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RESUMO

As flores da Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen, popularmente conhecida como
“jambu”, sdo comumente utilizadas como analgésico por algumas comunidades
da regido amazoOnica, principalmente no tratamento da dor de dente. Tendo em
vista este uso etnofarmacoldgico, foi investigada sua atividade antinociceptiva
sistémica e local (regido orofaciall em camundongos. O presente estudo
avaliou o efeito antinociceptivo do extrato etandlico (EEAO) e da fracéo
hexanica rica em alquilamidas (FH) obtidos das flores da Acmella oleracea (L.),
utilizando diferentes modelos de dor. O tratamento intraperitoneal com o EEAO
(10, 30 e 100 mg/kg) reduziu tanto a fase neurogénica quanto a fase
inflamatoria na nocicepcao orofacial induzida pela formalina, assim como,
também reduziu o comportamento nociceptivo dos animais na nocicepcao
orofacial induzida pela capsaicina e cinamaldeido. Adicionalmente o EEAO na
dose de 100 mg/kg (i.p.) também reverteu a hiperalgesia térmica ao calor
induzida pela capsaicina no teste de placa quente. Do mesmo modo, no teste
de placa quente a laténcia de retirada de pata foi aumentada pelo EEAO (100
mg/kg) e esta resposta foi parcialmente revertida pela naloxona. Além disso, o
EEAO (100 mg/kg) também foi capaz de reduzir a alodinia mecanica causada
pela constricdo parcial do nervo ciatico por 3 horas. O valor estimado da DL50
foi 889 mg/kg e o EEAO nao alterou a locomocédo dos animais no teste de
campo aberto. Adicionalmente, a FH (10 e 30 pg/5 pL) parece ndo apresentar
irritacdo ocular quando comparados ao grupo capsaicina 0,3 pg/5 pL, no
modelo de limpeza de olhos. Uma curva com doses crescentes da FH foi
realizada, sendo selecionada a dose de FH 1 pg/labio, a qual ndo apresentou
comportamento nociceptivo, para prosseguir nos experimentos seguintes para
avaliacdo de uma possivel acdo anestésica e analgésica. A FH (1 pg/labio) foi
capaz de reduzir tanto a fase neurogénica quanto a fase inflamatéria na
nocicepcao orofacial induzida pela formalina, assim como a nocicepgao
orofacial induzida pela capsaicina com administracdo ipsi e contralateral.
Quando comparada a lidocaina, a FH (1 pg/labio) promoveu um efeito
pronunciado na primeira fase do teste de formalina, reforcando uma possivel
acdo semelhante aos anestésicos locais. Adicionalmente, a FH (30 pg/labio)
per se promoveu um comportamento nociceptivo na qual a morfina (100
ug/labio) foi efetiva em reduzir, comportamento este, que nao foi inibido pelo
cetoprofeno (100 pg/10 pL), sugerindo que o componente inflamatorio pode
ndo estar envolvido. Por fim, o pré-tratamento dos animais com bloqueadores
de canais de potassio (GLI e TEA) e antagonistas TRP (VR e HC) ndo afetaram
a atividade nociceptiva da FH (30 pg/labio). Desta forma, nossos resultados
sugerem que o EEAO produz um efeito antinociceptivo pronunciado e néo
causa efeitos adversos nas doses testadas. A presenca das N-alquilamidas,
sugere que o efeito terapéutico do EEAO e da FH pode estar relacionado a
uma possivel atividade semelhante aos anestésicos locais, porém mais
estudos sdo necessarios para o esclarecimento do exato mecanismo de acao.

Palavras-chave: Acmella oleracea; jambu; antinociceptivo; anestésico.



ABSTRACT

The flowers of Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen is commonly used as an
analgesic by some communities from Amazon region, mainly to treat toothache.
The present study evaluated the antinociceptive effect of the ethanolic extract
(EEAOQO) obtained from flowers of A. oleracea, such as the hexanic fraction rich
in alkilamides (FH), using different models of experimental nociception in mice.
Intraperitoneal treatment with EEAO (10, 30 and 100 mg/kg) reduced both
neurogenic and inflammatory phases of the formalin- and also capsaicin- and
cinnamaldehyde-induced orofacial nociception. Interestingly, EEAO at 100
mg/kg (i.p.) also reversed capsaicin-induced heat hyperalgesia assessed as the
latency to paw withdrawal in the hot plate test. Also in the hot plate test, paw
withdrawal latency was increased by EEAO (100 mg/kg) and this response was
partially reversed by naloxone. Furthermore, EEAO (100 mg/kg) also reduced
mechanical allodynia caused by partial sciatic nerve ligation for 3 h. The
estimated LD50 value was 889 mg/kg and EEAO did not alter the locomotion of
animals in the open-field test. FH (10 and 30 ug/5 pL) in the eye wiping model
did not cause ocular irritation when compared to group (capsaicin 0.3 pug/5 pL).
A curve with increasing doses of FH was performed to select the doses for
subsequent experiments, and FH (1 pg/lip) did not promote a nociceptive
behavior and was the dose selected for evaluation of a possible analgesic and
anesthetic activity. FH (1 pg/lip) reduced both neurogenic and inflammatory
phases of the formalin- and also capsaicin (ipsi and contralateral administration)
induced orofacial nociception. When compared with the lidocaine, in formalin
test, FH (1 pg/lip) promoted a similar anesthetic effect, reinforced a possible
activity in sodium voltage gated channels. FH (30 ug/lip) did promote a per se
nociceptive response and the morphine (100 pg/lip) was effective in reducing
the nociception, but the same response not was found with ketoprofen (100
Hg/10 pL) showing that there is no involvement of the inflammatory component.
At last, the pre-treatment of the animals with channel blockers (GLI and TEA)
and antagonists (RR and HC) did not affect the FH (30 ug/lip) nociceptive
activity. Taken together, our results demonstrated that EEAO produces marked
antinociception effect and does not cause adverse effects at doses tested. The
presence of N-alkylamides on FH suggests that the therapeutic effect of EEAO
and FH is related to its highest local anesthetic activity. However, the exact
mechanism remains unclear and further studies need to be carried out to clarify
this point.

Keywords: Acmella oleracea; jambu; antinociceptive; anestethic.
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1. Introdugéao
1.1 Dor

Por décadas, varios cientistas tém tentado realizar extensas pesquisas
para estudar os mecanismos relacionados ao processamento da dor, assim
como para desenvolver terapias eficazes para seu tratamento. Tais esfor¢os
tém aumentado significativamente a compreensdo da “dor” e levaram a
descoberta de novas drogas para tratamento da mesma nos seres humanos.

Segundo Merskey (1994) a dor é uma experiéncia complexa que pode
ser entendida como um fenémeno biopsicossocial que € originado da interacao
de multiplos sistemas neuroanatdbmicos e neuroquimicos envolvendo varios
processos cognitivos e afetivos. A melhor definicdo para dor, segundo o Comité
de Taxonomia da Associacado Internacional para o Estudo da Dor (IASP) é uma
“experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a lesado tecidual
real ou potencial ou descrita em termos de tal dano” (Loeser et al., 2008).
Pode-se afirmar, que a dor possui componentes sensoriais e afetivos assim
como um componente cognitivo que reflete em um aviso na antecipagéo de um
perigo futuro (Garland, 2012). Além disso, é importante destacar que a atual
compreensdao da dor e dos mecanismos subjacentes foram revelados
principalmente por experimentacdo utilizando modelos animais, devido a
severas limitagOes de utilizagdo de seres humanos na investigagéo da dor (Ma
et al., 2011). Assim, quando modelos animais sdo utilizados para estudos preé-
clinicos na investigacdo da dor, € importante considerarmos a distincdo entre
os termos dor e nocicepcdo (Barrot, 2012), pois como mencionado
anteriormente, a dor esta intimamente relacionada aos componentes sensorial
e emocional/afetivo enquanto a nocicepcdo se relaciona ao componente
sensorial, o qual é passivel de mensuracdo em animais, distintamente dos
seres humanos (Coutaux et al., 2005; Julius e Basbaum, 2001).

Deste modo, a nocicepgdo é referida como um mecanismo gerado a
partir de um estimulo nocivo (térmico, quimico ou mecéanico) interno ou externo
ao individuo, o qual é detectado, transduzido através de vias neurais e
transmitido através do sistema nervoso periférico até o sistema nervoso central
(Todd, 2010 e Garland, 2012). Estes estimulos ativam terminacdes nervosas

livres e periféricas, chamados de nociceptores, encontrados em todas as partes
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do corpo. As regides da cabeca e do corpo sdo inervadas por neurbnios
sensoriais e possuem o corpo celular no ganglio trigeminal e nos ganglios da
raiz dorsal (GRD), respectivamente, e sdo responsaveis por transmitir a
informacéo gerada na periferia para o nucleo trigeminal caudal ou para o corno
dorsal da medula espinhal, respectivamente. (Beeson, 1999; Millan, 1999). A
existéncia do termo nociceptor, foi proposta por Sherrington no inicio do século
XX, como sendo um neurbnio sensorial primario que seria ativado por um
estimulo (mecénico, térmico ou quimico) capaz de causar um dano tecidual e
que apresentava limiar ou sensibilidade caracteristicas, as quais o distinguiam
de outras fibras nervosas sensoriais (Julius e Basbaum, 2001). Desta forma os
nociceptores podem ser classificados baseados em critérios anatémicos,
diametro, grau de mielinizacdo e velocidade de conducdo. As fibras de
pequeno e médio diametro compreendem a maioria dos nociceptores, possuem
terminagcBes nervosas periféricas livres, apresentam alto limiar de ativacdo e
sdo responsaveis pela deteccdo de estimulos nocivos. As fibras de pequeno
diametro (0,4 a 1,2 um), sdo denominadas fibras C e se caracterizam por
serem nao mielinizadas e apresentarem uma baixa velocidade de conducédo do
potencial de acdo (0,5 a 2 m/s), além de serem responsaveis pela conducgéo da
dor lenta e difusa. As fibras de médio didmetro (2 a 6 um) como a Ad, séo
parcialmente mielinizadas e de velocidade de conducédo mais rapida (12 a 30
m/s), e sd@o responsaveis pela deteccdo da dor rapida e aguda (Julius e
Basbaum, 2001; Millan, 1999; Jacobson e Gao, 2006; Woolf et al., 2007,
Djouhri e Lawson, 2004). Uma diferenca importante entre os nociceptores esta
relacionada a atividade funcional, pois existem fibras C e Ad que sao ativadas
por estimulos mecéanicos nocivos e que podem ser sensibilizadas pelo calor,
enquanto outras podem ser polimodais, ou seja, que podem ser ativadas por
estimulos nocivos térmicos, mecanicos ou quimicos (Meyer et al., 1994; Milan,
1999). A maioria das fibras C sdo consideradas polimodais, outras sao
mecanicamente insensiveis, mas respondem ao calor nocivo. Por ultimo, o
estimulo natural de alguns nociceptores séo dificeis de identificar, sendo estes
chamados de silenciosos ou dormentes que respondem somente quando
sensibilizados por uma leséo tecidual (Julius e Basbaum, 2001, Millan, 1999;
Pleuvry e Lauretti, 1996).
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A ativacdo das fibras aferentes primarias ocorre, quando um estimulo
nocivo de origem mecéanica, térmica ou quimica ativam canais ibnicos
especificos presentes nos terminais periféricos destas fibras nociceptivas
gerando correntes despolarizantes, as quais dependendo de sua intensidade
disparam potenciais de acdo via ativacdo de canais de sbdio sensiveis a
voltagem. Os canais i0nicos encontrados na membrana celular podem ser
operados por receptores, 0s quais possuem um complexo formado pelo
receptor e um canal ibnico que constitui parte integrante de uma proteina que
possui varios dominios transmembrana (ex. receptores colinérgicos nicotinicos,
gabaérgicos, NMDA entre outros) ou sensiveis a voltagem que se abrem ou
fecham com a variacdo da voltagem do potencial da membrana (ex. canais de
célcio, sodio, potassio, entre outros (Millan, 1999). E importante destacar que
varias drogas analgésicas causam uma regulacdo decrescente ou
dessensibilizacdo destes receptores alterando a permeabilidade i6nica da
membrana neuronal, consequentemente reduzindo a excitabilidade pés-
sinaptica. Por outro lado, anestésicos locais bloqueiam a conducéo do impulso
nas fibras nociceptivas através do bloqueio dos canais de sédio dependentes
de voltagem. Deste modo, a efetividade terapéutica de algumas drogas como
anticonvulsivantes, antiarritmicos e anestésicos locais no tratamento de alguns
tipos de dor (particularmente na dor neuropatica e neuralgia do trigémeo) estao
provavelmente diretamente relacionados aos canais de sodio (Rang e Urban,
1995; Catterall & Mackie, 1996; Millan, 1999). Sob condi¢bes normais as fibras
nociceptivas expressam dois tipos de canais de soédio: um sensivel a
tetrodotoxina o qual € encontrado em todos 0s neurbnios sensoriais e é
rapidamente ativado, e outro resistente a tetrodotoxina que € lentamente
ativado e é expresso somente em fibras de pequeno didmetro e de conduc¢éo
lenta, que inclui os nociceptores polimodais (Rang e Urban, 1995; Millan,
1999). Outro canal ibnico importante € o canal de célcio, o qual é reconhecido
pelo seu papel fundamental na regulacao de varios processos bioldgicos e as
alteracdes transitérias na concentracdo destes ions no citoplasma representam
um passo crucial na liberacdo de neurotransmissores e na modulacdo da
excitabilidade da membrana celular (Zamponi e Snutch, 1998; Prado, 2001;
Galeotti et al., 2004). Atualmente, € estudada outra familia de canais iGnicos

que compreende os receptores de potencial transitorio (TRP), os quais
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possuem a capacidade de permear cations, principalmente o calcio (Latorre et
al, 2009). Estes canais TRP sdo expressos em quase todos os tipos de tecidos
e células e desempenham um papel importante na regulacdo das diferentes
funcoes celulares: visao, olfato, paladar, osmorregulacao,
mecanosensibilizacdo e termosensibilizacdo (Cortright et al.,, 2007). Em
especifico, o receptor TRPV1, o canal TRP arquetipico, é principalmente
expresso em nociceptores, esta envolvido na transmiss@o e modula¢éo da dor,
e representa uma importante estacdo de integracdo de respostas aos
mediadores inflamatérios. A ativacdo do TRPV1 causada por lipideos
enddégenos (endovaniléides), por meio acido (pH baixo) e por altas
temperaturas, leva a uma sensacao de forte dor em queimacédo. Além de ser
ativado por calor nocivo, o receptor TRPV1 € ativado pela capsaicina, 0
ingrediente pungente presente na pimenta vermelha, o qual atua como um
integrador molecular de estimulos nocivos no nociceptor (Cortright et al., 2007).
Outro importante membro da familia dos TRPs envolvido na transmissdo da
informacéao nociceptiva € o receptor TRPAL. Os receptores TRPAL podem ser
ativados por estimulos mecéanicos e pelo frio nocivo, bem como por compostos
guimicos pungentes ou irritantes, incluindo aqueles encontrados no 6leo de
mostarda (alil-isotiocianato), 6leo de canela (cinamaldeido) e formalina (para
revisdo ver Cortright et al., 2007). Outros canais TRPs como TRPAL, TRPV2,
TRPV3 e TRPV4 também sdo expressos em neurdnios periféricos sensoriais. A
maioria dos TRPs age como sensores fisiologicos a estimulos externos e
também sdo capazes de responder a uma gama de substancias endégenas
como lipidios, nucleotideos, produtos do estresse oxidativo e acuUcares
(Oseguera et al., 2008).

