem nenhum tratamento.

A avaliacéo do limiar de sensibilidade mecanica foi realizada pelo método de
up and down (CHAPLAN et al., 1994), utilizando filamentos de von Frey. De maneira
sucinta, os camundongos foram colocados em caixas com uma das faces
transparente sobre uma plataforma com fundo de tela de arame, possibilitando o
acesso dos filamentos de von Frey a pata traseira do animal. Apés a adaptacédo ao
clima dos animais (em torno de 2 a 3h), foram utilizadas uma série de filamentos de
0,008 a 6,0 g aplicados em ordem crescente ou decrescente para determinar 50%
do limiar de retirada da pata (limiar 50%) (DIXON, 1980). O primeiro filamento da
série testado foi sempre o de 0,4 g na pata posterior direita. Foram realizadas 6
avaliacbes com intervalos de 10 s. A auséncia de resposta com um determinado
filamento levou a utilizacdo de outro filamento de maior massa e assim
sucessivamente. Havendo retirada ou lambida da pata pelo animal, um filamento de
menor massa foi aplicado apds um intervalo de 2 min. O limiar de retirada da pata
(50% do limiar) foi calculado de acordo com (DIXON, 1980), representada pela
seguinte equacéao:

Limiar 50% = 10 [log do tltimo filamento  (valor da tabela (Dixon, 1980) x 0,4)]
No dia do experimento, os animais foram tratados por v.0. com EESAI (3, 30 e

300 mg/kg), fracdo EP (3mg/kg) ou o composto 8ML (1,8mg/kg) ou veiculo (Tween
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80 0,1 % v/v) (10 mL/kg), 1 h antes da injecao i.pl de 20 pL (pata posterior direita) de
Cg (300 pg/pata). O limiar mecanico foi avaliado novamente, conforme descrito
acima, 3h apos a injecéao de Cg.

Em outra série de experimentos, para avaliar se o composto era capaz de
promover um efeito analgésico quando administrado no local, a limiar basal foi
avaliado no dia anterior ao experimento. No dia seguinte os animais receberam uma
injecdo local do composto 8ML (0,75, 7,5, 75 ou 750 pg/pata) ou veiculo (salina) em
um volume de 20 pL, 15 min antes da injecéo i.pl de 20 yL (pata posterior direita) de
Cg (300 pg/pata) e o limiar foi novamente avaliado ap6s 3h. Para confirmar este
efeito local, grupos distintos de camundongos receberam na pata ipsilateral (pata
posterior direita) ou na pata contralateral (pata posterior esquerda) o composto 8ML
(750 ng/pata) em um volume final de 20 pL. Quinze minutos apds o tratamento, 0s
animais receberam, somente na pata ipsilateral, Cg (300 pg/pata) em um volume
final de 20 pL. Neste protocolo utilizamos somente o composto isolado, pois a
mistura de compostos presentes no extrato bruto poderia causar danos aos tecidos.
E importante salientar que o limiar mecanico sempre foi medido na pata direita, ou
seja, na pata que recebeu Cg.

Para o estudo do(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido(s) no efeito
antinociceptivo do composto 8ML, foi administrado 750ng/pata do composto na pata
direita, em um volume final de 20 yL, e 15 min apds o tratamento a hiperalgesia foi
induzida por TNF-a (1 pg/pata), IL-1B (0,5 pg/pata); PGE2 (100 ng/pata); DA (10
Mg/pata); CINC-1 (100 pg/pata) (CUNHA et al., 2008). A avaliacao da hiperalgesia foi
realizada 3 h apds a administracdo dos agentes nociceptivos utilizando o método

descrito anteriormente.

3.6 TESTE DA PLACA QUENTE

O teste da placa quente foi utilizado para avaliar o efeito do EESAI e do
composto 8ML sobre a nocicepgdo térmica de acordo com o meétodo descrito
anteriormente (EDDY e LEIMBACH, 1953), com algumas modificacdes. Neste
experimento, o aparelho de placa quente foi mantido a 54 + 1°C. Grupos de
camundongos foram tratados v.0. com EESAI (300 mg/kg v.0.), 8ML (1,8 mg/kg, v.0.)

ou fentanil (100 pg/Kg s.c.) como controle positivo e, apés 1 hora para o grupo
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tratado com EESAI ou 8ML ou 15 min para o fentanil, os animais foram colocados
sobre a superficie aquecida. A fuga dos animais foi impedida por um anteparo
retangular de vidro para permitir a observacdo do comportamento nociceptivo. O
tempo decorrido entre a colocacdo do animal e o aparecimento das reacdes de
balancar ou lamber as patas, ou ainda de subir na parede do anteparo foi registrado
e considerado como indice de laténcia. Um tempo maximo de 30 s foi utilizado para
prevenir possiveis danos teciduais (tempo de corte). Cada animal foi testado antes
da administracdo das drogas a fim de obter uma resposta basal (laténcia basal) e
foram utilizados somente animais com indice de laténcia basal inferior ou igual a 15
s. Os dados foram apresentados como percentagem do Maximo de Efeito Possivel
(% MEP), calculados de acordo com a seguinte equacao:

%MEP = (laténcia pds-droga — laténcia basal/tempo de corte — laténcia basal) X 100

3.7 EFEITO SOBRE O DESEMPENHO MOTOR (ROTA-ROD)

Uma vez que a maioria dos testes nociceptivos dependem do perfeito
desempenho motor dos animais (balancar, lamber a pata, etc), a avaliagdo deste
parametro é essencial para uma interpretacdo mais acurada dos resultados obtidos
nos testes para determinacdo da atividade antinociceptiva. Portanto, drogas que
promovem relaxamento ou sedacdo, alteram o desempenho motor, sem serem
necessariamente antinociceptivas, resultando portanto em falso-positivos. Esse teste
foi desenvolvido de acordo com o método de (DUNHAM e MIYA, 1957) e o
desempenho motor do animal foi medido no aparelho “rota-rod” (mod. DS 37, Ugo
Basille). Foram utilizados trés grupos contendo de 8 a 10 camundongos, sendo
computado o tempo basal de permanéncia (em segundos) na barra giratoria
(velocidade de 22 rpm aproximadamente) de, no maximo, 3 min (tempo de corte). Os
grupos foram tratados com EESAI (300 mg/kg; v.0.), ou com 8ML (1,8 mg/kg v.0.) ou
com o mesmo volume de veiculo (10 mL/kg; v.0.) ou ainda com Diazepam (5 mg/kg;
s.c.) usado como controle positivo. Uma hora apés a administracdo do EESAI ou do
8ML ou do veiculo ou 15 min ap6s o tratamento com diazepam, os animais foram

colocados no aparelho e o tempo de permanéncia no aparelho foi cronometrado.
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3.8 DROGAS E REAGENTES

