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RESUMO

Existem varios analgésicos usados para o tratamento de uma ampla gama de
situagdes dolorosas e inflamatodrias. No entanto, devido ao grande numero de efeitos
colaterais e muitas vezes da ineficacia das drogas, existe uma busca por novas
drogas que possam ser mais seguras e mais eficazes. Cantinoa stricta (Harley &
J.F.B. Pastore) pertence a familia Lamiacea. Apesar desta planta ndo apresentar
indicagdo popular, as Lamiaceas ocupam o terceiro lugar na ordem de importancia
entre as espécies vegetais com acgdes farmacologicas. O presente estudo objetivou
avaliar diferentes extratos de C. stricta, e sua atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva em camundongos. No estudo, foram preparados o extrato etandlico
total (EEt) e o diclorometano (DCM). O efeito do EEt (10-100mg kg') e o DCM
(50mg kg') administrados por via oral foram avaliados sobre a nocicepgao induzida
por formalina, hiperalgesia mecanica induzida por lipopolissacarideo (LPS),
nocicepgao térmica aguda, desempenho motor e edema de pata induzido por
carragenina (Cg). O EEt reduziu a fase inflamatodria da formalina e a hiperalgesia
mecanica induzida por LPS (com inibicdes de 61% e 90%, respectivamente) de
maneira dependente da dose, mas ndo modificou a nocicepg¢ao térmica aguda. O
DCM diminuiu a fase inflamatéria da nocicepcdo induzida por formalina e a
hiperalgesia mecanica (com redugédo de 62% e 98%, respectivamente) e também
nao modificou a nocicepgao térmica aguda. Ambos EEt e DCM ndo comprometeram
o desempenho motor dos animais. Ambos os extratos EEt e DCM também reduziram
o0 edema induzido por Cg (reducédo de 46 e 47%, respectivamente, na quinta hora). A
partir do DCM foram purificadas as substancias anamarine e 10-epi-olguine. Ambas
as substancias foram efetivas em reduzir a hiperalgesia mecanica induzida por LPS
e o0 edema de pata induzido por Cg quando administradas por via oral. Nenhuma
delas apresentou atividade na nocicepgao térmica aguda ou alterou o desempenho
motor. A injegdo local da anamarine (100-300ng/pata) e 10-epi-olguine (100-
1000ng/pata) reduziu de maneira dose-dependente a hiperalgesia mecéanica
induzida pelo LPS quando os compostos foram administrados na pata ipsilateral,
mas n&o na pata contra-lateral possuindo, portanto, um efeito local. Apds a injegao
local, esses dois compostos ndo modificaram a hiperalgesia induzida por citocinas
como o fator de necrose tumoral-a, interleucina-13, por autacdéides como a
prostaglandina E2, pelo ativador de adenilato ciclase forscolina e pelo analogo
dibutiril adenosina 3',5-monofosfato ciclico (dbAMPc). Por outro lado, ambas
inibiram a hiperalgesia causada pelas aminas simpaticas dopamina e epinefrina,
pelo ativador de proteina quinase C (PKC) 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
(TPA). Ainda, ambas as substancias bloquearam a hiperalgesia induzida por
epinefrina em machos mas ndo em fémeas. A administracdo local destas
substancias também reduziu significativamente o edema induzido por Cg. Estes
dados em conjunto sugerem que o EEt de Cantinoa stricta apresenta uma
importante atividade antinociceptiva, particularmente na hiperalgesia mecanica
inflamatodria, e antiedematogénica. Esta atividade se deve, pelo menos em parte, a
presenca de anamarine e a 10-epi-olguine, que apresentam tanto efeito sistémico
quanto local. Estas substancias atuam por mecanismos diferentes de outros
analgésicos conhecidos como anti-inflamatérios ndo esteroidais, dipirona ou
opidides, modulando a atividade/agao da PKCe na sensibilizagdo dos nociceptores.

Palavras chaves: inflamagdo, produtos naturais, dor inflamatéria, Anamarine, 10-epiolguine



ABSTRACT

There are several painkillers used to treat a wide range of painful and inflammatory
conditions. However, due to the large number of side effects and often their
ineffectiveness of the drugs that are used to treat inflammation and pain, there is a
search for new drugs that could be safer and more effective. Cantinoa stricta (Harley
& J.F.B. Pastore) belongs to the Lamiacea family. Although this plant does not have
a popular indication, the Lamiaceas in general occupy the third place in the order of
importance among plant species with pharmacological actions. The present study
aimed to evaluate different extracts of C. stricta, and their anti-inflammatory and
antinociceptive activity in mice. In the study, the total ethanolic extract (EEt) and the
dichloromethane (DCM) were used. The effect of EEt (10-100mg kg') and DCM
(50mg kg') administered orally were evaluated on formalin-induced nociception,
lipopolysaccharide (LPS) -induced mechanical hyperalgesia, acute thermal
nociception, motor performance and carrageenan (Cg) -induced paw edema. EEt
reduced the inflammatory phase of formalin and mechanical hyperalgesia induced by
LPS (with inhibitions of 61% and 90%, respectively) in a dose-dependent manner,
but did not modify acute thermal nociception. DCM decreased the inflammatory
phase of formalin-induced nociception and mechanical hyperalgesia (with a reduction
of 62% and 98%, respectively) and also did not modify acute thermal nociception.
Both EEt and DCM did not compromise the animals' motor performance. Both EEt
and DCM extracts also reduced edema induced by carrageenan (reduction of 46 and
47%, respectively, in the fifth hour). Anamarine and 10-epi-olguine were purified from
DCM. Both substances were effective in reducing LPS-induced mechanical
hyperalgesia and carrageenan-induced paw edema when administered orally. None
of them showed activity in acute thermal nociception or altered motor performance.
Local injection of anamarine (100-300ng/paw) and 10-epi-olguine (100-1000ng/paw)
reduced the mechanical hyperalgesia induced by LPS in a dose-dependent manner
when the compounds were administered in the ipsilateral paw, but not on the
contralateral paw, therefore having a local effect. After local injection, these two
compounds did not modify the hyperalgesia induced by cytokines such as tumor
necrosis factor-a, interleukin-1@3, by autacoids such as prostaglandin E2, by the
forskolin adenylate cyclase activator and by the analog dibutyryl adenosine 3',cyclic
5'-monophosphate (dbAMPc). On the other hand, both inhibited hyperalgesia caused
by the sympathetic amines dopamine and epinephrine by the protein kinase C (PKC)
activator 12-O-tetradecanoylforbol-13-acetate (TPA). In addition, both substances
blocked epinephrine-induced hyperalgesia in males but not in females. Local
administration of these substances also significantly reduced edema induced by
carrageenan. These data together suggest that the EEt of Cantinoa stricta has an
important  antinociceptive activity, particularly in inflammatory mechanical
hyperalgesia, and antiedematogenic. This activity is due, at least in part, to the
presence of anamarine and 10-epi-olguine, which have both systemic and local
effects. These substances act by mechanisms different from other analgesics known
as non-steroidal anti-inflammatory drugs, dipyrone or opioids, modulating the activity
/ action of PKCe¢ in the sensitization of nociceptors.

Keywords: inflammation, natural products, inflammatory pain, Anamarine, 10-epi-
olguine
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1 INTRODUGAO

O corpo humano é exposto constantemente a estimulos nocivos externos e
internos que podem afetar a homeostasia corporal. Ao longo de seu processo
evolutivo, os seres humanos desenvolveram varios mecanismos para detectar,
responder e reparar tais danos. A inflamacdo € a resposta adaptativa a esses
estimulos, seja ela transmitida por infeccao, trauma, cirurgia, queimaduras, isquemia
ou tecido necrotico (VARELA et al., 2018).

Apesar da inflamagao ser um processo complexo e benéfico para o corpo
humano ela pode gerar alguns sinais classicos que podem levar a algum tipo de
desconforto para as pessoas ou até mesmo gerar sinais que acabam por interferir na
qualidade de vida das pessoas. Dentre esses sinais temos a dor (AGHASAFARI et
al., 2019). A dor tem um papel protetor importante, alertando-nos sobre ameagas e
fornecendo um impulso para a preservacgao da integridade do corpo. No entanto em
certos contextos, como durante a inflamacédo descontrolada, ela se torna algo
indesejavel e até incapacitante para o individuo (RONCHETTI et al., 2017).

Nesse sentido, muitas vezes € necessario fazer uma intervencao
farmacoldgica pra o tratamento da dor e de outros sinais da inflamacao (DHINGRA
et al., 2015). Porém as atuais classes de medicamentos para o tratamento de tais
condigdes apresentam efeitos colaterais significativos e ainda existem alguns
processos fisiopatolégicos que carecem de tratamentos ou tratamentos mais
efetivos. Por isso a busca por novas moléculas que possuam tais efeitos
farmacoldgicos se torna importante (YAXLEY e LITFIN, 2016).

A pratica de usar plantas, suas partes ou extratos como compostos anti-
inflamatorios € conhecida desde a antiguidade. Nas ultimas décadas, centenas de
artigos de pesquisa e revisao foram publicados sobre as atividades anti-inflamatérias
das plantas (ZHU et al., 2018). Por isso a busca de novas moléculas bioativas em
diferentes espécies de plantas € um caminho muito promissor (AZAB et al., 2016).

1.1 O PROCESSO INFLAMATORIO

Ha muitos agentes que cotidianamente podem causar diversos danos a saude

dos seres humanos, como virus, bactérias, fungos, agentes quimicos, etc. A fim de
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reduzir os danos causados por esses agentes, 0s organismos possuem estruturas e
sistemas de defesa. A reacgdo inflamatoria € um desses mecanismos (FULLERTON
e GILROY, 2016). Assim, a inflamagdo é considerada uma resposta do sistema
imune inato desencadeada por diversos estimulos e/ou condi¢gdes como infecgao e
leséo tecidual (SHEN et al., 2017).

Com a finalidade de proteger o ser vivo de um ataque agressivo, desenvolve-
se rapidamente a reacéao inflamatdria no local de invasdao (MATSUZAWA-ISHIMOTO
et al., 2018). Cornelius Celsius, ha mais de dois mil anos, descreveu esse processo
pela primeira vez, bem como alguns sinais cardinais da inflamacgao, usados até hoje,
tais como calor, dor, edema e rubor. Virchow descreveu um quinto cardinal — a perda
de fungdes — que atualmente também é utilizado (AHMED, 2011; AGHASAFARI et
al., 2019).

A inflamagdo aguda € um processo benéfico que ajuda a isolar a regiao
lesada e permite que ocorra a mobilizagdo de células para eliminar o agente
agressor (VARELA et al., 2018). Ja a inflamagao crénica, por outro lado, se torna um
problema e ndao uma solugdo para a area lesionada. Os tecidos inflamados
cronicamente podem lesionar também tecidos saudaveis em uma tentativa mal
direcionada de iniciar o processo de cicatrizacdo (KUNNUMAKKARA et al., 2018).

Existe um caminho genérico da inflamagdo que consiste em indutores,
sensores, mediadores e efetores. Os indutores podem ser organismos infecciosos
ou estimulos nao infecciosos, como toxinas ou substancias estranhas ao corpo
(SHIRAZI et al.,, 2017). Ja os sensores sao moléculas especializadas que sao
ativadas pelos indutores, que acionam a produgdo de mediadores (RAGGI et al.,
2018). Os mediadores, por sua vez, sdo substancias quimicas endogenas que
podem induzir a sensagao de dor, podem promover ou inibir a inflamagao e o reparo
de tecidos e podem ativar os efetores, que sao os tecidos e células (MEDZHITOV,
2008; VARELA et al., 2018).

Dentre os indutores podemos citar o padrdo molecular associado a patdégeno
(PAMP, do inglés “pathogen associated molecular patterns”). Esses PAMPs podem
ser por exemplo o flagelo ou o DNA/RNA de uma bactéria (PENG et al., 2018). Outro
tipo de indutor pode ser o padrdao molecular associado a dano (DAMP, do inglés

“damage associated molecular patterns”), que por sua vez sdo moléculas liberadas a
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partir de células danificadas do hospedeiro como o DNA mitocondrial por exemplo,
como mostra na figura 01 (PATIDAR et al., 2018).
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FIGURA 01: ESQUEMA GERAL DA RESPOSTA INFLAMATORIA. A resposta do tecido a DAMPs e
PAMPs leva a liberagdo de citocinas e outros mediadores que visam isolar o local e destruir o agente
agressor, principalmente através da migracdo de leucdcitos. Estes mediadores levam ao
aparecimento dos sinais cardinais da resposta inflamatéria, edema, calor, rubor e dor com eventual
perda da fungido decorrente do dano tecidual. DAMPS: padrdées moleculares associados a danos;
PAMPs: padrdes moleculares associados a patdgenos; TNF: fator de necrose tumoral, IL-1:
interleucina 1; IL-6: interleucina 6; ROS: espécies reativas de oxigénio. FONTE: Modificado de
(VARELA et al., 2018)

Os PAMPs e DAMPs sao reconhecidos por um grupo de receptores
chamados de Receptor de reconhecimento de padrdao (PRR, do inglés “pattern
recognition receptors”) (SAIJO et al., 2018). Esses receptores podem estar na
superficie da membrana celular como os receptores do tipo “Tol’ (TLR, do inglés
“Toll-like receptors”) (ANTHONEY et al., 2018) e receptor de lectina do tipo C (CLR,
do inglés “C-type Lectin Receptors”) (CHIFFOLEAU, 2018) ou podem estar dentro
das células como o receptor do tipo “Nod” (NLR, do inglés “Nod-like receptor’)
(YANG et al., 2019) e receptor do tipo RIG-I (RLR, do inglés “RIG-I-Like receptor”)
(ZHAO e KARIJOLICH, 2019).

Esses receptores estdo presentes, por exemplo, em macrofagos e células
dendriticas e apds sua ligacdo com os PAMPs ou DAMPs vai levar a ativagdo de um
inflamassoma e subsequente ativagdo de fatores de transcrigdo (Figura 01)
(AMARANTE-MENDES et al., 2018). O principal deles no processo inflamatorio € o
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fator nuclear kB (NF-kB) que ativa a transcricdo de diversas proteinas, entre elas,
citocinas, enzimas e receptores (MITCHELL et al., 2016; ZHANG et al., 2017). Estas
proteinas sintetizadas de novo em vao amplificar a agdo de alguns outros
mediadores ja presentes nas células (como a histamina dos mastdcitos e serotonina
das plaquetas) ou de mediadores formados no plasma (como as proteinas do
sistema complemento e as cininas).

Essas moléculas supracitadas vao iniciar os processos de edema, migragao
celular e dor (Figura 01). O edema envolve os processos de vasodilagdo e aumento
da permeabilidade vascular e tem como fungao principal restringir o acesso do
agente agressor e diluir eventuais moléculas toxicas presentes (AGITA e
ALSAGAFF, 2017; RHO et al., 2017). A migracao celular tem como principal fungao
a destruicdo do agente agressor (FRIEDL e MAYOR, 2017). A dor tem como
principal fungdo uma fungédo protetora através da sinalizagcdo de que o tecido foi
lesionado (VARELA et al., 2018). Estes processos, serdo explicados com mais
detalhes no capitulo subsequente, particularmente a dor, que é o foco principal deste
estudo.

O processo pode ser resolvido, objetivando a eliminagdo e neutralizagdo do
agente agressor. O tecido agredido também devera ser restaurado, assim como a
permeabilidade vascular — com o envolvimento da apoptose dos neutrdfilos
existentes no local de infecgdo, remogao dos corpos apoptoticos, etc (FEEHAN e
GILROY, 2019; SCHETT, 2019). Os macrofagos estdo presentes nesses episodios,
pois reconhecem e fagocitam os neutrofilos apoptéticos de modo que nédo agridam o
tecido (HAMIDZADEH et al., 2017; OISHI e MANABE, 2018).

O processo de solucionar a inflamagao € bastante ativo e depende da agao
de varios mediadores pro-resolutivos e anti-inflamatorios, como por exemplo,
lipoxinas (PIRAULT e BACK, 2018), prostaglandinas (PG) (HORTELANO et al.,
2000), ciclopentenonas (BURSTEIN, 2020), anexina | (SUGIMOTO et al., 2016),
resolvinas (SERHAN e LEVY, 2018) e mediadores da apoptose (CARTWRIGHT et
al., 2019).
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1.2 EDEMA E MIGRAGAO CELULAR

Existem trés etapas principais nas respostas inflamatorias agudas, sendo
elas: I) uma vasodilatagao seguida de um aumento do fluxo sanguineo na regiao
lesionada; IlI) permeabilidade vascular com extravasamento de plasma da
microcirculacéo, e lll) migragdo de leucdcitos para o tecido lesionado (GERMOLEC
et al., 2018). Ou seja, as primeiras alteragcdes observadas durante a inflamagao sao
decorrentes das alteragbes no fluxo vascular e no calibre dos pequenos vasos
sanguineos (SHIRAZI et al., 2017). Arteriolas maiores e vasos capilares recém-
abertos aumentam o fluxo sanguineo para essa area. Gradualmente, alteragdes
progressivas no endotélio venular aumentam a permeabilidade vascular da
microvasculatura levando ao extravasamento plasmatico (REGLERO-REAL et al.,
2016). O acumulo desse fluido no espaco intersticial € caracterizado como edema
(MARKIEWSKI e LAMBRIS, 2007; TRAYES et al., 2013).

Em virtude da vasodilatagdo mencionada acima, os primeiros sinais cardinais
da inflamagao que aparecem sao o rubor e o calor (Figura 01). O primeiro em virtude
do fluxo sanguineo e o segundo com o aumento de troca de calor entre o sangue € o
tecido (BERNARDI et al., 2015; RUSSELL et al.,, 2018). Essa vasodilatagcao é
mediada sobretudo pela acdao de aminas vasoativas, como por exemplo, a
serotonina e a histamina. A histamina é liberada principalmente pelos mastocitos
agindo primordialmente nos receptores do tipo H1 na microcirculagdo (BRANCO et
al., 2018; THANGAM et al., 2018). A serotonina pode ser liberada pelas plaquetas e
células enterocromafins agindo nos seus receptores proprios, 5-HTR, variando nas
isoformas 5-HTR1-7 (SCHOENICHEN et al., 2019; WU et al., 2019).

Além dessas aminas, os peptideos vasoativos como a substancia P e a
bradicinina também participam desse processo. A substancia P (SP) é liberada pelos
neurdGnios sensoriais e vai agir no receptor da neurocinina 1(NK1R, do inglés
“neurokinin 1 receptor’) (SCHANK e HEILIG, 2017). Ela encontra-se armazenada em
vesiculas secretoras e sua agao tem como consequéncia a liberagao de histamina
pelo mastécito (SUVAS, 2017). Ja a bradicinina (e outras cininas similares) pode ser
formada no plasma pela acdo do sistema calicreina-cininas e vai agir nos seus
receptores do tipo B1 e B2 (RICCIARDOLO et al., 2018; TANG et al., 2018) e além

da vasodilatagédo, também esta envolvida nos processos de dor (CHOI e HWANG,
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2018). Essas moléculas em conjunto induzem a liberagao de 6xido nitrico (ON), que
€ um potente vasodilatador, aumentando o edema por modificar completamente o
fluxo sanguineo local (SU, 2017; ANCION et al., 2019).

Outro efeito dos peptideos citados é levar a um aumento de Ca?* intracelular
(KUME e TAKADA-TAKATORI, 2018) que ativa a enzima fosfolipase A2 para
produzir, a partir do acido araquidénico presente nas membranas , alguns
prostandides que também podem apresentar um efeito vasodilatador (HARA et al.,
2019; MOUCHLIS e DENNIS, 2019). Esses prostandides sado produzidos pela
enzima cicloxigenase (COX). Existem duas isoformas da COX presentes em
humanos que ja foram elucidadas (BENNETT e GILROY, 2016; CALDER, 2017). A
COX-1 é a principal fonte de prostandides que medeia fungdes fisioldgicas, mas
também pode estar envolvida em processos patoléogicos (PANNUNZIO e
COLUCCIA, 2018; TSUGE et al., 2019). A COX-2 ¢é a isoforma que é induzida
durante o processo inflamatério por citocinas liberadas principalmente por
macrofagos ativados pelos PAMPs ou DAMPs, entre elas a interleucina-1p (IL-18), o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a interleucina-6 (IL-6) (Figura 01) (KITAMURA
et al.,, 2017; DESAI et al., 2018; SETHI et al., 2019).

Tanto a COX-1 como a COX-2 transformam o acido araquidénico
primeiramente em PGG2 e apds uma peroxidagao, reduz a PGG2 em PGH2 (INNES
e CALDER, 2018; WANG et al., 2019). A PGH2 é subsequentemente metabolizada
em PGE2, PGD2, PGl2 e tromboxano A2 (TXA2) por meio de sintases especificas.
Todas as prostaglandinas s&o importantes vasodilatadores, atuando em receptores
especificos, localizados no musculo liso vascular de pequenas arteriolas
(RONCHETTI et al., 2017).