Uma vez ativados 0s canais idnicos na membrana do neurbnio geram a
despolarizacdo, a fibra é ativada e subsequentemente ocorre a liberacdo de
neurotransmissores (ex. substancia P (SP), peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) e glutamato (GLU) os quais s&@o responsaveis pela
excitacao de neurdnios secundarios especificos localizados na medula espinhal
(Besson e Chaouch, 1987; Willis e Coggeshall, 1991; Millan, 1999). Por outro
lado, apds uma lesédo tecidual existem também outras substancias endégenas
que sdo capazes de sensibilizar os nociceptores como o CGRP, trifosfato de

adenosina (ATP), prostaglandinas (PG), neuropeptidio Y, neurotrofinas,
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somatotastina, prétons, histamina, serotonina, entre outros (Besson, 1999;
Melzack e Loeser, 1999; Hunt e Mantyh, 2001; Julius e Basbaum, 2001; Kidd et
al., 2004) podendo ser liberados por neurdnios sensoriais e também por células
nao neuronais como plaquetas, células sanguineas e endoteliais, mastocitos,
fibroblastos, células de Schwann e até mesmo pelas préprias células
inflamatodrias (Besson, 1999). Em contrapartida, os mediadores inflamatorios
como 0s peptideos neurotransmissores (ex.: bradicinina, serotonina), lipideos
(ex.: prostaglandina) e neurotrofinas (ex.: fator de crescimento neural) sdo
secretados no local original da lesdo tecidual para estimular a ativacdo do
nociceptor. A presenca destas biomoléculas ativa os nociceptores ou reduz o
seu limiar de ativagéo, resultando na transmisséo de sinais aferentes para o
corno dorsal da medula espinhal bem como o inicio da inflamacéo (Garland,
2012; Coutaux et al.,2005). Ainda em relacdo aos mediadores inflamatorios,
existem dois grupos de extrema importancia na transmissao nociceptiva. Como
representantes do primeiro grupo, que promovem a sensibilizacdo de
nociceptores causando o fenbmeno chamado hiperalgesia, estdo as citocinas e
prostaglandinas, e do segundo grupo que promovem a ativacao de
nociceptores sensibilizados, estdo as cininas (bradicinina) e os neuropeptidios
(SP, NKA e CGRP) (Millan, 1999; Calixto et al., 2000). Além disso, a
administracdo desses mediadores em animais promovem comportamentos
nociceptivos, caracterizados pelo ato de morder, lamber ou chacoalhar a area
injetada, indicando a ativagc&o do nociceptor (Millan, 1999).

Os impulsos nociceptivos chegam primeiramente ao corno dorsal da
medula espinhal, os quais realizam sinapses e transmitem a dor. Os
nociceptores chegam em suas respectivas laminas onde fazem conexdes
através de fibras aferentes primarias, que estdo altamente organizadas. As
laminas no corso dorsal da medula espinhal, sdo classificadas de | a VI, sendo
a lamina | considerada a mais superficial enquanto a lamina VI a mais
profunda. As fibras do tipo C, ndo mielinizadas, que compreendem o0s principais
nociceptores, realizam conexdes nas laminas | e Il. As fibras parcialmente
mielinizadas do tipo Ad, que séo responsaveis pela resposta aos estimulos
nocivos, finalizam principalmente na lamina | e V e as que sdo sensiveis
mecanicamente, finalizam nas laminas Il e Ill. E por altimo, as fibras do tipo A,

responsaveis pela propriocepcdo e pelas sensacdes do tipo mecanicas,
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realizam conexdes nas laminas lll, IV, V e VI, as mais profundas (Millan, 1999;
Hunt e Koltzenburg, 2005). A partir das laminas do corno dorsal, a informacéo
nociceptiva € transmitida para o talamo através de interneurdnios de segunda
ordem e neurdnios de projecdo. Esta informacédo transmitida do corno dorsal da
medula espinhal para o tdlamo e cOrtex somatosensorial, constitui a via
ascendente em que se destaca a via espinotalamica como sendo a principal e
mais importante via na transmissao da dor (Figura 1). A conexdo sinaptica
entre 0s neurdnios aferentes primarios e 0s neurdnios sensoriais secundarios
no corno dorsal, envolve a liberacdo de glutamato e substancia P através dos
aferentes primarios, responsaveis respectivamente, pela producdo de potencial
pos-sinapticos lentos e rapidos. Este processo excitatério, também tem o
envolvimento de canais de sodio e célcio, sendo este o principal responsavel
pela regulacdo da liberacdo de neurotransmissores (Millan, 1999; Wall e
Melzack,1999).

Apbs a sinapse entre os aferentes primarios e os neurdnios secundarios
no corno dorsal, sdo emitidas projecdes diretamente para estruturas do tronco
cerebral e diencéfalo, que compreende o talamo e coértex somatosensorial
incluindo o talamo, substancia cinzenta periaquedutal, regido parabraquial,
formacdo reticular da medula, complexo da amigdala, ndcleo septal e
hipotalamo, entre outras (Almeida et al., 2004). O tdlamo é uma regido que
desempenha um papel fundamental e importante, sendo o responsavel pela
integracdo do impulso da dor e esta envolvido na recepcao e transferéncia do
potencial nociceptivo. Consiste também, no local onde neurénios de terceira
ordem conduzem os impulsos nociceptivos para o coértex cerebral onde a
informacéo é processada, resultando na sensacao da dor (Furst, 1999; Weng
et al., 2000).
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Figura 1. Transmissdo da informacdo nociceptiva . (Adaptado a partir de:

Erin D. Milligan & Linda R. Watkins. Pathological and protective roles of glia in
chronic pain. Nature Reviews Neuroscience 10, 23-36, 2009).

1.1.1 Classificacao dos tipos de dor

A dor pode ser classificada de varias formas, uma delas € conforme a
duracdo de sua acado: pode ser aguda, cronica ou transitéria. Na dor aguda
ocorre a ativacao direta de nociceptores (fibras especializadas na deteccéao de
estimulos nocivos) no local da lesdo apés um estimulo nocivo, e geralmente
esta associada a uma leséo tecidual substancial recente podendo desaparecer
mesmo antes da recuperacdo do dano tecidual e sem intervencao
farmacoldgica (Caars e Gordas, 1999). No entanto, 0 emprego de farmacos se
faz necessario em alguns casos, para prevenir ou reduzir a dor e para acelerar
0 processo de cura reduzindo a duragao da leséo (Loeser e Melzack, 1999)
tendo funcdo reparativa (Woolf, 1995). E de facil identificacdo e tratamento e
normalmente dura menos de um més, podendo em alguns casos, transformar-

se rapidamente em uma dor cronica (Caars e Gordas, 1999). Quando o
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episodio doloroso é transitorio, ha ativacdo de nociceptores diretamente na
pele e/ou em tecidos do corpo, na auséncia de leséo tecidual e contribui para
proteger o organismo de potenciais danos fisicos, causados pelo ambiente ou
por estresse de tecidos corporeos (Tracey et al., 2007). No processo crbnico, a
dor ocorre devido a uma lesdo ou patologia e persiste por semanas, meses ou
anos, e muitas vezes até ap0s a recuperacdo da lesdo, podendo ser
perpetuada por outros fatores além daqueles que causaram a dor propriamente
dita. Aléem disso a dor crbnica pode também trazer varias consequéncias
fisicas, mentais, sociais, psicossociais e comportamentais podendo também
envolver estresse grave emocional. E este tipo de dor difere da dor aguda em
varios aspectos, nos quais se destacam a persisténcia, alteracdes
neuroadaptativas, dificuldade de tratamento e a inabilidade do corpo humano
em restaurar suas funcbes fisiolégicas a niveis homeostaticos normais
(ladarola e Caudle, 1997; Besson, 1999, Loeser e Melzack, 1999).

Em geral, a dor também pode ser classificada de acordo com sua
origem, em nociceptiva (associada com a estimulacdo excessiva de
nociceptores com terminacdes na pele, visceras e outros 6rgaos), neuropatica
(ocorre apoOs disfuncdo ou lesdo de um nervo ou um grupo de nervos),
neurogénica ou psicogénica (lesdo neural com liberacdo de neuropeptidios
tanto a nivel periférico quanto central que levam a dor, ou relacionada a fatores
psicoldgicos que ndo possui fator somatico identificavel) (Millan, 1999).
Somando-se a isso, ainda podem ocorrer manifestacoes dolorosas anormais
decorrentes de algumas desordens, como a inflamacéo, que ocorre quando a
dor é proveniente de um dano tecidual significativo o qual é responsavel por
desencadear uma série de eventos em cascata. Neste caso ocorre uma
hipersensibilizagdo dos nociceptores e consequente aumento da transmissao
nociceptiva, resultando na hiperalgesia, ou seja, uma resposta exacerbada a
um estimulo que normalmente ja é percebido como doloroso, devido a
sensibilizacdo de terminacdes nervosas nociceptivas periféricas; e a alodinia
que ocorre quando um estimulo previamente ndo-nocivo (i.e. leve toque ou
pequenas alteracfes na temperatura ambiente) causa dor aproveitando-se do
menor limiar necessario para disparo do nociceptor e inicio da transmissao
nociceptiva (Woolf, 1995; Haddad, 2007; Loeser e Treede, 2008).
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E sabido que apesar da dor ser um processo fisiol6gico importante para

a sobrevivéncia do ser humano e de representar um alerta para altera¢des do
organismo, ela traz uma sensacdo desagradavel e na maioria das vezes esta
associada ao sofrimento. Por este motivo, se tem buscado alterar o curso
natural das doencas através do alivio de sintomas dolorosos, objetivando a
busca por analgésicos mais potentes e com menos efeitos adversos.
Atualmente se tem disponivel varios farmacos para uso no tratamento da dor,
como anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINE’s), opioides, anestésicos locais,
entre outros. Além destes, existem outras classes de farmacos utilizados para o
tratamento especifico da dor neuropatica, a qual ndo apresenta uma resposta
eficaz aos analgésicos convencionais. Neste grupo estao antidepressivos (ex.
imipramina e amitriptilina), que atuam no sistema nervoso central inibindo a
captura de noradrenalina e os anticonvulsivantes (ex. carbamazepina e
fenitoina) que atuam sobre canais de sédio controlados por voltagem e a
gabapentina que atua em canais de célcio (Mori, 2010). De uma forma geral, o
emprego do arsenal terapéutico atual raramente resulta na eliminacéo da dor.
Ao contrario, muitos pacientes continuam refratarios aos tratamentos, seja pela
persisténcia das crises ou por efeitos colaterais indesejaveis (Attal et al., 2010).
Com o passar dos anos, acentuou-se mais a busca por novas drogas com
acao analgésica provenientes de produtos naturais, principalmente de plantas
medicinais, as quais apresentam papeéis extremamente relevantes na medicina
moderna. Esta relevancia € resultante do fornecimento de substancias
altamente importantes que dificilmente seriam obtidas via sintese quimica, e
compostos que podem ser moderadamente modificados de forma a se
tornarem mais eficazes e/ou menos toxicos (Robbers et al.,, 1996). Neste
contexto, teremos como material de estudo a planta Acmella oleracea (L.) R.K.

Jansen, para a avaliagdo de suas possiveis propriedades analgésicas.

1.2 Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen

A Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen e sua sinonimia cientifica
Spilanthes Acmella var oleracea, € uma planta medicinal pertencente a familia
Asteraceae (antiga Compositae), conhecida popularmente como jambu, agrido-
do-para, agridao-do-norte, agrido-bravo, agrido-do-brasil, botdo-de-ouro, entre

outros (Favoreto e Gilbert, 2010). E relatada a existéncia de cerca de 60
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espécies do género Spilanthes em todo o mundo, sendo que o0 género
Spilanthes também é descrito como Acmella em alguns artigos da literatura. A
Acmella oleracea é originaria da América do Sul, sendo uma planta tipica da
regido norte do Brasil, mais precisamente do Para, cujas folhas séo utilizadas
como condimento pois apresentam sabor acre e pungente, integrando pratos
da culinéria local como o “tacaca” e o “pato no tucupi” (Rebello et al., 2005;
Malosso et al., 2008; Cardoso e Garcia, 1997).

A planta Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (bas. Spilanthes oleracea;
syn. Spilanthes acmella var. oleracea), € uma planta de porte herbéaceo,
medindo entre 30 a 60 cm de altura, com folhas compostas, opostas,
membranaceas e pecioladas, inflorescéncias compostas de flores amarelas
caule cilindrico e carnoso, sendo a raiz principal do tipo pivotante, com

abundantes ramifica¢cGes laterais (Hind et al., 2003).