Cg, indometacina, fentanil, diazepam, prostaglandina Ez2, cloridrato de
dopamina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO - E.U.A.). IL-1,
TNF-a, CINC-1 foram adquiridos da R & D Systems, E.U.A. O restante dos sais e
compostos foi adquirido de companhias com comprovada certificagdo de qualidade e

eram de grau analitico.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como média +erro padrdao da média
(EPM). Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de Bonferroni. Valores de P menores do que 0,05 (P < 0,05) foram

considerados como indicativos de significancia.
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4 RESULTADOS
4.1 EFEITO DO EESAI NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

A administracdo de salina na pata contralateral dos animais ndo induziu
diferencas significativas no volume da pata. A injecdo de Cg induziu um aumento na
espessura da pata, caracterizando o edema, nos animais tratados somente com
veiculo, atingindo um pico maximo na segunda hora e permanecendo até a quarta
hora. O tratamento dos animais com o EESAI nas doses de 30 e 100 mg/kg inibiram
a formacdo de edema nos primeiros 30 minutos. J& as doses de 10 e 3 mg/kg
iniciaram a inibicdo na primeira e segunda hora, respectivamente (figura 9A). O
tratamento dos animais com EESAI (3, 10, 30 e 100mg/kg) induziu uma inibicéo
significativa de 30+7%, 29+7%, 56+5% e 56+8%, respectivamente, 4 h apos a
administragdo de Cg. De maneira similar, o tratamento dos animais com Dex,
controle positivo, inibiu de forma significativa (71+5%) a formacdo do edema na
quarta hora (figura 9B).
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FIGURA 9: EFEITO DO EESAlI SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA
CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. No painel A os animais foram tratados por
via oral com EESAI, nas doses de 3, 10, 30 e 100 mg/kg ou com veiculo (V) (Tween
80 0,1 % v/v,10 mL/kg), ou com dexametasona (Dex, 1 mg/kg). Uma hora apds o
tratamento os animais receberam uma injecao i.pl. de Cg (300 pg/pata) como
estimulo inflamatorio. No painel B mostra os resultados 4 h apdés a administracdo de
Cg. Os pontos e as barras representam a média + E.P.M. da espessura (um) da
pata dos animais (n=6) nos diferentes tempos apos a injecdo de Cg ou na quarta
hora apds a administracdo de Cg, respectivasAs diferencas entre os grupos foram
analisadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os simbolos
demonstram diferenca estatistica em comparacdo com o grupo tratado com veiculo
(* p<0,1, ** p<0,01, *** p<0,001).
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4.2 EFEITO DO EESAI NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA FORMALINA

A administracdo de formalina na pata dos animais induziu uma resposta
bifasica como esperado, com a primeira fase nos primeiros 5 min e a segunda fase
ocorrendo entre 15 e 40 min. Podemos perceber na Figura 10, que o tratamento dos
animais com EESAI ndo modificou a Fase | da resposta a formalina. Em contraste, o
tratamento dos animais com as diferentes doses de EESAIl ou com indometacina
promoveu uma diminuicao significativa na Fase Il ou Fase inflamatoria. O tratamento
dos animais com EESAI nas doses de 3, 10 e 30mg/kg inibiu 61+5%, 63+4%,
61+4%, respectivamente, a segunda fase da resposta nociceptiva induzida pela

formalina. Ja o tratamento com indometacina reduziu 65+5%.
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FIGURA 10: EFEITO DO EESAlI SOBRE O COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO
INDUZIDO PELA FORMALINA EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados
v.0 com EESAI, nas doses de 3, 10, 30 mg/kg, com veiculo (V,Tween 80 0,1 %
v/v,10 mL/kg), ou com indometacina (Indo), na dose de 5 mg/kg. Uma hora apds o
tratamento os animais receberam uma injecao i.pl. de uma solucado de 2,5% de
formalina como estimulo nociceptivo. As barras mostram o tempo que o animal
passou executando o comportamento nociceptivo na Fase | (5 min) e Fase Il (15-40
min) apos a administracdo da formalina. Cada barra representa a média + E.P.M. do
tempo (s) de elevacdo ou lambedura da pata dos animais (n=7-9). As diferencas
entre os grupos foram avaliadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Os simbolos demonstram diferenca estatistica em comparacdo com o
grupo tratado com veiculo (*** p<0,001).
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4.3 EFEITO DO EESAI NA HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELA
CARRAGENINA

Uma vez que o EESAI apresentou efeito sobre a fase inflamatoria da resposta
a formalina resolvemos avaliar o efeito antinociceptivo deste extrato também no
modelo de hipegalgesia mecanica induzida pela carragenina. As medidas basais nao
foram diferentes entre os grupos e para maior clareza, sdo apresentadas em
conjunto, em uma unica coluna na figura. No grupo tratado com veiculo o limiar
mecanico diminuiu em torno de 90+2% apoés a inje¢do de carragenina (Figura 11). O
tratamento dos animais com EESAI na dose de 3 mg/kg ndo conseguiu reverter a
diminuicado do limiar mecéanico causado pela carragenina, sendo que nesse grupo a
diminuicdo do limiar foi de 85+1%, quando comparado com o limiar basal. J4 o
tratamento dos animais com EESAI 30 mg/kg conseguiu reduzir a diminuicdo do
limiar mecéanico causada pela carragenina em 81+8% enquanto que o tratamento
dos animais com a maior dose do EESAI (300mg/kg) reverteu completamente a

diminuicao do limiar mecanico causada pela carragenina (Figura 11).
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FIGURA 11: EFEITO DO EESAI SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA
PELA CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados v.0 com
EESAI, nas doses de 3, 30, 300 mg/kg ou veiculo (V,Tween 80 0,1 % v/v,10 mL/kg).
Uma hora apés o tratamento os animais receberam uma injecéo i.pl. de Cg (300
pg/pata) na pata direita. Trés horas apds a aplicacdo da Cg, o limiar mecanico 50%
foi avaliado utilizando-se os filamentos de Von Frey. Cada barra representa a média
+ E.P.M. do limiar mecanico 50% (g) (n=7). As diferencas entre os grupos foram
analisadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os simbolos
demonstram diferencga estatistica em comparagdo com a basal de todos os animais
utilizados (** p<0,001) ou em relacdo ao grupo tratado com veiculo (** p<0,01,***
p<0,001).
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4.4 EFEITO DAS FRACOES E DO COMPOSTO 8ML SOBRE O EDEMA DE PATA
INDUZIDO POR CARRAGENINA