O aumento da permeabilidade vascular é causado por alteragdes funcionais e
estruturais na barreira endotelial venular. Muitas dessas alteracdes endoteliais sao
mediadas por moléculas ja citadas como histamina, serotonina, substéancia P,
cininas, entre outras como mostra a Figura 02 (SIEVE et al., 2018; JIA et al., 2019).
A expressao e liberacao desses mediadores € controlada, pelo menos em parte, por
anafilatoxinas (AJONA et al., 2019).

A permeabilidade vascular aumentada, o fluxo sanguineo mais lento e a
producao de mediadores inflamatdrios, como as quimiocinas, facilitam o processo de

extravasamento, no qual os leucdcitos saem da corrente sanguinea e migram para o
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espaco intersticial (Figura 02) (GRIFFITHS et al., 2017). Aqui, os mondcitos se
diferenciam em macréfagos do tipo M1 ou M2 (GUILLIAMS et al.,, 2018). Os
macrofagos do tipo M1 produzem ainda espécies reativas de oxigénio (EROs) e
recrutam outras células imunoldgicas (HUGHES e O'NEILL, 2018), enquanto os do
tipo M2 agem em uma fase posterior, pois promove a reparagao do tecido liberando
fatores de crescimento (MITTAL et al., 2014; RHO et al., 2017).
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FIGURA 02 — PROCESSO GERAL DE MIGRACAO CELULAR. A figura mostra como alguns
mediadores inflamatdrios (histamina, citoquinas, quimiocinas, entre outros) produzidos por células de
defesa acabam por interferir na permeabilidade da membrana e atrair leucocitos da corrente
sanguinea em dire¢do ao sitio inflamatdrio. Este processo é regulado por moléculas superficiais de
sinalizagdo no tecido endotelial (moléculas de adesido) e também é favorecido por processos
hemodinamicos. A migracao se da através dos processo de rolagem, adesdo e transmigragcédo. C3a e
Cba: anafilatoxinas. Fonte: Modificado de (MARKIEWSKI e LAMBRIS, 2007).

O evento molecular mais importante associado ao extravasamento dessas
células sanguineas é uma regulagdo positiva das moléculas de adesao expressas
por leucécitos e células endoteliais, que permite que ocorram interagdes entre essas
células (HUGHES e NIBBS, 2018; VON LERSNER et al., 2019). Essas interagdes
causam a rolagem, adeséao e, finalmente, transmigracdo de leucdcitos através da
barreira (PAUPE e PRUDENT, 2018; ARRIAGADA et al., 2019).



25

Estes processos em conjunto promovem, portanto, 3 dos sinais cardinais da

inflamacéo, ou seja, tumor (edema), rubor e calor.

1.3 DOR

1.3.1 Mecanismos Gerais de Processamento e Conducéo da dor

Existem varias definicdes para a dor, entretanto uma das mais abrangentes e
aceita é a definicdo da Associagao Internacional para o Estudos da Dor (IASP, do
inglés “International Association for the Study of pain”). A IASP define dor como
‘uma experiéncia sensorial € emocional desagradavel associada a dano real ou
potencial ao tecido, ou descrita em termos de tal dano” (IASP, 2017).

A dor é uma das caracteristicas que define muitos diagnosticos de doengas.
Pode servir como um indice da gravidade e atividade de uma condi¢gdo subjacente,
um indicador progndstico e um determinante do uso dos servigos de saude (ORR et
al.,, 2017). Ainda a mesma é uma das principais razbes pela qual os pacientes
procuram atendimento médico (STEIN e KOPF, 2019). A dor persistente geralmente
causa comprometimento e incapacidade funcional, sofrimento psicolégico,
ansiedade, depressao e privacao do sono. Ela ainda interrompe as atividades da
vida diaria e as relagdes pessoais sendo considerada a causa mais comum de
incapacidade prolongada (ANWAR, 2016; DAVIS e CURTIN, 2016).

Entretanto, a dor é de fundamental necessidade ao se pensar na
sobrevivéncia e manutencédo do organismo. Potenciais de ag&o nocivos capazes de
causar alguma lesdo tecidual s&o processados na forma de dor e ainda a dor pode
desencadear inumeros comportamentos de protegdo a um tecido ja ferido (COHEN
e HOOTEN, 2017; BEAZLEY-LONG et al., 2018; ST JOHN SMITH, 2018). A fungao
de protegado que esta ligada a dor € um apelo a agédo (RAZAVI e HOSSEINZADEH,
2017; HEINRICH e SWEIS, 2018).

Com relagao a duragéao, a dor pode ser classificada como aguda ou crénica. A
dor aguda é a resposta fisiolégica normal a um estimulo adverso que pode ser de
origem quimica, térmica ou mecanica (DANCEL et al., 2017). Ela é um resultado da

ativacao dos nociceptores, receptores da dor, no local do tecido (PINHO-RIBEIRO et
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al., 2017). Esse tipo de dor geralmente acontece com uma cirurgia, lesao traumatica,
dano tecidual e processo inflamatério \(WARDHAN e CHELLY, 2017; BELL, 2018).

A IASP define nociceptores como sendo “o receptor sensitivo de alto limiar do
sistema nervoso somatossensorial periférico capaz de codificar e transmitir
estimulos nocivos”. E a mesma define estimulos nocivos como “um estimulo que
danifica ou ameaga danos aos tecidos normais” (IASP, 2017). E em fungdo dessa
definicdo, nesse trabalho o termo “nociceptor” sera considerado sinénimo de fibra
nociceptiva periférica.

A dor aguda quando ndo é adequadamente controlada pode levar ao
desenvolvimento de dor crénica. Essa geralmente se refere a dor intratavel que tem
duracdo de 3 meses ou mais e nao se resolve em resposta ao tratamento
(HYLANDS-WHITE et al., 2017; KNEZEVIC et al., 2018). Nesse tipo de dor, a
adaptagcao positiva ndo ocorre, e por isso com o passar do tempo o sistema
sensorial se torna mais sensivel, hiper-responsivo e capaz de produzir uma dor
intensa, dispersa e incessante. Existem varios tipos de dores crbénicas, com
fisiopatologias distintas e complexas (BURKE et al., 2017; ARENDT-NIELSEN et al.,
2018). (CROFFORD, 2015; HEINRICHER, 2016).

Com relacdo a fisiopatologia da dor ela pode ser classificada como
nociceptiva ou nao-nociceptiva. A dor ndo-nociceptiva pode ser subdividida em dor
neuropatica e idiopatica (ZILLIOX, 2017; ST JOHN SMITH, 2018). A dor neuropatica
€ a “dor causada por uma lesdo ou doencga do sistema nervoso somatossensorial’
(IASP, 2017). A dor idiopatica implica um amplo espectro de estados de dor pouco
compreendidos, como a sindrome dolorosa miofascial (ANWAR, 2016).

Ja a dor nociceptiva é definida como sendo a “dor que surge de danos reais
ou que colocam em perigo o0 tecido ndo nervoso e € devida a ativagdo de
nociceptores” (IASP, 2017) se subdividindo em dor visceral e somatica (ANWAR,
2016; ORR et al., 2017). A dor visceral, também conhecida como dor referida, se
correlaciona com os tecidos dos orgaos internos (GEBHART e BIELEFELDT, 2016).

A dor somatica, por sua vez, refere-se a lesdes no sistema musculo-esquelético
incluindo a pele, os musculos e ossos (GEBHART e BIELEFELDT, 2016). Este é o
tipo de dor que sera mais explorado neste estudo. Existem quatro processos
fisiolégicos envolvidos na nocicepgao somatica: transdugao, transmissao, percepgao
e modulagéao (Figura 03) (MITSI e ZACHARIOU, 2016; SNEDDON, 2018).
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FIGURA 03: VIA DE TRANSDUCAO DA DOR. A figura mostra o esquema geral da transdugéo do
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2017)
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Em linhas gerais, o processo de transdugao ocorre quando os estimulos
nocivos agem nos nociceptores periféricos e sdo convertidos em atividade elétrica,
culminando em um potencial de acdo (BELANGER et al., 2018). Ou seja, a
nocicepgao € o processo pelo qual intensos estimulos térmicos, mecanicos ou
quimicos sao detectados pelos nociceptores (ROSENQUIST et al., 2017). A IASP
define nocicep¢do como sendo “o processo neural de codificacdo de estimulos
nocivos” (Figura 03) (IASP, 2017).

A transmissdo € a transferéncia sinaptica de informagdes que ocorre na
sinapse entre os neurdnios de primeira e segunda ordem no corno dorsal da medula
espinhal e nas sinapses subsequentes que levam a informacdo até o sistema
nervoso central (Figura 03) (YAM et al., 2018; RUSSO e SUNDARAMURTHI, 2019).
O termo percepgao remete-se a experiéncia consciente e real da dor, levando em
conta tanto seus aspectos sensoriais (localizagdo, carater e discriminagao) quanto
os afetivos (emocionais) (Figura 03) (LAUTENBACHER et al., 2017; RONCHETTI et
al., 2018). Por fim, a modulagao é o ultimo processo da nocicepgéao. Ela refere-se a
alteracao (por exemplo, aumento ou supressao) da entrada sensorial (NASER e
KUNER, 2018). Nesta etapa final, a modulagado dos estimulos dolorosos antes da
percepcao da dor é por inibicdo ou aprimoramento através de influéncias supra-
espinhais decorrentes da ponte, da medula e do mesencéfalo (Figura 03)
(ELLISON, 2017; WOLLER et al., 2017).

Antes de fazermos uma analise mais profunda no processamento da via
nociceptiva, € imprescindivel diferenciar o termo “dor” e “nocicepg¢ao” definidos
acima dos termos “hiperalgesia” e “alodinia”. A IASP define hiperalgesia como
“aumento da dor por um estimulo que normalmente provoca dor”. Isso implica que a
ampliagdo da sensibilidade a dor é frequentemente decorrente de significativas
mudancas primeiramente no processo periférico e, depois, no processo central de
sinalizacdo da dor. Ja a alodinia significa “dor devido a um estimulo que
normalmente nao provoca dor”. A alodinia ocorre através da ativagao periférica de
receptores sensiveis ao estimulo mecanico, térmico ou quimico que sofrem
alteracbes e comecam a ser aptos a estimular o processo nociceptivo central. Ainda
segundo a IASP a dor apresenta dois componentes: o sensorial € o emocional; o
termo “nocicepgao”, como ja explicado, refere-se apenas ao componente sensorial
(IASP, 2017).
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A via nociceptiva é também chamada de via ascendente da dor e ela comecga,
como ja dito, com o processo de transdugédo (WOLLER et al., 2017). Esse primeiro
processo comega quando os nociceptores localizados na periferia sdo ativados por
um estimulo nocivo causando a abertura de canal iGnico (sédio, potassio, calcio)
criando impulsos elétricos (POZSGAI et al., 2019; SALZER et al.,, 2019). Esses
impulsos, com frequéncia proporcional a intensidade do estimulo, sdo propagados
ao longo dos axdnios das fibras aferentes de primeira ordem, que sdo nociceptivas,
através do ganglio da raiz dorsal (DRG, do inglés “dorsal root ganglion”) até os
terminais do axdnio no corno dorsal da medula espinhal que por sua vez, ascende
ao tronco cerebral, ao tdlamo e ao cortex (FERDOUSI e FINN, 2018; GARCIA et al.,
2020).

As fibras nervosas periféricas podem ser classificadas, em termos de
estrutura, didmetro, grau de mielinizagéo e velocidade de condugdo em Aa e A3, Ad
ou C, como mostra na Figura 04 (WEHRWEIN et al., 2016; GRASSEL e
MUSCHTER, 2017). Para o processamento da dor as fibras do tipo Ad ou C séo as
mais importantes (ARMSTRONG e HERR, 2020; XU et al., 2020). Estudos
anatdbmicos mostram que a maioria dos tipos de fibras cutdneas dos mamiferos séo
em grande parte nociceptivas, representando algo em torno de 68% das fibras
(NAIR et al., 2017). Dessas 12% sé&o do tipo Ad, 30% do tipo C polimodal, 20% do
tipo C mecanotérmica ou que respondem somente ao calor e 5% do tipo C
silenciosas, que sao aquelas que respondem apenas ao calor quando sao
sensibilizadas (DUAN e XIE, 2016; MERIGHI, 2018).

As fibras aferentes Ad sdo pouco mielinizadas e variam em seu diametro
entre 2,0-6,0 ym e tém velocidade de transmissao intermediaria de 2-10 m/s em
diregdo ao SNC (Figura 04) (KOFLER et al., 2019). Essas fibras produzem dor
aguda e bem definida, que normalmente é estimulada por um corte, um choque
elétrico ou um golpe fisico (ARCILLA e TADI, 2020). A ativagdo dessas fibras causa
uma retirada do reflexo espinhal da parte do corpo afetada do estimulo, antes que
uma sensagao de dor seja percebida no sistema nervoso central. Isso permite uma
resposta rapida de "fuga" ou preparagdo para "luta" (BASANTSOVA et al., 2019).
Alguns dados da literatura apontam que algumas dessas fibras Ad séao

termossensiveis sendo que em torno de 12% sao sensiveis ao calor, com um limiar
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de ativagdo em torno de 42°C, e 50% sao sensiveis ao frio, com um limiar de
ativagao em torno de 8°C (GLATTE et al., 2019; OAKLANDER e NOLANO, 2019).
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FIGURA 04: TIPOS DE FIBRAS SENSORIAIS. A figura mostra os tipos de fibras sensoriais. Fazendo
uma comparag¢ao com relagdo ao didametro, o grau de mielinizagao, a taxa de condug¢ao do estimulo e
ainda mostrando a quais sensacoes elas respondem. Fonte: Modificado de (SMITH e LEWIN, 2009).
LEGENDA: %: porcentagens (referem-se ao numero total de fibras cutaneas); CV (m/s): velocidade
de condugdo (m/s) (Alguns neurbénios expressam canais de ions, cuja ativacdo produz sensacdes de
quente/frio, em vez de dolorosamente quente/frio. E descrito apenas se é possivel para uma classe
de neurdnio transduzir quente (vermelho) / frio (azul) nocivo, mas isso ndo significa todo neurénio
dessa classe); vFT(mN): limiar de vonFrey (mili Newton);nf : fibra nervosa; ms: bainha de mielina; um:
micrémetro; RAM: mecanorreceptor de adaptagao rapida; SAM: mecanorreceptor de adaptagao lenta;
D-hair. fibra ndo mecano nociceptiva; AM: fibra Ad mecano nociceptiva; CM: fibra do tipo C mecano
nociceptiva; MH: fibra do tipo C nociceptiva mecano-quente; MC: fibra do tipo C nociceptiva mecano-
frio; H: fibra do tipo C nociceptiva ao quente; “silente”: fibra do tipo C nociceptiva silenciosa; CLT: fibra
do tipo C de baixo limiar.

As fibras do tipo C s&o fibras menores ndo mielinizadas que constituem a
maioria dos nociceptores periféricos. Elas possuem diametro entre 0,4-1,2 pym, séo
agrupadas em fasciculos, cercadas por células de Schwann, mostram uma
velocidade de conducdo de 0,5-2,0 m/s e devido a esse didmetro sdo muito
suscetiveis a danos (Figura 04) (CARRICONDO e ROMERO-GOMEZ, 2019). Estas
sdo de conducgao lenta e se recuperam da fadiga mais lentamente do que as fibras
Ad (NAGI et al., 2019). Numerosas fibras do tipo C sdo combinadas em forma de
rede, portanto, a area coberta pelas fibras C ramificadas é geralmente ampla e o
paciente é capaz de localizar a dor apenas aproximadamente (FINSTERER et al.,

2017). Por esse motivo as fibras C produzem um tipo dor mais duradoura,
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tipicamente caracterizada como dor lenta e difusa. As fibras C reagem a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos e por esse motivo sdo classificadas como
nociceptor polimodal C (GWATHMEY e PEARSON, 2019; AL-CHALABI et al., 2020).

As fibras Ad e C podem ser classificadas em duas classes principais. O tipo |
sdo os chamados nociceptores mecéanicos de alto limiar (HTM, do inglés “high
threshold mechanical nociceptor’) que respondem a estimulos mecanicos e
quimicos, mas possui limiares responsivos ao calor relativamente altos, >50°C
(FLECKENSTEIN et al., 2017). Caso o estimulo térmico seja mantido, esses
aferentes do tipo | responderdo a temperaturas mais baixas. E o mais importante,
eles podem sofrer o processo de sensibilizagdo, ou seja, o limiar para a ativagdo da
fibra nociceptiva ao calor ou ao estimulo mecanico se reduzira (VIATCHENKO-
KARPINSKI e GU, 2016; GINZBURG et al., 2018).

Por sua vez, as fibras tipo Il ttm um limiar que responde ao calor muito mais
baixo, temperaturas inferiores a 43°C. Em contrapartida elas se ativam com um
limiar mecanico muito alto (DJOUHRI, 2016). A atividade desse aferente quase
certamente medeia a "primeira" resposta da dor aguda ao calor nocivo. Por outro
lado, a fibra Tipo | provavelmente medeia a “primeira” dor provocada pela
compressao de um alfinete e outros estimulos mecanicos intensos (MOULTON e
BORSOOK, 2019).

As fibras nociceptivas do tipo C ainda podem ser divididas em dois grupos: as
fibras peptidérgicas marcadas pela expressdo do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP, do inglés “calcitonin gene-related peptide”) e substancia P
(SAMPAOLO et al.,, 2017; DEMBO et al., 2018) e o grupo nao peptidérgico
identificado pela ligagdo da isolectina B4 (BEAUDRY et al., 2017). Sendo que a
ativacao dessas fibras peptidérgicas acabam por ativar a micréglia, que aumenta o
estimulo da dor (GAZERANI et al., 2016).

Existem varios tipos de receptores periféricos que podem ser ativados para o
processo de transdugdo da dor. Como aqueles que estao relacionados com a
temperatura. Dentre esses temos os receptores de potencial transitério (TRP, do
inglés “transient receptor potential’) TRP (BALEMANS et al., 2017; HOSSAIN et al.,
2019). Dentre os subtipos dessa familia temos o canal TRP vaniléide 1 (TRPV1)
parece desempenhar um papel de destaque na sensacao de calor (HILL et al., 2018;

BUJAK et al.,, 2019). Por outro lado, temos receptores como o TRP melastina 8
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(TRPMS8), também conhecido como receptor do mentol. Alguns dados mostram que
esses receptores sdo ativados na detecgdo de uma resposta nociva ao frio, numa
faixa de temperatura que varia de 10-15°C (DAI, 2016; GAVVA et al., 2019). Além
desses dois ja citados temos também o receptor do tipo TRPA1, que é ativado pelo
Lipopolissacarideo (LPS) de Bactéria gran negativa entre outros (LAING e DHAKA,
2016; HUNG e TAN, 2018).

Além do estimulo ao frio e ao calor, os nociceptores podem ser ativados por
estresse quimico. Dentre esses canais temos os ibnicos sensiveis ao acido (ASICs,
do inglés acid sensitive ion channels) (HUGHES et al., 2007; KELLENBERGER e
SCHILD, 2015); os canais piezoelétricos (COSTE et al.,, 2010); os receptores da
bradicinina B1 e B2, que sdo acoplados a proteina G (KHAN et al., 2019; MARCEAU
et al., 2020); o receptor da Substancia P, receptor da neurocinina-1 (NK1R)
(SCHANK e HEILIG, 2017); além de varios receptores de citocinas pro inflamatorias,
que podem ser acoplados a proteina G ou do tipo tirosina quinase (COOK et al.,
2018; CHOPRA et al., 2019).

E por fim podemos ter os receptores relacionados com a percepg¢ao dolorosa
pela estimulagdo mecanica. Dentre esses podemos citar novamente os receptores
ASICs (OMERBASIC et al., 2015; GREGORY et al., 2018); os receptores do tipo
TRPV4 (LINDY et al., 2014; MOORE et al., 2018); os receptores TRPA1 (LI et al.,
2018; LOGASHINA et al., 2019) e também temos as proteinas Piezo, sé&o
subunidades formadoras de poros de canais ibnicos que se abrem em resposta a
estimulos mecénicos (VOLKERS et al., 2015; WU et al., 2017)

Uma vez que o estimulo nocivo tenha sido ativado na periferia, ele deve ser
transmitido como um potencial de acdo para o sistema nervoso central, processo
esse chamado de transmissao, como citado acima (NASER e KUNER, 2018). Os
nociceptores expressam uma ampla variedade de canais dependentes de voltagem
como por exemplo os Nav, Cav e Kv que transmitem o potencial de acao ou, mais
comumente, em um conjunto de potenciais de agcao que codificam a intensidade de
um estimulo nocivo aplicado em seus campos receptivos (BENNETT et al., 2019;
TAKAYAMA et al., 2019).

O corno dorsal da medula espinhal é o local da primeira sinapse do neurénio
aferente primario de primeira ordem com o de segunda ordem. Essa regido ¢ um

local de uma importante modulagéo e integragédo de informagdes sensoriais antes de
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serem projetadas ao cérebro (MCGARAUGHTY et al., 2018). Anatomicamente, os
corpos celulares dos nociceptores estdo localizados nos DRG adjacentes a medula
espinhal ou nos ganglios do trigmeo no caso de informagbes sensoriais
decorrentes da face (CHUN e KWON, 2019; UTA et al., 2019). Seus axbnios surgem
desses corpos celulares e possuem um ramo periférico que inerva os tecidos onde
os estimulos sao transmitidos e um ramo central que inerva a medula espinhal.
Embora outras classes de fibras aferentes primarias sensoriais possam ter um
aparato complexo na periferia para a detec¢ao de estimulos, os nociceptores estao
presentes na periferia como terminagcdes nervosas livres simples e ramificadas
(CORDERO-ERAUSQUIN et al., 2016; GARCIA et al., 2020).

