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RESUMO

PEREIRA, Charlane Kelly Souto. Atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria de
Herissantia crispa (L.) Brizicky em camundongos. 2013. 122 p. Tese (P6s-graduagéo
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia) UFPB/ CCS, Jodo Pessoa —
PB. Orientadores: Reinaldo Nobrega de Almeida e Temilce Simdes de Assis.

A Herissantia crispa (L.) Brizicky (Malvaceae), é composta por substancias que
apresentam atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e antioxidante comprovadas.
H& poucos relatos desta planta na literatura, mas ja foi determinado, em estudos
anteriores, que H. crispa apresenta caracteristicas de farmacos com perfil sedativo-
hipnotico e antinociceptivo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
antinociceptivo da H. crispa, utilizando a fase acetato de etila da H. crispa (FAEHCc), a
fase hidroalcodlica (FHAHCc) e dois flavondides isolados desta planta (tilirosideo e
lespedina), assim como, 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade,
além do efeito anti-inflamatério. Para a determinacdo dos mecanismos de acdo
antinociceptivos e da atividade anti-inflamatéria usou-se apenas a FAEHc. Os
experimentos realizados em camundongos demonstram que a FAEHc, a FHAHCc e os
flavonoides administrados por via i.p., promoveram antinocicep¢do significativa no
teste da formalina, porém, este efeito foi mais pronunciado com a FAEHc, que também
mostrou significativa reducdo na nocicepcao induzida pelo glutamato. A antinocicepgao
produzida pela FAEHc foi significativamente revertida pelo pré-tratamento dos animais
com cafeina, atropina e L-arginina sugerindo envolvimento dos sistemas
adenosinérgico, muscarinico e oxidonitrérgico, respectivamente. Contudo, a resposta
antinociceptiva da FAEHc nédo foi bloqueada quando os animais foram pré-tratados com
naloxona, ioimbina e glibenclamida, indicando que a FAEHc provavelmente ndo atua
por essas vias. O tratamento dos animais com a FAEHc promoveu significante reducao
do edema de pata induzido pela carragenina nas primeiras 48 horas do teste. Além disso,
a FAEHc diminuiu significativamente a migracdo leucocitaria, particularmente o
influxo de neutrdfilos, e os niveis das citocinas TNF-a e IL-1B no modelo da peritonite
induzida por carragenina. Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, fica
evidente que a FAEHc, a FHAHCc e os flavonoides lespedina e tilirosideo, marcadores
quimicos desta planta, apresentam atividade antinociceptiva, porém néo se pode atribuir
tal efeito exclusivamente aos marcadores, uma vez que o efeito apresentado foi inferior
ao apresentado pelas fases e extrato bruto. E a antinocicepcdo induzida pela FAEHCc
possivelmente envolve ativacdo de receptores adenosinérgicos, de receptores
muscarinicos e a via que envolve o Oxido nitrico. Além disso, a FAEHCc é capaz de
promover controle da inflamacgdo, e esse efeito estd relacionado com a redugdo do
influxo de leucdcitos para o local da inflamacdo que pode ser atribuida a inibicdo da
producéo das citocinas TNF-a e IL-1.

Palavras-chave: Herissantia crispa, atividade antinociceptiva, atividade anti-
inflamatoria.



ABSTRACT

PEREIRA, Charlane Kelly Souto. Antinociceptive and anti-inflammatory activity of
Herissantia crispa (L.) Brizicky in mice. 2013. 122 p. Tese (P6s-graduagdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Farmacologia) UFPB/ CCS, Jodo Pessoa —
PB. Orientadores: Reinaldo Nobrega de Almeida e Temilce Simdes de Assis.