Figura 2: Folhas e flores do jambu. (http://www.thienemans.com/photos/index.
php/Herbs/IMG_1058)

As folhas e flores do jambu apresentam sabor picante e causam leve
formigamento e entorpecimento da lingua, sendo que na medicina popular tem
sido bem documentada a utilizagdo para o tratamento da dor de dente (Torres
et al., 2001), de afeccdes da garganta e bucais (aftas, herpes) (Nigrinis et al.,
1986; Ramsewak et al., 1999; Torres et al., 2001), no tratamento de manchas
da pele (Nigrinis et al., 1986) dentre outras aplicagdes. Os usos descritos na

medicina popular e que ndo apoiados em evidéncias experimentais ou clinicas,
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compreendem o uso da planta na forma de cha em que as folhas ou flores séo
utiizadas no tratamento da anemia, dispepsia, entre outros ja citados
anteriormente, visto que é considerado sialogogo e estimulante estomaquico
(Favoreto e Gilbert, 2010). Outra forma de uso popular compreende na
decoccéo das folhas em que é utilizada como diurético, tratamento de célculos
biliares e renais, afec¢cbes da pele e pulméo (expectorante e tbnico em casos
de tosses e bronquites) (Favoreto e Gilbert, 2010). Também pode ser utilizada
no tratamento de disenterias e na culinaria como salada crua, em que confere o
sabor excitante e anestésico. Na forma de tinturas e xaropes das folhas e
flores, e com uso descrito em farmacopeia apoiado estudos experimentais, o
jambu é utilizado para tratamento da anemia e do escorbuto devido a presenca
de ferro e vitamina C (Cardoso e Garcia, 1997). Na forma de extrato possui
atividade analgésica, anti-inflamatoria, odontalgico e anti-infeccioso (Estrella,
1995).

Estudos cientificos demonstraram que o género Spilanthes apresenta
uma série de efeitos bioldégicos como atividade anestésica local (Ley et al.,
2006), anti-inflamatéria e analgésica (Chakraborty et al., 2004; Wu et al.,
2008), anestésica e antipirética (Chakraborty et al.,, 2010), diurética
(Ratnasooriya et al., 2004) e emagrecedora (Ekanem et al., 2007) os quais na
sua grande maioria séo atribuidos a presenca de uma alquilamida denominada
espilantol, a principal molécula bioativa da planta, que atinge sua maior
concentracéo (1%) nas flores (Saraf et al., 2002; Ley et al., 2006). O espilantol
€ o principal composto pungente (Ratnasoorya et. al., 2004) contido no jambu,
0 que confere o sabor refrescante e picante da planta. Além da atividade
analgésica topica observada em humanos (Nigrinis et al., 1986), Chakraborty e
colaboradores (2004) observaram que o extrato aquoso de Spilanthes Acmella
reduziu o edema de pata induzido por carragenina e a nocicepgdo no modelo
de contorcdo abdominal induzida pelo acido acético em camundongos,
indicando o efeito analgésico e anti-inflamatério apos a administragcéo sistémica
via intraperitoneal.

Segundo Boonen et. al (2010), as N-Alquilamidas sdo um grande grupo
de moléculas bioativas encontradas em diversas plantas do género Echinacea,
Xanthoxylum e Spilanthes. Neste mesmo raciocinio, tem-se explorado uma

planta do género Xanthoxylum chamada Szechuan originaria da Asia, que de
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modo semelhante a Acmella oleracea também é utilizada para o alivio da dor
de dente devido suas propriedades anestésicas e nao-irritantes que auxiliam no
tratamento da dor. Apesar de ser chamada de pimenta Szechuan, suas
caracteristicas sdo contrastantes com aquelas associadas as pimentas da
familia Capsicum, as quais elicitam uma irritacdo aguda e dolorosa associada
com a inflamacdo local tecidual e hipersensibilidade a dor, assim como
sensacao de dor em queimacdo como a observada nas pimentas chilli
vermelhas. A ingestdo da pimenta Szechuan sugere uma sensacdo bem
definida de formigamento (parestesia) e dorméncia, caracteristicas
semelhantes as descritas para a Acmella oleracea, e estas percepcoes
psicofisicas sdo consistentes com o0s locais celulares e moleculares
identificados como alvos do hidroxi-a-sanshool (sanshool), principal composto
bioativo da pimenta Szechuan. Estudos demonstraram que 0 possivel
mecanismo de agdo do sanshool envolve a inibicdo de neur6nios atraves de
um mecanismo Unico envolvendo a inibicdo de trés tipos de canais de potassio
de dois poros sensiveis ao pH e a anestésicos denominados também como
KCNK3, KCNK9 e KCNK18, provendo uma base para o entendimento das
sensacdes psicofisicas Unicas e complexas associadas as pimentas Szechuan
(Bautista et al., 2008). Adicionalmente, Tsunosaki e colaboradores (2013)
reportou que a propriedade analgésica do sanshool, também seja
possivelmente devido a sua afinidade por canais de soédio voltagem-
dependentes em fibras do tipo Ad mecanosensiveis reduzindo a excitabilidade

e induzindo a analgesia.

H
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Figura 3: Estrutura quimica do espilantol. (Wu L.C, Fan N.C, Lin M.H, Chu
I.R, Huang S.J, Hu C.Y, Han S.Y. Anti-inflammatory effect of spilanthol from
Spilanthes Acmella on murine macrophage by down-regulating LPS-induced
inflammatory mediators, J Agric Food Chem. ,56(7), p.2341-9, 2008)
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Figura 4: Estrutura quimica do hidroxi- a-sanshool. (Bautista, D.M., Sigal, Y.
M., Milstein, A. D., Garrison, J. L., Zorn, J.A., Tsuruda, P. R., Nicoll, R. A,
Julius, D. "Pungent agents from Szechuan peppers excite sensory neurons by
inhibiting two-pore potassium channels”. Nat. Neurosci. v.11 (7), p.772-9,
2008).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Diante do exposto e tendo em vista o uso popular da Acmella oleracea
para o tratamento de afeccdes bucais e principalmente no alivio da dor de
dente, este estudo teve como objetivo investigar a atividade antinociceptiva
sistémica do extrato etandlico (EEAO) bruto da Acmella oleracea e a atividade
nociceptiva e antinociceptiva local (regido orofacial) da fracdo rica em
alquilamidas (FH), em modelos de dor em animais, através de estudos

farmacoldgicos in vivo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade aguda e o possivel efeito adverso, do extrato
etandlico das flores de Acmella oleracea, na atividade locomotora dos animais

no modelo de campo aberto.

Avaliar os efeitos da administracdo sistémica do extrato etandlico das flores
de Acmella oleracea nos seguintes modelos:
- nocicepcdo aguda (orofacial) induzida pela injecdo orofacial de
formalina, capsaicina e cinamaldeido;
- hiperalgesia térmica induzida pela capsaicina e com avaliacdo da
atividade opioidérgica;

- alodinia mecanica induzida pela leséo parcial do nervo ciatico;

Avaliar os efeitos da administracdo na regido orofacial da fracdo rica em
alquilamidas das flores de Acmella oleracea, investigando:
- irritacdo ocular no modelo de limpeza dos olhos;
- possiveis efeitos nociceptivos per se e antinociceptivos (analgésicos),

avaliando alguns mecanismos de acao para cada modalidade;
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3.0 Materiais e métodos

3.1Acmella oleracea (L.)

A planta foi coletada no municipio de Cruzeiro do Sul, regido do Alto
Jurua, no estado do Acre, em agosto de 2010, e identificada pela MSc.
Rosangela de Araujo Pereira Holanda e Souza, curadora do Herbéario da
Universidade Federal do Acre — Parque Zoobotanico (UFAC-PZ), onde se
encontra depositado um exemplar da planta sob registro nimero 15099 como
Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen (bas. Spilanthes oleracea; syn. Spilanthes

acmella var. oleracea.

3.1.1 Obtencéo do extrato etandlico e da fracéo rica em alquilamidas

Flores frescas de Acmella oleracea (60 g) foram submetidas a extracao
com etanol absoluto sob refluxo por 3 h. O extrato etandlico da Acmella
oleracea (EEAO) foi evaporado sobre pressao reduzida, resuspendido em agua
e liofilizado, resultando em 2,7 g.

Uma parte do extrato etandlico (1,7 g) foi resuspendido em etanol-agua
(1:1 v/v) e submetido a particdo liquido-liquido com hexano, originando duas
fracbes: EEAO-agua e EEAO-hex. O fluxograma de obtencao e fracionamento
do extrato etandlico das flores de Acmella oleracea pode ser visualizado na
figura 5.

O extrato (EEAQO) e a fracdo (FH) oriundos da Acmella oleracea foram
preparados e fornecidos pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Thales Ricardo

Cipriani, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Parana.
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Flores “in natura” (60 g) trituradas (221,39)

Etanol /85°C /3 h

Residuo Extrato etandlico (EEAO; 2,7 g)

Particao liquido-liquido (partindo de 1,7 g de extrato)

Etanol:agua (EEAO-agua; 1,0 g) Hexano (EEAO-hex; 0,2 g)

Figura 5: Fluxograma do processo de obtencédo do ext  rato etandlico e da

fracdo hexanica oriundos das flores da  Acmella oleracea.

3.1.2 Analise do extrato etandlico (EEAO) por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas

O EEAO foi analisado em cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia (UPLC,
Waters-Acquity) equipado com detector de arranjo de fotodiodos (PDA). A
fracdo EEAO foi solubilizada em H20-MeOH (1:1 v/v), para uma concentracao
de 1 mg/mL, e 2 yL de amostra foi injetado no equipamento. A analise foi
efetuada em uma coluna de fase reversa BEH-C18, com dimensfes de 2,1 x
50 mm e tamanho de particula de 1,7 um, a uma temperatura de 60 °C. A fase
movel consistiu de 0,1% (v/v) de solucdo aquosa de acido férmico (eluente A) e
metanol (eluente B). O seguinte sistema gradiente para a fase movel foi
utilizado: aumento da concentracdo do eluente B de 5% a 80% em 5 min,
mantendo a 80% até 7 min, e retornando a 5% em 8 min, mantendo em 5% por
mais 3 min para reequilibrar o sistema. A deteccdo foi realizada na faixa de
200-400 nm utilizando o detector de PDA ou, nas analises online, por
espectrometria de massas. Esta ultima foi realizada por ESI-MS (electrospray
lonization mass spectrometry), com um espectrometro de massas triplo
quadrupolo (Quattro-LC, Waters). O modo de ionizacdo positiva foi utilizada

para detectar compostos com m/z de 100-600. Foram utilizadas energias de
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2.6 kV no capilar e 70 V no cone. O nitrogénio foi utilizado como gas de

nebulizagdo e dessolvatagéo.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus, variedade Swiss) adultos,
de ambos o0s sexos, com peso variando entre 25 a 35 g. Os animais foram
fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, mantidos
em condi¢Oes de temperatura controlada (22 £ 2 C), ciclo claro/escuro de 12
horas e com livre acesso a agua e racdo comercial. Os animais foram
distribuidos homogeneamente entre 0s grupos e 0s experimentos foram
realizados apos aprovacdo pelo Comité de Etica para o Uso de Animais do
Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO —
UFPR), sob o nimero 544, e de acordo com as normas éticas para o estudo de
dor com animais de laboratério (Zimmermann, 1983). O niumero de animais
utilizados e os estimulos empregados foram 0s minimos necessarios para

demonstrar o efeito dos tratamentos.

3.3 Estratégias para a investigacdo dos efeitos biologicos das
preparacoes vegetais da Acmella oleracea (L.)

Os procedimentos experimentais descritos abaixo foram empregados
agudamente, sendo que o EEAO (10, 30 e 100 mg/kg) foi administrado
sistemicamente pela via intraperitoneal 30 min antes dos testes para investigar
sua possivel acdo antinociceptiva em modelos de nocicepcdo quimica
(formalina, capsaicina e cinamaldeido), térmica (placa quente) e neuropatica
(leséo parcial do nervo ciatico).

Outra estratégia empregada foi investigar o efeito produzido pela
administracdo local da fracdo hexanica (FH) (1 a 100 pg/20 pL) no labio
superior direito dos animais. Os efeitos analgésicos foram investigados
utilizando modelos de nocicepc¢do quimica (formalina e capsaicina) enquanto

gue para o efeito algico foram investigados alguns mecanismos envolvidos.
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Antes da realizacdo de todos os procedimentos comportamentais, 0s
animais foram aclimatados individualmente por no minimo 30 min ao ambiente

onde foram realizados os testes.

3.3.1 Avaliacdo da toxicidade aguda, teste geral de atividades do

EEAO e avaliagéo da atividade locomotora dos animais

No intuito de estudar se a administracdo do EEAO causaria possiveis
efeitos toxicos ou alteracbes comportamentais nos animais, estes foram
divididos em 5 grupos que receberam pela via intraperitoneal veiculo (salina +
30 pL de tween 80, 10 ml/kg) ou doses crescentes de EEAO (5, 50, 500 e 5000
mg/kg). Imediatamente apos os tratamentos, os animais foram observados em
deambulacéo livre sobre uma superficie plana, sendo avaliados parametros
comportamentais relacionados a estimulagédo ou depresséo do sistema nervoso
central (SNC), como atividade locomotora, piloerecéo, ptose palpebral, diurese,
tremores, alteracbes respiratérias, cianose, ataxia, hipnose, convulsédo, entre
outros. Os animais foram observados 30, 60, 120, 180, 240 e 300 min apds os
tratamentos e entdo diariamente durante 7 dias, observando-se quaisquer
sinais de toxicidade ou mortalidade, segundo metodologia descrita por
Litchfield e Wilcoxon (1949).

O efeito da administracdo do EEAO sobre a atividade locomotora
espontanea dos animais foi avaliado através do teste do campo aberto. Trinta
min apos tratamentos com veiculo ou EEAO (10, 30 e 100 mg/kg, i.p.), os
animais foram colocados individualmente no interior do campo aberto, o qual
consiste em um aparato circular (42 cm de diametro x 24 cm de altura) cujo
assoalho é dividido em 19 quadrantes, distribuidos partindo do centro até a
borda externa. Uma vez colocado no centro da arena, o animal iniciou o
comportamento exploratério e o numero de quadrantes cruzados com as quatro
patas foi contado durante 5 min (Tadaiesky et al., 2006; Marcon et al., 2009).
ApoOs o término de cada sessao, a arena foi limpa com uma solucéo de etanol

7% para minimizar o odor deixado pelo animal anterior.



34

3.3.2 Avaliacédo do efeito antinociceptivo da administracdo sistémica do
EEAO

3.3.2.1 Nocicepcao orofacial induzida pela formalina

A nocicepg¢do quimica induzida pela injecdo orofacial de formalina em
camundongos seguiu 0 modelo proposto por Luccarini et al. (2006), com
algumas modificacbes. Os animais foram separados em 4 grupos, 0s quais
foram tratados pela via intraperitoneal com veiculo (salina + 30 pL de Tween
80, 10 ml/kg) ou EEAO nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg, i.p. Ap6s 30 min, os
camundongos receberam 20 pL de solugédo de formalina 2,5% (0.92% de
formaldeido em salina) no labio superior direito proximo a regido das vibrissas.
Imediatamente apds a injecao, os animais foram colocados individualmente em
funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em um angulo de 45°
para facilitar a observagdo. Os camundongos foram observados durante 40
min, sendo o periodo de 0 a 5 min considerado como a fase | (neurogénica) e
de 15 a 40 min a fase Il (inflamatdria), sendo que o tempo em que o animal
permaneceu esfregando a regidao orofacial com as patas dianteiras foi

cronometrado e considerado como indicativo de nocicepgéo.