A substancia cinzenta da medula espinhal € dividida em laminas com base
em critérios citoarquitetdonicos (REXED, 1952). As fibras nociceptivas aferentes
primarias terminam no corno dorsal de uma maneira bem ordenada, determinada
pelo tipo de fibra dentro de um arranjo somatotépico (MERIGHI, 2018). Os
nociceptores do tipo Ad terminam principalmente na lamina |, que fica na parte
marginal do corno. As fibras nociceptivas aferentes primarias do tipo C peptidérgicas
terminam principalmente nas laminas | e Il, mais externas, enquanto a maioria das
fibras C nao peptidérgicas forma uma banda que ocupa a parte central da lamina |l
(OSSIPQV et al., 2010; ABRAIRA et al., 2017).

Na sinapse entre os neurénios de primeira e de segunda ordem pode ocorrer
o processo de sensibilizacao central (JI et al., 2018). A IASP define esse termo como
“maior responsividade dos neurdnios nociceptivos no sistema nervoso central a sua
entrada aferente normal ou abaixo do limiar” (IASP, 2017). Ou seja, esse processo
pode acontecer através da conducédo normal do estimulo que esta na via ascendente
da dor ou através de alguma patologia que modifica essas sinapses deixando-as
mais responsivas aos estimulos dolorosos (WOLLER et al., 2017).

Varios mecanismos complexos estdo relacionados com a sensibilizagao
central, mas é bem estabelecido que o receptor N-metil-D-aspartato (NMDA)
desempenha um papel fundamental nesse processo (XIE et al., 2018). O receptor
NMDA apresenta-se normalmente bloqueado por um ion Mg?* quando a célula
apresenta-se em potencial de repouso (JAFRI et al., 2018). A despolarizagao
sustentada do neurbnio por agcbdes do glutamato em receptores o receptor alfa-

amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiénico (AMPA) e também de SP e CGRP, em
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seus respectivos receptores remove este bloqueio exercido pelos ions Mg?*
permitindo assim que glutamato possa ativar também o receptor NMDA (CHEN et
al., 2019; KHAN et al., 2019). E essa ativacao resulta em um influxo maior de Na* e
Ca?* no terminal e, assim, amplificagdo do sinal (SANDKUHLER e GRUBER-
SCHOFFNEGGER, 2012; BELL, 2018).

Para que um estimulo nocivo seja percebido como doloroso, ele deve ser
projetado entdo para os centros superiores do cérebro (PETITJEAN et al., 2019). Os
neurdnios de proje¢ao nociceptiva sdo concentrados na lamina | e espalhados pelas
laminas llI-VI (FERNANDES et al., 2018). Os neurdnios de proje¢édo nas laminas V,
que sao mais profundas, podem nao ser especificos para estimulos nocivos e sao
denominados neurdnios de faixa dindmica ampla (WDR, do inglés “wide dynamic
range”), pois respondem a uma ampla faixa de entrada e codificam a intensidade do
estimulo (ZAIN e BONIN, 2019).

A percepgao € o terceiro processo envolvido na nocicepgéo. Ela se refere a
decodificagdo ou interpretacdo de dados aferentes no cérebro que da origem a
experiéncia sensorial especifica do individuo (LAUTENBACHER et al., 2017). Os
neurdnios de segunda ordem emitem, dentro da medula, axénios que atravessam
para o lado oposto que cruzam a linha mediana e adentram nos tratos ascendentes
da substancia branca da coluna vertebral (APKARIAN et al., 2005; WEST et al.,
2015).

Esses tratos entdo inervam varias partes do tronco encefalicos e nucleos
taldmicos através de dois tratos espinotalamicos. O trato neospinotalamico transmite
impulsos rapidos para dor aguda enquanto que o trato paleospinotalémico transmite
impulsos mais lentos para uma dor difusa ou crénica (SINGER et al., 2017). Ambos
dirigem-se ao talamo passando pela formacéo reticular, e do tdlamo os neurdnios de
terceira ordem projetam-se para as diferentes areas do encéfalo (AL-CHALABI et al.,
2020; DYDYK e MUNAKOMI, 2020).

As diferentes projegdes para o tronco cerebral e nucleos talamicos incluem o
bulbo ventrolateral caudal, o bulbo ventromedial rostral (RVM), o nucleo parabrachial
(Pb), a substancia cinza periaquedutal (PAG), o nucleo do trato solitario (NTS) e
talamo (LEUNG e STROMAN, 2016; KATO et al.,, 2018). Os impulsos sao entao

projetados no coértex somatossensorial para interpretagdo e em outras areas do
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cérebro para uma resposta integrada aos estimulos dolorosos (NASER e KUNER,
2018; WHITSEL et al., 2019).

Cada uma dessas areas citadas acima esta relacionada com um dos
aspectos relacionados com a dor. O Pb é particularmente importante em termos do
componente afetivo da dor, uma vez que sua saida proporciona uma conexao rapida
com a amigdala e o hipotalamo (THOMPSON e NEUGEBAUER, 2019). O talamo
tem sido associado aos aspectos discriminatorios sensoriais da dor devido as suas
conexdes com o cortex somatossensorial (BLASZCZYK et al., 2018). Acredita-se
que o PAG e o CVLM estejam a montante de outras areas do tronco cerebral que
controlam poderosas entradas descendentes da medula espinhal. A parte do cortex
cingulado anterior e o cortex insular também estdo relacionados com o
comportamento afetivo da dor (WEST et al.,, 2015; PORRECA e NAVRATILOVA,
2017; WOLLER et al., 2017).

A modulacédo € o ultimo processo de nocicepc¢ado. Nesta a modulagado dos
estimulos dolorosos antes da percepcao da dor € por inibicdo ou aprimoramento
através de influéncias supraespinhais decorrentes da ponte, bulbo e mesencéfalo
(HUANG et al., 2019). Um desses mecanismos € a via inibitéria descendente que de
maneira geral apresenta um importante efeito analgésico diminuindo a percepcéao da
dor vinda da via ascendente nociceptiva (VANEGAS e SCHAIBLE, 2004,
BANNISTER e DICKENSON, 2017). A PAG recebe informacdes de centros
cerebrais superiores € € capaz de ativar um poderoso efeito analgésico. A PAG
recebe neurdnios de locais corticais e possui conexdes reciprocas com a amigdala
(HARPER et al., 2018). A RVM pode facilitar ou inibir as entradas nociceptivas e
atua como um filtro final no controle da facilitacdo descendente da dor (LI et al.,
2017; TOBALDINI et al., 2019).

1.3.2 Dor Inflamatoéria

A dor inflamatéria pode ser produzida por fenbmenos independentes ou
interdependentes. Alguns desses fendmenos podem agir através da estimulagao
direta de nociceptores, e outros dependem de mediadores que agem em tipos
especificos de nociceptores ou entdo produzem modificagdes na via nociceptiva
central (ELLISON, 2017).
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Algumas substancias endogenas, que sao produzidas pelas células que
sofreram algum tipo de lesdo, como a substancia P, produzida por neurdnios,
produzem um efeito excitatorio podendo agir juntamente com a bradicinina (BK), que
por sua vez € produzida no plasma (VIEIRA et al.,, 2018). Ja outras substancias
agem principalmente na via de sensibilizagdo, como algumas citocinas (TNF-a e IL-
18) ou prostaglandinas (PGE-2), que sédo derivadas do acido araquiddnico, ou ainda
aminas simpaticas, como dopamina e epinefrina, que sao liberadas pelos terminais
nervosos (PAULSEN et al., 2017). A sensibilizacdo diminui o limiar de
despolarizacdo dos nociceptores, consequentemente tornando-o responsivo a uma
intensidade menor de estimulo. E em conjunto todos esses mediadores
inflamatorios, produzido e/ou liberados por diferentes tipos celulares causam a
sensibilizagao periférica como mostrado da Figura 05. (COUTAUX et al., 2005;
BASBAUM et al., 2009; CHIU et al., 2012; YAKSH et al., 2015; ELLISON, 2017).
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FIGURA 05: MEDIADORES PERIFERICOS DA INFLAMACAO. A figura mostra como diferentes tipos
celulares ou um dano tecidural trabalham em conjunto para produzir uma sério de mediadores
periféricos que estdo envolvidos na sensibilizagao periférica aos estimulos de dor. E a figura ainda
mostra alguns tipos de receptores onde esses mediadores podem atuar, lembrando que para cada
mediador temos seus receptores especificos. Fonte: Modificado de (BASBAUM et al., 2009).
Legenda: IL-1B: Interleucina 1B; NGF: Fator de crescimento do nervo; LIF: fator inibidor de leucemia;
IL-6: Interleucina 6, TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; PGE2: prostaglandina E2; H*: préton; ATP:
adenosina trifosfato, CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina, RTX: receptor de tirosina
quinase; K2P: canal de Potéassio de dois poros; GPCR: receptor acoplado a proteina G; TRP: receptor
de potencial transitério; ASIC: Canais ibnicos sensiveis ao acido; P2X: canais de ions dependentes
de ATP.
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Para poder fazer uma analise sobre os processos que estao envolvidos com a
dor inflamatdria, vamos discutir um pouco sobre a agdo de alguns desses
mediadores inflamatorios que acabam causando esse tipo de dor.

Como mencionado com mais detalhes nos capitulos anteriores, o
reconhecimento de um PAMP ou DAMP por macréfagos e outras células do sistema
imune, através dos receptores TLR e NLR resulta na ativagdo de fatores de
transcricdo como o NF-kB (SEN e BALTIMORE, 1986; KARIN e GRETEN, 2005;
BELL, 2018). Essa ativagao ocorre através da fosforilagdo do inibidor do NF-kB (IkB)
(XIANG et al.,, 2019). Com a ativagdo do NF-kB um dos primeiros mediadores
inflamatorios produzido é o TNF-a. (SUBEDI et al., 2017).

O TNF-a é uma citocina pleiotropica envolvida na patogénese de uma série
de processos fisioldgicos que controlam a inflamagéo desempenham papel direto na
geracdo e manutencao da dor, facilitando a sensibilizagdo central e a hiperalgesia
(ZHU et al., 2019). Essa citocina pode ser produzida por macrofagos, células T,
mastocitos, neutrofilos, células endoteliais entre outras (Figura 05) (ANNIBALDI e
MEIER, 2018; MEHTA et al., 2018).

O TNF-a pode ativar dois tipos de receptores o TNFR1 e o TNFR2 (ZELOVA
e HOSEK, 2013). Na parte intracelular esses receptores sao capazes de
desencadear diferentes vias de sinalizacdo devido a sua interagdo com varias
proteinas citosolicas. Dentre as vias intracelulares a via das proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAPK, do inglés mitogenactivated protein kinases) t€m uma
posicao significativa na sinalizacao intracelular do TNF-a (KALLIOLIAS e IVASHKIV,
2016; MEHTA et al., 2018).

Outro mediador inflamatério importante é a IL-13, que é considerada outra
das primeiras citocinas produzidas durante a inflamagdo (ROSS et al., 2016;
BARTEKOVA et al., 2018). Ela é produzida por diferentes tipos celulares como
macrofagos e mastocitos sendo também considerada um potente agente
hiperalgésico mecanico e térmico (Figura 05) (LIU et al., 2017; MATSUDA et al.,
2019).

A familia de receptores da interleucina 1 (IL-1R) compreende 10 membros
que compartiiham uma estrutura altamente semelhante sendo que ao mais

importantes sdo o IL-1R1 e IL-1R2, que s&o capazes de se ligar a IL-1a e a IL-1P
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(BORASCHI et al., 2018). Esses receptores sdo expressos por uma infinidade de
células como células T, leucécitos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos e
células B. Apds a formacao do complexo IL-1R é ativado uma cascata intracelular
contendo a proteina adaptadora MyD88 que por sua vez recruta proteinas da familia
de quinase associada a IL-1R que no final regulam a expressao de genes que
regulam outras citocinas pr6 inflamatérias aumentando a transducédo do sinal
(SCHAFERS e SORKIN, 2008; BENT et al., 2018).

Outros mediadores inflamatérios importantes sado os prostandides. O
processo de sintese das PG ja foi descrito com detalhes anteriormente e dentre as
moléculas que sao produzidas temos a PGE2. A PGE: é geralmente considerada um
agente sensibilizante porque melhora a sensibilizagdo dos nociceptores ao diminuir
o limiar dos canais de sédio resistentes a tetrodoxina, modula o canal TRPV1 para a
sensagao de calor e sensibiliza os neurbnios aferentes primarios a bradicinina
(Figura 05) (STRAUS e GLASS, 2001; JANG et al., 2020).

A PGE:2 atua em receptores acoplados a proteina G e a familia € composta
por quatro subtipos (EP1-EP4), cada um dos quais ativa vias de sinalizagao distintas
(BREYER et al., 2001; JABBOUR e SALES, 2004; KAWAHARA et al., 2015). A
sinalizagao induzida por EP medeia a fosforilacdo de PKA e PKC. Curiosamente,
parece haver modulacdo entre as agdes de PKA e PKC na sinalizagdo desse
receptor visto que alguns dados da literatura mostram que a PKA é capaz de regular
a atividade da PKCe. (TAMURA et al., 2005; DOMINGUEZ et al., 2008; SACHS et
al., 2009; WATERS e BROOKS, 2015; VIEIRA et al., 2016). Além desses fatores a
PGE:2 pode interferir em outros canais e moléculas. A PGE: ativa o canal TRPV1 e
pode interagir com a bradicinina de maneira intima no processamento da dor
inflamatoria. Por isso a PGE2 tem um importante papel no processo de transmisséo
da dor e na sensibilizagao tanto periférica quanto central (RONCHETTI et al., 2017;
JANG et al., 2020).

Outra classe de mediadores que estdo envolvidos no processe de nocicepgao
sdo as catecolaminas. Varios estudos mostram a participacdo da dopamina, da
noradrenalina e da adrenalina tanto em dores inflamatérias quando em dores
neuropaticas (COURTIES et al., 2017; GOMES et al., 2020). A liberagao de TNF-a
pode desencadear a liberacdo de IL-6 e IL-1B que pode levar a liberacdo de

dopamina e noradrenalina do sistema nervoso simpatico. Essa cascata de citocinas
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controla o vinculo entre a lesdao e liberagdo de prostaglandinas e aminas
simpaticomiméticas que sensibilizam os nociceptores aferentes levando a
hiperalgesia (CUNHA et al., 2005; ROCHA et al., 2018).

No processo nociceptivo as catecolaminas agem principalmente via
receptores adrenérgicos periféricos do subtipo B2 e B3 (B2 e B3ARs) que séao
receptores acoplados a proteina G (CARACI et al., 2019). A ativagédo desses
receptores podem produzir dor diretamente, aumentando a excitabilidade dos
nociceptores aferentes ou também podem influenciar a dor através da ativacao de
células imunorreguladoras como as células T, mastdcitos e macrofagos (CISZEK et
al., 2016; ZHANG et al.,, 2018). Alguns dados da literatura sugerem que a
hiperalgesia mediada por receptores adrenérgicos B € mediada pelo menos por dois
sistemas de segundo mensageiro, CAMP/PKA e PKC (KHASAR, MCCARTER, et al.,
1999; DINA et al., 2001; PIERETTI et al., 2016).

1.4 FARMACOS ANTI-INFLAMATORIOS E ANALGESICOS

A inflamagao e a dor sao respostas de defesa do organismo. Apesar disso,
pensando na protecdo do mesmo, o0s pacientes lidam com sensacdes
desagradaveis, que por vezes estdo conectadas ao sofrimento em varias patologias,
especialmente em doencas inflamatdrias crénicas. Assim, o uso de farmacos anti-
inflamatorios e analgésicos € muito frequente na grande maioria dos pacientes.

Ha muitas classes de substancias que podem ser empregadas como anti-
inflamatadrias e analgésicas. Os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) constituem
a principal classe dos farmacos utilizados. Nesta classe tem-se o acido
acetilsalicilico, que é uma das drogas mais usadas no mundo (STRAWSON, 2018).
Os AINEs sdo muito consumidos devido aos seus fins anti-inflamatérios, analgésicos
e antipiréticos (MOORE et al., 2019). Esses fins se devem a inibigdo das enzimas
COX, inibindo a produgao de perifericamente quanto no SNC. Dentre os exemplos
dessas moléculas formadas pela agdo da COX temos, os ja mencionados PGE2,
PGD2, PGl2 e TXA2 (HAWKEY, 2001; PETHO e REEH, 2012; DENNIS e NORRIS,
2015).

Esse mecanismo de acdo foi exposto primeiramente em 1971 pelo

pesquisador John R. Vane (VANE, 1971). Os AINEs podem ser classificados como
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nao seletivos, quando inibem tanto a COX-1 quanto a COX-2, ou seletivos quando
inibem seletivamente a COX-2, induzida durante o processo inflamatério (RAO e
KNAUS, 2008; RAYAR et al., 2017). Um dos maiores problemas do uso dos AINEs
nao seletivos é seu efeito no trato gastrointestinal uma vez que as prostaglandinas
exercem uma funcgéo protetora sobre a mucosa gastrica diminuindo a secrec¢ao de
acido e aumentando a secre¢do de muco e bicarbonato. Alguns outros efeitos
colaterais podem estar associados a estes medicamento como hipersensibilidade,
alteracao no tempo de coagulagéao e alteracdo na funcao renal entre outros (BACCHI
et al., 2012; RONCHETTI et al., 2017).

Ja os AINEs seletivos para COX-2 estdo mais relacionados com problemas
cardiovasculares. Para o tratamento da dor inflamatéria, os AINEs ainda
representam a classe mais prescrita mundialmente (CHAN et al., 2009; WALKER,
2018; JANG et al., 2020). (CHAN et al., 2009; BACCHI et al., 2012; RONCHETTI et
al., 2017; WALKER, 2018; JANG et al., 2020). Os AINES apresentam propriedades
antiinflamatodrias, analgésicas e antipiréticas. Sdo as drogas de primeira escolha no
tratamento de doencas reumaticas e nao-reumaticas como, artrite reumatoide,
osteoartrite e artrite psoriatica, assim como nas sequelas de traumas e contusdes e
ainda em condicdes de poés-operatério. E o principal tratamento para a dor leve e
moderada devido as suas propriedades analgésicas prolongadas e diminuem a
temperatura corporal elevada (ARANDA et al., 2017).

Outra classe de anti-inflamatérios utilizada sdo os anti-inflamatérios
esteroidais (AIES), também chamados de glicocorticoides. As acgdes dos
glicocorticéides sdo mediadas por interagdes com o receptor glicocorticoide (GR),
um fator de transcricdo que pertence a superfamilia dos receptores nucleares
(GULER-YUKSEL et al., 2018). Apdés a ligacdo do ligante, o complexo
glicocorticoide-GR migra para o nucleo e se liga aos elementos de resposta ao GC
(GRE) nas regides promotoras dos genes alvo, levando a regulagao positiva ou
negativa da transcrigdo de centenas de genes (RAMAMOORTHY e CIDLOWSKI,
2016; WEIKUM et al., 2017). Dentre algumas acdes anti-inflamatérias que eles
apresentam estdo a diminuicdo dos genes de uma serie dos mediadores pro
inflamatdrios como TNF-a e IL-1[, diminuicdo da ativacao do NFkB e diminuicdo da
atividade da fosfolipase A2 (GRAD e PICARD, 2007; MURPHY et al.,, 2011,
HUDSON et al., 2013; VANDEWALLE et al., 2018).
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Entre os glicocorticoides mais usados em terapia estdo a prednisolona,
metilprednisolona, betametasona e dexametasona. Os GCs também apresentam
um afeito imunossupressor. Na pratica clinica os GCs sdo utilizados em varias
situacdes, dentre elas: reposicdo hormonal, imunossupresséo, terapia antialérgica e
anti-inflamatéria, além de tratamentos anticancer (ADCOCK e MUMBY, 2017).

Eles apresentam uma acdo inibitéria no eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal
(HPA) e os varios efeitos metabdlicos responsaveis pelos graves efeitos colaterais
que ocorrem durante a terapia anti-inflamatéria com GCs. (JUSZCZAK e
STANKIEWICZ, 2018). Dentre esses efeitos colaterais podemos citar hipertensao,
hiperglicemia, osteoporose, suscetibilidade a infec¢gdes, problemas oculares,
problemas cardiacos, alteragdo do metabolismo geral, sindrome de Cushing,
disturbios de humor e do sono (HUSCHER et al.,, 2009; AYROLDI et al., 2014;
ORAY et al., 2016).