Para prosseguirmos com a investigacdo dos efeitos anti-inflamatoérios e anti-
nociceptivos da S. allagophyla iniciamos o fracionamento do EESAI e o efeito anti-
inflamatoério das fragBes foi avaliado no modelo de edema de pata induzido pela
carragenina. Primeiramente foram preparadas e testadas 4 fracdes: hexano (salll),
diclorometano (sall2), acetato de etila (sall3) e 1-butanol (sall4), cujo rendimentos
foram: salll (4,5%), sall2 (19,3%), sall3 (10,3%) e sall4 (27,6%), respectivamente.
Levando-se em conta o rendimento de cada fragdo e baseando-se na dose do
EESAI de 30 mg/kg foram calculados as doses e cada fracdo: sall 1,5mg/kg, sal2
6mg/kg, sal3 3,0mg/kg e sal4 8,0 mg/kg. Porém, em nenhum dos grupos tratados
com as fracdes obteve-se uma diminuicdo significativa do edema de pata induzido
por Carragenina enquanto que o tratamento com dexametasona, controle positivo,
reduziu em 75+4% o edema induzido pela Carragenina na quarta hora (dados nao
mostrados). Por outro lado, se aumentassemos as doses das fracbes, todas
passavam a ter efeito, sugerindo que o(s) composto(s) ativo(s) havia se distribuido
entre as fracdes. Uma andlise preliminar mostrou a presenca de 8ML em todas as
fracOes.

Assim, foram feitas duas novas fracdes, a fracdo EP (5% de rendimento) e a
fracdo MeOH (95% de rendimento). Levando-se em conta o rendimento de cada
fracdo e baseando-se na dose de 30 mg/kg do EESAI, foram calculadas as doses
dessas fracoes: EP 1,5 mg/kg, e MeOH 30 mg/kg. Devido ao baixo rendimento da
fracdo EP um grupo de animais recebeu o dobro da dose, elevando-se a dose para
3 mg/kg. No grupo tratado com a fragdo MeOH, o tratamento ndo foi capaz de
reduzir o edema provocado pela carragenina de forma significativa. Porém, os
tratamentos com EP (1,5 e 3 mg/kg) reduziram a formacdo do edema de forma
significativa (Figura 12).

Esta fracdo EP apresentou como composto majoritario o composto 8ML com
um rendimento de 60%. Levando-se em conta o rendimento do composto e tendo
como base a dose de 3 mg/kg da fracdo EP, foi calculada a dose do composto 8ML
(1,8 mg/kg). O tratamento dos animais com 8ML reduziu de forma significativa o

edema de pata induzido por carragenina (Figura 12).
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O tratamento dos animais com EP 1,5 mg/kg, EP 3,0 mg/kg, 8ML 1,8 mg/kg e
dexametasona 1 mg/kg, na quarta hora reduziu a formacdo do edema induzido pela
carragenina em 26+4%; 33+3%; 44+3%; 77+3%, respectivamente (Figura 12). Como
somente a fracdo EP e o composto apresentaram efeito de reducédo de edema nos

experimentos subsequentes somente esta fracdo e o composto foram utilizados.
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FIGURA 12: EFEITO DAS FRACOES E DO COMPOSTO 8ML SOBRE O EDEMA
DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. Os animais
foram tratados v.0 com as fracbes MeOH (30 mg/kg) e EP (1,5 e 3,0mg/kg), com
8ML (1,8 mg/kg) ou com Dex (1 mg/kg). Animais controles receberam veiculo (V,
Tween 80 0,1 % v/v,10 mL/kg). Uma hora apés o tratamento os animais receberam
uma injecao i.pl. de Cg (300ug/pata) como estimulo inflamatério e a espessura da
pata foi avaliada em diferentes tempos apds a administracdo. Os pontos
representam a média + E.P.M. da espessura (um) da pata dos animais apos a
injecdo de Cg (n=6-11). As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise
de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de
P<0,05 foram considerados significativos. Os simbolos demonstram diferenga
estatistica em comparacao com o grupo tratado com veiculo (*** p<0,001).
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4.5 EFEITO DA FRACAO EP E DO COMPOSTO 8ML NA HIPERALGESIA
MECANICA INDUZIDA PELA CARRAGENINA

O efeito anti-nociceptivo da fracdo EP e do composto 8ML também foi
avaliado no modelo de na hiperalgesia mecénica induzido pela carragenina. No
grupo tratado com veiculo o limiar mecéanico diminuiu em 75+4% 3h apos a injecdo
de carragenina. Porém, o tratamento dos animais com a fracdo EP ou com o
composto 8ML, nas mesmas doses que reduziram o edema, conseguiu reverter
completamente, ou seja, em 100%, a diminuicdo do limiar mecéanico causada pela

carragenina (Figura 13).
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FIGURA 13: EFEITO DA FRACAO EP E DO COMPOSTO 8ML SOBRE A
HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM
CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados v.o com a fracdo EP (3 mg/kg), com o
composto 8ML (1,8 mg/kg) ou com veiculo (V,Tween 80 0,1 % v/v,10 mL/kg). Uma
hora apos o tratamento, os animais receberam uma injecéo i.pl. de carragenina (Cg)
(300 pg/pata) na pata direita. Trés horas apo0s a aplicagdo da carragenina, o limiar
mecanico 50% foi avaliado utilizando-sefilamentos de Von Frey. Cada barra
representa a média + E.P.M. do limiar mecéanico 50% (g) (n=6). As diferencas entre
os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os
simbolos demonstram diferenca estatistica em comparacdo com a basal de todos os
animais utilizados (** p<0,001) e com o grupo tratado com veiculo (*** p<0,001).
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4.6 EFEITO LOCAL DO COMPOSTO 8ML NA HIPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELA CARRAGENINA.

O efeito antinociceptivo do composto 8ML também foi avaliado no modelo de
na hipegalgesia mecéanica induzido pela carragenina apés a administracdo local do
composto. No grupo tratado com veiculo o limiar mecénico diminuiu em torno de
71+2% em relacdo ao limiar basal (Figura 14A). No grupo que recebeu 0,75 pg/pata
do composto 8ML, o tratamento ndo foi capaz de inibir significativamente a
diminuicdo do limiar mecéanico, que permaneceu menor que o limiar basal em
68+3%. Porém, o tratamento dos animais com 8ML nas doses de 7,5 e 75 pg/pata
reduziu a diminuicdo do limiar mecéanico em 64+1% e 70+1% respectivamente
(Figura 14A). Ja o tratamento dos animais com 750 pg/pata de 8ML reverteu
completamente a diminuicdo do limiar mecéanico induzida por carragenina (Figura
14A).