The Herissantia crispa (L.) Brizicky (Malvaceae), is composed of substances that have
proven activities, such as anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidant. There are
few reports in the literature of this plant, but previous studies have determined, that
H.crispa characteristics of drugs with antinociceptive and sedative-hypnotic profile. The
aim of this study was to evaluate the antinociceptive effect of H. crispa, using the ethyl
acetate phase from H. crispa (FAEHc), hydroalcoholic phase (FHAHc) and two
flavonoids isolated from this plant (tiliroside and lespedin), as well as the possible
mechanisms involved in this activity and the anti-inflammatory effect. To determine the
antinociceptive mechanisms of action and the anti-inflammatory activity only FAEHc
was used. The experiments conducted in mice demonstrate that FAEHc, FHAHc and
flavonoides, injected via i.p., promoted significantly antinociception in the formalin test,
and also showed a significantly reduction in the glutamate-induced nociception. The
antinociception produced by FAEHc was significantly reversed by pretreatment of
animals with caffeine, atropine or L-arginine suggesting involvement of adenosinergic,
muscarinic and oxidonitrergic systems, respectively. However, FAEHc antinociceptive
response was not blocked when animals were pretreated with naloxone, yohimbine and
glibenclamide, indicating that FAEHc probably is not acting through these pathways.
The treatment of animals with FAEHc promoted significant reduction of the paw edema
induced by carrageenan in the first 48 hours of the test. Furthermore, FAEHC
significantly decreased leukocyte migration, particularly the influx of neutrophils, and
the levels of TNF-a and IL-1p in the model of peritonitis induced by carrageenan.
Considering the results obtained in this study, is evident that FAEHc, FHAHc and
flavonoids lespedin and tiliroside, chemical markers of this plant, have antinociceptive
activity, but this effect cannot be attributed only to the markers, since the effect was
lower than that shown by the phases and the crude extract. Also, the antinociception
induced by FAEHCc possibly involves activation of adenosine and muscarinic receptors
as well as the nitric oxide pathway. Furthermore, FAEHC is capable of promoting a
reduction of inflammation, and this effect is related to the reduction of leukocyte influx
to the site of inflammation that could be attributed to inhibiting of the production of
TNF-o and IL-1.

Keywords: Herissantia crispa, antinociceptive activity, anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

A dor desempenha um papel fisiologico fundamental, sendo um dos fatores
responsaveis pelo controle da homeostasia do organismo. A sensacdo dolorosa
representa um dos principais sinais clinicos e funciona como um sistema de alerta
quando qualquer fator ameaca a integridade fisica do organismo. Normalmente, quando
ocorre dano tecidual, a dor sera acompanhada de inflamacdo. A reacdo inflamatoria é
uma resposta do organismo a um processo infeccioso ou agressao tecidual na tentativa
de restabelecer a homeostasia (CHAPMAN; GRAVRIN, 1999; JULIUS, BASBAUM,
2001).

A dor manifesta-se de forma subjetiva por sofrer influéncia de experiéncias
prévias, que determinaram a individualidade de sua expressdo por cada pessoa. Engloba
sensacBes fisicas e psiquicas, tornando dificil sua definicdo e tratamento (CAMARA,
2009). Substancias com ac¢do analgésica apresentam um importante papel no tratamento
da dor, considerado um problema de satde publica. Abordagens terapéuticas diversas
tém sido utilizadas com a finalidade de atenua-la, uma vez que a dor relacionada a
diferentes condicbes patoldgicas representa o sintoma que mais causa sofrimento aos
individuos (BRENANN; CARR; COUSINS, 2007; TRACEY; MANTYH, 2007).

Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor atinge pelo
menos 30% das pessoas durante algum momento de suas vidas e, 10 a 40% dos casos
tem duracdo superior a um dia. A estatistica oficial da dor no Brasil ainda € inexistente,
mas sua ocorréncia tem aumentado nos Gltimos anos, constituindo a principal causa de
limitacdo, incapacitacdo para o trabalho, sofrimento, gerando graves consequéncias
psicossociais e econdémicas (SBED, 2009).

O desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatérios tem sido
importante objeto de estudo por muitos grupos de pesquisa, e as plantas medicinais
surgem como uma fonte muito promissora de compostos com propriedades
farmacologicas.