Outra classe utilizada em processos inflamatérios com a finalidade analgésica
€ a dos opiddes. Essa classe possui uma potente agado analgésica através de uma
acgao tanto central como periférica (AKBARI, 2012; STEIN, 2018; MATSUDA et al.,
2019). Os opidides exercem seus potentes efeitos analgésicos através de receptores
opiodides acoplados a proteina G identificados com receptores opidides y (MOR), &
(DOR), k (KOP) e nociceptina (NOR). Embora possuam uma farmacologia complexa,
frequentemente a principal atividade analgésica é atribuida a receptores MOR. E
todos eles estdo ligados a proteina G inibitoria (Gi), e portanto inibem a adenilato
ciclase e diminuem as concentracbes de cAMP intracelular levando a acdes
inibitérias nos neurénios como o fechamento de canais de Ca?* dependentes de
voltagem (impedindo a liberacdo de neurotransmissores) ou a abertura de canais de
K* (e consequente hiperpolarizagcdo do neurbénio) (KIEFFER e EVANS, 2009;
WILLIAMS et al., 2013; TOLL et al., 2016; CORDER et al., 2018). Apesar de serem
importantes analgésicos eles podem produzir sedacio, constipagdo, nausea, vomito,
depressao respiratoria, com tendéncia a produzir dependéncia e toleréncia. Eles
atuam pela ativacdo de mecanismos inibitérios descendentes ou inibindo as
sinapses nociceptivas espinhais (BENYAMIN et al., 2008; CONVERTINO et al.,
2015; NYGARD et al., 2016; BOHN e AUBE, 2017).
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Além destas classicas drogas, outras sao utilizadas como anti-inflamatorias e
analgésicas em patologias mais especificas. Por esta razdo e por estarem fora do
escopo deste trabalho n&do serao discutidas aqui.

Devido a patologias que nao respondem de maneira adequada as drogas
convencionais e também devido aos efeitos colaterais das drogas que ja estdo no
mercado, ha uma procura constante a novas drogas que possuam um efeito melhor
e/ou com menos efeitos colaterais. Nesse sentido a busca por produtos naturais é
uma area muito promissora e a pesquisa de atividades bioldgicas em espécies
vegetais € um campo que estd cada vez mais sendo estudado. Alguns dados
mostram que no periodo de 1981 até 2014, de todos os farmacos aprovados pela
Agéncia Reguladora dos Estados Unidos, “Food and Drug Administration” (FDA),
65% eram PNs ou derivados sintéticos/semissintéticos dos mesmos (NEWMAN e
CRAGG, 2016).

1.5 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais (PNs) representam uma grande familia de diversas
moléculas quimicas com uma ampla variedade de estruturas e atividades bioldgicas
que encontraram multiplos usos, principalmente na medicina humana e veterinaria e
na agricultura. Eles sao originarios de bactérias, fungos, animais marinhos e plantas
(KATZ e BALTZ, 2016). Nos ultimos 30 anos, a porcentagem de PNs ou derivados
semi-sintéticos baseados em PNs aumentou aproximadamente 50% do total de
novas moléculas. Em algumas areas, como na pesquisa de moléculas com
atividades antitumorais, esse aumento foi de 74% (GIDDINGS e NEWMAN, 2013;
DEMAIN, 2014).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem mostrado evidéncias de que
plantas que ndo possuem indicagdo popular podem apresentar atividades similares
a outras plantas do mesmo género ja utilizadas popularmente. Ou ainda, podem
apresentar alguma atividade bioldgica diferente da qual é indicada. Um exemplo
disso & Sinningia allagophylla, uma planta pertencente a familia Gesneriaceae. Esta
planta é utilizada popularmente como antipirética e em seu extrato bruto foi
encontrado o 8-metoxilapachenol (8ML) que apresentou uma importante atividade

anti-inflamatéria, reduzindo o edema de pata induzido por carragenina (Cg) e uma
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potente atividade antinociceptiva em camundongos, atividades estas comumente
relacionadas a atividade antipirética (BARBOSA et al., 2013). Os resultados obtidos
com S. allagophylla nos levaram a estudar outras plantas deste género, dentre elas
S. aggregata. Estudos realizados pelo nosso grupo demostraram que S. aggregata,
uma Sinningia que nao possui nenhuma indicagdo popular, possui uma importante
atividade antinociceptiva pelo menos em parte pela presenca do composto, inédito
na época, Agregatina D. O mecanismo de acdo desse PN ainda nao foi
completamente elucidado, mas certamente difere dos analgésicos conhecidos
(SOUZA et al., 2015).

Outra Sinningia estudada pelo nosso grupo, que também nado apresenta
nenhuma indicagdo popular foi S. canescens. Um composto isolado da mesma,
identificado como 6-metoxi-7-hidroxi-a-duniona (MHD) apresentou um efeito anti-
inflamatdrio, no modelo de edema de pata induzido CG, um efeito antinociceptivo, no
modelo de hiperalgesia causada pela formalina e no modelo de nocicepgao induzida
pela CG, além de apresentar também um efeito antipirético, no modelo de febre
induzida por LPS (LOMBA et al., 2017). Por fim, Sinningia reitzii, outra planta isenta
de indicagao popular, foi estudada pelo nosso grupo, sendo isolada a molécula, até
entao inédita na literatura, 8-hidroxideidrodunniona (8HDD). Esse PN, assim como o
8ML, apresentou uma atividade anti-inflamatéria no modelo de edema de pata e uma
atividade antinociceptiva no modelo de nocicepcdo, ambas induzidas pela CG
(SOARES et al., 2017).

Com estas consideracbes em mente, passaremos a analisar a familia
Lamiaceae (anteriormente chamada de Labiatae), da qual pertence a espécie
Cantinoa stricta, sendo esta a sexta maior familia de plantas. Esta familia possui
mais de 250 géneros e mais de 7200 espécies ja catalogadas, de distribuicao
cosmopolita (BEKUT et al., 2018). No Brasil, a familia esta representada por 23
géneros sendo que aproximadamente 230 espécies sdo nativas e as outras
cultivadas. Na América do Sul essa familia apresenta dois géneros principais, que
sao Salvia sp. e Hyptis sp., sendo que nessa familia a maioria das espécies sao
arbustos e ervas (KHOURY et al., 2016).

A maioria das espécies dessa familia sdo plantas aromaticas, que produzem
Oleos essenciais, e por esse motivo apresentam uma importancia econémica muito

grande sendo empregados tanto na culinaria como na perfumaria. Dentre algumas
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espécies, popularmente conhecidas no Brasil, podemos citar a hortela, orégano,
tomilho, manjeric&o, salvia, alecrim, alfazema, erva-cidreira entre outras (BEKUT et
al., 2018). Essas plantas apresentam, além dos O6leos essenciais, diterpenos,
triterpenos, compostos fendlicos e flavonoides além de outros segundos metabalitos
(KASSUYA C. et al., 2009). Essas substancias sdo responsaveis por algumas das
atividades ja citadas na literatura para estas plantas como a atividade antioxidante,
antitumoral, quimiopreventiva, cardioprotetora, anti-inflamatéria, analgésica,
antidepressiva, ansiolitica, antimicrobiana, entre outras (ABU-DARWISH et al., 2013;
URITU et al., 2018).

Com relagdo a algumas espécies e suas atividades biologicas do género
Thymus, o extrato de tomilho (Thymus vulgaris) demonstrou atividades
quimiopreventivas e terapéuticas significativas contra o células tumorais de mama
(KUBATKA et al.,, 2019) e o 6leo apresentou importante atividade antimicrobiana
contra alguns patdogenos causadores de infecgdes orais (FANI e KOHANTEB, 2017).
Ja no género Mentha, a horteld (Mentha spicata), por exemplo, apresenta atividades
antioxidantes, antimicrobiana (BARDAWEEL et al., 2018) e analgésica entre outras
(MAHBOUBI, 2017). O género Melissa tem como principal representante a erva
cidreira (Melissa officinalis). A erva cidreira apresenta agédo sedativa, hipnética
(CASES et al., 2011) antioxidante (CAPECKA et al., 2005), antiviral (ASTANI et al.,
2012), anti-inflamatéria, entre outras (BOUNIHI et al., 2013).

O género Salvia, o maior dessa familia, apresenta uma série de espécies que
sao utilizadas na medicina popular. Dentre as espécies, a planta conhecida como
salvia (Salvia officinalis) € uma das principais. As espécies desse género
apresentam atividades como anti-inflamatdrias (ONIGA et al., 2007), antioxidantes
(SULNIUTE et al., 2016), antidepressivas, ansiolitica (HERRERA-RUIZ et al., 2006),
neurotréficas (LOPRESTI, 2017), efeitos cardioprotetores, entre outros (XU et al.,
2018). Por essa ampla variedade de atividades farmacoldgicas a familia Lamiaceae
ocupa o terceiro lugar em ordem de importancia dentre as familias de plantas mais
estudadas (BEKUT et al., 2018; URITU et al., 2018).

Cantinoa stricta (Figura 06), outra espécie pertencente a esta familia, assim
como outras ja citadas nao apresenta indicagdes populares. Até pouco tempo atras
ela era chamada de Hyptys stricta. O recém-criado género Cantinoa (Harley & J.F.B.

Pastore) era conhecido, por analise molecular, como um género irmao de Hyptis e
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inclui 23 espécies que ocorrem no Brasil (HARLEY e PASTORE, 2012). Esse género
€ representado por ervas, subarbustos ou arbustos e as folhas sao frequentemente
aromaticas e mesomorficas, caracteristicas gerais presentes nessa familia (DE
ALMEIDA et al., 2020). Existem poucos trabalhos na literatura que reportam alguma
atividade biolégica de espécies desse género. O Oleo essencial de Cantinoa
americana (Aubl.) (Harley & J.F.B. Pastore), que até pouco tempo atras era
conhecida como Hyptis spicigera (Lam.), apresentou uma agao inseticida e repelente
contra o caruncho de trigo (Sitophilus granarius) (CONTI et al., 2010). Ja o d6leo de
Cantinoa stricta apresentou atividade antiproliferativa contra linhagens tumorais de
células da mama, glioma, pulmdo, melanoma e prostata (SCHARF et al., 2015).
Porém, nao existem dados na literatura cientifica que apontem alguma
atividade anti-inflamatéria ou analgésica dessa planta. Mesmo assim, é possivel que
Cantinoa stricta possua tais efeitos farmacoldgicos, visto que outras espécies da

mesma familia apresentam semelhantes efeitos.

v
[T

Sérgio Bordignon

FIGURA 06 — FOTOS DE Cantinoa stricta. Essas fotos mostram as folhas e flores da planta in natura
e também uma  exsicata da mesma. FONTE: REFLORA. Disponivel  em:
<www.floradobrasil.jbrj.gov.br>. Acesso em 15/01/2020)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

(EEt)

Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria do extrato etandlico total

e em diclorometano (DCM) das folhas obtidas da Cantinoa stricta.

Adicionalmente, objetivamos identificar e isolar substancias presentes no extrato

com estas atividades e investigar os possiveis mecanismos de agado destes

compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar e avaliar caracteristicas quimicas do EEt e DCM de C. stricta.

Avaliar o efeito antinociceptivo (em diferentes modelos de nocicepgao e
hiperalgesia) e anti-inflamatério (anti-edematogéncio) do EEt e DCM de C.

stricta e de outros extratos de interesse determinados pela analise quimica.

Identificar e purificar substéncias presentes nestes extratos com interesse
farmacoldgico, especificamente, com atividade antinociceptiva e anti-

inflamatoria.

Comparar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério sistémico e local das

substancias identificadas.

Investigar o possivel mecanismo de agao antinociceptiva destas substancias
isoladas através de testes in vivo no modelo de hiperalgesia mecanica

induzida por diferentes estimulos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DO TRABALHO

Coleta Material Botanico (Folhas de
Cantinoa stricta)

\ 4

Preparo da droga Vegetal e dos Extratos

\ 4

Analise Quimica dos extratos

A 4

Testes em animais com Extratos

A 4

Isolamento, purificagao e Andlise quimica de

substancias isoladas de Cantinoa stricta

A 4

Testes em animais com as substancias isoladas

3.2 MATERIAL BOTANICO

Folhas de Cantinoa stricta foram coletadas em Curitiba, PR (25°30'44.6" S;
49°18.7'13") em margo/2011. A Planta foi identificada pela Dra. Elide Pereira dos
Santos, que depositou uma exsicata (EP Santos 1255) no herbario da Universidade
Federal do Parana (UPCB). O acesso ao patriménio genético brasileiro foi registrado

no Sisgen sob o numero ACF4109.
3.3 PREPARACAO DOS EXTRATOS
As folhas foram secas em estufa a 40°C. Apdés a secagem, o material foi

triturado em moinho de facas. O material seco e triturado (102 g) foi deixado em

contato com etanol (EtOH, 99%, 1,0 L), a temperatura ambiente, por 24 h. Apds
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esse tempo, a mistura foi filtrada, a solugdo separada, e uma nova porgao de
solvente foi adicionada ao residuo vegetal. Apds 24 h, foi feita nova filtracdo e o
solvente foi renovado. Esse procedimento foi repetido mais uma vez (total de trés
extragoes). As solugdes obtidas foram reunidas e o solvente eliminado em
evaporador rotativo, a baixa pressao, rendendo o extrato etandlico total (EEt, 7,18
g9)-

Outra porcao de material vegetal seco (383,9 g) foi submetida a extragdao do
mesmo modo descrito acima, mas usando como solvente o éter de petréleo (EP, 3,8
L). Apos trés extragdes com EP, o solvente foi mudado para diclorometano (DCM,
3,8 L, trés extragcbes sucessivas) e, finalmente para EtOH (3,8 L, trés extragdes
sucessivas). Apos a evaporagao dos solventes foram obtidos trés extratos: em EP
(6,2 g), em DCM (13,0 g) e em EtOH (6,1 g).

3.4 ISOLAMENTO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Parte do extrato em DCM (10,0 g) foi submetido & cromatografia liquida sob
vacuo, usando gel de silica (50 g), e uma eluicdo em gradiente de polaridade, com
os seguintes eluentes: hexano:acetona 98:2; 9:1; 8:2; 1:1 e acetona pura (300 mL
cada eluente). Todas as misturas foram v/v. Foram obtidas sete fragdes: CSD1
(0,309 g), CSD2 (0,102 g), CSD3 (0,675 g), CSD4 (0,607 g), CSD5 (2,69 g), CSD6
(3,94 g) e CSD7 (1,69 g).

A fracao CSD7 foi submetida a uma cromatografia em coluna aberta de gel de
silica (CC), eluida em gradiente, com os seguintes solventes: hexano:acetona 7:3;
1:1, acetona pura, e MeOH puro. Foram recolhidas 51 subfra¢cdes de 30 mL. Apds a
analise por CCDA, essas subfragcbes foram agrupadas, com base na similaridade
cromatografica em 10 subfracdes (CSD71-10). Uma aliquota (28,4 mg) da subfracdo
CSD72 (114 mg) foi purificada por CCDP (hexano:acetona 3:2), rendendo a
substancia 2 impura (21,0 mg). ApoOs recristalizagdo em diclorometano, foram
obtidos 5,1 mg da substancia 2.

Uma aliquota (58,1 mg) da subfracdo CSD73 (560,8 mgq) foi purificada por
CCDP (DCM:MeOH 99:1), fornecendo a substancia 1 (52,1 mg) ligeiramente impura.

Apos recristalizagao em DCM foram obtidos 25,1 mg da substancia 1 pura.
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3.5 PROCEDIMENTOS QUIMICOS GERAIS

As medidas de rotacdo especifica foram realizadas em um polarimetro
JASCO P-2000 (Departamento de Quimica da UFPR), com lampada de sédio (589
nm) e cloroférmio como solvente, a temperatura ambiente.

As separagdes cromatograficas em coluna aberta (CC) e sob vacuo (CLV)
foram realizadas usando-se gel de silica 60 para coluna (Macherey-Nagel). As
analises por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foram realizadas
em placas comerciais (Macherey-Nagel), recobertas com gel de silica na espessura
de 0,25 mm, e contendo um indicador de fluorescéncia (254 nm). As separagdes por
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) foram realizadas em placas
preparadas manualmente em placas de vidro 20 x 20 cm, uma espessura de 1,00
mm de gel de silica com indicador de fluorescéncia (60PF254, Macherey-Nagel). As
placas foram reveladas com luz UV (254 e 366 nm). As placas analiticas foram
reveladas também com solugdo etandlica de acido sulfurico (5%, v/v). As fracdes
obtidas foram agrupadas por similaridade apés analise por CCDA. As fragbes foram
selecionadas para purificagao considerando o seu perfil cromatografico em CCDA e
o seu espectro de RMN de 'H. A amostra foi considerada pura quando apresentou
uma unica mancha ao ser analisada por CCDA em trés eluentes diferentes. Os
solventes usados na extragdo e nas separagbes cromatograficas foram produtos
analiticos das marcas Synth ou Vetec.

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensionais ('H,
13C ('H)) e bidimensionais (HSQC, HMBC) foram obtidos em espectrometros DPX-
200 e/ou Avance 600 (Bruker), do Centro de RMN da UFPR. Os equipamentos
foram operados a 4,7, e 14,1 Tesla, respectivamente, e os nucleos foram
observados a 200 e 600 MHz para 'H e 50 e 150 MHz para "®C. Os experimentos
foram conduzidos em solventes deuterados (cloroférmio ou metanol), usando-se
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os deslocamentos quimicos foram
medidos em ppm (3), sendo o sinal do TMS considerado como zero. Os dados
obtidos foram analisados no software TopSpin e comparados com aqueles
publicados na literatura.

Dados de difratometria de Raios X foram obtidos em um difratdmetro

automatico de Raios X para monocristais modelo Bruker D8 Ventura, equipado com
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um detector Photon 100 CMOS, e uma fonte de radiagdo Cu-Ka, e um
monocromador Gobbel. Os quadros de imagens foram integrados utilizando o
programa Bruker SAINT. A corregdo da absorc¢édo foi realizada utilizando o software
SADABS e a estrutura foi resolvida e refinada utilizando o software Bruker
SHELXTL. A coleta de dados foi realizada no Laboratério de Difratrometria de Raios

X de Monocristal, no Departamento de Quimica, UFPR.

3.6 SELECAO DE MATERIAL PARA OS TESTES FARMACOLOGICOS

Considerando os procedimentos descritos acima e de acordo com o0s
resultados obtidos na analise de RMN dos extratos durante a execucido deste
procedimento foram selecionados para os testes farmacolégicos o EEt, o extrato

DCM e as substancias puras 1 e 2.

3.7 ANIMAIS UTILIZADOS

Para a avaliagao da atividade farmacolégica foram utilizados camundongos
Mus musculus, variedade Swiss machos e fémeas (OBS: as fémeas foram utilizadas
em um unico experimento), com idade em torno de 60 dias (25-35 g), originarios do
Biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR. Os animais foram alojados sob
condigdes padroes com ciclo claro/escuro de 12 h (luzes acesas as 07:00 h),
temperatura ambiente de 22 +2 °C, umidade controlada (60-80%), com racgéo
padrdo para roedores e agua potavel ad libitum. Os animais foram mantidos em
salas de aclimatagcao do Laboratério de Inflamagdo e Febre do Departamento de
Farmacologia da UFPR por 3-5 dias antes de qualquer procedimento. Um dia antes
do experimento os animais foram transferidos para a sala de experimentagédo para
adaptacdo. Ao final dos experimentos os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Todos os protocolos da experimentacdo animal foram
aprovados pela Comissdo de Etica para o Uso de Animais do Setor de Ciéncias
Biologicas (CEUA/BIO) da UFPR sob o numero 937 e foram conduzidos de acordo
com as Diretrizes Brasileiras para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins

cientificos e didaticos — DBCA.
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3.8 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA OS TESTES FARMACOLOGICOS

Para avaliacdo da atividade farmacolégica foram utilizados modelos
experimentais bastante conhecidos que serdao descritos brevemente a seguir de
maneira genérica. Posteriormente, descreveremos o0s protocolos experimentais
identificando quando e em que condicdes experimentais cada um dos modelos foi
utilizado.

Para avaliagdo da atividade antinociceptiva foram utilizados os modelos de
nocicepgao induzida por formalina, placa aquecida e hiperalgesia mecanica. Para
avaliacao da atividade anti-inflamatdria foi utilizado o modelo de edema de pata
induzido por carragenina. Para avaliacdo de possiveis comprometimentos motores
que pudessem interferir principalmente nos testes comportamentais relacionados a

nocicepcao foi avaliado o desempenho motor dos animais no teste de Rota-Rod.

3.8.1 NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA

A nocicepcao induzida por formalina foi adaptada do método descrito por
(HUNSKAAR e HOLE, 1987). No dia do experimento, os animais foram colocados
individualmente sob funil de vidro invertido cercado por espelhos para facilitar a
observagdo do comportamento nociceptivo e permaneceram neste ambiente por
pelo menos 10 min para ambientagdo. Em seguida, os animais receberam os
tratamentos especificos com os extratos seguidos de uma injegao intraplantar (i.pl.)
de solucdo de formalina 2,5 % v/v (0,92 % de formaldeido em salina) ou veiculo
(salina) na pata posterior direita. Os animais foram recolocados sob o funil de vidro
para avaliacdo do comportamento nociceptivo. Foi considerado como
comportamento nociceptivo a elevagdo, lambedura ou mordedura da pata que
recebeu formalina. O tempo em s em que o animal permaneceu executando estes
comportamentos dentro de blocos de tempo de 5 min foi avaliado até completar 40
min. Este teste pode ser dividido em Fase | e Fase Il. A fase | € caracterizada pela
fase neurogénica (estimulo direto da formalina sobre o nociceptor) e acontece nos
primeiros 5 min. Apos este periodo, observa-se um periodo quiescente que é

seguido pela Fase Il, também é chamada de fase inflamatoria, e que acontece no
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intervalo de tempo de 15-40 minutos apdés a administracdo de formalina. Os
resultados foram expressos como o tempo total (em s) que o animal executou o

comportamento nociceptivo em cada fase.