A fim de comprovar que o efeito observado tratava-se de um efeito local do
8ML, um outro grupo de animais foi tratado na pata direita ou na pata esquerda com
o composto 8ML (750 pg/pata) ou veiculo na pata direita. Apés 15 min, os trés
grupos receberam uma injecéo i.pl. de carragenina (300 pg/pata) na pata direita.
Depois de 3 h da aplicacdo da carragenina, foi medido o limiar mecanico dos
animais, sempre na pata direita. No grupo tratado com veiculo o limiar mecéanico
diminuiu em torno de 59% apo6s a administracdo de carragenina. No grupo que
recebeu o tratamento com 8ML na pata direita, ou seja, 8ML e carragenina na
mesma pata, o tratamento reverteu completamente a reducédo do limiar mecanico
induzido pela Carragenina. Ja o tratamento dos animais com 8ML na pata esquerda
e a carragenina na pata direita, ndo modificou a redu¢ao do limiar mecanico causado

pela carragenina (Figura 14B).
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FIGURA 14: EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DO COMPOSTO 8ML SOBRE
A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELA CARRAGENINA EM
CAMUNDONGOS. No painel A os animais foram tratados com diferentes doses do
composto 8ML (0,75; 7,5; 75; 750 pg/pata) ou com veiculo (V) (,Tween 80 0,1 % v/v,
10 mL/kg). Quinze minutos apos o tratamento, 0s animais receberam uma injecao
I.pl. de carragenina (300 pg/pata) na pata direita. O limiar mecéanico 50% foi avaliado
3h apos a injecao de carragenina utilizando-se filamentos de Von Frey. No painel B,
um grupo recebeu o composto 8ML (750 pg/pata) ou veiculo na pata direita e outro
grupo recebeu a mesma dose do composto 8ML na pata esquerda. Quinze minutos
apos o tratamento, os animais receberam uma injecéo i.pl. de carragenina (300
pg/pata) na pata direita. O limiar mecanico 50% foi avaliado sempre na pata direita
dos animais 3h apls a aplicacdo de carragenina utilizando-se filamentos de Von
Frey. Cada barra representa a meédia + E.P.M. do limiar mecéanico 50% (g) (n=6). As
diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Os simbolos demonstram diferenca estatistica em comparacdo com a
basal de todos os animais utilizados (" p<0,001) ou tratado com veiculo, (* p<0,1, **
p<0,01, *** p<0,001).
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4.7 EFEITO DO EESAI E DO COMPOSTO 8ML NO TESTE DE PLACA QUENTE E
NO DESEMPENHO MOTOR (“ROTA-ROD”)

Os animais também foram avaliados no modelo da placa quente e no
desempenho motor pelo “rota-rod”. Os resultados na Figura 15A mostram que
EESAL e o composto 8ML, administrados por v.0., na mesma dose que inibiram a
nocicepcao, 300 mg/kg e 1,8 mg/kg, respectivamente, ndo aumentaram o tempo de
laténcia sobre a placa aquecida a 54°C, ou seja, ndo apresentaram nenhum efeito
analgésico neste modelo, quando comparado com o grupo de animais tratados com
veiculo. Por outro lado, o tratamento dos animais com fentanil, aumentou
significativamente o tempo de permanéncia na placa quente quando comparado com
o tratamento com veiculo (figura 15A).

De forma semelhante, o EESAI e 0 composto 8ML administrados por v.0. nas
mesmas doses de inibicdo da nocicepcao, 300 mg/kg e 1,8 mg/kg respectivamente,
nao afetaram de forma significativa o desempenho motor dos animais testados,
guando comparados com os animais que foram tratados apenas com veiculo (grupo
controle). Em contrapartida, os animais que foram tratados com Diazepam,
apresentaram uma reducéo significativa da coordenag¢ao motora no teste do rota-rod
(Figura 15B).
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FIGURA 15: EFEITO DO EESAI E DO COMPOSTO 8ML NO TESTE DE PLACA
QUENTE E NO DESEMPENHO MOTOR (“ROTA-ROD") EM CAMUNDONGOS. Os
camundongos foram tratados com EESAI (300 mg/kg, v.0.), 8ML (1,8 mg/kg v.0.) ou
veiculo (V) (Tween 80 0,1 % v/v,10 mL/kg). No painel A, o comportamento
nociceptivo na placa quente foi avaliado antes e 1 h apds o tratamento. Animais
controles receberam fentanil (Fent) (100 pg/kg s.c), 15 min antes do teste. No painel
B, o desempenho motor foi avaliado 1 h apds o tratamento dos animais com EESAI,
8ML ou veiculo (V). Animais controles receberam diazepam (Diaz) (5 mg/kg s.c), 15
min antes do teste. Cada barra representa a média + E.P.M. da % MEP ou do tempo
de permanéncia na barra giratéria em segundos. As diferencas entre os grupos
foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste
de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os simbolos
demonstram diferenca estatistica em comparacdo com o grupo tratado com veiculo
(*** p<0,001).
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4.8 EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DO COMPOSTO 8ML NA
HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR TNF-a, IL-1B8 E PGE;

A fim de se esclarecer melhor como o composto 8ML exerce seu efeito
antinociceptivo, o efeito da administracdo local do composto 8ML também foi
avaliado na hiperalgesia mecéanica induzida pelo TNF-a, IL-13 e PGE;. A
administracdo de TNF-a, IL-18 ou de PGE; na pata dos animais causou uma
reducdo no limiar mecanico em torno de 57%, 98% e 98%, respectivamente. Em
todos os grupos, o tratamento dos animais com o composto 8ML (750 pg/pata)
reverteu completamente a diminuicdo do limiar mecénico induzido por estes

mediadores inflamatorios (Figura 16).



50

8007 A 8007
S Kkk X
Q 6004 1 o okk
n ~ 0 ~ I
[oIRS] o 9
i ing 2 >
& @ 400- ] 0
WL o oL
€S ES
- > _ >
.© 2001 .©
E E
3 ] it
0_
Basal \% 8ML Basal \% 8ML

PGE2 100ng/paw
TNF-a 1pg/pata

8001 B

*k%

600+ — -

400+

200+

Limiar mecénico 50 %
von Frey (Q)

H#HH

Basal \ 8ML

IL1-B 0,5pg/pata

FIGURA 16: EFEITO DA ADMINISTRAQAO LOCAL DO COMPOSTO 8ML SOBRE
A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR TNFa, IL-18 E PGE, EM
CAMUNDONGOS. Os animais receberam injecdo i.pl. do composto 8ML (750
pg/pata) ou veiculo (V) (Tween 80 0,1 % v/v,10 mL/kg), na pata direita. Quinze
minutos apOs o tratamento, 0s animais receberam uma injecdo i.pl. de TNF-a (1
pg/pata, painel A), IL-1B (0,5 pg/pata, painel B) ou PGE, (100 ng/pata,painel C), na
pata direita. O limiar mecéanico foi avaliado 3 h apds a administracdo dos mediadores
utilizando-se filamentos de Von Frey. Cada barra representa a média + E.P.M. do
limiar mecéanico 50% (g) (n=6). As diferencas entre os grupos foram analisadas por
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores
de P<0,05 foram considerados significativos. Os simbolos demonstram diferenca
estatistica em comparacéo com a basal de todos os animais utilizados (** p<0,001)
ou com o grupo tratado com veiculo (*** p<0,001).
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49 EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DO COMPOSTO 8ML NA
HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR CINC-1 E DOPAMINA