Principios ativos de substancias com estruturas quimicas variadas foram isoladas
de plantas destacadas por suas atividades biologicas e/ou farmacoldgicas. A avaliagdo
do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes, tais
como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre

outros, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ja& foram comprovadas as agdes
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farmacologicas através de diversos testes pré-clinicos com animais (CALIXTO et al.,
1990; SAMUELSSON, 1992; CECHINEL-FILHO, 1995, ALMEIDA et al., 2000,
FAUSTINO; ALMEIDA; ANDREATINI, 2010; ALMEIDA; NAVARRO;
BARBOSA-FILHO, 2001; SOUTO et al, 2011; SILVA et al., 2009; OLIVEIRA;
SOUZA; ALMEIDA, 2008; BARRETO; FRAGA; ARAUJO, 2004; ROCHA et al.,
2005; AMARAL et al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2006a,b, 2007; OLIVEIRA et
al., 2007; ROCHA et al., 2007a; SAUDE-GUIMARAES; FARIA, 2007; QUINTANS-
JUNIOR et al., 2008; SOUSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2012).

A busca da populacdo pelas plantas medicinais incentivou os pesquisadores e a
indUstria farmacéutica a investirem mais nas pesquisas de novos farmacos (SOUSA et
al., 2008). Portanto, h4 um crescente interesse da comunidade cientifica em elucidar os
mecanismos responsaveis pelos efeitos de plantas medicinais, tdo utilizadas
empiricamente, bem como de seus constituintes quimicos, a fim de tornar o seu uso
mais eficaz e com menos efeitos adversos (Ql; WANG; YUAN, 2011).

Testes para a deteccdo das atividades analgésicas sdo importantes para o
desenvolvimento de drogas a partir de plantas medicinais. Assim, inUmeros grupos de
pesquisa em todo mundo tem voltado sua atencdo para validacdo do uso de plantas
medicinais e o isolamento de seus metabolitos secundarios na perspectiva de encontrar
substancias similares a morfina, sem seus efeitos colaterais e economicamente
acessiveis a populacdo (OLIVEIRA, 2006; SILVA et al. 2008; CALIXTO et al., 2000).

Muitas plantas possuem promissoras atividades analgésicas. Dentre elas, ha
relatos da literatura mostrando agéo antinociceptiva de Dioclea grandiflora (BATISTA,;
ALMEIDA; BHATTACHARYYA, 1995; ALMEIDA et al.,, 2000), Cissampelos
sympodialis (OLIVEIRA JR, 2007), Combretum leprosum (LOPES et al., 2010),
Hypericum grandifolium (BONKANKA; SANCHEZ-MATEO; RABANAL, 2011) e
Quillaja saponaria (ARRAU et al., 2011). Outras plantas que apresentam atividade
antinociceptiva também apresentam propriedades anti-inflamatérias, por exemplo,
Alpinia calcarata (ARAWWAWALA; ARAMBEWELA; RATNASOORIYA, 2012),
Byrsonima intermédia (ORLANDI et al., 2011), Thespesia populnea (SHAH;
ALAGAWADI, 2011) Adiantum latifolium (NONATO et al., 2011) .

A Herissantia crispa (L.) Brizicky, planta popularmente conhecida como
malvaisco (AGRA et al, 2008), apresenta atividade antinociceptiva que foi evidenciada
em estudo anterior durante o trabalho de mestrado (PEREIRA, 2009). Nesse estudo, o

extrato bruto de H. crispa apresentou antividade antinociceptiva, em doses semelhantes
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as doses testadas durante o trabalho de doutorado. Diante disso e do interesse crescente
de obter novas possibilidades terapéuticas, mais eficientes e que apresentem menor
toxicidade, o presente trabalho teve a finalidade de investigar 0 mecanismo de agéo
antinociceptivo da H. crispa, assim como, pesquisar uma possivel atividade anti-
inflamatdéria em modelos experimentais de dor e de inflamacdo, respectivamente,

contribuindo para expansdo dos conhecimentos cientificos sobre essa planta.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOR E NOCICEPCAO

A utilizagdo do termo “dor” € apropriada exclusivamente para seres humanos,
devido a sua forma de apresentacdo, envolvendo ndo s6 o componente sensorial
nociceptivo, mas também um componente emocional, associados aos quadros dolorosos
(COUTAUX et al., 2005). A International Association for the Study of Pain (IASP)
definiu a dor como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
com o dano tissular real ou potencial, ou descrita em termos deste dano” (WILDER-
SMITH, 2007). A sensacao da dor normalmente acompanha a maioria das doengas que
acometem 0s seres humanos, alertando o organismo para a presenca de estimulos
danosos (WOOLF; SALTER, 2000), e também tem uma conotac¢éo individual que sofre
influéncia de experiéncias prévias (MERSKEY; BOGDUK, 1994).