3.8.2 TESTE DA PLACA AQUECIDA

Para avaliar o efeito dos extratos e substancias isoladas sobre a nocicepcgao
térmica aguda foi utilizado o teste da placa aquecida de acordo com o método
descrito anteriormente (EDDY e LEIMBACH, 1953). Neste teste, o aparelho de placa
aquecida (Bonther, Ribeirdo Preto — SP) teve a temperatura da placa ajustada para
a temperatura de 54 + 1°C. Esse aparelho conta com um anteparo retangular de
acrilico que é utilizado para impedir que o animal escape da placa bem como para
facilitar a visualizacdo do comportamento nociceptivo. Antes de qualquer tratamento,
os animais foram colocados sobre a superficie aquecida e foi avaliado o tempo (em
s) necessario (tempo de laténcia) para que o animal apresentasse algum dos
comportamentos nociceptivos que incluiam balangar ou lamber as patas traseiras
bem como a tentativa de subir no anteparo. Os animais que apresentaram essa
laténcia basal superior a 15 s foram excluidos do estudo. Em seguida, os animais
receberam os tratamentos com os extratos ou substancias isoladas de acordo com o
protocolo experimental apropriado e submetidos novamente a superficie aquecida. O
tempo de laténcia apds o tratamento (laténcia pés-droga) foi entdo avaliado 1,3 e 5
h apdés o tratamento. Neste teste foi utilizado como tempo de corte 30 s a fim de
evitar dano tecidual as patas dos animais. Os resultados foram expressos como
porcentagem do maximo de efeito possivel (% MEP), calculados de acordo com a
seguinte equacgao:

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

3.8.3 HIPERALGESIA MECANICA

O modelo de hiperalgesia mecanica também foi utilizado para testar a
atividade antinociceptiva e foi executado conforme descrito por (CUNHA et al.,
2004). A hiperalgesia mecanica foi avaliada utilizando-se o analgesimetro digital

(Insight, Ribeirdo Preto, SP). Os animais foram colocados individualmente em uma
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caixa de acrilico (9,5 cm x 6 cm x 10 cm de altura) sobre uma plataforma com
assoalho feito de tela de arame por 60 min para a habituagdo. O assoalho da malha
permite que a ponta do analgesimetro estimule a regido plantar média da pata
posterior do animal, utilizando uma ponta descartavel de polipropileno (0,5 mm de
diametro). Esta ponteira é conectada a um transdutor de forca e display digital que
permite a determinagdo da massa (em g) aplicada. Uma massa crescente foi
aplicada a pata do animal, até a ocorréncia de resposta de retirada. O limiar
mecéanico foi calculado como o valor médio de trés respostas de retirada
semelhantes, com um maximo de 5 estimulos intervalados por 15 s. Os animais que
apresentaram limiar basal entre 4,0 e 7,0 g foram selecionados para o experimento.
Em seguida os animais foram tratados com os extratos ou substancias isoladas
seguida pela administracdo do estimulo algogénico. Como este teste também foi
utilizado para avaliacdo de modo de acdo das substancias isoladas, os estimulos
algogénicos variaram e serao descritos em detalhes nos protocolos experimentais. O
limiar mecanico foi entdo avaliado novamente 1, 3 e 5 h apds a administracdo do
estimulo algogéncio. A hiperalgesia mecanica caracteriza-se pela redugao do limiar
mecanico apds a administragado do estimulo algogénico comparativamente ao limiar
basal. Ainda, para evidenciar alguns efeitos foi calculada a intensidade de
hiperalgesia. Para tanto, foi determinada a diferenga entre a limiar mecanico nos
diferentes tempos ap6s a administracdo do estimulo e o limiar basal o que gerou
uma curva da variagao do limiar mecanico. A intensidade de hiperalgesia foi entao

calculada através da obtenc¢ao da area sob a curva em unidades arbitrarias (U.A.).

3.8.4 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

O edema de pata induzido por carragenina foi executado conforme descrito por
(KASSUYA C. A. et al., 2009). De maneira suscinta, a espessura das patas direita
e/ou esquerda foi medida com o auxilio de um micrédmetro digital antes de qualquer
manipulagdo (basal). Em seguida, os animais receberam os tratamentos com
extratos, substancias isoladas ou os respectivos veiculos. Em seguida, os animais
receberam uma injecao i.pl. de carragenina (Cg, 300 ug/pata) na pata direita ou

somente o veiculo. A espessura da pata foi novamente avaliada 1, 3 e 5 h apés a
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injecao de Cg. A diferenga entre as espessuras da pata antes e apos a aplicagéo de

Cg foi quantificada em ym e tomada indice de edema.

3.8.5 DESEMPENHO MOTOR

Esse teste foi realizado de acordo com o método descrito por (DUNHAM e
MIYA, 1957). O desempenho motor do animal foi avaliado no aparelho rota-rod (Ugo
Basille, Italia). Antes de qualquer manipulacdo os animais foram treinados no
aparelho um dia antes da realizacio do teste. Para isso, os animais foram colocados
em uma barra giratoéria, em uma velocidade de 22 rpm por 3 min. Durante a segéo
de treino, caso os animais caissem da barra giratoria antes da finalizacdo deste
tempo, eles foram recolocados sob a barra giratéria. No dia do experimento, os
animais receberam as maiores doses utilizadas dos extratos e substancias isoladas
e entdo submetidos novamente a barra giratoria em tempos especificos apos o
tratamento (protocolos experimentais). O tempo de permanéncia na mesma foi
cronometrado, respeitando o mesmo tempo de corte utilizado para o treino. O tempo

em s foi expresso como indice de desempenho motor.

3.9 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Em todos os protocolos experimentais descritos abaixo, o volume de injecao
por via oral (v.0.) ou subcutanea (s.c.) foi sempre de 10 ml/kg enquanto o volume de

injecao intraplantar (i.pl.) foi sempre de 20 uL por pata.

3.9.1 ESCOLHA DAS DOSES UTILIZADAS

Iniciamos os testes de nocicepcgao induzido por formalina com o tratamento do
EEt na dose de 100mg/kg, pois essa dose € considerada uma dose de partida para
testes em animais. E em virtude dos resultados obtidos nessa dose, foram utilizadas
mais duas doses abaixo dela (30 e 10 mg/kg). Como o rendimento do extrato em
DCM foi de 50%, a dose utilizada foi de 50mg/kg (tendo como ponto de partida a
maior dose utilizada no experimento da formalina). Esse mesmo raciocinio de

aplicou para o experimento de edema da pata induzida por Cg.
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Como o foco do nosso trabalho seria estudar mais a fundo a hiperalgesia
mecanica queriamos uma curva dose resposta no tratamento com o EEt. Para isso
na hiperalgesia mecanica induzida por LPS foi utilizada doses menores (30-
10mg/kg) e a dose de 15mg/kg do extrato em DCM, também levando em conta o
rendimento. Apds a separagao e purificagado das substancias 1 e 2, como também é
normal o rendimento da substancia majoritaria ser em torno de 1% em relagcéo ao
extrato total, iniciamos o tratamento com as moléculas na dose de 1mg/kg e depois
adaptamos para uma curva dose resposta na hiperalgesia mecanica induzida por
LPS. Apés essas doses administradas pela v.o fizemos um tratamento local (i.pl.) e
para isso partimos de uma dose 1000 vezes menor (tendo como parametro a maior
dose das substancias utilizadas na hiperalgesia mecanica induzida por LPS) das

substancias e depois adaptamos para obter uma curva dose resposta.

3.9.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
EEt E DO DCM

Inicialmente, avaliou-se a atividade antinociceptiva do EEt e do DCM no
modelo de nocicepcgao induzida por formalina. Para tanto, os animais foram tratados
por v.0. com diferentes doses de EEt (10, 30 ou 100 mg/kg), extrato DCM (50
mg/kg), veiculo (Tween 80 0,1% em solugéo salina 0,9%, v/v) ou Indometacina
(INDO, 5 mg/kg) utilizada como controle positivo. Uma hora apés os tratamentos, os
animais receberam a formalina na pata direita e o comportamento nociceptivo foi
avaliado conforme descrito anteriormente.

A atividade antinociceptiva do EEt e do DCM também foi avaliada no modelo
de hiperalgesia mecanica induzida por LPS. Para tanto, os animais foram tratados
por v.o. com EEt (10, 18 ou 30 mg/kg), DCM (15 mg/kg) ou veiculo (Tween 80 0,1%
em solugdo salina 0,9%, v/v) ou Indometacina (5 mg/kg) utilizada como controle
positivo. Uma hora apds os tratamentos, os animais receberam LPS (100 ng, i.pl.) na
pata direita e o comportamento nociceptivo foi avaliado conforme descrito
anteriormente.

Adicionalmente, a atividade antinociceptiva do EEt e do DCM foi avaliada no
modelo de placa aquecida. Os animais foram tratados por v.o. com EEt (100

mg/kg), DCM (50 mg/kg) ou por via s.c. com o agonista opidide fentanil (100 ug/kg)
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utilizado como controle positivo. Uma, trés e cinco horas apés o tratamento por v.o.
ou 15 min apds o tratamento s.c., os animais foram colocados novamente sobre a
superficie aquecida e o tempo até o aparecimento do comportamento nociceptivo foi
avaliado.

Como teste complementar a avaliagdo da atividade antinociceptiva dos
extratos foi avaliado o efeito dos extratos sobre o desempenho motor dos animais.
Os animais foram tratados por v.o. com EEt (100 mg/kg), DCM (50 mg/kg) ou por via
s.c. com diazepam (5 mg/kg), esse utilizado como controle positivo. Essas doses dos
extratos foram as maiores utilizadas nos experimentos anteriores. Uma, trés e cinco
horas apds o tratamento v.o. ou 15 min apds o tratamento s.c. os animais foram
colocados sob a barra giratéria e o tempo de permanéncia destes no aparelho foi
avaliado.

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoéria do EEt e do DCM utilizou-se o
modelo de edema de pata induzido por carragenina. Apos a avaliagdo da espessura
basal das patas os animais foram tratados por v.o. com EEt (10, 30 ou 100 mg/kg),
extrato DCM (50 mg/kg) ou veiculo (Tween 80 0,1% em solugao salina 0,9%, v/v) ou
dexametasona (1 mg/kg) utilizada como controle positivo. Uma hora apds os
tratamentos, os animais receberam a carragenina por via i.pl. na pata direita e o

edema foi avaliado conforme descrito acima.

3.9.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA
DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS

Para avaliacdo da atividade antinociceptiva das substancias isoladas 1 e 2 foi
utilizado o teste de hiperalgesia mecanica e as substancias foram avaliadas apés
administracao sistémica (v.0.) ou local (i.pl.). Assim, apds a avaliagao do limiar basal
dos animais, estes foram tratados com diferentes doses da substéancia1 (1, 1,8 e 3
mg/kg, v.o. ou 30, 90 e 300 ng/pata, i.pl.), ou da substancia 2 (1, 3 e 10 mg/kg, v.o.
ou 100, 300 e 1000 ng/pata, i.pl.) ou como o veiculo (Tween 80 0,1 % em salina v/v,
v.0. ou i.pl.). As doses das substancias isoladas foram baseadas no rendimento
obtido durante a purificacdo das mesmas. Indometacina (5 mg/kg, v.o. ou 150
ng/pata, i.pl.) ou dipirona (320 pg/pata, i.pl.) foram utilizadas como controles

positivos. Uma hora apés o tratamento por v.o. ou 15 min apés o tratamento i.pl., os
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animais receberam uma injegao i.pl. de LPS (100 ng/pata) ou veiculo (salina). O
limiar mecanico dos animais foi avaliado novamente, como descrito acima, 1,3 e 5 h
apos a injecéo do LPS.

Em um experimento subsequente, a fim de confirmar que o efeito das
substancias 1 e 2 administradas por via i.pl. ndo estava promovendo um efeito
sistémico, grupos distintos de camundongos receberam na pata ipsilateral (pata
posterior direita) ou na pata contralateral (pata posterior esquerda) as maiores doses
de substancias 1 e 2. Quinze minutos apds esse tratamento, os animais receberam
LPS (100 ng/pata) sempre na pata ipsilateral (pata direita). O limiar mecanico foi
avaliado na pata direita 1, 3 e 5 h apds a administracdo de LPS como descrito
anteriormente.

Em seguida foi avaliada a atividade antinociceptiva das substancias isoladas
no modelo de nocicepgao térmica aguda. Para tanto, os animais foram tratados com
as maiores doses de substancia 1 ou 2 por v.o. ou com fentanil (100 pg/kg, s.c.),
esse utilizado como controle positivo. Uma hora apds o tratamento com as
substancias isoladas ou 15 min apds o tratamento com fentanil, os animais foram
colocados novamente sobre a superficie aquecida e o tempo até o aparecimento dos
comportamentos nociceptivos descritos foi avaliado.

Como teste complementar a estas avaliacbes da atividades antinociceptivas
das substancias isoladas foi ainda avaliado o desempenho motor dos animais apos
o tratamento com as substancias. Para tanto, os animais foram tratados com as
maiores doses de substancia 1 ou 2 por v.o. ou Diazepam (5 mg/kg, s.c.), esse
utilizado como controle positivo. Uma, trés e cinco horas apos o tratamento v.o. ou
15 min apds o tratamento s.c., os animais foram colocados sob a barra giratéria e o
tempo de permanéncia destes no aparelho foi avaliado.

Para a avaliagao da atividade anti-inflamatoria das substancias isoladas 1 e 2
utilizou-se o modelo de edema de pata induzido por carragenina. Apos a avaliagao
da espessura basal das patas. os animais receberam por via i.pl. as maiores doses
de substancia 1 ou 2, veiculo (Tween 80 0,1 % em salina v/v) ou dexametasona (30
ng/pata) usada como controle positivo. Quinze minutos apds os tratamentos, os
animais receberam a carragenina na pata direita e o edema foi avaliado conforme

descrito acima.
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3.9.4 AVALIACAO DO POSSIVEL MECANISMO DE AGCAO PERIFERICO DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Para o estudo do(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido(s) no efeito
antinociceptivo da substancias 1 e 2 foi utilizado o teste de hiperalgesia mecanica.
Nesta fase do estudo, diferentes agentes algogénicos foram utilizados para indugao
de hiperalgesia. Para tanto, o limiar basal dos animais foi determinado e, em
seguida, os animais foram tratados com as maiores doses locais (i.pl.) efetivas das
substancias 1 e 2 na hiperalgesia mecanica induzida por LPS. Apdés 15 min, os
animais receberam por via i.pl. os agentes algogénico TNF-a (1 pg/pata), IL-13 (100
pg/pata), PGE2 (100 ng/pata), dopamina (3 ug/pata), epinefrina (100 ng/pata),
forscolina (1 pg/pata), dibutirii adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (dbAMPc, 5
Mg/pata) ou 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA, 50 pmol/pata) ou veiculo
(salina). As doses dos agentes algogénicos para indugdo de hiperalgesia foram
baseadas em estudos anteriores (KHASAR, LIN, et al., 1999; CASTARDO et al.,
2008; CUNHA et al., 2008). O limiar mecéanico dos animais foi avaliado novamente 1,
3 e 5 h apds a administragdo do agente algogénico.

Estudos anteriores tém demonstrado que a hiperalgesia induzida por EPN
possui mecanismos distintos em machos e fémeas. Considerando estes estudos e
com a finalidade de esclarecer ainda mais o mecanismo de acdo destas
substancias, ambas as substancias foram testadas na hiperalgesia mecénica
induzida por EPN em machos e fémeas. Para isto, o limiar basal de camundongos
machos e fémeas foi determinado e, em seguida, os animais foram tratados com as
maiores doses locais (i.pl.) efetivas das substancias 1 e 2. Apos 15 min, a
hiperalgesia mecanica foi induzida via i.pl. por EPN (100 ng/pata). O limiar mecéanico
dos animais foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h apdés a administracdo do agente

algogénico.
3.10 DROGAS E REAGENTES
Lipopolissacarideo de E. coli (0111:B4), carragenina (Fragdo V),

indometacina, fentanil, diazepam, PGE2, cloridrato de dopamina, epinefrina,
forscolina, dbAMPc e TPA foram adquiridos da Sigma Chemical Co., E.U.A. IL-18 e
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TNF-a foram adquiridos da R & D Systems, E.U.A. Todos os outros reagentes foram
adquiridos de companhias brasileiras com comprovada certificacdo de qualidade e

possuiam grau analitico.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados como média * erro padrdo da média (EPM)
do tempo executando o comportamento nociceptivo frente a formalina (s), limiar
mecanico (g), intensidade de hiperalgesia (U.A.), variagcdo da espessura da pata
(M), % MEP, desempenho motor (s). Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias de medidas repetidas quando apresentados em
escala temporal (efeito x tempo x tratamento) ou de uma via quando nao houve a
variavel tempo (efeito x tratamento). Todas essas analises foram seguidas do teste
de Bonferroni para comparag¢des multiplas. Valores de p menores do que 0,05 (p <
0,05) foram considerados como indicativos de diferenga significativa. Todos as
analises foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism, versdo 6 (San
Diego, CA, E.U.A)).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A fim de tornar a apresentagdo dos resultados do estudo mais clara e,
considerando que os resultados de identificagao e purificagcdo das substancias ativas
no EEt foi desenvolvida paralelamente aos resultados obtidos com os testes
farmacologicos, optamos por apresentar os resultados e discussdo em um unico

capitulo.

4.1 OBTENGAO E CARACTERIZAGCAO DOS EXTRATOS EEt E DCM

O rendimento do EEt foi de 7,04% em relacdo ao material vegetal seco. Os
extratos em EP, DCM e EtOH renderam, respectivamente, 1,61%, 3,37% e 1,58%
em relacdo ao material vegetal seco. Considerando a soma dos trés extratos, o
extrato em DCM representou 51,1% da massa total obtida a partir do segundo
material.

O extrato etandlico total foi analisado por RMN de 'H. O seu espectro (Figura
07) mostrou sinais que podem ser atribuidos a presencga de grupos metila (61 1,20),
grupos acetato (v 2,04, 2,09 e 2,15), grupos oximetinicos (61 4,9-5,19) e
hidrogénios de ligacdes duplas e/ou de anéis aromaticos (61 5,84-7,12). Ampliando-
se a regiao entre o1 5,5-7,5 (Figura 08), observa-se dois sinais semelhantes em 6n
6,96 e 7,12, com area relativa de 1:3,7, sugerindo duas substancias semelhantes,
mas em proporgdes diferentes no extrato.

Para isolar os constituintes, novos extratos foram preparados em EP,
DCM e EtOH, sucessivamente. Estes extratos foram analisados por RMN de 'H e os
seus espectros comparados com o espectro do EEt. Pode-se observar (Figuras 09
e 10) que as substancias insaturadas ficaram concentradas no extrato em DCM.
Assim, tanto o EEt quanto o DCM foram testados para as atividades antinociceptivas
e anti-inflamatérias iniciais. O extrato em hexano apresenta sinais de esterdides e
substancias alifaticas de cadeia longa, enquanto o extrato em EtOH apresenta sinais
de substancias alifaticas de cadeia longa.

A analise e interpretacao dos espectros de RMN foram conduzidas pela Profa.

Dra. Maria Elida Alves Stefanello.
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FIGURA 09: COMPARACAO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN DE 'H (200 MHZ) DOS
DIFERENTES EXTRATOS. A: EEt; B: extrato em EP; C: extrato em DCM; D: extrato etandlico obtido
apos extragdo com EP e DCM.
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FIGURA 10: AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &h 4,5-7,5 DOS ESPECTROS DE RMN DE 'H DOS
DIFERENTES EXTRATOS. A: EEt; B: extrato em EP; C: extrato em DCM; D: extrato etandlico obtido
apos extragao com EP e DCM.Observa-se uma grande semelhancga entre o EEt e o extrato em DCM.
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4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DO
EEt E DO DCM

Em muitos laboratérios, o primeiro teste a ser utilizado no screening de
drogas analgésicas ¢é o teste da formalina. Este teste, além de ser um teste de facil
execucao, apresenta uma correlagdo boa com analgésicos eficazes na clinica. A
administracao i.pl. de formalina induziu uma resposta bifasica como esperado, com a
fase | (neurogénica) nos primeiros 5 min, uma fase quiescente entre 5 e 15 min e a
fase Il (inflamatdria) ocorrendo entre 15 e 40 min apds a administragao (dados nao
mostrados). Na figura 11 apresentamos o tempo total que os animais apresentaram
comportamento nociceptivo na fase | e Il. Podemos verificar que o tratamento dos
animais somente com veiculo n&do promoveu comportamento nociceptivo perceptivel
em nenhum momento (Figura 11). Como podemos verificar na Figura 11A nenhum
dos tratamentos modificou a fase | da resposta a formalina quando comparados com
0 grupo que recebeu somente o agente algogénico. Porém, o tratamento dos
animais com as diferentes doses do EEt, com o DCM ou com o anti-inflamatorio ndo
esteroidal indometacina promoveu uma redugéao significativa da nocicepgao na fase
Il ou fase inflamatoria (Figura 11B). O tratamento dos animais com EEt nas doses de
10, 30 e 100 mg/kg causou uma inibicao de 60%, 60%, 61%, respectivamente, da
nocicepgao. O tratamento com o DCM na dose de 50 mg/kg reduziu em 62%
enquanto o tratamento com a indometacina reduziu em 60% a Fase |l da nocicepgao
induzida pela formalina.