O efeito antinociceptivo do composto 8ML administrado no local também foi
avaliado na hiperalgesia mecéanica induzido pelo CINC-1 e dopamina. A injecéo
intraplantar de CINC-1 ou dopamina induziu uma reducé&o no limiar mecanico em
torno de 96% nos dois casos em relacdo ao limiar basal. De maneira contrastante
com o que havia sido observado com os outros mediadores inflamatérios, o
tratamento dos animais com 8ML na pata ndo modificou a diminuicdo do limiar

mecanico induzida pelos mediadores (figura 17).
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FIGURA 17: EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DO COMPOSTO 8ML SOBRE
A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR CINC-1 OU DOPAMINA EM
CAMUNDONGOS. Os animais receberam injecdo i.pl. do composto 8ML (750
pg/pata) ou veiculo (V) (Tween 80 0,1 % v/v, 10 mL/kg), na pata direita. Quinze
minutos apos o tratamento 0s animais receberam uma injecao i.pl. de CINC-1 (100
pg/pata,painel A) ou dopamina (DOPA) (10 ug/pata,painel B), na pata direita. O
limiar mecanico foi avaliado 3 h apos a administragcdo dos mediadores utilizando-se
filamentos de Von Frey. Cada barra representa a média + E.P.M. do limiar mecéanico
50% (g) (n=6). As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05
foram considerados significativos. Os simbolos demonstram diferenca estatistica em
comparacdo com a basal de todos os animais utilizados (** p<0,001) ou com o
grupo tratado com veiculo(*** p<0,001).
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5 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo mostram que o extrato etandlico
(EESAI) obtido a partir dos tubérculos da Sinningia allagophylla tem uma importante
atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva. A atividade antinociceptiva parece estar
relacionada, pelo menos em parte, a redugéo da sensibilizacdo do nociceptor.

Um composto inédito na literatura encontrado nessa planta chamado de 8-
metoxilapachenol (8ML) apresentou tanto atividade anti-inflamatéria quanto
antinociceptiva, bloqueando, a formacdo de edema, a nocicepc¢ao induzida pela
formalina e também a hiperalgesia mecanica induzida pela Cg.

O género Sinningia é atualmente composto por 68 espécies, das quais cerca
de 60 ocorrem no Brasil. O centro de diversidade do género é a regido sudeste do
Brasil, onde a maioria das espécies é encontrada. Essas espécies da Sinningia sao
ervas ou sub-arbustos, apresentando um ciclo anual, com tubérculo perene. Todas
as espécies de Sinningia produzem belas flores, e por esse motivo apresentam um
potencial ornamental muito grande como comentado anteriormente (ARAUJO et al.,
2005; UNEMOTO, 2006; CHAUTEMS et al., 2010).

Devido ao grande uso das espécies de Sinningia como plantas ornamentais, a
S. allagophylla é a Unica que apresenta uma indicagdo popular como planta
medicinal. Suas folhas e flores tem indicacéo popular como diuréticas e antitérmicas
(SEPTIMIO, 1994), enquanto que os tubérculos sdo considerados Uteis como ténico
e emoliente (MORS et al.,, 2000). O uso popular com indicacdo antipirética, uma
propriedade comum entre alguns medicamentos anti-inflamatorios e analgésicos
(AINEs, por exemplo), associado ao perfil fitoquimico apresentado pelas Sinningias,
como a grande possibilidade de purificarmos moléculas inéditas na literatura, nos
levou a investigar uma possivel atividade anti-inflamatoéria e analgésica da Sinningia
allagophyla. No inicio do nosso estudo ndo havia dados sobre a composi¢do quimica
da Sinningia allagophylla e também néo ha relatos na literatura para corroborar seu
uso popular como diurético, antitérmico, tdnico ou emoliente ou estudos da atividade
anti-inflamatéria e analgésica dessa espécie.

Nossos primeiro passo, portanto, foi verificar se o EESAIl, em diferentes
doses, apresentava atividade anti-inflamatéria. Para responder essa questdo

utilizamos o modelo de edema de pata induzido por Cg. Os estudos iniciais
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mostraram que o tratamento dos animais com EESAI, em diferentes doses, reduziu o
edema induzido por Cg de uma maneira dose-dependente sendo que a inibicdo
significativa ja iniciou nos primeiros 30 min com a dose de 30 e 100mg/kg (figura
9A). Estes dados sugeriram que o EESAI possui um efeito anti-inflamatoério
importante pois na maior dose utilizada conseguimos um efeito anti-inflamatério
bastante significativo (em torno de 60%) e bastante similar ao que se observou com
a Dex, um droga com excelente atividade anti-inflamatoria.

Considerando esses dados, o proximo passo foi avaliar se o EESAI tinha
algum efeito antinociceptivo. Para iniciar 0s nossos estudos neste tdpico
comecamos a testar o efeito antinociceptivo sobre o comportamento nociceptivo
induzido pela formalina. Em nenhum grupo de animais o tratamento apresentou
efeito sobre a Fase | da formalina sugerindo que o EESAI ndo estaria atuando na
fase neurogénica da resposta. Porém, em todos 0s grupos, o tratamento foi eficaz
contra a fase inflamatéria de formalina, ou Fase Il, guando comparado com o0 grupo
veiculo (figura 10), uma inibicdo similar aquela obtida com o controle positivo
indomentacina. Tanto no experimento de edema de pata induzido por Cg quanto no
experimento de nocicepg¢éo induzido por formalina, o EESAI foi muito potente no
bloqueio de ambas as atividades. Estudos anteriores de nosso laboratério, com
outras plantas, como a Magnolia ovata e de outros laboratérios com diferentes
plantas as doses utilizadas foram mais elevadas, geralmente em torno de 100 a 300
mg/kg do extrato bruto necessarios para bloquear essas respostas (DE CAMPOS et
al., 1997; MESIA-VELA et al., 2004; KASSUYA et al., 2009). E o EESAI, ja bloqueou
o edema e a nocicepcao na dose de 3 mg/kg. Estes dados sugeriam a presenca de
substancia(s) bastante potente(s) no extrato. Esta potente atividade anti-inflamatéria
e analgésica somada a diversidade de novas moléculas presentes neste género
aumentou 0 nosso interesse para a continuacdo do estudo. Infelizmente ndo foi
possivel testar neste momento a atividade antipirética desta planta mas sem duvida
este sera um ponto a ser desenvolvido posteriormente visto a indicacdo popular
(SEPTIMIO, 1994).