3.3.2.2 Nocicepcao orofacial induzida pela capsaicina

A nocicepc¢ao quimica induzida pela injecdo orofacial de capsaicina em
camundongos seguiu o modelo proposto por Pelissier et al., (2002), com
algumas modificacdes. Os animais foram separados em 4 grupos 0s quais
foram tratados pela via intraperitoneal com veiculo ou EEAO nas doses de 10,
30 ou 100 mg/kg, i.p. Apos 30 min, os camundongos receberam 20 uL de
capsaicina (1,6 ug ou 5,2 nmol) no labio superior direito préximo a regido das
vibrissas. Imediatamente apdés a injecdo, os animais foram colocados
individualmente em funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em
um angulo de 45° para facilitar a observacdo. Os camundongos foram
observados durante 5 min, sendo que o tempo em que 0 animal permaneceu
esfregando a regido orofacial com as patas dianteiras foi cronometrado e
considerado como indicativo de nocicepgéo.
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3.3.2.3 Nocicepcéo orofacial induzida pelo cinamaldeido

Os animais foram separados em 4 grupos os quais foram tratados pela
via intraperitoneal com veiculo ou EEAO nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg,
i.p. Ap6s 30 min, os camundongos receberam 20 uL de cinamaldeido (13,2 ug
ou 100 nmol) no l4bio superior direito préximo a regido das vibrissas.
Imediatamente apds a inje¢cdo, os animais foram colocados individualmente em
funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em um angulo de 45°
para facilitar a observacdo. Os camundongos foram observados durante 5 min,
sendo que o tempo em que o animal permaneceu esfregando a regido orofacial
com as patas dianteiras foi cronometrado e considerado como indicativo de

nocicepcgao.

3.3.2.4 Nocicepcéao térmica ao calor

O modelo da placa quente foi empregado para avaliar a hiperalgesia
térmica ao calor, segundo metodologia proposta inicialmente por Garcia-
Martinez et al. (2002). O aparato consiste de uma placa de metal circundada
por tubo de acrilico (25 x 37 x 47 cm, Ugo Basile, Varese, Italia), a qual foi
aquecida a temperatura de 55 = 1 °C. Os animais foram cuidadosamente
colocados no aparato, sendo avaliada a laténcia (s) que 0os mesmos levaram
para lamber as patas ou saltar da placa quente, estabelecendo-se o tempo de
corte de 30 s (D’amour e Smith, 1941) para evitar possiveis lesfes teciduais.
Essa primeira medida foi considerada como a resposta basal ou tempo zero
(antes de receberem os tratamentos).

3.3.24.1 Hiperalgesia térmica induzida pela administracédo

intraplantar de capsaicina

Apoés a obtencao da laténcia basal (s), os animais foram separados em 5
grupos, que receberam pela via i.p. veiculo ou EEAO nas doses de 10, 30 ou
100 mg/kg. Ap6s 30 min dos tratamentos, os camundongos receberam uma
injecdo de 20 pL de veiculo (990 uL de salina + 10 pL de alcool etilico P.A) ou

capsaicina (1,6 ug ou 5,2 nmol) na superficie intraplantar (i.pl.). Transcorridos
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5 min, os animais foram novamente avaliados no teste da placa quente nos
intervalos de 5, 15, 30, 60 e 120 min. Reducdes da laténcia (s) de lambida ou
retirada da pata caracterizaram o aparecimento de hiperalgesia ao calor

induzida pela capsaicina.

3.3.2.4.2 Envolvimento do sistema opioidérgico na hiperalgesia

térmica ao calor

ApoOs a obtencéo da laténcia basal (s), os animais foram separados em 5
grupos, que receberam pela via i.p. veiculo ou naloxona (antagonista nao-
seletivo de receptores opidides, 1 mg/kg) conforme metodologia descrita por
Marcon et. al, 2009. Passados 20 min, os animais receberam morfina (agonista
de receptores opidides, 1 mg/kg, s.c.) ou EEAO (100 mg/kg i.p). Transcorridos
30 min, os animais foram novamente avaliados no teste da placa quente nos
intervalos de 5, 10, 15, 30, 60 e 120 min. Reduc¢des da laténcia (s) de lambida
ou retirada da pata nos grupos tratados com naloxona caracterizaram o

aparecimento de hiperalgesia ao calor.

3.3.2.5 Alodinia mecanica induzida por lesédo parcial do nervo ciatico

A leséo parcial do nervo ciatico € um modelo de neuropatia crénica a qual
permite avaliar diferentes parametros nociceptivos, entre os quais a alodinia
mecéanica. O modelo de leséo parcial do nervo ciatico foi realizado conforme a
técnica descrita por Malmberg e Basbaum (1998). Os animais foram
anestesiados com uma mistura contendo cetamina e xilasina (50 e 20 mg/kg,
i.p, respectivamente) e ap0s uma pequena incisdo na regido glutea do lado
direito, a musculatura entre o iliaco e o musculo glateo foram cuidadosamente
divulsionadas para expor o nervo ciatico. Com o auxilio da agulha de um fio
cirdrgico de seda nédo absorvivel 6-0, 1/3 a 1/2 do nervo ciatico foi perfurado e
amarrado com 3 nés, apos o procedimento cirdrgico a incisédo foi suturada com
fio de seda 4-0.

No dia anterior a cirurgia, o limiar nociceptivo mecéanico basal foi avaliado
nos animais atraves da estimulacdo mecéanica com o filamento de von Frey (0,6

g) (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, EUA). Os animais foram
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aclimatizados por no minimo 1 h antes de cada medi¢do, sendo colocados
individualmente em um aparato elevado com paredes de vidro transparente (9
X 7 x 11cm) e piso de tela metélica para permitir o acesso a superficie plantar
(ventral) da pata. A alodinia mecanica foi avaliada como a frequéncia de
retirada da pata frente a 10 aplicacbées do filamento de von Frey de 0,6 g no
centro da superficie plantar da pata traseira dos animais, por um periodo
maximo de 10 s, ou até que o0 animal apresentasse uma resposta nociceptiva
de retirada da pata, seguida de lambida e/ou chacoalhar da mesma (Bortolanza
et al., 2002). O teste foi repetido 3 vezes em intervalos de aproximadamente 3
min em cada pata, sendo que esta primeira avaliagdo representou a resposta
basal dos animais.

ApoOs 7 dias do procedimento cirargico, a sensibilidade mecanica plantar foi
avaliada para confirmar o desenvolvimento da alodinia, de acordo com a
metodologia descrita acima. Os animais foram separados em 5 grupos, que
receberam pela via i.p. veiculo, fluoxetina (antidepressivo inibidor seletivo da
receptacéo de serotonina, 10 mg/kg, i.p.) ou EEAO (10, 30 ou 100 mg/kg). A

alodinia mecéanica foi avaliada em intervalos de 1 a 6 h apds os tratamentos.

3.3.3 Avaliagdo dos efeitos da administra¢ao da FH

3.3.3.1 Instilacéo da FH no globo ocular

Para avaliar se a FH apresenta propriedades irritantes como a da
capsaicina, foi empregado o teste de limpeza dos olhos (eye wiping), conforme
metodologia descrita por De Petrocellis et al., 2010. Os animais foram divididos
em 5 grupos, nos quais foi instilado no olho direito 5 pL de capsaicina (1 nmol)
ou FH (10, 30, 50 ou 100 pg). Imediatamente apds a instilacdo ocular, os
animais foram colocados individualmente em funis de vidro transparente, com
espelhos posicionados em um angulo de 45° para facilitar a observagdo. Os
camundongos foram observados durante 2 min, sendo que o numero de
movimentos de limpeza do olho foi considerado como indicativo de pungéncia e

irritacéo.
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3.3.3.2 Efeito da administracéo orofacial da FH

Para avaliar se a administracdo local da FH poderia promover efeitos
considerados como nociceptivos ou antinociceptivos, foi realizado o modelo de
nocicepc¢ao quimica induzida pela injecdo orofacial da FH. Os animais foram
separados em 8 grupos, 0s quais receberam veiculo ou FH nas doses de 1; 3;
10; 30 ou 100 pg/20 pL no labio superior direito préximo a regido das vibrissas.
Imediatamente apds a injecao, os animais foram colocados individualmente em
funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em um angulo de 45°
para facilitar a observacdo. Foi realizada uma curva dose e tempo resposta,
sendo que os camundongos foram observados em blocos de 10 min, durante
30 min e o tempo em que o animal permaneceu esfregando a regido orofacial
com as patas dianteiras foi cronometrado e considerado como indicativo de
nocicepcao.

Para analisar possiveis efeitos da administracdo de doses ainda menores, a
FH 0,01 e 0,1 pg/20 uL ou veiculo, foram administrados na regido orofacial
conforme descrito anteriormente, porém o0 tempo de observacéo

comportamental foi de apenas 10 min.

3.3.3.3 Avaliagéo do efeito antinociceptivo da administragéo orofacial da
FH

ApOs a realizacdo das curvas dose-efeito e tempo-resposta da
administracao orofacial da FH, foi observado que a inje¢cdo nas doses menores
0,01, 0,1 e 1 pug ndo promoveram resposta nociceptiva per se. Dessa maneira,
a dose de 1 ug foi selecionada para investigar o possivel efeito antinociceptivo
da FH. Primeiramente, o efeito antinociceptivo da FH 1 ug foi avaliado no teste
da formalina, conforme descrito anteriormente. Os animais receberam uma
injecdo da FH (1 pg/10 pL) no labio superior direito proximo a regido das
vibrissas. Passados 10 ou 30 min da injecao da FH, os animais receberam uma
injecdo de formalina 2,5%/10 uL (0.92% de formaldeido em salina) no mesmo
local. Imediatamente ap0s a injecao de formalina, os animais foram colocados
individualmente em funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em

um angulo de 45° para facilitar a observacdo. Os camundongos foram
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observados durante 40 min, sendo o periodo de 0 a 5 min considerado como a
fase | (neurogénica) e de 15 a 40 min a fase Il (inflamatéria), sendo que o
tempo em que o animal permaneceu esfregando a regido orofacial com as
patas dianteiras foi cronometrado e considerado como indicativo de
nocicepcao.

O segundo teste empregado foi o modelo de nocicepg¢do quimica
induzida pela injecao orofacial de capsaicina, conforme descrito anteriormente.
Os animais receberam veiculo (10 pL), capsaicina (1,6 pg/10 pL) ou FH (1
Hg/10 pL) no labio superior direito proximo a regido das vibrissas. Para avaliar
o possivel efeito antinociceptivo, 2 grupos de animais foram pré-tratados com
FH (1 pg/10 pL), 10 ou 30 min antes da injecéo orofacial de capsaicina (1,6
pg/10 pL). Outro grupo de animais foi pré-tratado com a FH (1 pug/10 pL) no
labio superior direito proximo a regido das vibrissas e 10 min apdés, recebeu
uma injecdo orofacial de capsaicina (1,6 pug/10 pL) no lado contralateral (labio
superior esquerdo préximo a regido das vibrissas). Imediatamente apds a
injecdo, os animais foram observados durante 5 min conforme mencionado

anteriormente.

3.3.3.4 Avaliagéo do efeito nociceptivo da administragéo orofacial da FH

Apés a realizacdo das curvas dose-efeito e tempo-resposta da
administracao orofacial da FH, foi observado que a inje¢cdo de doses maiores
como 3; 10; 30 e 100 pg promoveram respostas nociceptivas. Dessa maneira,
a dose de 30 pg foi selecionada para investigar possiveis mecanismos

envolvidos no efeito nociceptivo da FH.

3.3.3.5 Envolvimento do sistema/componente opioidérgico e inflamatoério

na nocicepc¢ao orofacial induzida pela FH

Primeiramente, foi avaliado se a nocicep¢ao orofacial induzida pela FH
seria reduzida pelo tratamento com morfina. Os animais foram pré-tratados
com morfina (agonista ndo seletivo de receptores opidides 10 e 100 pug/10 pL)
no labio superior direito proximo a regido das vibrissas. Passados 10 ou 30

min, os animais receberam FH 30 nug/10 pL no mesmo local.
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De maneira similar, para investigar a participacdo do componente
inflamatorio, os animais foram pré-tratados com cetoprofeno (anti-inflamatorio
nao-esteroidal, 100 pug/10 pL) no labio superior direito proximo a regido das
vibrissas e apdés 30 min receberam FH 30 pg/l10 pL no mesmo local.
Imediatamente ap6s a injecdo da FH, os animais foram colocados
individualmente em funis de vidro transparente, com espelhos posicionados em

um angulo de 45° e foram observados por 10 minutos.

3.3.3.6 Envolvimento de canais TRPs e canais de potassio na nocicepgao

orofacial induzida pela FH

Os animais foram pré-tratados com vermelho de ruténio (bloqueador ndo
seletivo de canais de calcio e TRP, 0,3 ou 1 nmol/10 pL), HC-030031
(antagonista seletivo de receptores TRPA1, 100 pg/10 puL), glibenclamida
(blogueador seletivo de canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) (60 pg/10
uL) ou tetraetilaménio (blogueador ndo seletivo de canais de potassio) (30 e
100 pg/10 pL). Transcorridos 10 ou 30 min, os animais receberam FH 30 pg/10
puL no mesmo local. Imediatamente apds a inje¢cdo da FH, os animais foram
colocados individualmente em funis de vidro transparente, com espelhos

posicionados em um angulo de 45° e foram observados por 10 e 30 minutos.

3.4 Andlise Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da meédia
(EPM), exceto os valores de DI50 (doses do EEAO que reduziram as respostas
nociceptivas em 50% em relacdo ao grupo controle), as quais estao
apresentadas como médias geométricas acompanhadas de seus respectivos
limites de confianca em nivel de 95%. Os valores de DI50 foram obtidos
através do método de regressao nao-linear utilizando-se o software Graph Pad
Prism (2005, San Diego, CA) versao 5.0. Para a andlise de dois grupos
independentes, a diferenca estatistica foi determinada através do teste t de
Student. Para os dados paramétricos, a significancia estatistica dos diferentes
grupos foi determinada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Newman-Keuls. Quando necessario, os dados do tratamento com o EEAO
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foram analisados utilizando ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de
Bonferroni. Em todos os casos, foi considerada diferenca significativa quando P
<0,05.