O fato de que o EEt apresentou efeito antinociceptivo similar em todas as
doses testadas sugere que o efeito atingido com este extrato ja € maximo mesmo na
menor dose (10 mg/kg). Este dado & bastante surpreendente. Estudos anteriores de
nosso laboratério com outras plantas, como Magnolia ovata, e de outros laboratorios
com diferentes plantas mostram que as doses utilizadas de extratos para diminuir a
nocicepgao induzida por formalina pode chegar na faixa de 100-300 mg/kg do
extrato bruto (KASSUYA C. A. et al., 2009; MONIRUZZAMAN et al., 2015; SANTOS
et al., 2017; HAJHASHEMI et al., 2018). Assim, estes dados iniciais sugerem a
presenca de substancia(s) analgésica(s) bastante potente(s) no EEt.

Além disso, um efeito similar de reducdo da nocicepg¢ao induzida pela

formalina foi observado na dose de 50 mg/kg do DCM. Em parte, este resultado ja



64

era esperado uma vez que grande parte das substancias insaturadas presentes no
EEt ficaram concentradas no extrato DCM. N&o é possivel fazer uma correlagao de
poténcia ou atividade especifica entre EEt e DCM como os dados apresentados. Isto
porque, seja o EEt na menor ou o DCM, na dose utilizada ja produzem respostas
maximas. Estas correlagcdes sO seriam possiveis em curvas dose-respostas com
pelo menos 3 doses com efeitos quantitativamente diferentes de cada um dos
extratos.

Adicionalmente, ambos os extratos produziram reducbes semelhantes a
reducdo da nocicepgao pelo controle positivo indometacina. Assim, parece que, pelo
menos algumas das moléculas responsaveis pelo efeito anti-nociceptivo no EEt
estdo também presentes no DCM. Esta potente atividade analgésica somada a
diversidade de moléculas presentes nessa familia aumentou o nosso interesse para

a continuagao do estudo.
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FIGURA 11: EFEITO DO EEt E DO DCM SOBRE O COMPORTAMENTO NOCICEPTIVO INDUZIDO
PELA FORMALINA EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados por via oral com extrato
etandlico bruto total de Cantinoa stricta (EEt), nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg, com o extrato
Diclorometano (DCM) na dose de 50 mg/kg, com veiculo (V, Tween 80 0,1 %) ou com indometacina
(INDO), na dose de 5 mg/kg. Uma hora apds o tratamento, os animais receberam uma injecao ipl de
uma solucdo de 2,5% de formalina (FOR) como estimulo nociceptivo. As barras mostram a média +
E.P.M. do tempo (s) que o animal passou executando o comportamento nociceptivo na Fase | (Painel
A, 5 min) e Fase Il (Painel B, 15-40 min) apés a administracdo da FOR (n=6-8). As diferencas entre
os grupos foram avaliadas por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos
demonstram diferenga estatistica em comparagéo com o grupo tratado com V + FOR (*p<0,05).
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Outro ponto importante a ser ressaltado € que tanto o EEt quanto o DCM
reduziram somente a fase |l da nocicepg¢ao induzida por formalina sem afetar a fase
I. Como ressaltado anteriormente, uma das principais caracteristicas da dor
inflamatdria € a indugdo de hiperalgesia. Estudos anteriores demonstraram que o
fendmeno de hiperalgesia mecanica pode ser induzido pela administragao ipl de LPS
tanto em ratos como em camundongos (CALIL et al., 2014). Assim, com a finalidade
de investigar se os extratos estariam reduzindo especificamente o processo
hiperalgésico, avaliamos seu efeito sobre a hiperalgesia mecanica induzida por LPS.

A figura12 mostra que a administragdo i.pl. de veiculo n&o alterou o limiar
mecanico dos animais em qualquer dos tempos testados. Por outro lado, a
administracao de LPS i.pl. induziu uma hiperalgesia mecanica significativa a partir da
32 hora ap6s a administragcdo do estimulo que permaneceu significativamente
diferente do controle até a 52 hora. O tratamento dos animais com o EEt na dose de
10 mg/kg, diferentemente do que foi observado no modelo de formalina, ndo
modificou a hiperalgesia mecanica induzida por LPS. Entretanto, o tratamento dos
animais com EEt nas doses de 18 e 30 mg/kg, assim como o DCM na dose de
15mg/kg, reduziram a hiperalgesia mecanica induzida por este estimulo tanto na 32
como na 52 hora (Figura 12A). A fim de obtermos uma analise mais global do efeito
dos extratos na hiperalgesia foi calculada a intensidade da hiperalgesia pela
diferenca entre o limiar basal e o limiar apds o estimulo algogénico nos diferentes
tempos. A partir destas curvas, foi calculada a area sob as curvas obtidas e este
parametro foi chamado de intensidade de hiperalgesia. Os dados de intensidade de
hiperalgesia sado apresentados na Figura 12B. A analise destes dados demonstra
que a inibicdo da hiperalgesia mecanica induzida pelo LPS pelo EEt apresentou-se
de maneira dependente da dose, ou seja, enquanto a menor dose nao apresentou
uma reducao significativa da hiperalgesia, a dose intermediaria reduziu parcialmente
e a maior dose do EEt reduziu aproximadamente 90% a intensidade da hiperalgesia
mecanica induzida por LPS (Figura 12B). De maneira similar, o DCM, na dose
utilizada, reduziu a intensidade da hiperalgesia de maneira similar a indometacina,
ou seja, em torno de 98% (Figura 12B). Estes dados em conjunto sugerem que o
EEt e o DCM possuem substancias com potencial antinociceptivo que atuam no
fendmeno de hiperalgesia mecanica e, portanto, em condi¢cbes experimentais que

apresentam este fenébmeno.
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FIGURA 12: EFEITO DO EEt E DO DCM SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA PELO
LIPOPOLISSACARIDEO EM CAMUNDONGOS. O limiar mecanico basal (B) dos animais foi avaliado
antes de qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados pela via oral com extrato
etandlico total de C. stricta (EEt) nas doses de 10, 18 ou 30 mg/kg, com o extrato diclorometano
(DCM) na dose de 15 mg/kg, com veiculo (V, Tween 80 0,1 %) ou com Indometacina (INDO, 5
mg/kg). Uma hora apds o tratamento, os animais receberam lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/pata,
i.pl. ) como estimulo hiperalgésico. O limiar mecanico dos animais foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h
apos a administragao do estimulo hiperalgésico (A). O painel B mostra intensidade de hiperalgesia
(U.A.) calculada a partir da area sob curva dos dados em A. Os pontos e as barras representam a
média + E.P.M. do limiar mecéanico da pata dos animais (g) ou da intensidade de hiperalgesia (U.A)
(n=6-8). As diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de duas vias (A) de uma via (B),
seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagéo com
o grupo que recebeu V + LPS (* p<0,05), EEt 10 ng/pata + LPS (* p<0,05) ou EEt 18 ng/pata + LPS (%
p<0,05).
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Um outro modelo empregado para avaliar o efeito destes extratos foi o
modelo de nocicepgdo térmica aguda. Dentre as particularidades deste modelo, o
comportamento nociceptivo avaliado (lambedura e sacudida das patas) é um
comportamento elaborado e ndo reflete somente um reflexo de retirada, sugerindo
seu processamento no sistema nervoso central. Mais importante, a nocicepgcao
avaliada no modelo de nocicepg¢ao térmica aguda ndo esta relacionada a um
processo inflamatério (como no com a formalina ou o LPS) devido ao tempo de corte
do experimento (30 s) que previne a lesao tecidual. Este modelo n&o esta associado,
portanto, a uma dor inflamatéria e reflete simplesmente uma dor aguda a um
estimulo térmico (BANNON e MALMBERG, 2007). Portanto, este modelo é
frequentemente utilizado para avaliar substancias que possuam um perfil similar aos
opioides ou que promovam a liberagao de opioides endégenos (HUANG et al., 2020;
ZAKARIA et al., 2020).

Os resultados na figura 13A mostram que EEt e o DCM administrados por
v.0., nas mesmas doses que inibiram a segunda fase da nocicepgao induzida pela
formalina (100 mg/kg e 50 mg/kg, respectivamente) ndo aumentaram o tempo de
laténcia dos animais sobre a placa aquecida a 54°C, ou seja, ndo apresentaram
nenhum efeito antinociceptivo neste modelo, quando comparado com o grupo de
animais tratados com veiculo. Esse resultado foi obtido 1 h apds o tratamento com
os extratos por via oral. Resultados similares foram observados na terceira e quinta
hora apds o tratamento com os extratos (dados n&do apresentados). Por outro lado, o
tratamento dos animais com fentanil, um agonista opioide sintético, aumentou
significativamente, em 94%, o tempo de permanéncia na placa aquecida quando
comparado com o tratamento com veiculo (Figura 13A). Vale ressaltar que esse
efeito ja era esperado levando-se em conta os resultados do teste de formalina uma
vez que farmacos similares aos opioides diminuem também a primeira fase da
formalina, fase neurogénica, como mostra dados da literatura (SALAT et al., 2018).

As atividades antinociceptiva ou antihiperalgésica avaliadas nesse trabalho
exigem um desempenho motor dos animais intacto em todos os modelos utilizados
(formalina, hiperalgesia mecanica, placa aquecida). E bastante comum que
substancias hipnaético-sedativas como os benzodiazepinicos apresentem resultados
positivos (falso-positivos) em testes para avaliagdo das atividades antinociceptivas

por afetarem o desempenho motor dos animais. Deste modo, o desempenho motor
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dos animais no rota-rod foi avaliado utilizando-se as maiores doses que
apresentaram os efeitos analgésicos no modelo da nocicepg¢do induzido por
formalina.

Nem o EEt nem o DCM, nas doses testadas, interferiu no desempenho motor
dos animais nesse teste, quando comparados com O grupo com animais que
receberam veiculo (Figura 13B). Por outro lado, quando os animais foram tratados
com diazepam, um benzodiazepinico usado nesse modelo como controle positivo,
houve uma reducao significativa do tempo de permanéncia do animal no aparelho de
97 % (Figura 13B). Estes dados em conjunto nos permitem sugerir que o efeito de
ambos os extratos trata-se realmente de uma atividade anti-nociceptiva ou anti-

hiperalgésica pois 0s animais nao apresentaram comprometimento motor.
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FIGURA 13: EFEITO DO EEt E DO DCM NO TESTE DE PLACA AQUECIDA E NO DESEMPENHO
MOTOR EM CAMUNDONGOS. Os camundongos foram tratados por v.0. com extrato etandlico total
de C. stricta (EEt, 100 mg/kg), com o extrato Diclorometano (DCM, 50 mg/kg) ou veiculo (V, Tween
80 0,1 %). No painel A, o comportamento nociceptivo na placa quente foi avaliado 1 h apds o
tratamento. Animais controles receberam fentanil (FENT) (100 pg/kg s.c.), 15 min antes do teste. No
painel B, o tempo de permanéncia no aparelho foi avaliado 1 h apdés o tratamento dos animais.
Animais controles receberam diazepam (DIAZ; 5 mg/kg s.c.) 15 min antes do teste. Cada barra
representa a média + E.P.M. da % do maximo efeito possivel (%MEP) ou do tempo de permanéncia
no aparelho (s) (n=6-8). As diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de uma via,
seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagéo com
o grupo tratado com veiculo (* p<0,05).
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Como ja mencionado discutido anteriormente, além da dor, o edema também
€ um dos sinais cardinais da inflamacao (PIKOULIS et al., 2004; MARKIEWICZ e
PASENKIEWICZ-GIERULA, 2011). Dados da literatura mostram que varios
mediadores inflamatorios liberados ap6s a administragdo de um estimulo
inflamatoério como LPS ou carragenina induzem hiperalgesia (CUNHA et al., 2005;
CALIL et al., 2014) mas também estdo envolvidos no desenvolvimento do edema
induzido especificamente por carragenina na pata do animal (DE ARAUJO et al.,
2019). Portanto, ja que esses extratos apresentaram uma atividade anti-
hiperalgésica frente ao estimulo do LPS, havia a possibilidade desta atividade anti-
nociceptiva estar relacionada a atividade anti-inflamatéria também.

A figura 14 mostra que a administracdo de salina ndo causou um edema
significativo na pata dos animais. Ja a administracdo de carragenina levou a um
aumento na espessura da pata do animal, caracterizando o edema, que se iniciou na
primeira hora e se manteve até a quinta hora (Figura 14A). O tratamento pela v.o.
com o EEt nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, assim como o tratamento pela v.0. com
o DCM na dose de 50 mg/kg reduziu significativamente o edema induzido por
carragenina. Esta redugcao mostrou-se significativa na terceira hora e manteve-se até
a quinta hora (Figura 14A). O tratamento com o controle positivo dexametasona, um
anti-inflamatério esteroidal padrdo, na dose de 1 mg/kg, também apresentou o
mesmo padrao de redugao (Figura 14A). Analisando-se somente a quinta hora apos
a aplicagao da carragenina, o tratamento com o EEt nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg diminuiu o edema em 42%, 46% e 46%, respectivamente (Figura 14B). Ja o
tratamento com o DCM, na dose de 50 mg/kg, causou uma diminuigdo de 47% e a

DEX, na dose de 1 mg/kg, uma diminuigdo de 56% (Figura 14B).
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FIGURA 14: EFEITO DO EEt E DO DCM SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR
CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados pela via oral com extrato etandlico
bruto de C. stricta (EEt) nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg, com o extrato Diclorometano (DCM) na
dose de 50 mg/kg, com veiculo (V; Tween 80), ou com dexametasona (DEX, 1 mg/kg). Uma hora
apds o tratamento os animais receberam uma inje¢do ipl de carragenina (Cg, 300 pg/pata) como
estimulo inflamatdrio e a espessura da pata avaliada nos tempos indicados (A). O painel B mostra
uma comparagao dos resultados 5 h apds a administragcado de Cg. Os pontos e as barras representam
a média + E.P.M. da espessura (um) da pata dos animais (n=6-8). As diferengas entre os grupos
foram analisadas por ANOVA de duas vias (A) ou de uma via (B) seguida pelo teste de Bonferroni. Os
simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagdo com o grupo tratado com V + Cg (*
p<0,05).
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Assim, os dados apresentados até o momento sugerem que tanto o EEt
quanto o DCM possuem atividades antinociceptiva e anti-inflamatoéria importantes.
Estas atividades podem ou n&o estar relacionadas as mesmas substéncias e, pelo
menos até o momento, ndo é possivel precisar se estes extratos possuem
substancias que possam oferecer efeitos anti-inflamatérios e/ou analgésicos
diferentes dos farmacos ja conhecidos. Além disso, como descrito anteriormente, o
DCM possui as substancias insaturadas similares ao EEt e em maior concentracgao.
Em vista disso o extrato em DCM foi fracionado por cromatografia, fornecendo as
substancias 1 e 2, cuja identificacdo apresentaremos a seguir. A analise
e interpretacdo dos espectros de RMN bem como a elucidagdo das estruturas

moleculares foram conduzidas pela Profa. Dra. Maria Elida Alves Stefanello.
4.3 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA 1

A substancia 1 foi isolada como um sdlido incolor e cristalino. A sua rotagao
especifica em cloroférmio foi de + 23,27. O seu espectro de RMN de 'H (Figuras 16
e 17) mostrou sinais de um grupo metila ligado a um carbono secundario (61 1,19,
dupleto), de quatro grupos acetato (6n 2,02; 2,07; 2,08 e 2,13), de hidrogénios
metilénicos (6n 2,44; 2,47), de varios hidrogénios oximetinicos (o1 4,92-5,37), e de
hidrogénios olefinicos (61 5,80-6,88). Sdo os mesmos sinais observados para a
substancia majoritaria nos extratos etandlico total e DCM. O espectro de RMN de
13C (Figura 18) totalmente desacoplado apresentou os sinais de quatro grupos
acetato (6c 20,5-21,0 e 169,7 a 170), de um grupo metila (6¢c 29,1), de cinco
carbonos oximetinicos (dc 67,3-75,8), de 4 carbonos olefinicos (5c 121,4-144,5), e de
um grupo carbonila de uma lactona (3¢ 163,4). Desconsiderando os grupos acetato,
a substancia 1 tem um esqueleto basico de 12 carbonos. Esse dado indica que 1
pertence a classe das pironas, um grupo de substancias que é considerado como
marcador quimico do género Hyptis (MARTINEZ-FRUCTUOSO et al., 2019) o antigo
nome de Cantinoa. O mapa de contorno 'H-'3C de correlagdo a uma ligagdo
(HSQC, Figura 19) forneceu os deslocamentos quimicos dos carbonos aos quais 0s
hidrogénios estavam ligados. E o mapa de contorno 'H-'3C a longa distancia
(HMBC, Figura 20) permitiu determinar a sequéncia de ligacéo dos diferentes grupos

na molécula.
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No espectro de RMN de 'H foram observados sinais para duas ligagbes
duplas. Uma delas esta representada pelo dupleto largo em 61 6,05 (J = 9,5 Hz) e
pelo multipleto em dH 6,88. A constante de acoplamento do primeiro sinal indica uma
configuragdo Z, estando essa ligagao dupla no anel da pirona. Essa posicao €
confirmada pelas correlacbes observadas no mapa de correlagado a longa distancia
"H-13C (HMBC, Figura 20). Ali se observa que o hidrogénio em 51 6,88 apresenta
correlagcdes com os carbonos em 6c 163,4, 75,8 e 29,2, enquanto que o sinal em dn
6,05 mostra correlagdes com os carbonos em oc 163,4 e 29,2. Isso indica que essa
ligacado dupla esta nas posi¢des C-2/C-3, tendo em C-4 um grupo metileno (6¢c 29,2).
A outra ligagédo dupla esta representada pelos sinais em o+ 5,85 (dd, J = 15,8 € 4,0
Hz) e 5,80 (dd, J = 15,8 e 6,1 Hz). A larga constante de acoplamento (15,8 Hz)
indica que essa ligagédo dupla tem uma configuragdo E. A sua posi¢ao foi deduzida
pelas correlagdes no HMBC. O sinal em 61 5,85 mostra correlagdo com o carbono
em o&c 29,2, devendo estar em C-6. O outro hidrogénio olefinico (o1 5,80) mostra
correlagdes com os carbonos em oc 75,5 e 71,8, estando vizinho a um grupo
acetato. Os quatro grupos acetato devem estar em C-8, C-9, C-10, e C-11. Com
essas informacgdes, e as demais correlagdes observadas (Tabela 1) a estrutura de 1
foi deduzida como uma &-lactona (a-pirona), com uma cadeia lateral de sete
carbonos, contendo uma ligagao dupla e quatro grupos acetato vizinhos (Figura 15).
A partir dai uma busca na literatura mostrou que essa substancia era conhecida,
tendo sido isolada de uma espécie de Hyptis, e denominada Anamarine (ALEMANY
et al., 1979). Uma vez que os nossos dados de RMN sao quase idénticos aos da
anamarine (Tabela 1), podemos considerar que a substancia 1 tem a mesma

estereoquimica relativa da anamarine.

(:)Ac (:)Ac

FIGURA 15: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 1
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Posicao Substancia 1 anamarine
du; mult. (J em Hz) 8¢ HMBC du; mult. (J em Hz) dc
1 163,4 163,4
2 6,05; dl (9,8) 121,4 1,4 6,05; ddd (9,9:1,7:1,7) 121,5
3 6,88; ddd 144.5 1,4,5 6,88; ddd (9,9:5,2:3,5) 144,4
(9,8:5,3:3,0)
4 2,50-239; m 29,1 2,56 2,47-2,41; m 29,1
5 4,98-4,90; m 75,8 4,99-490; m 75,8
6 5,80; dd (15,6:6,2) 125,5 4,5,7,8 5,88-5,74; m 125,6
7 5,85; dd (15,6:4,1) 132,9 5,6,8 5,88-5,74; m 133,0
8 5,37; dd (7,2:6,2) 71,8 7,6,9, 5,36; dd (7,2:5,2) 71,9
CO-8
9 5,31; dd (7,2:3,6) 70,4 10 5,30; dd (7,2:3,5) 70,5
10 5,18; dd (6,7:3,6) 71,5 11,12, 5,17; dd (7,0:3,5) 71,6
CO-10
11 4,92; quinteto (6,5) 67,3 10, 12, 4,91; dq (6,4:6,4) 67,3
em sobreposigcao CO-11
com H-5
12 1,19; d (6,5) 15,7 10, 11 1,17; d (6,4) 15,8
CHsCO- 2,08; s 20,8 (Me) CO-8 2,07;s 20,8
8 169,7 (CO)
169,6
CHsCO- 2,12;s 21,0 (Me) CO-9 2,12;s 20,9
9
168,8 (CO) 169,8
CHsCO- 2,07; s 20,8 (Me) CO-10 2,06; s 20,6
10
169,8 (CO) 169,7
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CHsCO- 2,02; s 21,1 (Me) CO-11 2,02;s 21,0

11 170,0 (CO)
170,0

TABELA 1: DADOS DE RMN PARA A SUBSTANCIA 1 (CDCL3, 600 MHZ) EM COMPARACAO COM
OS DADOS DA LITERATURA PARA ANAMARINE (GAO e O'DOHERTY, 2005).