Para dar continuidade a investigacao da atividade anti-nociceptiva do EESAI,
testamos seu efeito no modelo de hiperalgesia mecéanica induzida por Cg uma vez
que o efeito do EESAI se restringia basicamente a fase inflamatéria da formalina. A

Cg, como era esperado causou um diminuicdo no limiar mecanico dos animais,
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como podemos observar no grupo tratado com veiculo. Esta reducdo no limiar ja era
esperada, pois diversos mediadores inflamatérios participam da hiperalgesia
mecanica induzida por Cg em camundongos como por exemplo IL-1B, TNF-a, KC,
prostaglandinas e aminas simpatomiméticas (CUNHA et al.,, 2005) (figura 11).
Quando os animais foram tratados com o EESAI na dose de 3 mg/kg, o tratamento
ndo conseguiu inibir a diminuicdo do limiar mecéanico causado pela Cg. Porém nos
grupos que foram tratados com o EESAI nas doses de 30 e 300 mg/kg, o tratamento
conseguiu reduzir de forma dose-dependente a diminuicdo do limiar mecanico
induzido pela Cg. No entanto, neste modelo experimental, diferente do que foi
observado no modelo experimental da formalina, a dose de 3mg/kg foi ineficaz. Isto
pode ser explicado pelo fato de que o extrato bruto pode conter mais de uma
substancia ativa que reduz a nocicepcao induzida por formalina, mas nem todas
essas substancias podem reduzir a sensibilizagdo dos nociceptores. Ao medir o
limiar mecanico dos animais, € feita basicamente uma avaliacdo da sensibilizacdo
dos nociceptores a estimulos mecanicos e avaliado um comportamento reflexo de
retirada, enquanto no modelo de formalina o que é avaliado € um comportamento
muito mais elaborado e complexo,que envolve um procedimento bastante especifico
de lamber e morder a pata.. Em um estudo recente (QIU et al., 2011) mostrou que
um derivado do “desiherbaine”, uma toxina isolada de uma esponja marinha, quando
administrada por via intratecal foi capaz de bloquear o comportamento induzido pela
formalina, mas ndo a sensibilidade mecanica no mesmo modelo. Assim, é possivel
gue algumas substancias que bloqueiam o comportamento complexo provocado
pela formalina ndo atuem sobre o processo especifico de sensibilizacdo de
nociceptores mecanicos. Estes resultados em conjunto sugerem que EESAI possui
substancia(s) com atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva. A atividade
antinociceptiva esta relacionada principalmente a reducdo da nocicepcdo
inflamatoria, particularmente da sensibilizacdo dos nociceptores.

Muitos dos mediadores envolvidos na hiperalgesia mecéanica induzida por
carragenina (CUNHA et al., 2005) também séo capazes de induzir edema de pata ou
participam do edema de pata induzido por carragenina (DINARELLO, 2000; UENO e
OHISHI, 2001; HASSANEIN et al., 2007). Assim, é possivel que o EESAI possua
uma substancia que bloqueie a sintese ou a acdo de um mediador comum a ambas

as respostas. Ou ainda, poderiam se tratar de diferentes substancias.
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Nosso proximo passo foi entdo fracionar o EESAI e analisar as diferentes
fracbes deste extrato. Inicialmente quatro diferentes fracdes foram preparadas e
testadas no modelo de edema de pata induzido por Cg. A dose de cada fragéo,
como é adequado nos estudos de purificacéo, foi baseada na dose efetiva do EESAI
(neste caso de 30mg/kg) e levando-se em conta o rendimento de cada fracao.
Nessas doses, o tratamento dos animais com as fragdes ndo apresentou uma
atividade anti-inflamatoéria significativa. No entanto, quando as doses das fracoes
foram aumentados duas vezes, todos eles mostraram algum grau de inibicdo no
mesmo modelo (dados ndo mostrados). Este resultado nos sugeriu que 0 composto
ativo, ou pelo menos um dos compostos ativos, estivesse distribuido em todas as
fracOes, ou seja, a separacdo do composto ativo presente em 4 fracbes reduziu a
quantidade deste em cada fragcdo ndo permitindo que nenhuma destas fracdes
tivesse atividade nas doses ideais. No entanto, com o aumento da dose,
guantidades significativas de composto ativo estiveram presentes em todas as
fracOes. Esta hipotese foi confirmada pela analise do RMN dessas fracdes, que
mostrou a presenca de um composto, em pouca quantidade, em todas as fracdes.

Por esta razdo, um novo processo de fracionamento foi planejado para tentar
separar este composto do restante, e o EESAI foi fracionado em apenas duas
fracOes: a fracdo MeOH e a fracdo de EP, apresentando um rendimento de 95% e
5%, respectivamente. Levando em conta a dose do EESAI de 30mg/kg e o
rendimento de cada fracao, foi feito o calculo da dose a ser aplicada. O tratamento
com a fracdo MeOH nao apresentou nenhuma atividade anti-inflamatéria significativa
na reducdo do edema induzido por Cg (Figura 12) mesmo contendo 95% dos
compostos presentes no EESAI. No entanto, a fracdo EP foi eficaz na reducéo do
edema induzido por Cg, nas duas doses testadas (Figura 12). Levando-se em conta
os resultados da quarta hora apoés a aplicacdo de Cg, as doses de 1,5 e 3 mg/kg da
fracdo EP, reduziram a formacdo do edema em torno de 26% e 33%,
respectivamente, quando comparadas com o grupo tratado com veiculo. Portanto
podemos sugerir que, se 0S compostos ativos, se € que ha mais de um,
concentraram-se essencialmente nesta fragdo. E possivel que haja compostos
inéditos e ativos na fracdo MeOH. No entanto, considerando-se que esta fracéo foi
utilizada na mesma dose do EESAI e ndo apresentou nenhuma atividade é muito

pouco provavel que haja nesta fragdo os compostos responsaveis pela atividade
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vista no EESAI. O principal composto presente na fragcdo PE, foi isolado sendo
caracterizado como 8ML e teve um rendimento de 60%. Considerando-se a dose de
3 mg/kg da fracdo EP e o rendimento do composto durante o0 processo de
purificacdo foi calculada a dose a ser administrada nos animais. O composto 8ML
também foi eficiente em reduzir a formacao de edema induzida pela Cg atingindo a
faixa de 44% na quarta hora (Figura 12). Estes resultados sugerem que 0 composto
8ML é, pelo menos em parte, responsavel pela atividade anti-inflamatéria presente
no EESAI. Levando-se em conta esses resultados a dose de 3 mg/kg da fracdo EP e
a dose de 1,8 mg/kg do composto 8ML foram utilizadas para dar continuidade aos
estudos.