5.0 Resultados

5.1 Analise em Cromatografia Liquida de Ultra Performance (UPLC)

N-alquilamidas sdo um grupo de metabdlitos encontrados em Acmella
oleracea, sendo o espilantol sendo o principal componente. Elas tém sido
relacionadas as propriedades anestésica e analgésica da planta (Ley et al.,
2006; Ratnasooriya e Pieris, 2005). A presenca de N-alquilamidas no extrato
etandlico de flores de Acmella oleracea (fracgdo EEAO foi investigada por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detectores de arranjo de
fotodiodos (PDA) e espectrometria de massas (ESI-MS). Em comparagéo com
Boonen et al. (2010), trés N-alquilamidas foram identificadas com base em
seus perfis de absor¢do em UV e de m/z: pico 1 com Rt = 4,64 min, m/z = 230
[M+H]", € Amax = 259 nm [(2E,42Z)-N-isobutil-2,4-undecadieno-8,10-diinamida)];
pico 2 com Rt = 5,15 min, m/z = 222 [M+H]", € Amax = 233 nm [(2E,6Z,8E)-N-
isobutil-2,6,8-decatrienamida), espilantol]; e pico 3 com Rt = 5,41 min, m/z =
236 [M+H]", e Amax = 261 nm [(2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-2,6,8-
decatrienamida)]. Nossos resultados demonstraram que o espilantol é a
principal N-alquilamida presente na fracdo EEAO, conforme observado na
figura 3.

As N-alquilamidas sdo compostos apolares, sollveis em solventes
organicos como o cloroformio e o hexano. Deste modo, a particdo
liquido:liquido da fracdo EEAO entre etanol-dgua (1:1 v/v) e hexano, permite a
concentragéo destes compostos na fragdo hexanica.
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Figura 6: Perfil cromatogréafico da fragdo EEAO em UPLC, com d  eteccao
em A 250 nm. Picos -correspondentes a: 1= [(2E,4Z)-N-isobutil-2,4-
undecadieno-8,10-diinamida)]; 2: [(2E,6Z,8E)-N-isobutil-2,6,8-decatrienamida),
espilantol e 3: [(2E,6Z,8E)-N-(2-metilbutil)-2,6,8-decatrienamida)].

4.2 Estudos com o Extrato Etandlico das flores de  Acmella oleracea
(EEAO)

4.2.1 Avaliacdo da toxicidade aguda, teste de atividades gerais do EEAO

e avaliacdo da atividade locomotora dos animais

Para estabelecer a seguranca do EEAO, a toxicidade aguda foi
primariamente avaliada através do teste geral de atividades. A administracao
intraperitoneal de EEAO nas doses de 5 e 50 mg/kg ndo apresentaram sinais
clinicos de toxicidade significativos e nenhuma morte ocorreu. Na dose de 500
mg/kg, nos primeiros 180 min apds a aplicacao, todos 0s animais apresentaram
reducdo na locomocédo, 2 animais apresentaram contor¢des abdominais nos
primeiros 30 min e 4 animais apresentaram piloerecdo nos primeiros 60 min,
porém nenhuma morte foi detectada. Todos os animais tratados com a dose de
5000 mg/kg apresentaram convulséo e depressao respiratéria e foram a obito
em menos de 3 min, sendo o valor estimado da DL50 de 889 mg/kg (intervalo
de confianga 95%: 740,95 — 1066,97 mg/kg).

Adicionalmente, o tratamento dos animais com o EEAO nas doses de

10, 30 e 100 mg/kg i.p., ndo promoveu alteracdes significantes sobre a
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atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto, quando

comparados ao grupo veiculo (Figura 7).
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Figura 7: Efeito da administracdo intraperitoneal d o EEAO (10, 30 e 100
mg/kg) sobre a atividade locomotora no modelo de ca  mpo aberto em
camundongos. Os resultados estdo expressos como médias+ EPM (n=5a7
animais). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da analise da
variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de Newman-Keuls.

4.2.2 Nocicepcgao orofacial induzida pela injecao de formalina

O modelo da formalina permite avaliar dois tipos distintos de nocicepcéao:
a de origem neurogénica (estimulacdo direta dos neurbnios nociceptivos) e a
de origem inflamatoria (caracterizada pela liberacdo de mediadores
inflamatorios). Os resultados descritos na figura 8 (A e B) demonstram que a
formalina induz comportamento nociceptivo, aferido como tempo que o animal
permanece esfregando a face, por aproximadamente 101 segundos na primeira
fase - neurogénica (primeiros 5 minutos apds aplicacdo de formalina) e
aproximadamente 212 segundos na segunda fase - inflamatéria (de 15 a 40
minutos apos a injecdo de formalina). A figura 8 (A e B) demonstra que todas
as doses testadas do EEAO (10, 30 e 100 mg/kg, i.p) promoveram
antinocicepcao tanto na primeira quanto na segunda fase de maneira
estatisticamente significante, quando comparado ao controle. Na primeira fase
o EEAO nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg (i.p) reduziram o comportamento
nociceptivo em 34 + 6, 35 + 3 e 41 + 8% respectivamente (Figura 8A) e na
segunda fase as mesmas doses reduziram de maneira dose-dependente o

comportamento nociceptivo dos animais, apresentando valores de inibicdo de
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24 £9,54 + 10 e 92 + 4 % respectivamente (Figura 8B) sendo determinado o
valor de DI50 (limite de intervalo de confianca de 95%) de 28,6 (20,6 — 39,7)
mg/kg.

A B
2501 250-
D @ T .
8 2004 8 200+
O O
o o
3 1504 g 1504 %
o ©
Q —_ 2
g 100 x . . g 1001
o o
o 501 5
(0] (]
) oo
Veiculo 10 30 100 Veiculo 10 30 100
EEAO mg/kg (i.p.) EEAO mg/kg (i.p.)
Formalina 2,5% (20 pL/I&bio) Formalina 2,5% (20 pL/labio)

Figura 8: Efeito do EEAO sobre a nocicepc¢ao induzid  a por formalina 2,5%
em camundongos. A nocicepcao foi avaliada na primeira fase (0-5 min, painel
A) e na segunda fase (15-30 min, painel B). Os resultados estdo expressos
como meédias + EPM (n = 8-10). A comparacéo entre os grupos foi realizada
através da andlise da variancia (ANOVA) de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls. Asteriscos denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo
controle (veiculo).

4.2.3 Nocicepcao orofacial induzida pela injecdo de capsaicina

Conforme demonstrado na figura 9, a injecdo de capsaicina (5,2
nmol/labio) induziu um comportamento nociceptivo em torno de 42 s, sendo
que o EEAO (30 e 100 mg/kg i.p) foi capaz de reduzir este comportamento
nociceptivo induzido pela capsaicina, de maneira significativa, em 65 + 9 e 69 +
6 %, respectivamente. O EEAO (10 mg/kg i.p) nédo reduziu o comportamento
nociceptivo, ndo sendo diferente estatisticamente quando comparado ao grupo
controle.
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Figura 9: Efeito da administracdo intraperitoneal d o EEAO (10, 30 e 100
mg/kg) no modelo de nocicep¢ao orofacial induzida p ela capsaicina (5,2
nmol/labio) em camundongos. Os resultados estdo expressos como medias
+ EPM (n= 9-11 animais). A andlise estatistica foi efetuada utilizando ANOVA
de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Asteriscos denotam
P < 0,05 quando comparado ao grupo controle.

4.2.4 Nocicepcéo orofacial induzida pela inje¢cdo de cinamaldeido

De modo similar a nocicepc¢éao induzida pela capsaicina, a injecdo no labio
superior direito dos animais de cinamaldeido (100 nmol/l4bio) induziu
comportamentos nociceptivos em torno de 63 s, sendo que o EEAO (30 e 100
mg/kg i.p) reduziu o comportamento nociceptivo induzido pela administracao de
cinalmaldeido de forma dose-dependente em 50 + 6 e 70 = 9%,
respectivamente (Figura 10), sendo determinado o valor de DI50 (limite de
intervalo de confianca de 95%) de 40 (26 — 62) mg/kg. O EEAO (10 mg/kg i.p)
nao foi capaz de reduzir o comportamento nociceptivo quando comparado ao

grupo controle.
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Figura 10: Efeito da administracao intraperitoneal do EEAO (10, 30 e 100
mg/kg) no modelo de nocicepcdo orofacial induzida p elo cinamaldeido

(100 nmol/labio) em camundongos . Os resultados estdo expressos como
médias £ EPM (n= 11 a 14 animais). A analise estatistica foi efetuada utilizando
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Asteriscos
denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo controle (veiculo).

4.2.5 Nocicepc¢ao térmica ao calor

4.2.5.1 Hiperalgesia térmica induzida pela administracdo intraplantar de
capsaicina

Na avaliacdo da hiperalgesia térmica ao calor (placa quente) induzida
pela capsaicina, a laténcia basal de retirada de pata dos animais foi em torno
de 10 s, e do mesmo modo o grupo veiculo-veiculo se manteve nesta média
durante todo o experimento. Apés a injecdo de capsaicina, essa laténcia foi
reduzida para aproximadamente 5 s nos tempos de 15 e 30 min. Por outro lado
a dose do EEAO 100 mg/kg aumentou de forma significativa a laténcia de
retirada da pata nos tempos 5, 15 e 30 min, demonstrando efeito anti-
hiperalgésico neste teste. Do mesmo modo, o0 EEAO nas doses de 10 e 30
mg/kg i.p também aumentaram a laténcia nos tempos 15 e 30 min,

respectivamente (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracao intraperitoneal do EEAO (10, 30 e 100
mg/kg) na hiperalgesia térmica ao calor (placa quen te) induzido pela
injecdo intraplantar de capsaicina em camundongos . Os resultados estao
expressos como meédias + EPM (n= 6 animais). A analise estatistica foi
efetuada utilizando ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni.
Asteriscos denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo controle (veiculo-
veiculo) e cerquilhas denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo veiculo-
veiculo.

4.2.5.2 Envolvimento do sistema opioidérgico na hiperalgesia térmica ao

calor

Na avaliacdo da reatividade ao estimulo térmico (placa quente) e o
possivel envolvimento de receptores opidides, foi observado que os animais
que receberam veiculo ndo apresentaram altera¢gdes significantes na resposta
ao estimulo térmico da placa quente. Por outro lado, o EEAO na dose de 100
mg/kg i.p aumentou a laténcia de retirada da pata em 31% e 51% somente nos
primeiros 10 e 15 min, respectivamente apos o tratamento (Figura 12). A droga
opidide padrao utilizada como controle positivo foi a morfina (1 mg/kg s.c.) a
qual também aumentou o tempo de laténcia em 41, 69 e 71% nos tempos 10,
15 e 30 min, respectivamente, apds o tratamento. Por outro lado, a naloxona 1
mg/kg, i.p (antagonista ndo seletivo de receptores opioides) foi efetiva em

reverter a antinocicepcao causada pela morfina (1 mg/kg, s.c.) nos tempos de
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10, 15 e 30 min. Contudo, a naloxona foi efetiva em reverter a antinocicepcao

causada pelo EEAO somente no tempo de 30 min (Figura 12).
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento dos animais com naloxona (1 mg/kg,
I.p.) sobre o efeito antinociceptivo do EEAO (100 m  g/kg, i.p.) no modelo
de hiperalgesia térmica ao calor (placa quente) em camundongos. Os
resultados estdo expressos como médias + EPM (n= 6 animais). A analise
estatistica foi efetuada utilizando ANOVA de duas via seguido pelo teste de
Bonferroni. Asteriscos denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo controle
(veiculo) e cerquilhas denotam P < 0,05 quando comparado a morfina e ao
EEAO.

4.2.6 Alodinia mecanica induzida por lesédo parcial do nervo ciatico

Previamente a cirurgia, a frequéncia de retirada de pata dos animais
frente a 10 estimulacbes com o filamento de von Frey de 0,6 g foi em torno de
13% (B). ApOs a cirurgia de constricdo parcial do nervo ciatico, os animais
passaram a responder as estimulagbes, alcancando cerca de 86% de
frequéncia de retirada da pata, caracterizando o aparecimento de alodinia
mecanica. A administracdo de EEAO (100 mg/kg i.p) diminuiu
significativamente a alodinia mecanica em 49 * 12%, 60 + 15% e 58 + 14 %
nos tempos de 1, 2 e 3 h respectivamente, apds o tratamento (Figura 13). Na

dose de 30 mg/kg, o EEAO foi capaz de reduzir a alodinia mecéanica somente 1
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h apos o tratamento (46 + 17%). Finalmente, o tratamento dos animais
neuropaticos com a fluoxetina (controle positivo), também reduziu a alodinia
mecanica em 66 + 10%, 61 + 15% e 45 + 10%, 1, 2 e 3 h apds o tratamento,

respectivamente.
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Figura 13: Efeito da administracao intraperitoneal do EEAO (10, 30 e 100
mg/kg) sobre a alodinia mecanica induzida pela cons tricdo parcial do
nervo ciatico em camundongos. Os resultados estdo expressos como
meédias £ EPM (n= 10 a 15 animais). A analise estatistica foi efetuada utilizando
ANOVA de duas via seguido pelo teste de Bonferroni. Asteriscos denotam P <
0,05 quando comparado ao grupo controle.

4.3 Estudos com a Fracdo Hexanica das Flores do Jam  bu (FH)

A FH, purificada e obtida a partir do EEAO (figura 6) que € rica em
alquilamidas, concentrou ainda mais esses compostos, 0S quais Sdo 0s
compostos ativos mais estudados, tais como o espilantol, o qual tem
demonstrado ser o possivel responsavel pelas propriedades anestésicas e anti-
inflamatorias (Ley et al., 2006; Wu et al., 2008) quando as flores da planta sdo
mascadas. Assim, para caracterizar o(s) possivel(is) efeito(s) local(is) da FH, a

mesma foi administrada localmente nos camundongos.
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4.3.1 Instilacdo da FH no globo ocular

Conforme a figura 14 é possivel observar que os camundongos
apresentaram comportamento de limpeza dos olhos apds a instilacdo de
capsaicina (0,3 ug/5 pL) diretamente no globo ocular, apresentando cerca de
41 movimentos de limpeza (cocgar os olhos). Este resultado confirmou que a
instilacdo de capsaicina 0,3 pg/5 pL promove irritagdo ocular, conforme dados
da literatura (Nassini et al., 2011). Com a instilacdo da FH nas doses de 10 e
30 pg/5 uL, observou-se um comportamento de limpeza de 6 e 13 movimentos,
respectivamente, sendo que as doses crescentes de 50 e 100 pg/5 uL

apresentaram 43 e 55 movimentos de limpeza, respectivamente.
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Figura 14: Efeito da instilacdo de 5 pL de capsaici na (0,3 pg/olho) e da FH
(10-100 pg/olho) na conjuntiva sobre o movimento de limpeza dos olhos
de camundongos. Os resultados estao expressos como médias + EPM do
numero de movimentos de limpeza dos olhos avaliados durante 2 min apos as
aplicacoes (n=5 a 6 animais).