A nocicepcédo é o componente fisiologico da dor e compreende 0s processos de
transducdo, transmissdo e modulacdo do estimulo nociceptivo. Uma vez instalado o
estimulo nociceptivo, diversas alteraces neuro-enddcrinas acontecem, promovendo um
estado de hiperexcitabilidade do sistema nervoso central e periférico (KLAUMANN et
al., 2008).

Dessa forma, pressupfe-se a existéncia de dois componentes envolvidos no
processo doloroso: um é a sensacdo de dor ou nocicepc¢do, induzida por estimulos
nocivos, que podem ser exdgenos, tais como bioldgicos, quimicos, fisicos ou ainda
enddgenos, caracterizados principalmente por processos inflamatérios, sendo
consequéncia da transmissdo dos citados estimulos pelas vias nervosas até o cortex
cerebral. O outro componente seria a reacdo emocional a dor, que corresponderia a
interpretacdo afetiva a essa sensacdo. Esta de carater individual, sendo representada
principalmente por experiéncias prévias, tais como a lembranca de alguma forma de
sofrimento. A percepcdo final da dor sera consequéncia da integracdo de ambos os
componentes (MORAES; CAMARGO, 1999; BRAUN-FILHO; BRAUN, 2004). A
nocicepcao, portanto, refere-se a percepgéo consciente ou ndo do estimulo doloroso. Por

sua vez, o processamento da dor envolve a ativacdo do cortex somatossensorial em
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areas responsaveis pela cognicdo, pela emocao e pela sensacdo (KUPERS; KEHLET,
2006; SCHNAKERS et al., 2012).

A percepcdo de dor sofre influéncia de muitas variaveis bioldgicas, tais como
variacdes no Sistema Nervoso Central (SNC) e nos circuitos da dor (PALMEIRA;
ASHMAWI; POSSO, 2011). Assim, a dor € uma sensacdo complexa e, por isso, ha
varias classificagdes que dividem os processos dolorosos em varias categorias, de
acordo com a intensidade e a natureza do estimulo, duracdo, entre outros aspectos.
Dentre as varias classificagGes, sem ddvida, a mais importante é a que divide a dor em
dor aguda e dor cronica. A dor aguda é uma resposta fisiologica normal a um estimulo
nocivo (CARR; GOUDAS, 1999), é de curta duracdo, geralmente persistente apenas no
periodo de duracdo do dano tecidual e representa uma reagdo fisiologica natural do
organismo (MERSKEY, 1994). A dor aguda é produzida apds um estimulo nocivo que
desencadeia na ativacdo de nociceptores presentes no local lesionado sendo, geralmente,
limitada a area afetada (HELMS; BARONE, 2008).

A dor cronica ¢ definida como “aquela que persiste além do tempo razoavel para
a cura de uma lesdo”. E também descrita como aquela associada a processos patol6gicos
cronicos, que causam dor continua ou recorrente em intervalos de meses ou anos
(MERSKEY; BOGDUK, 1994; ALMEIDA; ROIZENBLATT,; TUFIK, 2004). A
diferenca entre a dor cronica e aguda, além da duracdo, consiste na incapacidade do
sistema nervoso em restabelecer a atividade neuronal para os niveis homeostaticos
normais (LOESER; MELZACK, 1999; VALE, 2000).

H4 ainda, um tipo de dor denominada dor transitoria. Esta dor é produzida pela
ativacdo de nociceptores presentes na pele ou em outros tecidos na auséncia de dano
tecidual. Esse tipo de dor surge para proteger o homem contra danos fisicos, causados
pelo ambiente ou por estresse de tecidos corporais. Clinicamente, a dor transitéria é
incidental ou processual, como durante uma pungdo venosa ou injecdo, tem funcéo
protetora e é onipresente na vida cotidiana, sendo que raramente € razdo para procurar
cuidados de saude (LOESER; MELZACLK, 1999).
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2.1.2 VIAS DE TRANSMISSAO DA DOR