Em seguida avaliamos a atividade da fracdo EP e do composto 8ML na
hiperalgesia mecanica induzida pela Cg. O grupo que foi tratado com veiculo, a Cg,
diminuiu em 75+4% o limiar mecanico (Figura 13). Tanto o tratamento com a fracéo
EP quanto com o composto 8ML reverteram completamente a diminuicdo do limiar
mecanico induzido pela Cg (Figura 13). Estes resultados sugerem que o composto
8ML é também, pelo menos em parte, responsavel pela atividade analgésica
observada no EESAI. N6s ndo testamos 0s possiveis efeitos anti-nociceptivos da
fracdo MeOH. Assim, € possivel que outros compostos com esta atividade estejam
presentes nesta fracdo. Por isso mais estudos dessa fracdo precisam ser realizados
para tirar conclusées mais precisas. De qualquer maneira, nos parece claro que o
composto 8ML possivelmente exerce seus efeitos anti-inflamatério e analgésico
através do mesmo mecanismo, ou seja, reduzindo a sintese ou a agdo de um
mediador ou processo comum importante para a formacdo do edema e para a
sensibilizacdo do terminal nociceptivo.

O composto 8ML é um composto inédito descrito por nosso grupo (RIVA,
2011) e ele é um derivado do composto lapachenol, um composto mais conhecido.
O lapachenol foi extraido pela primeira vez de Lippia graveolins e foi caracterizado
por LIVINGSTONE E WHITING (1955) e sua estrutura cristalina e molecular foi
descrita por REIBENSPIES et al., (1989). Ele tem sido usado para a rotulagem de
fotoafinidade do citocromo P450 3A,, pois sem fotblise pode ser metabolizado por
esta enzima (WEN et al.,, 2005). No entanto na literatura ndo existe nenhuma

atividade farmacoldgica atribuida ao lapachenol.
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A sensibilizagdo do nociceptor induzida por Cg frente a um estimulo mecanico
em camundongos mostrou ser dependente de varios mediadores inflamatorios,
incluindo a bradicinina, TNF-a, IL-1p, CINC-1, prostaglandinas e aminas simpaticas
(CUNHA et al., 2005; CUNHA et al., 2007). Como dito anteriormente, alguns destes
mediadores como a bradicinina, TNF-a, IL-1p e prostaglandinas também estao
envolvidos na formacédo de edema induzida pela Cg em camundongos (SUZUKI et
al., 1995; ASANO et al.,, 1997; POSADAS et al.,, 2004; ROCHA et al., 2006).
Portanto, existem varios alvos onde o composto 8ML pode estar atuando para
reduzir a sensibilizacdo dos nociceptores e a formagao de edema.

O objetivo seguinte foi obter pistas sobre o mecanismo de acdo do composto
8ML, presente no EESAI Ja que o EESAI ndo bloqueou a primeira fase da
nocicepcao induzida por formalina, nés sugerimos que o EESAI e o composto 8ML
estariam agindo perifericamente e ndo no sistema nervoso central para produzir
analgesia. Para confirmar a acdo periférica do composto 8ML na sensibilizacdo das
fibras nociceptivas, avaliamos a eficacia através da administracao local do composto
8ML no modelo de hiperalgesia mecanica induzida por Cg. Os resultados mostraram
que o composto 8ML inibiu a reducdo do limiar mecénico de maneira dose-
dependente. No grupo que recebeu o tratamento de 0,75 pg/pata do composto 8ML,
o tratamento ndo foi capaz de inibir a diminuicdo do limiar mecéanico induzido pela
Cg enquanto que com as doses de 7,5 e 75 pg/pata do composto 8ML, o tratamento
inibiu esta diminui¢cdo do limiar mecanico em torno de 60-70% atingindo o bloqueio
completo com a dose de 750 pg/pata (figura 14A). Estes dados sugeriram que o
composto possuia uma acao local, particularmente devido as baixas doses que
foram necessarias para a reducédo da hiperalgesia. No entanto, fez-se necessario
descartar definitivamente a necessidade da administragéo sistémica para se obter
efeito.

Para responder essa questdo, um grupo de animais recebeu uma injecao
local de veiculo na pata direita, outro grupo foi tratado com uma injecéao local do
composto 8ML (na maior dose que apresentou efeito analgésico e que portanto com
maior potencial de causar um efeito sistémico, ou seja, a dose de 750 pg/pata) na
pata esquerda e outro grupo na pata direita (controle, idéntico ao experimento
anterior). Quinze minutos apds esse tratamento todos os grupos receberam uma

injecdo de Cg na pata direita. Trés horas apds essa injecao o limiar mecéanico foi
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medido, sempre na pata direita. O tratamento com 8ML na pata esquerda nao
modificou a reducédo do limiar mecanico, induzida pela Cg (figura 14B). Porém, o
tratamento com 8ML na pata direita (ou seja, na mesma pata que recebeu o
estimulo inflamatorio) reverteu completamente a diminuicdo do limiar mecanico
(figura 14B). Esses dados confirmam que o composto 8ML age no sitio inflamatério
para reduzir a sensibilizacédo de fibras nervosas nociceptivas e ndo depende de um
efeito sistémico. Estudos adicionais devem ser feitos para definir o mecanismo de
acao do composto e tirar conclusées mais precisas. Embora ndo tenhamos avaliado
a toxicidade do EESAI ou do composto 8ML, os animais ndo apresentaram sinais
evidentes de intolerancia ou intoxicacdo nas doses utilizadas neste estudo. No
entanto, mais estudos com doses mais elevadas e esquemas de administracao mais
prolongados sdo necessarios.

Para confirmar o efeito de acgéo local tanto do EESAIl quanto do composto
8ML, e para ter certeza que eles ndo possuem uma atividade no SNC, utilizamos o
modelo de placa quente. Os animais foram tratados com o EESAI e com o0 composto
8ML, nas mesmas doses que apresentaram efeito anti-nociceptivo na hiperalgesia
mecanica induzida por Cg. Os resultados mostram que nem o tratamento com o
EESAL nem o tratamento com o composto 8ML provocaram um aumento no tempo
de laténcia dos animais quando comparados com o basal. A eficacia de drogas que
atuam como analgésicas no SNC ja estdo bem documentadas e entre elas estdo os
opibdides, canbindides e agonistas serotoninérgicos (STOTT e PLEUVRY, 1991;
THOMPSON et al., 2000; OZDOGAN et al., 2006; KAYSER et al., 2007; SEYREK et
al., 2010). J& o grupo que foi tratado com fentanil, um opidide usado nesse modelo
como controle positivo, o tratamento provocou um aumento significativo no tempo de
laténcia dos animais (Figura 15A). Podemos concluir assim que tanto o EESAIl e o
composto 8ML ndo apresentam uma ag¢do no SNC e sim uma acdo periférica,
preferencialmente atuando diretamente na reducédo da sensibilizacdo periférica do
nociceptor.