4.3.2 Efeito da administracdo da FH na regiao orofacial

As figuras 15 A e B demonstram o comportamento resultante da
administracdo orofacial de doses crescentes da FH (0,01 — 100 pg/labio),
avaliados 10, 20 e 30 min apds as administracdes. Conforme a figura 15 A, 0s
animais do grupo controle que receberam o veiculo (salina + 30 pL de tween
80) ndo manifestaram comportamentos nociceptivos significativos, esfregando

a regiao injetada por 8,0; 9,2 e 2,7 s, nos tempos de 10, 20 e 30 min
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respectivamente. Por outro lado, a FH (3, 10, 30 e 100 pg/labio) promoveu
comportamento nociceptivo pronunciado nos primeiros 10 min (31; 24; 40 e 66
s, respectivamente) decaindo nos tempos de 20 e 30 min. A dose de 1 pg/labio,
de modo semelhante ao controle (salina), ndo induziu comportamentos
nociceptivos nos tempos indicados.

Em um segundo experimento, avaliando o comportamento nociceptivo
dos animais apenas nos primeiros 10 min (Figura 15 B), as doses menores da
FH (0,01, 0,1 e 1 pg/labio) também n&o promoveram respostas nociceptivas e
nao diferiram do grupo veiculo (10 s). Uma vez que a dose de 1 pg/labio da FH
nao diferiu do controle (veiculo), a mesma foi selecionada para o

prosseguimento nos experimentos subsequentes.



52

Veiculo

FH 1 pg/20 pL
FH 3 pg/20 pL
FH 10 pg/20 pL
FH 30 pg/20 pL
FH 100 pg/20 uL

O
EAy
-k
=
1
<

Tempo de nocicepgao (s)
N
o

N
<

O' ) T
0-10 10-20 20-30
Tempo (min)

Tempo de nocicepcao (s)
LN
o

201
- —
VEI 0,01 0,1 1
FH pg/labio

Figura 15: Curvas tempo e dose resposta da administ  racao local da FH
(0,01-100 pg/labio) na regiao orofacial de camundon gos. (A) Curva tempo e
dose resposta da administracdo local de veiculo ou FH (1-100 pg/labio)
contabilizados em 10, 20 e 30 min apos os tratamentos. (B) Curva dose
resposta da administracdo local da FH (0,01; 0,1 e 1 pg/labio) contabilizados
durante 10 min apds os tratamentos. Os resultados estdo expressos como
médias £+ EPM do tempo em s de execucdo dos comportamentos nociceptivos
(n= 7 a 12 animais). A analise estatistica foi efetuada utilizando ANOVA de
duas vias seguido pelo teste de Bonferroni e ANOVA de uma via seguido pelo
teste de Student-Newman-Keuls. Asteriscos denotam P < 0,05 quando
comparado ao grupo veiculo (salina+ tween 80).



53

4.3.3 Avaliacdo do efeito antinociceptivo da administracdo orofacial da
FH

4.3.3.1 Nocicepcao induzida pela injecdo orofacial de formalina em

camundongos

A figura 16 (A e B) mostra que a administracdo de formalina na regiéo
orofacial induziu comportamentos nociceptivos em torno de 81 s e de 169 s, na
primeira e segunda fase, respectivamente. O pré-tratamento com a FH (1 pg/10
pL) 10 ou 30 min antes da injecéo de formalina aboliu a nocicepg¢éo na primeira
fase (neurogénica) com valores de inibicdo de 91 + 4% (10 min) e 90 + 3% (30
min) (Figura 16A). De maneira similar, a segunda fase (inflamatoria) foi
reduzida em 80 £ 2% (10 min) e 59 + 8% (30 min) (Figura 16B).
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Figura 16: Efeito do pré-tratamento (10 e 30 min) d a administracdo
orofacial da FH (1 pg/10 L) sobre a nocicepcéo ind  uzida pela injecao de
formalina (2,5%) orofacial em camundongos . A nocicepcéo foi avaliada na
primeira fase (0-5 min, painel A) e na segunda fase (15-40 min, painel B). Os
resultados estdo expressos como médias £ EPM (n=5 a 6 animais). A analise
estatistica foi efetuada utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste de
Student-Newman-Keuls. Asteriscos denotam P < 0,05 quando comparado ao
grupo veiculo.
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Tendo em vista o pronunciado efeito antinociceptivo promovido pela FH 1
1g/10 pL no teste de formalina orofacial, foi realizado um experimento adicional
(Figura 17). A lidocaina (0,2 pg/10 pL), um anestésico local classico, foi
administrada no labio superior direito dos animais 30 min antes da
administracdo orofacial de formalina (2,5%/10 pL). A lidocaina reduziu
significativamente a primeira fase em 85% e a segunda fase em 30%, quando
comparada ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17: Efeito da administracéo orofacial local da lidocaina (Lid) (0,2
pg/10 pL) na fase neurogénica (A) e fase inflamator ia (B) da nocicepcao
induzida pela formalina (2,5%) em camundongos . Os resultados estao

expressos como médias + EPM do tempo em s de execucdo dos
comportamentos nociceptivos avaliados durante 5 min na fase I (A) e 25 min na
fase Il (B) do teste da formalina (n= 5 a 6 animais). A analise estatistica foi
efetuada utilizando o teste T de Student. Asteriscos denotam P < 0,05 quando
comparado ao grupo veiculo (Vei).

4.3.3.2 Nocicepgao induzida pela injecao orofacial de capsaicina em

camundongos

O tratamento dos animais com veiculo ou FH (1 pg/20 pL) no labio
superior direito dos camundongos nao induziu comportamentos nociceptivos
per se, diferente do observado com a capsaicina (1,6 pug/20 uL). Contudo, o

pré-tratamento com a FH (1 pg/10 pL), 10 ou 30 min antes da injecdo de
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capsaicina (1,6 pg/10 uL), reduziu significativamente a nocicepcao em 91 + 4%
e 86 + 6%, respectivamente (Figura 18A). De maneira similar, o pré-tratamento
com FH (1 pg/10 pL) na regido orofacial do lado esquerdo, 10 min antes da
injecdo orofacial de capsaicina (1,6 pg/10 pL) do lado direito também reduziu a

nocicepcao em 81 + 4% (Figura 18B).
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Figura 18: Efeito da administragéo local da FH (1 p g/10 pL) no modelo de
nocicepcao orofacial induzida pela capsaicina (1,6 pug/10 pL) em
camundongos. (A) Efeito da administracao local ipsilateral da FH (1 pug/10 pL)
e (B) Efeito da administracdo local contralateral da FH (1 pg/10 pL). Os
resultados estdo expressos como médias + EPM do tempo em s de execugéo
dos comportamentos nociceptivos avaliados durante 5 min apds os tratamentos
(n=4 a 7 animais). A andlise estatistica foi efetuada utilizando ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Asteriscos denotam P < 0,05
guando comparado ao grupo controle (veiculo).

4.3.4 Avaliacao do efeito nociceptivo da administracéo orofacial da FH

4.3.4.1 Envolvimento do sistema/componente opioidérgico e inflamatério

na nocicepgao orofacial induzida pela FH

Conforme a andlise da curva dose-efeito e tempo-resposta representado
na figura 15, foi possivel observar que a administracdo da FH nas doses de 3;
10; 30 e 100 pg/10 pL promoveram respostas nociceptivas. Desta forma a dose
de 30 pg/10 pL foi selecionada para prosseguimento dos experimentos
seguintes. Os animais que receberam a FH 30 pg/labio exibiram 46 s de
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comportamento nociceptivo, sendo que o pré-tratamento com a dose mais
baixa de morfina (10 pg/10 pL), 10 min e 30 min antes da administracdo da FH,
apresentaram 62 s e 38 s de comportamento nociceptivo, respectivamente. Em
contrapartida, o pré-tratamento com a dose maior de morfina (100 pg/10 pL),
30 min antes da FH, reduziu de forma significativa o comportamento
nociceptivo dos animais em 78 % (Figura 19A).

Em adicdo, o pré-tratamento com o anti-inflamatério ndo esteroidal
cetoprofeno (100 pg/10 pL), 10 min antes da FH, ndo reduziu a nocicepcgéo
induzida pela da FH (30 pg/10 pL).
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Figura 19: Efeito do pré-tratamento com morfina e ¢ etoprofeno sobre a
nocicepc¢ao orofacial induzida pela FH (30 pg/10 yL)  em camundongos. (A)
Efeito do pré-tratamento com morfina (10 pg/10 pL) sobre a nocicepcdo
orofacial induzida pela FH (30 pug/10 puL) com tempo de pré-tratamento de 10 e
30 min. (B) Efeito do pré-tratamento com morfina (100 pg/10 pL) sobre a
nocicepcao orofacial induzida pela FH (30 pg/10 pL) com tempo de pré-
tratamento de 30 min. (C) Efeito do pré-tratamento com cetoprofeno (100 pg/10
pL) sobre a nocicepcdo orofacial induzida pela FH (30 pg/10 pL) com preé-
tratamento de 10 min. Os resultados estdo expressos como médias + EPM do
tempo em s de execuc¢do dos comportamentos nociceptivos avaliados durante
10 min apdés os tratamentos (n= 6 a 10 animais). A andlise estatistica foi
efetuada utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-
Newman-Keuls. Asteriscos denotam P < 0,05 quando comparado ao grupo
veiculo.
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4.3.4.2 Envolvimento de canais i6nicos na nocicepc¢ao orofacial induzida

pela FH

Com a finalidade de avaliar o possivel envolvimento de canais ibnicos na
atividade nociceptiva da FH, alguns blogueadores e antagonistas foram
testados, conforme demonstrado na figura 20. Assim, os animais foram pré-
tratados com: tetraetilamonio (bloqueador néo seletivo de canais de potassio)
(30 e 100 pg/10 pL), glibenclamida (bloqueador seletivo de canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp)) (60 ug/10 uL), vermelho de ruténio (bloqueador néo
seletivo de canais de célcio e TRP, 0,3 ou 1 nmol/10 pL) e HC-030031
(antagonista seletivo de receptores TRPAL, 100 pg/10 pL), no labio superior
direito proximo a regido das vibrissas 10 min antes da injecao orofacial da FH
(30 pg/10 pL). Nenhum pré-tratamento modificou e apresentaram
comportamento nociceptivo de 52; 42; 58 e 57 s, respectivamente. Assim, um
segundo experimento foi realizado com o aumento de doses de alguns
bloqueadores e tempo de pré-tratamento de 30 min para cada droga testada,
conforme demonstrado na figura 20B. O TEA (30 e 100 pg/10 L),
glibenclamida 60 mg/10 pL), vermelho de ruténio (0,3 e 1 nmol/10 pL) e o HC-
030031 (100 pg/10 pL) apresentaram tempo de nocicepcao de 54 e 65 s; 51 s;

58 e 44 s e 54 s, respectivamente.
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Figura 20: Efeito do pré-tratamento com bloqueadore s e antagonistas de
canais ibnicos sobre a nocicepcéo induzida pela FH (30 pg/10 pL) em
camundongos. (A) Os animais foram pré-tratados Influéncia de blogueadores
de canal de potassio (glibenclamida (GLI) e tetraetilaménio (TEA)), bloqueador
ndo seletivo de canais de célcio e do receptor TRPV1 (vermelho de ruténio
(VR) e antagonista seletivo do receptor TRPA1l (HC-030031) sobre a
nocicepcao induzida pela FH (30 pug/10 puL) com tempo de pré-tratamento de 10
min. (B) Influéncia de bloqueadores de canal de potassio (glibenclamida (GLI) e
tetraetilamoénio (TEA)), bloqueador ndo seletivo de canais de célcio e do
receptor TRPV1 (vermelho de ruténio (VR) e antagonista seletivo do receptor
TRPA1 (HC-030031) sobre a nocicepcao induzida pela FH (30 pg/10 pL) com
tempo de pré-tratamento de 30 min. Os resultados estdo expressos como
meédias + EPM do tempo em s de execuc¢ao dos comportamentos nociceptivos
avaliados durante 10 e 30 min ap@s os tratamentos e administracdo orofacial
da FH (30 pg/10 uL) (n= 5 a 7 animais). A analise estatistica foi efetuada
utilizando ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls.



60

5. Discussao

Como visto anteriormente, muito se tem utilizado das folhas e flores da
Acmella oleracea na medicina popular, mais especificamente para o tratamento
de afeccbes bucais e da garganta - aftas, herpes (Nigrinis et al., 1986;
Ramsewak et al., 1999; Torres et al., 2001) assim como para o alivio da dor de
dente (Torres et al.,, 2001; Chakraborty et al., 2010). Além disso, amplas
evidéncias e estudos demonstram uma possivel atividade antinociceptiva e
anti-inflamatéria da Acmella oleracea (Ong et al., 2011; Chakraborty et al.,2010;
Wu et al., 2008; Chakraborty et al., 2004), porém apenas um estudo evidenciou
especificamente a atividade antinociceptiva das flores da Acmella oleracea,
visto que é a parte da planta onde se encontra em maior concentracdo o
espilantol (1%), principal composto pungente e responsavel pelo efeito
anestésico e analgésico (Ratnasoorya et al., 2004). Contudo, até a realizagdo
deste estudo, ainda ndo existiam relatos na literatura sobre o efeito da
administracao local na regiao orofacial de preparacbes vegetais da Acmella
oleracea.

Desta forma, primeiramente foram realizados os experimentos com o
extrato etanolico das flores da Acmella oleracea (EEAQ) para avaliagcdo de sua
atividade sistémica em modelos de nocicep¢ao quimica, térmica e neuropatica,
e na sequéncia foram efetuados os experimentos com a fracdo hexanica rica
em alquilamidas, para a verificagdo da atividade local na regido trigeminal
(orofacial) de camundongos.