Mult.: multiplicidade do sinal: d — dupleto; dd — duplo dupleto; ddd — duplo duplo dupleto; dl — dupleto
largo; s — simpleto; m — multipleto; HMBC: correlagdes 'H-'3C. Os nimeros se referem a cadeia
carbdnica.
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FIGURA 16 — ESPECTRO DE RMN DE 'H DE 1 (CDCls, 600 MHZ).
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FIGURA 17: ESPECTRO DE RMN DE 'H DE 1 (CDCls, 600 MHZ). AMPLIAGAO DA REGIAO ENTRE
oH 4,6-7,3.
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FIGURA 18: ESPECTRO DE RMN DE 13C DE 1 (CDCls, 50 MHZ)
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FIGURA 19: MAPA DE CONTORNO 'H-13C DE CORRELACAO A UMA LIGACAO (HSQC) DE 1
(CDCls, 600 MHZ)
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FIGURA 20: MAPA DE CONTORNO 'H-'3C DE CORRELACAO A LONGA LIGACAO (HMBC) DE 1
(CDCLs, 600 MHZ)

78

F1 [ppm]

120 100 80 60 40

140

F1 [ppm]



79

4.4 IDENTIFICACAO DA SUBSTANCIA 2

Esta substancia também foi isolada como um sdlido cristalino incolor, com
rotagdo especifica de +103,57 (cloroférmio). O espectro de RMN de 'H da
substancia 2 (Figuras 22, 23 e 24) foi semelhante aquele da substancia 1, indicando
que essas duas substancias pertencem a mesma classe. No espectro de RMN de 'H
de 2 (Figuras 22, 23 e 24) foram observados sinais de um grupo metila ligado a um
carbono secundario (61 1,19, d), de trés grupos acetato (6n 2,03, 2,07 e 2,13), de
seis hidrogénios oximetinicos (6 3,49-5,33), de uma ligagao dupla com configuragao
E (61 5,78,dd, J =15,8 € 4,9, e 61 5,86, dd, J = 15,8 € 6,4), e de uma ligagao dupla
com configuragédo Z (d16,22,d, J=9,7 Hze 61 7,08, dd, J = 9,7 e 5,8 Hz).

O mapa de contorno 'H-'3C a uma ligacdo (HSQC, Figura 25) permitiu
associar cada um desses hidrogénios aos carbonos aos quais estavam ligados. As
correlagdes entre os hidrogénios em on 3,49 e 3,68 com os carbonos em dc 54,5 e
55,6, respectivamente, revelaram a presenga de um grupo epodxido, pois esses
deslocamentos quimicos s&o tipicos deste grupo. A pequena constante de
acoplamento (4,4 Hz) indicou uma relagao cis para o anel epoxido.

O mapa de contorno 'H-"3C a longa distancia (HMBC, Figura 26) permitiu
determinar a sequéncia dos diversos grupos. Assim, a ligacdo dupla com
configuracédo Z foi colocada nas posigdes C-2 e C-3 do anel da pirona devidos as
correlagdes entre o hidrogénio em 61 7,08 (H-3) e os carbonos em &¢c 161,2 (C-1),
74,8 (C-5) e 62,5 (C-4). Por outro lado, o hidrogénio em én 5,27 estava ligado ao
carbono em &c 62,5, e apresentava correlagbes com um carbono de um grupo
acetato (6c 169,8), indicando uma acetilagdo em C-4. Restaram dois grupos acetato
e um epoxido para a cadeia lateral. O grupo epoxido foi localizado em C-6 e C-7
devido a uma correlagdo fraca entre o hidrogénio em on 3,49 (H-6) com C-5 (¢
74,8). A outra ligacédo dupla foi colocada em C-8 e C-9 devido as correlagdes entre
os seus hidrogénios e os carbonos do grupo epoxido (Tabela 2). Restaram dois
grupos acetato, que s6 podem estar em C-10 e C-11. A estrutura 2 é compativel
com todas essas informagdes (Figura 21). Uma revisdo na literatura mostrou que
existem duas substéncias conhecidas com essa estrutura plana, a olguine e a 10-
epi-olguine, as quais que diferem na configuragcdo do carbono 10. Os nossos dados

de RMN coincidiram com os dados da 10-epi-olguine (LU et al., 1997), como
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mostrado na Tabela 2. Para confirmar a estrutura foi obtido um monocristal de 2, e
este foi analisado por cristalografia de raios X (Figura 27). Os resultados

confirmaram a substancia 2 como sendo a 10-epi-olguine.

FIGURA 21: ESTRUTURA DA SUBSTANCIA 2
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FIGURA 22: ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA 2 (CDCls, 600 MHZ).
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FIGURA 23: ESPECTRO DE RMN DE 'H DA SUBSTANCIA 2 (CDCls, 600 MHZ). AMPLIAGAO DA
REGIAO ENTRE &+ 3,4 E 4,3 (REGIAO DOS HIDROGENIOS OXIMETINICOS H-5, H-6 E H-7).
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FIGURA 24 - ESPECTRO DE RMN DE 'H DE 2. AMPLIACAO DA REGIAO ENTRE &H 48 E 74
(REGIAO DOS HIDROGENIOS OXIMETINICOS H-4, H-10 E H-11, E DOS HIDROGENIOS
OLEFINICOS).
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FIGURA 25: MAPA DE CORRELACAO 1H-13C A UMA LlGACAO (HSQC, CDCls, 600 MHZ).
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FIGURA 26: MAPA DE CORRELAGAO 'H-13C A LONGA DISTANCIA (HMBC, CDCls, 600 MHZ).



FIGURA 27: ILUSTRACAO DA ESTRUTURA DE 2 OBTIDA POR CRISTALOGRAFIA DE RAIOS X.
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Posicao Substancia 2 10-epi-olguine
On; mult. (Jem Hz) oc HMBC On; mult. (Jem Hz) Sc
1 161,2 161,5
2 6,22; d (9,8) 1251 1,4 6,15; d (9,6) 125,1
3 7,08; dd (9,8:5,7) 140,6 1,4,5 7,01;dd (9,6:5,7) | 140,7
4 5,27; dd (5,7:2,9) 62,5 2,4,C0O-4 5,21; dd (5,5:3,0) 62,8
5 4,18; dd (8,3:2,9) 74,8 4,6 4,14; dd (8,4:3,0) 75,0
6 3,49; dd (8,3:4,1) 54,5 5 3,41:dd (8,4:4,2) 54,7
7 3,68; dd (4,5:4,1) 55,6 3,61; dd (4,5:4,2) 55,8
8 5,78; dd (15,8:4,5) 1271 7,9,10 5,71; dd (15,6:4,5) | 127,2
9 5,86; dd (15,8:6,5) 130,7 7,8,10 5,80; dd (15,6:5,7) | 130,8
10 5,33; dd (6,5:4,0) 74,4 5,26; dd (5,7:3,9) 74,4
11 5,06; m 70,2 4,98; dq (6,6:4,0) 70,4
12 1,19; d (6,5) 15,3 10, 11 1,04; d (6,6) 15,5
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CHsCO- 2,13;s 20,9 CO-4 2,04; s 20,8
‘ (Me) 170,0
169,8
(CO)
CHsCO- 2,07; s 20,9 CO-10 2,01; s 21,2
10* (Me)
170,2
170,0
(CO)
CHsCO- 2,03; s 21,0 CO-11 1,93; s 21,3
11* (Me)
170,3 170.5
(CO)

TABELA 2: DADOS DE RMN PARA A SUBSTANCIA 2 (CDCLs, 600 MHZ) EM COMPARAGAO COM
OS DADOS DA LITERATURA PARA 10-EPI-OLGUINE (LU et al., 1997).

* atribuicbes que podem estar invertidas.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Neste capitulo passaremos a avaliar a atividade farmacolégicas das
substancias 1 e 2 isoladas do extrato DCM da C. stricta. Em decorréncia da
identificacdo destas substancias como sendo anamarine (ANA) e 10-epi-olguine

(EPI) passaremos a utilizar estes nomes quimicos.

451 EFEITO DA ANAMARINE E DA 10-EPI-OLGUINE NA HIPERALGESIA
MECANICA INDUZIDA POR LPS

O primeiro grupo de experimentos foi desenvolvido no sentido de avaliar o
efeito da anamarine e da 10-epi-olguine administradas pela mesma via que os

extratos (v.0.) sobre a hiperalgesia mecanica induzida por LPS. O tratamento com a
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anamarine na dose de 1 mg/kg ndo causou alteragao significativa na hiperalgesia
mecéanica induzida pelo LPS, quando comparada com o grupo tratado somente com
o veiculo (Figura 28). Porém, o tratamento com anamarine nas doses de 1,8 e 3,0
mg/kg reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica induzida por LPS, que se
iniciou na terceira hora e se manteve até a quinta hora (Figura 28A). Analisando a
intensidade de hiperalgesia, a anamarine nas doses de 1,8 e 3,0 mg/kg também
reduziu a hiperalgesia mecanica em 42% e 80%, respectivamente enquanto a menor
dose nao apresentou uma reducao significativa (Figura 28B). Estes dados
demonstram um efeito dependente da dose da anamarine sobre a hiperalgesia
induzida por LPS.

Por outro lado, o tratamento sistémico com a 10-epi-olguine na dose de 1
mg/kg nao causou alteragao significativa na hiperalgesia mecanica induzida pelo
LPS, quando comparada com o grupo tratado com veiculo (Figura 29). Porém, o
tratamento com a 10-epi-olguine nas doses de 3,0 e 10,0 mg/kg reduziu
significativamente a hiperalgesia mecanica induzida por LPS. A redugao foi evidente
a partir da terceira hora e se manteve até a quinta hora (Figura 29A). Guardando-se
as diferengas entre as doses, a analise da intensidade de hiperalgesia demonstrou
que o efeito da 10-epi-olguine foi similar ao observado para a anamarine. O
tratamento dos animais com 10-epi-olguine por via oral na dose de 1,0 mg/kg néo
modificou a intensidade de hiperalgesia induzida por LPS enquanto nas doses de
3,0 e 10 mg/kg a 10-epi-olguine reduziu a hiperalgesia mecanica em 48% e 95%,
respectivamente (Figura 29B). O efeito da 10-epi-olguine na hiperalgesia mecanica
também se mostrou dependente da dose (Figura 29B). O tratamento com a
indometacina reduziu em 85% e 98% a hiperalgesia mecéanica induzida pelo LPS

(Figura 28B e 29B, respectivamente).
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FIGURA 28: EFEITO SISTEMICO DA ANAMARINE SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELO LIPOPOLISSACARIDEO EM CAMUNDONGOS. O limiar mecéanico basal (B) dos
animais foi avaliado antes de qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados pela v.o.
com anamarine (ANA) nas doses de 1,0, 1,8 ou 3,0 mg/kg, com veiculo (V, Tween 80 0,1 %), ou com
indometacina (INDO, 5 mg/kg). Uma hora apds o tratamento, os animais receberam uma injecao i.pll
de lipopolissacarideo (LPS, 100 ng/pata) como estimulo hiperalgésico. O limiar mecanico dos animais
foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h apds a administragdo do estimulo hiperalgésico (A). O painel B
mostra intensidade de hiperalgesia (U.A.) calculada a partir da area sob curva dos dados em A. Os
pontos e as barras representam a média + E.P.M. do limiar mecanico da pata dos animais ou da
intensidade de hiperalgesia (n=6-8). As diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de
duas vias (A) de uma via (B), seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenga
estatistica em comparagédo com o grupo que recebeu V + LPS (* p<0,05), ANA 1,0 mg/pata + LPS (*
p<0,05) ou ANA 1,8 mg/pata + LPS (4 p<0,05).
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FIGURA 29: EFEITO SISTEMICO DA 10-EPI-OLGUINE SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELO LIPOPOLISSCARIDEO EM CAMUNDONGOS. O limiar mecanico basal (B) dos
animais foi avaliado antes de qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados pela via
oral com 10-epi-olguine (EPI) nas doses de 1,0, 3,0 ou 10,0 mg/kg, com veiculo (V; Tween 80 0,1 %),
ou com indometacina (INDO, 5 mg/kg). Uma hora apds o tratamento, os animais receberam uma
injecdo ipl de lipopolissacarideo (LPS; 100 ug/pata) como estimulo hiperalgésico. O limiar mecanico
dos animais foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h apds a administragdo do estimulo hiperalgésico (A). O
painel B mostra intensidade de hiperalgesia (U.A.) calculada a partir da area sob curva dos dados em
A. Os pontos e as barras representam a média + E.P.M. do limiar mecénico da pata dos animais ou
da intensidade de hiperalgesia (n=6-8). As diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA
de duas vias (A) de uma via (B), seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferencga
estatistica em comparagao com o grupo que recebeu V + LPS (* p<0,05), EPI 1,0 mg/pata + LPS (*
p<0,05) ou EPI 3,0 mg/pata + LPS (& p<0,05).
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O efeito do tratamento sistémico dos animais com anamarine e 10-epi-olguine
nas maiores doses também foi avaliado nos modelos de nocicepgéo térmica (placa
aquecida) e no desempenho motor. Os resultados apresentados na Figura 30A
demonstram que a anamarine e a 10-epi-olguine, administrados por v.0., nas
mesmas doses (3,0 mg/kg e 10,0 mg/kg, respectivamente) que inibiram hiperalgesia
induzida pelo LPS ndo aumentaram o tempo de permanéncia sobre a placa
aquecida, ou seja, nao apresentaram nenhum efeito antinocicpetivo neste modelo.
Esse mesmo resultado foi observado na terceira e quinta hora apdés o tratamento
(dados nao apresentados). Por outro lado, o tratamento dos animais com fentanil,
aumentou significativamente (95%) o tempo de permanéncia na placa aquecida
guando comparado com o tratamento com veiculo (Figura 30A).

De forma semelhante, a anamarine e a 10-epi-olguine, administrados por v.o.,
nas mesmas doses citadas acima, ndo afetaram de forma significativa o
desempenho motor dos animais quando comparados com os animais que foram
tratados apenas com veiculo (grupo controle) (Figura 30B). Esses resultados, como
nos resultados da placa aquecida, foram obtidos 1 h apds o tratamento. E esse perfil
se manteve na terceira e quinta hora apds o tratamento (dados ndo apresentados).
Em contraste, os animais que foram tratados com diazepam, apresentaram uma
reducao significativa, 95 %, da coordenagado motora no teste do rota-rod, sendo esse

o controle positivo desse experimento (Figura 30B).
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FIGURA 30: EFEITO DA ANAMARINE E DA 10-EP/I-OLGUINE NO TESTE DE PLACA AQUECIDA E
NO DESEMPENHO MOTOR EM CAMUNDONGOS. Os animais foram tratados pela via oral com
Anamarine (ANA; 3,0 mg/kg), com 10-epi-olguine (EPI, 10,0 mg/kg) ou veiculo (V) (Tween 80 0,1 %).
No painel A, o comportamento nociceptivo na placa aquecida foi avaliado 1 h apds os tratamentos.
Animais controles receberam fentanil (FENT) (100 ug/kg sc), 15 min antes do teste. No painel B, o
tempo de permanéncia no aparelho foi avaliado 1 h apds o tratamento dos animais com ANA, EPI ou
veiculo (V) como indicativo do desempenho motor. Animais controles receberam diazepam (DIAZ; 5
mg/kg sc), 15 min antes do teste. Cada barra representa a média + E.P.M. da % MEP ou do tempo de
permanéncia no aparelho (s). As diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de uma
via, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados significativos. Os
simbolos demonstram diferenga estatistica em comparacdo com o grupo tratado com veiculo (*
p<0,05).
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Os dados obtidos até o momento sugerem que ambas as substancias
isoladas do extrato DCM da C. stricta, anamarine e 10-epi-olguine apresentaram
uma atividade antinociceptiva na nocicepg¢édo induzida pela administracdo i.pl. de
LPS. A atividade destas substancias é bastante similar aquela observada no extrato
DCM, sendo bastante efetivas na hiperalgesia mecanica de origem inflamatéria mas
nao sendo efetivas na nocicepgédo térmica aguda e nado afetando o desempenho
motor dos animais. Estes dados nos permitem afirmar que, pelo menos em parte, a
atividade antinociceptiva do EEt e do DCM se deve a presencga destas substancias.

No entanto, a administracéo sistémica destas substancias neste experimento
nao nos permite inferir o local exato de sua acédo. A complexidade da via nociceptiva
ascendente apresentada no inicio deste estudo bem como sua modulagao por vias
descendentes permite diversos potenciais alvos de drogas analgésicas.

Por outro lado, estudar o mecanismo de agao destas substancias utilizando-
se a administracdo sistémica demandaria maiores quantidades das substancias
purificadas que no momento nao estavam disponiveis. A administracao local destas
substancias poderia, portanto, visar estes dois pontos, ou seja, uma menor
quantidade de material puro seria necessaria para os testes e poderiamos obter
pistas importantes sobre o mecanismo de acdo uma vez que os dados sugeriam um
efeito sobre a sensibilizagado de terminais nociceptivos.

Seguindo esta logica, procedeu-se a avaliagao do efeito da administragao i.pl.
das substancias isoladas sobre a hiperalgesia mecanica induzida por LPS. O
tratamento com a anamarine na menor dose selecionada ndo causou alteracéo
significativa na hiperalgesia mecanica induzida pelo LPS quando comparado com o
grupo tratado somente com o veiculo (Figura 31). Entretanto, o tratamento com
anamarine nas doses de 90 ou 300 ng/pata reduziu significativamente a hiperalgesia
mecanica. Essa diminuicdo também se iniciou na terceira hora e se manteve até a
quinta hora (Figura 31A). Da mesma maneira, o tratamento com indometacina
reduziu significativamente a hiperalgesia mecénica induzido pelo LPS (Figura 31A).
De maneira similar ao que foi observado para a administragdo sistémica, a analise
da intensidade de hiperalgesia demonstrou um efeito dependente da dose (Figura
31B) com redugbes de 0, 48% e 86% para as doses de 30, 90 e 300 ng/pata,
respectivamente. Ja o tratamento com a indometacina diminuiu a hiperalgesia

mecanica do LPS em 87% (Figura 31B). Além disso, podemos notar tanto no Painel
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A quanto no B da Figura 31 que a administracdo da anamarine na maior dose
testada, 300 ng/pata, ndo causou qualquer alteragdo do limiar mecanico dos
animais. Com os dados obtidos para a administracao local foi possivel construir uma
curva dose-efeito para o efeito inibitério da anamarine (Figura 31C) e calcular a dose
efetiva 50% (DES50) que foi de 94 ng/pata.

A fim de confirmar que o efeito observado se tratava de um efeito local da
anamarine, grupos distintos animais foram tratados na pata direita ou na pata
esquerda com substancia ou com veiculo na pata direita. Apdés 15 min, os trés
grupos receberam uma injecdo i.pl. do agente algogénico LPS sempre na pata
direita, onde também foi medido o limiar mecanico. No grupo que recebeu o
tratamento com anamarine na pata ipsilateral, ou seja, anamarine e LPS na mesma
pata, o tratamento reverteu a hiperalgesia induzida pelo LPS na terceira hora e se
manteve até a quinta hora (Figura 31D). Ja o tratamento com anamarine na pata
esquerda (contralateral) ndo modificou a hiperalgesia causada pelo LPS na pata
direita do animal, confirmando que o efeito observado quando da injecdo i.pl. de
anamarine é local.

Os resultados obtidos com 10-epi-olguine foram qualitativamente idénticos.
De maneira sucinta, o tratamento com a 10-epi-olguine na menor dose nao
modificou a hiperalgesia mecéanica enquanto que nas doses maiores este tratamento
reduziu significativamente esta resposta. Essa diminuicdo também se iniciou na
terceira hora e se manteve até a quinta hora (Figura 32A). De maneira similar ao que
foi observado para a administracdo sistémica, a analise da intensidade de
hiperalgesia demonstrou um efeito dependente da dose (Figura 32B) com reducdes
de 0, 36% e 91% para as doses de 100, 300 e 1000 ng/pata, respectivamente.
Portanto, o efeito antinociceptivo da 10-epi-olguine, do ponto de vista quantitativo se
deu em doses superiores aquelas observadas para a anamarine. Neste
experimento, o tratamento com a indometacina diminuiu a hiperalgesia mecénica
induzida por LPS em 91% (Figura 32B). De maneira similar a anamarine, a
administragdo somente de 10-epi-olguine na pata ndo causou qualquer alteragdo do
limiar mecanico dos animais. Com os dados obtidos para a administragao local foi
possivel construir uma curva dose-efeito para o efeito inibitério da EPI (Figura 32C)
e a DES50 calculada foi de 304 ng/pata. A Figura 32D, de maneira similar ao

observado para anamarine, demonstra que a 10-epi-olguine so6 foi efetiva em reduzir



92

a hiperalgesia mecéanica quando administrada na mesma pata que o LPS e ndo na

pata contralateral sugerindo um efeito local.