A atividade anti-nociceptiva do EESAI e do composto 8ML foi avaliada pela
mudang¢a no comportamento nociceptivo dos animais, o que exige um desempenho
motor intacto em ambos os modelos utilizados, tanto no modelo de nocicepcao
induzido pela formalina quanto no modelo de hiperalgesia mecéanica induzido pela

Cg. Deve-se notar que o intervalo de doses, onde EESAI e o composto 8ML foram
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eficazes nos modelos de nocicepgdo foram as mesmas que foram eficazes no
modelo de edema de pata induzido pela Cg, sendo que esse modelo ndo depende
do desempenho motor dos animais. Este foi o primeiro indicativo de que o extrato e
0 composto estavam realmente agindo como analgésicos. Para confirmar que o
desempenho motor dos animais nao foi afetado pelo EESAI ou pelo composto 8ML,
os animais foram submetidos ao modelo de desempenho motor pelo rota-rod apos
receberem o tratamento com EESAI e do composto 8ML nas mesmas doses que
apresentaram o0s efeitos analgésicos. Nem o EESAI nem 8ML modificou o
desempenho motor dos animais na tarefa de rota-rod, quando comparados com o
grupo que foi tratado com veiculo. Por outro lado, quando os animais foram tratados
com Diazepam, usado nesse modelo experimental como controle positivo, o
tratamento reduziu de forma significativa a coordenacao motora no teste do rota-rod
(Figura 15B). Através desse resultado podemos sugerir que o efeito de ambos ,
extrato e do composto 8ML trata-se realmente de uma atividade anti-nociceptiva pois
excluimos a idéia de algum comprometimento motor.

Para estudar o possivel mecanismo de acdo do composto 8ML partimos para
o estudo do efeito anti-nociceptivo na cascata proposta por CUNHA et al., (2005). De
acordo com o modelo proposto, apés a aplicacdo da Cg, pode ocorrer a ativagéo de
duas vias, uma que depende de prostaglandinas e outra que ndo depende. Na via
que depende de prostaglandinas, a Cg pode induzir a liberagcdo de TNF-a, que por
sua vez induz a liberacao de IL-1[3, que, por aumentar a expressdo de COX-2 pode
induzir a sintese de prostaglandinas e essas causarem a sensibilizacdo dos
nociceptores. Na outra via, a Cg promove a liberacdo de KC que induz a liberacao
de IL-1B, e seguir a via anterior, ou a KC pode induzir a liberacdo de aminas
simpéticas, e essas aminas que vao causar a sensibilizacdo de nociceptores.
Portanto para entender o possivel mecanismo de acdo do composto 8ML, nés
tratamos os animais com 8ML, injecdo local e administramos TNF-a, ou IL-13, ou
PGs, ou CINC-1, que € uma quimiocina especifica de ratos e € homoéloga a IL-8
humana, ou DOPA. Com base nos resultados percebemos que tanto o TNF-q,
quanto a IL-18 e a PGE2, causaram uma diminuicdo no limiar mecanico dos
animais, quando esses foram tratados com veiculo. E o tratamento com 0 composto
8ML conseguiu, nos trés casos, reverter completamente a diminuicdo do limiar

mecanico causado pelos mediadores (Figura 16). Estes dados sugerem que 0
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composto 8ML esta bloqueando a sintese/liberagdo ou acdo de algo que é gerado
apos as prostaglandinas para causar a sensibilizacdo do nociceptor. Portanto, neste
sentido, podemos excluir a possibilidade de que o composto 8ML esteja causando a
inibicdo da COX-2 de maneira similar aos anti-inflamatérios néo esteroidais.

Como era esperado a administracdo de CINC-1 e de DOPA, também causou
uma diminuicdo do limiar mecanico dos animais, quando eles foram tratados
somente com veiculo. Entretanto, o tratamento com o composto 8ML ndo conseguiu
inibir a diminuicdo do limiar mecanico causado por esses mediadores. Levando-se
em conta esses resultados podemos sugerir que o composto 8ML deve estar
atuando em algum ponto bastante especifico para causar analgesia e que esta
relacionado principalmente com o componente prostandide na sensibilizacdo dos
nociceptores. Na verdade ele atua em algum dos eventos apdés a liberacdo de PGs
possivelmente em mecanismos intracelulares mas que ndo sao ativados através do
componente simpatico. E possivel que este também seja o mecanismo pelo qual
este composto exerce sua atividade anti-inflamatéria uma vez que prostaglandinas
podem potenciar o edema por causarem vasodilatacdo (UENO e OHISHI, 2001).

Em resumo, apesar da Sinningia ndo apresentar uma indicacao popular como
anti-inflamatéria ou analgésica, o presente estudo mostra que o EESAI e o composto
8ML tem atividade antinocieptiva e anti-inflamatéria. Se essas atividades estdo
relacionadas a atividade antipirética, popularmente conhecida desta planta, € uma
questdo a ser mais bem estudada. Estas atividades estdo, pelo menos em parte
associadas a presenca do composto 8ML que age particularmente no componente
prostaglandina responsavel pela sensibilizacdo dos nociceptores. Estudos adicionais
precisam ser feitos para tentar entender e determinar 0 mecanismo de acao deste

composto.



62

6 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou que tanto o EESAI quanto o composto 8ML apresentam
uma importante atividade antiedematogénica avaliada no modelo de edema de pata
induzido por Cg.

Tanto o EESAI quanto o composto 8ML apresentam uma potente atividade
antinociceptiva contra estimulos produzidos por formalina e carragenina em
camundongos. O presente estudo também confirmou que tanto o EESAI quanto o
composto 8ML, ndo causam sedacdo, ndo agem no Sistema Nervoso Central e
possui uma acao local e ndo sistémica.

Esse estudo também mostrou que o possivel efeito de acdo anti-nociceptiva
do composto 8ML, parece estar relacionado ao componente prostaglandinas na
sensibilizacdo dos nociceptores. Porém, mais estudos sdo necessarios, para validar
sua indicacdo popular como antipirética e também, para entender melhor o
mecanismo de acdo do composto 8ML e ainda para testar sua nao toxicidade nas

doses utilizadas.
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