Segundo principios da toxicologia, todas as substancias, independente de
sua origem, podem ser consideradas agentes toxicos, dependendo das
condi¢cbes de exposicdo, via de administracdo, tempo de uso e sua frequéncia.
Frente a estas condi¢Oes, surge a necessidade de se conhecer melhor essa
substéancia, tendo conhecimento de que sua utilizacdo pode ocasionar danos a
saude ao invés do efeito realmente desejado (Oga, 1996). Sendo assim,
qualquer substancia cuja finalidade € a aplicacéo terapéutica, deve-se analisar
previamente seus parametros toxicolégicos em que sao calculadas doses
possiveis de utilizacdo para que ndo resultem em eventos adversos ao
organismo, devido ao seu efeito toxico (Vaz et al.,1997). Desta forma,

inicialmente foi realizado o teste geral de atividades e avaliacdo da toxicidade
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aguda do EEAO, o qual também ¢é muito utilizado como um teste preliminar de
triagem para plantas medicinais (Malone e Robichaud, 1962). Os resultados
deste estudo demonstraram que o EEAO ndo apresentou toxicidade e é seguro
nas doses testadas, resultando em um valor de DL50 de 889 mg/kg. Ainda,
tendo em vista que varias drogas analgésicas que possuem acao depressora
sobre o sistema nervoso central, podem reduzir tanto a atividade locomotora
guanto a expressao comportamental nociceptiva em animais (Soja et al., 2002),
realizamos o teste de atividade locomotora. Através do teste do campo aberto,
nenhum dos animais apresentou qualquer alteracdo significativa no
desempenho locomotor ou sinais de sedagcdo e/ou depressdo do sistema
nervoso central, em todas as doses testadas.

Apos, foi utilizado o modelo de nocicepcéo induzido pela administracao de
formalina orofacial buscando avaliar a atividade do EEAO. Este é um modelo
que permite avaliar uma resposta bifasica de nocicep¢cdo em uma regido
densamente inervada pelo nervo trigeminal, onde é o foco da maioria das dores
agudas assim como de estados patologicos do dente e de estruturas
relacionadas. O teste de formalina orofacial € um modelo valido e confiavel
para avaliacdo do processamento e modulacdo da nocicepcéo (Luccarini et al.,
2006), em que a primeira fase (neurogénica) é caracterizada pela ativacao
direta de neurdnios aferentes primarios (fibras C e Ad) pela formalina, seguida
da liberacdo de substancia P e glutamato (Shibata et al., 1989; Le Bars et al.,
2001) produzindo um comportamento caracteristico, padronizado como
indicativo de nocicepcao (Tjolsen et al., 1992). A segunda fase (inflamatoria) é
caracterizada principalmente devido a uma reacéao inflamatodria subsequente no
tecido periférico mediado pela liberacdo de varios mediadores inflamatérios
(prostaglandinas, 6xido nitrico, histamina, serotonina e bradicinina) (Le Bars et
al., 2001; Parada et al., 2001). Estudos demonstraram que drogas que agem
primariamente no sistema nervoso central, inibem igualmente a resposta tanto
da fase | quanto da fase Il, enquanto drogas que agem primeiramente na
periferia inibem somente a resposta da fase Il (Tjolsen et al., 1992). Ainda &
relatado que drogas anestésicas locais, como a lidocaina, as quais agem
através do blogueio de canais de sodio voltagem dependentes, também afetam
a primeira fase do teste de formalina (Abbadie et al., 1997). Neste contexto, 0s

dados do presente estudo demonstraram que o0 tempo em que 0S animais
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gastaram esfregando a area (perinasal) injetada com formalina foi
significantemente reduzida pela administracdo do EEAO, o qual inibiu tanto a
fase neurogénica quanto a fase inflamatéria, sendo esta Ultima de forma
significativa e dependente da dose. Assim, nossos resultados sugerem que o
EEAO promoveu uma acdo antinociceptiva através do bloqueio de canais
ibnicos presentes nas fibras nociceptivas (visto que anestésicos locais, como a
lidocaina, inibem a primeira fase do teste de formalina (Abbadie et al., 1997)) e
ainda que pode apresentar propriedades analgésicas e/ou anti-inflamatorias. O
efeito do EEAO neste modelo foi semelhante ao descrito por Ong e
colaboradores (2011), que observaram que a administragdo por via oral do
extrato metanodlico de Acmella uliginosa, uma espécie de mesmo género da
Acmella oleracea, reduziu o comportamento nociceptivo em ambas as fases da
nocicepcao induzida pela injecdo de formalina na regido intraplantar em
camundongos. Do mesmo modo, Ratnasooriya e colaboradores (2005) também
observaram que a administragéo por via oral do extrato aquoso das flores de
Spilanthes acmella também reduziu o comportamento nociceptivo em ambas
as fases no modelo de formalina intraplantar em ratos. Conforme Tjolsen e
colaboradores (1992), € possivel que esta reducdo do comportamento
nociceptivo na primeira fase seja devido a uma interrup¢céo da transmissao
nociceptiva através das fibras sensoriais do tipo C. Além disso, o EEAO pode
estar modulando os sinais nociceptivos nas fibras C aferentes pela acdo dos
canais ionicos operados por ligantes (TRPV1) que respondem a estimulacao
qguimica (Walker et al., 2003).

E sabido que os canais TRPs possuem um papel essencial na deteccéo
de estimulos nocivos (Mccleskey e Gold, 1999; Tominaga, 2007) e s&o
responsaveis pela modulagdo da liberagdo de aminoacidos excitatorios
(glutamato e peptideos transmissores) pelo terminal pré-sinaptico do nociceptor
(Patapoutian et al., 2009). Desta forma a ativacdo do canal TRPV1 pela
capsaicina (agonista de receptor TRPV1) e do TRPAL pelo 6leo de mostarda
(agonista de receptor TRPA1), quando aplicados isoladamente na medula
espinhal, causam aumento na liberacdo sindptica de glutamato e
neuropeptidios (Yang et al., 2005; Ferrini et al., 2007; Kosugi et al., 2007).
Também esta bem estabelecido que os canais TRPV1 estédo distribuidos nos

neurdnios trigeminais da cavidade oral (Caterina et al., 1997) e a sensacéao de
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pungéncia é devido a ativacdo destes neurénios quando os canais sédo abertos
(Tominaga, 2007). Além disso, os canais TRPV1 estdo envolvidos em varios
processos sensoriais como a nocicepgdo térmica, sensagdo mecanica e
hiperalgesia inflamatoria, assim como tem se mostrado um importante alvo dos
mediadores inflamatorios (Bautista et al., 2006). Por outro lado, canais do tipo
TRPAL séo ativados pelo frio nocivo, pelo 6leo de mostarda e da canela, alho
entre outros, e também é relatada sua ativagcéo por anestésicos locais (Matta et
al., 2008; Nilius e Voets, 2005). Adicionalmente estudos relatam que canais
TRPA1 presentes em neurbnios sensoriais sdo o0 principal alvo de acédo da
formalina e possuem um importante papel na dor inflamatéria (McNamara et
al., 2007). Nossos resultados demonstraram que o EEAO (30 e 100 mg/kg)
administrados intraperitonealmente inibiram efetivamente a resposta
nociceptiva induzida por injecbes orofaciais de capsaicina e cinamaldeido os
guais sdo agonistas altamente seletivos de receptores TRPV1 e TRPAL,
respectivamente. Considerando os resultados obtidos, é possivel sugerir que o
pronunciado efeito antinociceptivo do EEAO também pode estar relacionado
com a modulacao de canais do tipo TRPV1 e TRPAL.

Foi também observado que no modelo de hiperalgesia térmica induzida
pela capsaicina, 0 EEAO aumentou consideravelmente o tempo de laténcia de
retirada da pata ao calor nocivo, sugerindo uma possivel regulacdo da ativacao
de receptores TRPV1 pelo EEAO e um provavel efeito anestésico, visto que o
EEAO aumentou o tempo de laténcia de retirada de pata de forma consideravel
guando comparado aos valores basais. Além disso, ainda utilizando a placa
quente, o efeito antinociceptivo/anestésico do EEAO per se foi revertido pelo
pré-tratamento dos animais com naloxona somente no tempo de 30 min,
sugerindo que opidides enddgenos poderiam estar envolvidos, mas nao
exclusivamente. Como esperado, a morfina aumentou de forma significativa o
tempo de laténcia ao estimulo de calor quando comparado ao grupo controle e
0 pré-tratamento com a naloxona (antagonista ndo seletivo de receptores
opibides) reverteu o efeito antinociceptivo da morfina. Este pré-tratamento com
a naloxona no grupo EEAO (100 mg/kg) parece ter revertido a acdo somente
entre 15 e 60 min apdés o tratamento. Ong e colaboradores (2011) também
obtiveram resultados semelhantes com a administracdo oral do extrato

metandlico da Acmella uliginosa no mesmo teste (placa quente) em
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camundongos, porém a naloxona foi capaz de reverter o efeito do extrato
metandlico desde o primeiro minuto de administracdo, mantendo-se até o final
dos 210 min de avaliacdo. Esta discrepancia pode ter ocorrido devido as
diferentes espécies vegetais utilizadas nos experimentos (Acmella uliginosa x
Acmella oleracea), a forma de preparacdo do extrato (metandlico x etandlico)
ou ainda, a diferenca entre as doses de naloxona utilizada. Adicionalmente
Ratnasooriya e Pieris (2005) demonstraram que no modelo de hiperalgesia
térmica (placa quente) induzida por carragenina, o extrato aquoso das flores de
Spilanthus acmella também foi capaz de prolongar o tempo de permanéncia de
ratos na placa quente, sugerindo que o extrato possui caracteristica anti-
hiperalgésica. O modelo da placa quente caracteriza-se por produzir uma
resposta rapida frente a um estimulo nocivo, sendo mediada pela ativacdo de
fioras C e Ad. A capsaicina ativa as fibras nervosas sensoriais através da
interacdo com o receptor TRPV1, o qual também é responsavel pela
sensibilizacdo das fibras em resposta ao calor nocivo (Dickenson e Besson,
1997, Julius e Basbaum, 2001, Caterina et al.,1997). Estes dados reforcam o
importante efeito antinociceptivo do EEAO, frente a estimulos quimicos e
térmico de calor.

Além da sensibilidade ao estimulo térmico, a redugcdo no limiar de
ativacdo dos canais TRP também pode ser responsavel pela hipersensibilidade
mecanica, o qual € um importante sintoma da dor neuropatica (Premkumar e
Abooj, 2013). Pesquisas tém descrito que a dor neuropética ocorre devido a
lesbes no sistema nervoso central e periférico e é caracterizada por dor
espontanea, respostas exacerbadas a um estimulo previamente doloroso
(hiperalgesia) ou resposta de dor a um estimulo inécuo (alodinia) (Moalem e
Tracey, 2006). Estudos também demonstram que lesdes no nervo periférico
induzem a uma sensibilizacdo central através da liberacdo de citocinas
inflamatorias, quimiocinas e fatores de crescimento (os quais facilitam a
transmissao da dor) pela ativacdo microglial resultando no desenvolvimento da
dor neuropatica. Entretanto, este mecanismo ainda permanece desconhecido e
o tratamento com drogas analgésicas padréo tem sido limitado (Marchand et
al., 2005; Tsuda et al.,, 2005). Considerando que o emprego do arsenal
terapéutico disponivel para este tipo de dor crbénica ndo promove o alivio

adequado nos pacientes, foi avaliado o efeito antinociceptivo do extrato na dor
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neuropatica induzida pela lesédo parcial do nervo ciatico em camundongos. O
EEAO reduziu a alodinia mecanica nas primeiras 3 h, sugerindo uma atividade
pronunciada do extrato no alivio da nocicep¢do neuropatica. A droga padréo
utilizada neste experimento foi a fluoxetina, um antidepressivo inibidor seletivo
da recaptacdo de serotonina (ISRS) que age inibindo especificamente a
recaptacao de serotonina. A maioria dos efeitos colaterais, relacionados aos
ISRS, é imediata e de curta duracdo, com desenvolvimento de tolerancia; isso
leva a uma melhor aceitacdo do tratamento em longo prazo (Kraychete et al.,
2003). Porém, neste estudo, mesmo apesar de o efeito antinociceptivo ter sido
pronunciado, mais estudos devem ser realizados para se estudar o possivel
mecanismo de acdo envolvido.

Dessa maneira, 0s resultados apresentados até o presente momento nos
permitem sugerir que o pronunciado efeito antinociceptivo do EEAO pode estar
relacionado com o bloqueio de canais ibnicos, sejam eles canais de sédio
dependentes de voltagem ou ainda da familia dos TRPs. Reforgcando essa
hipotese, o efeito do EEAO poderia ser semelhante ao observado com a
utilizacado de anestésicos locais. Estudos relatam a existéncia de no minimo 6
tipos de canais de sddio identificados em neurénios do ganglio da raiz dorsal
(DRG) e que podem estar atribuidos tanto a condigdes dolorosas fisioldgicas
(nociceptivas) quanto patologicas (neuropatica) (Waxman et al.,1999a,b),
sendo que a atividade anormal e a mudanca da expressao de canais de sodio
em condi¢des neuropaticas vem despertando a atengdo para novas pesquisas.
Desta forma, a administracdo sistémica de lidocaina tem sido utilizada
terapeuticamente na tentativa de tratar quadros de dor neuropatica, uma vez
gue a mesma inibe descargas ectdpicas espontaneas apos uma lesao de nervo
periférica, sem causar o bloqueio da conducdo nervosa normal (Mao e Chen,
1999). Contudo, seu uso tem sido limitado devido aos seus efeitos colaterais
quando administrado sistemicamente (Liu e Wood, 2011). Desta forma, os
resultados obtidos sugerem que o EEAO poderia ser considerado uma
alternativa e trazer novas perspectivas para o0 tratamento da dor
crdnica/neuropatica.

De uma forma geral, nossos resultados demonstram uma atividade

antinociceptiva interessante do EEAO quando administrado sistemicamente em
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modelos de nocicep¢do quimica, térmica e neuropatica, reforcando seu uso

popular como um analgésico.