93

>

—-o— V+V —— ANA 90 ng/pata + LPS
—O0— V+LPS —¥—  ANA 300 ng/pata + LPS

ANA 30 ng/pata + LPs —=~ ANA 300 ng/pata +V
—#— INDO 150 ng/pata + LPS*

(=]
1
=
o
1
o

C z
© 3
I s
Q [
o )
© 6 * s 104
o %: — — :é 9
g [ = z o
e 4_ g
() * o 54
© * T
() 2 g * & *
© -
: : ml::
3 £ o AL L LB o
€ 5. V.V 30 90 300 150 300 (ngipata)
3 ANA INDO ANA
£ T T T 1 —
B 1 3 5 Inje¢ao de LPS
Tempo apés LPS (h)
- V+V
1501 D 2 Vit
ANA 300 ng/pata Ipsi + LPS
S |~ ANA300ng/pata Contra + LPS
o 100 o 6] NDO150ngpata +LPS
) n— - A
2 «v
£ 50 S 44
3 =
X 0 T T I 1 E 2+
1.5 20 25 3.0 i
-50- . 0-
LOG Concentragao ANA . : : :
B 1 3 5

Tempo apos LPS (h)

FIGURA 31: EFEITO LOCAL DA ANAMARINE SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA
PELO LIPOPOLISSCARIDEO EM CAMUNDONGOS. O limiar mecanico basal (B) dos animais foi
avaliado antes de qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados pela via ipl com
anamarine (ANA) nas doses de 30, 90 ou 100 ng/pata, com veiculo (V, Tween 80 0,1 %), ou com
Indometacina (INDO, 150 ng/pata). Quinze minutos apds o tratamento, os animais receberam
Lipopolissacarideo (LPS, 100 ug/pata) como estimulo hiperalgésico ou veiculo. O limiar mecanico dos
animais foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h apdés a administracdo do estimulo hiperalgésico (A). O
painel B mostra intensidade de hiperalgesia (U.A.) calculada a partir dos dados mostrados em A. O
painel C mostra o calculo da DE50 da ANA com base nos dados de intensidade de hiperalgesia. O
Painel D mostra o efeito da ANA administrada na pata ipsilateral (ipsi) ou contralateral (contra) a
administracdo de LPS. INDO foi administrada na pata ipsilateral. Os pontos e as barras representam
a média + E.P.M. do limiar mecéanico da pata dos animais, da intensidade de hiperalgesia, ou da % de
inibicdo da hiperalgesia (n=6-8). As diferencas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de duas
vias (A e D) ou de uma via (B), seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenga
estatistica em comparagdo com o grupo que recebeu V + LPS (* p<0,05), ANA 30 ng/pata + LPS (*
p<0,05) ou ANA 90 ng/pata + LPS (& p<0,05).



94

A —o— V+V
8§40 V+LPS
EPI 100 ng/pata + LPS

EPI 300 ng/pata + LPS

EPI 1000 ng/pata + LPS 15-
EPI 1000 ng/pata + V g B
INDO 150 ng/pata + LPS;‘ l

* *3

bote

»
1

« HEH

Hiperalge:

*#

*
e

Limiar Mecanico (g)
S

—A3
o 54
2- K
T
) * & *
c
0' ig 0' T T I_—Fl ﬁ l-':IF”
T T T 1 Vv V 100 300 1000 150 1000(ng/pata)
B 1 3 5 EPI INDO EPI
Tempo apds LPS (h) Injegao de LPS
150+ C D-e v+v
g0 V+LPS
EPI 1000 ng/pata Ipsi + LPS

—— EPI 1000 ng/pata Contra + LPS

100+
—=— INDO 150 ng/pata + LPS

% de Inibicao
S

. . b

2.0 25 3.0

o

Limiar Mecanico (g)
S

&
o
L

LOG Concentragédo EPI 0-

B 1 3 5
Tempo apos LPS (h)

FIGURA 32: EFEITO LOCAL DA 10-EPI-OLGUINE SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELO LIPOPOLISSCARIDEO EM CAMUNDONGOS. O limiar mecanico basal (B) dos
animais foi avaliado antes de qualquer tratamento. Em seguida, os animais foram tratados pela via ipl
com 10-epi-olguine (EPI) nas doses de 100, 300 ou 1000 ng/pata, com veiculo (V; Tween 80 0,1 %),
ou com indometacina (INDO, 150 ng/pata). Quinze minutos apds o tratamento, os animais receberam
lipopolissacarideo (LPS, 100 ug/pata) como estimulo hiperalgésico ou veiculo. Foi medido o limiar
mecanico dos animais em 1, 3 e 5 horas (h) apds a administracdo do estimulo hiperalgésico e seu
resultado esta expresso como Intensidade de hiperalgesia (g) (B = limiar basal dos animais). O painel
B mostra intensidade de hiperalgesia (U.A.). O painel C mostra o célculo da IC50 da EPI com base
nos dados de intensidade de hiperalgesia. O Painel D mostra o efeito da EPI administrada na pata
ipsilateral (ipsi) ou contralateral (contra) a administracdo de LPS. INDO foi administrada na pata
ipsilateral. Os pontos e as barras representam a média + E.P.M. do limiar mecanico da pata dos
animais, da intensidade de hiperalgesia, ou da % de inibicdo da hiperalgesia (n=6-8). As diferencas
entre os grupos foram analisadas por ANOVA de duas vias (A e D) ou de uma via (B), seguida pelo
teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagdo com o grupo que
recebeu V + LPS (* p<0,05), EPI 100 ng/pata + LPS (* p<0,05) ou EPI 300 ng/pata + LPS (&4 p<0,05).
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Os dados obtidos nestes experimentos demonstram que tanto a anamarine
quanto a 10-epi-olguine possuem um efeito local na redugdo da hiperalgesia
inflamatéria induzida por LPS. E importante ressaltar, entretanto, que a ocorréncia
deste efeito local ndo exclui a possibilidade destas substancias possuirem outros
sitios de acdo quando da administracao sistémica que podem incluir inclusive sitios
no sistema nervoso central.

Como podemos observar ainda, as doses de anamarine que foram efetivas
em reduzir a hiperalgesia mecanica induzida por LPS foram inferiores as doses
necessarias para se obter um efeito similar na hiperalgesia do que com 10-epi-
olguine. A construgdo de uma curva da % de inibigdo (efeito) pela dose nos permitiu
calcular a DE5S0 das duas substancias. Embora a concentracdo das substancias em
base molar ndo tenha sido utilizada para estes calculos (0 que aumentaria a
precisdo desta informacdo) a fim de manter-se as mesmas unidades de massa
através do estudo, a anamarine e a 10-epi-olguine possuem massas moleculares
bastante similares. A comparacdo destas DE50 demonstrou que a 10-epi-olguine
possui uma DE50 aproximadamente 3 vezes superior a anamarine (304 x 94
ng/pata, respectivamente) demonstrando que esta uUltima é a mais potente das
substancias presentes na C. stricta.

A constatacdo deste efeito local das duas substancias nos permitiu dar
continuidade ao estudo utilizando a administracao local das substancias e, portanto,
uma menor quantidade de substancia isolada foi necessaria.

Além da atividade antinociceptiva, o EEt e o DCM apresentaram também
atividade anti-edematogénica, o que sugeriu que a atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria nestes extratos poderiam estar correlacionas. Assim, para avaliar se o
mesmo se repetia com as substancias isoladas, avaliou-se o efeito destas
substancias no edema de pata induzido por carragenina. O tratamento i.pl. com o
anamarine  (300ng/pata) e com 10-epi-olguine  (1000ng/pata) reduziu
significativamente edema induzido por carragenina sendo que este efeito mostrou-se
evidente na fase mais tardia do processo, entre a terceira e quinta hora (Figura 33A).
O tratamento com o nosso controle positivo dexametasona também apresentou o
mesmo perfil das moléculas testadas (Figura 33A). Analisando somente o efeito na
quinta hora apo6s a aplicagdo da carragenina observamos que o tratamento com a

anamarine e com a 10-epi-olguine reduziu o edema em 55% e 39%,
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respectivamente (Figura 33B) enquanto a dexametasona reduziu em 57% (Figura
33B).

Estes dados demonstram que, assim como para o efeito antinociceptivo, a
anamarine e a 10-epi-olguine possuem um efeito anti-inflamatorio local. Estes dados
sugerem, mais uma vez, que os efeitos antinociceptivo (particularmente a redugao
da hiperalgesia mecanica inflamatéria) e o efeito anti-inflamatoério destas substancias

estao correlacionados.
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FIGURA 33: EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DA ANAMARINE E DA 10-EPI-OLGUINE
SOBRE O EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS. Os animais
foram ftratados pela via intraplantar com Anamarine (ANA, 300ng/pata), 10-epi-olguine (EPI,
1000ng/pata), veiculo (V, Tween 80 0,1 %) ou dexametasona (DEX, 30 ng/pata). Uma hora apods o
tratamento os animais receberam Carragenina (Cg, 300 pg/pata) como estimulo inflamatério e a
espessura da pata avaliada nos tempos indicados (A). O painel B mostra uma comparagdo dos
resultados 5 h apds a administragcdo de Cg. Os pontos e as barras representam a média + E.P.M. da
espessura (um) da pata dos animais (n=6-8) nos diferentes tempos apés a injegdo de Cg ou na quinta
hora apés a administragdo de Cg, respectivamente. As diferengas entre os grupos foram analisadas
por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. Os simbolos demonstram diferenca
estatistica em comparagéo com o grupo tratado com V + Cg (* p<0,05).
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452 EFEITO DA ANAMARINE E DA 10-EPI-OLGUINE NA HIPERALGESIA
MECANICA INDUZIDA POR DIFERENTES ESTIMULOS.

A identificacdo do efeito local da anamarine e da 10-epi-olguine nos permitiu
estudar com um pouco mais de detalhes seu modo de agado. Para tanto, o efeito da
administracao local dessas moléculas foi avaliado na hiperalgesia mecanica induzida
por diferentes estimulos algogénicos.

De maneira surpreendente, apesar de serem efetivas em reduzir a
hiperalgesia induzida por LPS, ambas as substdncias n&o modificaram a
hiperalgesia induzida por TNF-o (Figura 34A) e IL-1B (Figura 34B), duas das
citocinas mais comumente relacionadas ao efeito nociceptivo do LPS. Diversos
estudos demonstram que estas citocinas induzem a sintese de COX-2 (SAMAD et
al.,, 2001; SCHAFERS et al., 2004; BASBAUM et al., 2009) com consequente
geracéo de prostaglandinas que estdo entre os principais indutores de hiperalgesia
inflamatodria (FERREIRA et al., 1973; SAMAD et al.,, 2001; ANWAR, 2016; BELL,
2018). O efeito antinociceptivo dos anti-inflamatorios ndo esteroidais como a aspirina
e a indometacina, esta relacionado ao bloqueio desta enzima e portanto das
prostaglandinas (FERREIRA et al., 1973; VARELA et al., 2018). De fato, nosso
controle positivo indometacina foi efetivo em bloquear a hiperalgesia induzida por
ambas as citocinas (Figura 34A e Figura 34B). Portanto, estes dados sugerem que a
anamarine e 10-epi-olguine possuem um mecanismo de agao diferente dos anti-
inflamatorios néo esteroidais classicos.

Alguns estudos demonstram que a hiperalgesia induzida por LPS possui dois
componentes importantes, o componente prostaglandina e o componente simpatico
(Calil et al., 2014; Cunha et al., 2007). Ambos sdo capazes, dentre outros
mecanismos, de ativar a adenilato ciclase e promover o aumento de AMPc dentro do
terminal nociceptivo. Este aumento de AMPc promove, através principalmente da
ativacao de PKA, a ativacao dos canais de sodio Navis e Navi.g, responsaveis em
ultima analise, pela entrada de sédio no terminal e consequente reducao do limiar de
excitacao que caracteriza o estado hiperalgésico (CUNHA et al., 1999; DINA et al.,
2001; KAWABATA, 2011). De fato, nossos resultados demonstram que a
administracdo de PGE:2 (Figura 34C), das aminas simpatomiméticas dopamina

(Figura 34D) e epinefrina (Figura 34E), do ativador da adenilato ciclase forscolina
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(Figura 34F) e de uma forma estavel do AMPc, o dbAMPc (Figura 34G) induziram
hiperalgesia nos animais. Nestes experimentos foi utilizado como controle positivo a
dipirona, que embora seja classificada como anti-inflamatério ndo esteroidal, possui
mecanismos de acio adicionais. Ja foi demonstrado que a administracdo local de
dipirona promove a abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP, permitindo a
saida de K* das células sensibilizadas. Esta saida de cargas positivas € responsavel
pela restauracao do limiar do nociceptor aos niveis prévios a sensibilizacdo (ALVES
e DUARTE, 2002). Assim, como mostrado em nossos experimentos, a dipirona
reverte a hiperalgesia induzida por todos estes estimulos (Figuras 34C a 34G).
Diferentemente da dipirona, a anamarine e a 10-epi-olguine ndo modificaram a
hiperalgesia induzida por PGEz, forscolina e dbAMPc mas foram efetivas em abolir a
hiperalgesia induzida pelas aminas simpatomiméticas dopamina e epinefrina (Figura
34F e 34G, respectivamente).

Estes dados sugerem que o efeito antinociceptivo destas substéncias n&o
esta relacionado ao componente prostaglandina da hiperalgesia mecanica, mas sim
ao componente simpatico desta resposta. Embora tanto as prostaglandinas como as
aminas simpatomiméticas dividam um mecanismo comum de geragcao de
hiperalgesia que envolve o aumento de AMPc no terminal nociceptivo, existem
autores que sugerem que a hiperalgesia pode ser gerada através de outros
segundos mensageiros. Em 2001, Dina e colaboradores demonstraram que em
camundongos machos, enquanto a PGE2 utiliza somente a ativagcédo de PKA para
gerar hiperalgesia a epinefrina, através da ativagao de receptores 3 adrenérgicos por
utilizar, além da PKA, a MEK e a PKCg (DINA et al., 2001).

O TPA é um conhecido ativador de PKC e estudos anteriores ja
demonstravam que a injegao ipl de TPA induz hiperalgesia mecanica. Nossos dados
corroboram esta observacdo. A administragdo de TPA promoveu uma redugdo do
limiar mecanico dos animais (Figura 34H). O tratamento dos animais com ANA e EPI
aboliu esta resposta hiperalgésica (Figura 34H). Estes dados sugerem que o efeito
antinociceptivo destas substancias esta relacionado a ativagdo de PKC durante a
hiperalgesia. Portanto, ndo é de surpreender que estas substancias nao bloqueiem
vias essencialmente relacionadas a ativagdao da PKA como o que ocorre apos a

administracao de PGEz, forscolina e o proprio AMPCc.
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Para corroborar estes dados, um ultimo experimento foi feito.
Interessantemente, Dina et al. (2001) demonstraram uma diferenga essencial entre
machos e fémeas quanto as vias indutoras de hiperalgesia com relagéo a epinefrina.
Enquanto em machos, como citado anteriormente, a EPI ativava 3 vias de
transducdo de sinal (PKA, a MEK e a PKCeg), em fémeas, este agonista ativa
somente a via de transducao de sinal através da MEK. Portanto, considerando que a
ativacao da PKCe seria o principal alvo da ANA e da EPI, estas substancias nao
deveriam ser efetivas na hiperalgesia induzida por epinefrina em fémeas.
Corroborando esta hipétese, enquanto o tratamento dos camundongos machos com
ANA e EPI aboliu a hiperalgesia mecénica induzida por epinefrina em machos
(Figura 35A) estas foram inefetivas na hiperalgesia mecanica em fémeas (Figura
35B).
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FIGURA 34: EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DA ANAMARINE E DA 10-EPI-OLGUINE
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR SUBSTANCIAS ALGOGENICAS EM
CAMUNDONGOS. O limiar mecéanico basal (B) dos animais foi avaliado antes de qualquer
tratamento. Em seguida, os animais foram tratados com anamarine (ANA, 300 ng/pata), 10-epi—
olguine (EPI, 1000 ng/pata), veiculo (V, Tween 80 0,1 %), indometacina (INDO, 150 ng/pata) ou
dipirona (DIP, 320 pg/pata) na pata direita. Quinze minutos apds o tratamento, os animais receberam
fator de necrose tumoral a (TNF-a, 1 pg/pata, painel A), Interleucina 1B (IL-1B, 100 pg/pata, painel B),
prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng/pata, painel C), Forscolina (FORS, 1 pg/pata, painel D), dibutiril
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (dbAMPc, 5 yg/pata, painel E), Dopamina (DOP, 3 ug/pata, painel
F), Epinefrina (EPN, 100 ng/pata, painel G) ou 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA, 50
pmol/pata, painel H) na pata direita como estimulo hiperalgésico. O limiar mecanico dos animais foi
avaliado novamente 1, 3 e 5 h apds a administragéo do estimulo. Os pontos representam a média +
E.P.M. da variagao do limiar mecanico da pata dos animais (n=6-8). As diferengas entre os grupos
foram analisadas por ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. Valores de p<0,05
foram considerados significativos. Os simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagao
com o grupo que recebeu o mediador inflamatério e foi tratado com V (* p<0,05).
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FIGURA 35: EFEITO DA ADMINISTRACAO LOCAL DA ANAMARINE E DA 10-EPI-OLGUINE
SOBRE A HIPERALGESIA MECANICA INDUZIDA POR EPINEFRINA EM CAMUNDONGOS
MACHOS E FEMEAS. O limiar mecanico basal (B) dos animais foi avaliado antes de qualquer
tratamento. Em seguida, os animais foram tratados com anamrine (ANA, 300 ng/pata), 10-epi-olguine
(EP1,1000 ng/pata) ou veiculo (V, Tween 80 0,1 %) na pata direita. Quinze minutos apds o
tratamento, os animais receberam Epinefrina (EPN, 100 ng/pata) na pata direita. O limiar mecanico
dos animais foi avaliado novamente 1, 3 e 5 h apds a administragdo do estimulo hiperalgésico. Os
pontos e as barras representam a média + E.P.M. do limiar mecanico (g) da pata dos animais machos
(A) ou fémeas (B). As diferengas entre os grupos foram analisadas por ANOVA de duas vias,
seguida pelo teste de Bonferroni Os simbolos demonstram diferenga estatistica em comparagéo com
0 grupo que recebeu o mediador inflamatdrio e foi tratado com V (* p<0,05).
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em virtude dos achados nesse trabalho, acreditamos que tanto a anamarine
quanto a 10-epi-olguine sdo boas candidatas para a continuagdo com a pesquisa
para um possivel desenvolvimento de um farmaco. Durante os experimentos, com
as doses testadas, os animais nao apresentaram mudancas de comportamentos e
nao foi observado nenhum indicio de toxicidade aparente. Contudo, um préximo
passo Nos ensaios preé-clinicos seria realizar os estudos toxicidade aguda, toxicidade
cronica e genotoxicidade.

Como acreditamos que as duas moléculas estejam modulando a PKCe elas
poderiam, além de serem utilizadas para o tratamento de dor inflamatoria, ser
utilizadas para o tratamento de outros tipos de dor. Pois existem evidéncias da
participacdo da PKCe na dor por quimioterapicos como o paclitaxel (GAO et al.,
2016) e algumas dores neuropaticas (MOODIE et al., 2013; CAPUANI et al., 2016;
CHOI et al., 2019). Sendo que algumas dessas fisiopatologias carecem de
tratamentos mais eficazes. Assim, tanto a Anamarine quanto a 10-epi-olguine

poderiam ser utilizadas em tais situagoes.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que:

O extrato etandlico de Cantinoa stricta apresenta uma importante atividade

antinociceptiva e antiedematogénica.

A atividade antinociceptiva desta planta esta relacionada a reducdo da
hiperalgesia mecanica inflamatdria, ndao sendo efetiva na redugao de dores

agudas nao inflamatdrias, particularmente de origem térmica.

Dos extratos obtidos desta planta foram purificadas e testadas duas
substancias farmacologicamente ativas a anamarine e a 10-epi-olguine,

relacionadas as atividades descritas para os extratos.

Estas substadncias apresentaram atividade antinociceptiva tanto quando
administradas por via oral quanto por diretamente no local, também sobre a

hiperalgesia mecanica de origem inflamataria.

A anamarine é cerca de 3 vezes mais potente que a 10-epi-olguine

considerando os testes utilizados neste estudo.

A atividade anti-inflamatéria destas substancias também ocorre por um efeito

local.

Estas substancias ndo atuam por mecanismos similares a outros analgésicos
conhecidos como anti-inflamatérios nao esteroidais, dipirona ou opidides mas
atuam modulando a atividade/acdo da PKCe na sensibilizagdo dos

nociceptores.
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