6.2 Atividade antinociceptiva local da FH

Devido ao uso etnofarmacologico das flores da Acmella oleracea, no
presente estudo foram empregados alguns modelos animais de nocicepg¢éo na
regido orofacial, objetivando estudar a dor na regido trigeminal, a qual &
considerada como uma das areas do corpo mais densamente inervadas e
relacionadas com a maioria das dores agudas mais frequentes no ser humano,
como a neuralgia poOs-herpética, dores agudas acompanhadas de estados
patolégicos do dente e estruturas relacionadas, enxaquecas e dores referidas
(Luccarini et al., 2006). Além do labio, a cornea também é utilizada para
estudos de nocicepcgdo envolvendo o sistema trigeminal (Meng et al., 1997),
pois 0s nociceptores da cérnea respondem a estimulos nocivos quimicos,
mecanicos e térmicos, sendo altamente representados no ganglio trigeminal
através da ramificacdo oftalmica do nervo trigeminal (de Felipe et al., 1999).
(Belmonte et al., 1991; Gallar et al., 1993). Em ratos, a limpeza dos olhos com
as patas dianteiras € um limiar evidente de resposta ao estimulo quimico da
cornea. Assim, alguns pesquisadores tem utilizado o teste de limpeza dos
olhos para investigar a pungéncia e/ou a irritacdo de compostos quimicos sobre
fioras C (Farazifard et al., 2005; Karai et al., 2004). Desta forma, com o objetivo
de avaliar se a FH nas doses utilizadas apresentavam alguma irritacdo ocular,
foi efetuado o teste de limpeza de olhos, também conhecido como “eye wiping”.
Os resultados do presente estudo demonstraram através deste modelo, que a
FH em baixas doses n&o parece causar irritacdo ocular significativa quando
comparadas a capsaicina, enquanto que as doses mais elevadas promoveram
irritacdo semelhante ao observado com a capsaicina.

De maneira interessante, a administracdo da FH no labio superior direito
dos animais promoveu efeitos semelhantes. Foi possivel observar que a
administracdo de doses menores da FH (0,01; 0,1; 1 pg/labio) ndo promoveram
comportamentos indicativos de nocicep¢do nos animais, uma vez que na&o
apresentaram diferencas significativa quando comparadas ao grupo que

recebeu veiculo na regido orofacial. Em contrapartida, doses maiores da FH (3;
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10; 30 e 100 pg/ladbio) administradas da mesma forma, promoveram de forma
pronunciada, comportamentos considerados nociceptivos nos animais. Desta
forma foi possivel verificar que a FH possui um papel dual dependente da dose,
em que doses menores parecem ndo causar dor, enquanto doses maiores
sugerem comportamento nociceptivo acentuado. Este resultado pode estar
associado a concentracdo de alquilamidas presentes nas diferentes doses da
FH administradas.

Assim, a FH na dose de 1 ug foi selecionada para os experimentos
relacionados ao possivel efeito analgésico/anestésico enquanto que a dose
maior, de 30 pg foi escolhida para avaliar os mecanismos envolvidos na sua
acao nociceptiva.

No teste de formalina, independente dos tempos de pré-tratamento (10
ou 30 min), a FH (1 ng/10 pL) reduziu significativamente o comportamento
nociceptivo dos animais tanto na primeira quanto na segunda fase, sendo que
a reducdo na primeira fase foi mais pronunciada. E possivel sugerir que este
resultado esteja relacionado com a concentracdo de alquilamidas na flores,
uma vez que Ley e colaboradores (2006) e Wu e colaboradores (2008)
descreveram que esse grupo de metabdlitos secundarios seriam 0s principais
responsaveis pelas propriedades anestésicas e anti-inflamatdrias da planta.
Além disso, foi sugerido que a atividade anti-inflamatéria do espilantol, a
principal alquilamida do género, pode envolver uma inibicdo dual de COX e
LOX, uma vez que a estrutura quimica do espilantol é muito similar a do &cido
araquidénico, o qual é o precursor da sintese de prostaglandinas e leucotrienos
(Hernandez e colaboradores, 2009).

Como ja mencionado anteriormente, tendo em vista que 0S anestésicos
locais sdo compostos que tipicamente afetam a primeira fase do teste de
formalina (Abbadie et al., 1997), foi possivel constatar que tanto a lidocaina
(0,2 ug/10 pL) como a FH (1 pg/10 pL) reduziram significativamente a primeira
fase na nocicepcdo induzida pela injecdo de formalina na regido orofacial.
Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo da FH pode estar
ocorrendo provavelmente a nivel periférico e que pode estar associado a
propriedades analgésicas e possivelmente anestésicas. Esse efeito, pode estar
relacionado, em parte ao bloqueio de canais de sédio ativados por voltagem, os

quais possuem extrema importancia e constituem a base para o inicio e a
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propagacédo de potenciais de acdo de neurbnios sensoriais (Hodgkin e Huxley,
1952; Hunt e Koltzemburg, 2005). Tem sido demonstrado também, que tanto
canais TRPV1 quanto canais de sédio dependentes de voltagem presentes em
nociceptores, sdo moléculas criticas que estdo envolvidas no processo de
transducéo e transmissao da dor na regido orofacial (Fang et al., 2007; Park et
al., 2006).

Como ja descrito previamente a capsaicina é o composto pungente das
pimentas vermelhas e € amplamente utilizada como ferramenta no estudo da
dor em humanos e em animais (Holzer, 1991; Szallasi e Blumberg, 1999).
Ainda o uso da capsaicina como um estimulo quimico possui algumas
vantagens, dentre as mais importantes destaca-se sua acao seletiva em fibras
sensoriais do tipo C que transmitem as sensacfes de dor (Baumann et al.,
1991; Gallar et al., 1993; lkeda et al., 1997) e que resultam na ativacado do
receptor TRPV1, um canal de ion ativado por ligante e pelo calor, presente nos
neurdnios sensoriais de pequeno diametro (Caterina et al., 1997). Através do
modelo de nocicepcédo orofacial induzido pela injecdo de capsaicina no labio
superior direito dos animais, foi possivel demonstrar que independente dos
tempos de pré-tratamento (10 ou 30 min) e da forma de injecéo (ipsilateral ou
contralateral) a FH (1 pg/labio) reduziu o comportamento nociceptivo nos
animais de forma significativa e acentuada. Esta pronunciada atividade
antinociceptiva reforca uma provavel acdo anestésica de doses mais baixas da
FH (1 pg/ldbio), a qual pode estar bloqueando canais de sodio voltagem
dependentes ou ainda receptores TRPV1. Estudos anteriores também sugerem
que este género apresenta atividade anestésica local. Empregando modelos de
papula intracutanea em cobaias e de anestesia do plexo lombar em sapos com
0 extrato aquoso das partes aéreas da Spilanthes acmella e xilocaina a 2%
como controle, Chakraborty e colaboradores (2010) observaram uma atividade
anestésica local significante, e atribuiram esse efeito a presenca de
alquilamidas na composicdo da Spilanthes acmella. Mc Ferren (2002) observou
gue a Piper piscatorum, de maneira similar a Acmella oleracea, também é
empregada popularmente para o alivio da dor de dente e também é composta
por isobutilamidas, sendo que seu mecanismo de acdo parece envolver a

modulacado de canais de sédio voltagem dependentes.



69

Do mesmo modo, foi observado que o eugenol, amplamente empregado
como um anestésico local em odontologia, promove este efeito na regido
orofacial através do bloqueio da condugcdo nervosa por modular a
neurotransmissdo mediada por canais de sédio voltagem dependentes (Park e
colaboradores, 2009). No entanto, existem estudos com resultados antagdnicos
com relacdo ao seu efeito anestésico em relacdo a modulacdo de receptores
TRPV1. Enquanto Park e colaboradores, (2009) demonstraram que o eugenol
ativa receptores TRPV1 para promover analgesia, Li e colaboradores
observaram que a anestesia depende da inibicdo de correntes de potassio de
maneira independente da ativacdo do receptor TRPV1.

Contudo, mais estudos devem ser realizados para esclarecer quais 0s
possiveis mecanismos de acdo anestésica da fracao rica em alquilamidas da
Acmella oleracea.

Com relagdo ao efeito algico promovido pela maior dose da FH, foi
observado a reducdo do comportamento nociceptivo em animais previamente
tratados com morfina (100 pg/labio), sugerindo o envolvimento do sistema
opioidérgico, provavelmente através de uma acdo periférica da FH sobre
receptores opibdides. Adicionalmente, sabe-se que o0s opibdides sao capazes de
inibir ambas as fases (neurogénica e inflamatoria) da nocicepc¢éo induzida pela
formalina (Hunskaar e Hole, 1987; Shibata et al., 1989). Segundo Cunha e
colaboradores (2009), a morfina € um dos opidides mais efetivo e prescrito
para o tratamento de dores agudas intensas, crénicas e pos-operatorias. Além
de seu efeito central, ja foi evidenciado que ela também promove analgesia a
nivel periférico, porém através de mecanismos ainda néo totalmente
elucidados. Segundo o mesmo autor, a analgesia periférica promovida pela
morfina parece envolver a ativagcdo de receptores opidides periféricos em
neurbnios sensoriais primarios, ativando uma cascata de sinalizacdo
intracelular, através da ativacao da PI3Ky/Proteina quinase B (AKT); da enzima
oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) e consequente producdo de 6xido nitrico
(NO), o qual induz um aumento nas correntes dos canais de potassio
dependentes de ATP, levando a uma hiperpolarizacdo dos neurbnios
nociceptivos (Cunha e colaboradores, 2009).

Ainda com o intuito de se avaliar o possivel envolvimento de um

componente inflamatério na nocicepcdo induzida pela FH, foi utilizado o
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cetoprofeno (anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE) inibidor de COX-1 e COX-
2). Os AINE’s séo substancias que se destacam pelo efeito analgésico, além
de suas propriedades anti-inflamatérias e antipiréticas sendo indicados para o
tratamento de dores de grau leve a moderado (Mathews et al., 2001). Esse
efeito analgésico pode estar relacionado com o bloqueio do potencial de acéo
mediante uma ac¢do periférica, através da inibicdo da sintese das
prostaglandinas (Martindale, 2002). O cetoprofeno € um inibidor da COX-1 e da
COX-2, responsavel por inibir de forma acentuada a producdo de
prostaglandinas no sistema nervoso central e periférico (Papich, 1997; Walker,
1995). Entretanto, o cetoprofeno ndo reduziu o comportamento nociceptivo
induzido pela administragdo da FH, excluindo a participacdo do componente
inflamatorio no mecanismo de acado da mesma.

Assim como as plantas do género Spilanthes, plantas do género
Xanthoxylum tém sido utilizadas com o mesmo propdsito, principalmente no
alivio de condi¢Bes dolorosas na regido orofacial. Seu principal composto
bioativo € o hidroxi-a-sanshool, o qual tem sido associado a sua acado
analgésica e pelas sensacoes de formigamento e amortecimento da lingua.
Inicialmente estudos indicavam que o principal mecanismo de acdo do
sanshool seria o bloqueio de canais de potassio de 2 poros (Bautista et al.,
2008). Porém, estudos recentes do mesmo grupo revelaram que o sanshool
também é capaz de inibir a transmisséo de fibras mecanonociceptoras do tipo
Ad, responsaveis por mediar tanto a dor aguda quanto a dor inflamatéria. Além
disso, o sanshool também seria responsavel pela inibicdo dos disparos dos
potenciais de acao pelo bloqueio de correntes de sodio voltagem dependentes
em uma subpopulacdo de neurdnios somatosensoriais, em que o canal de
sédio do tipo Navl.7 € o mais fortemente inibido pelo sanshool, quando
comparado a outros canais de s6dio expressos em neurbnios sensoriais. Desta
forma estas evidéncias sugerem que o alvo do sanshool seja os canais de
sbédio voltagem dependentes em nociceptores do tipo AS mecanosensiveis,
reduzindo a excitabilidade e culminando com a analgesia na dor aguda
(Tsunozaki et al., 2013). Tendo em vista a semelhanca entre as caracteristicas
e estrutura quimica das plantas do género Spilanthes e do género Xanthoxylum
e tendo conhecimento, de que o principal composto bioativo (hidroxi-a-

sanshool) pudesse estar atuando em canais ibnicos, foram realizados
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experimentos neste estudo para avaliar um possivel envolvimento de canais
TRPs e de potassio na atividade nociceptiva da FH (30 pg/labio). Os resultados
demonstraram que tanto a glibenclamida (bloqueador seletivo de canais de
potassio sensiveis ao ATP (KATP)), o tetraetilamonio (bloqueador nédo seletivo
de canais de potassio), assim como o0s antagonistas vermelho de ruténio
(blogueador néo seletivo de canais de calcio e TRP) e HC-030031 (antagonista
seletivo de receptores TRPAL), nas doses utilizadas, ndo foram efetivos em
reduzir 0 comportamento nociceptivo nos animais. Com nossos resultados, €
possivel sugerir, que nas doses utilizadas, o possivel mecanismo de acédo da
FH parece nao envolver diretamente canais de potassio ou 0 antagonismo de
receptores do tipo TRPA1 e TRPV1. De qualquer forma, mais estudos sao

necessarios para avaliar profundamente o mecanismo de acao algico da FH.
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6. Conclusédo

Este trabalho evidenciou que o EEAO nédo apresentou efeitos toxicos em
nossas condi¢cdes experimentais, quando aplicado de forma aguda uma uUnica
vez, sendo seguro nas doses utilizadas. Além disso, o EEAO nao afetou a
atividade locomotora dos animais, nas doses em que foi observado um
pronunciado efeito antinociceptivo contra estimulos nocivos quimicos
(formalina, capsaicina e cinamaldeido) em camundongos. Além disso, 0 EEAO
reduziu o tempo de laténcia na placa quente, indicando sua propriedade anti-
hiperalgésica, e de maneira importante, também reduziu o limiar de retirada de
pata no teste de alodinia mecéanica em animais neuropaticos, demonstrando
pronunciado efeito no alivio desse tipo de dor cronica.

Adicionalmente, nossos resultados demonstraram que a FH apresentou
uma acao dual dependente de dose, onde doses menores causam analgesia e
doses maiores causam um efeito algico nos animais. Em baixas doses, a FH
promoveu um efeito antinociceptivo e/ou anestésico pronunciado que pode
estar agindo a nivel periférico.

Desta forma, podemos concluir que as alquilamidas presentes na
Acmella oleracea, possuem importante efeito antinociceptivo tanto na dor
aguda quanto na dor neuropatica (cronica), reforcando a importancia desta
planta para o desenvolvimento de farmacos terapeuticamente Uteis no controle
da dor. No entanto, estudos adicionais sobre o mecanismo de acdo s&o

necessarios para confirmar a importancia terapéutica destas alquilamidas.
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