O conhecimento da fisiopatologia da dor € uma importante ferramenta para o
entendimento dos mecanismos desencadeantes dos processos dolorosos, sejam
fisioldgicos ou principalmente patologicos (SALIBA; HUBER; PENTER, 2011). Entre
a exposicdo inicial ao estimulo nocivo até a percepcdo da dor, hd uma série de
mecanismos extremamente complexos envolvidos, os quais reconhecem o estimulo
através de receptores especificos (nociceptores), estes o convertem em potencial de a¢do
que, por sua vez, e transmitido até o SNC, onde € processado e é gerada a percepcao da
dor (MILLAN, 1999). Para garantir a homeostasia do organismo, uma via descendente
inibitéria é ativada, inibindo a transmissdo excitatéria nociceptiva, representando,
assim, o mecanismo de antinocicepgé&o.

Portanto, a dor compreende trés mecanismos basicos: a transducao, caracterizada
pela ativacdo dos nociceptores; a transmissdo, envolvendo o conjunto de vias sensitivas
e mecanismos que permitem a passagem do impulso nervoso pelos neur6nios e
conduzido para estruturas do SNC comprometidas com o reconhecimento da dor; e a
modulacdo, que envolve o mecanismo de supressdo da sensacdo dolorosa e que é
desencadeado pelas préprias vias nociceptivas descendentes (FERNANDES; GOMES,
2011).

O mecanismo de nocicepcdo estd envolvido com agressGes ou lesbes teciduais
que resultam na liberacdo de inimeros mediadores quimicos, capazes de ativar ou
sensibilizar nociceptores (ROCHA et al., 2007). Esses mediadores podem atuar em
conjunto ou em um determinado momento do processo inflamatério, produzindo
mudancas sutis que resultam em hiperalgesia (sensibilidade elevada a estimulos
dolorosos) ou alodinia (sensa¢do dolorosa causada por estimulos que habitualmente ndo
causam dor) (CHOPADE; MULLA, 2010). Apos a lesdo tecidual pode haver a ativacdo
de nociceptores através da liberacdo de varios neurotransmisssores e neuromoduladores
tais como, a substancia P, peptideo relacionado ao gene calcitonina (CGRP), glutamato,
bradicinina, prostaglandinas (PGs), histamina, serotonina, e citocinas tais como o fator
de necrose tumotal- o (TNF- a), interleucina-1p (IL-1B) e interleucina-18 (IL-18)
(GILCHRIST; ALLARD; SIMONE, 1996). Como resultado, a sensibilizacdo de fibras

aferentes primarias transmite a informacao da dor para os neurdnios do corno-dorsal e,
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subsequentemente, para o centro superior do cérebro, resultando no estabelecimento da
dor (BASBAUM; JESSEL, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os nociceptores sdo capazes de detectar estimulos quimicos e fisicos, estando
presentes em todos os tecidos, exceto o cérebro. (BASBAUM et al., 2009). Sao
terminacbes nervosas livres associadas a fibras aferentes primarias delgadas, nédo
mielinizadas, denominadas fibras C, com baixa capacidade de conducdo (0,5-2 m/s) ou
pouco mielinizadas, as fibras Ad, que conduzem o impulso nervoso com maior
facilidade (10-30 m/s). Ha ainda as fibras AP que também sdo mielinizadas, de grande
didametro e de conducdo rapida (30 a 100 m/s), respondendo a estimulos periféricos
semelhantes. A maioria dessas fibras, originarias de neur6nios cujos corpos celulares
estdo localizados nos ganglios das raizes medulares dorsais, faz sinapses com neur6nios
secundarios do corno medular dorsal, onde os neurotransmissores sdo sintetizados e
liberados (BESSON, 1999; MILLAN, 2002) (Figura 1).

Ganglio da
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Nervo periférico / espinhal

/

A
MBS
s |
7
=

Figura 1. Fibras aferentes primarias (Fonte: Adaptado de FAUCI et al., 2008).

A transmissdo através das fibras do tipo A sdo tdo rapidas que o reflexo do corpo
pode responder mais rapido que o estimulo doloroso, provocando a retracdo da parte do
corpo afetada antes mesmo da percepc¢éo da dor (HELMS; BARONE, 2008). As fibras

Ad produzem uma dor aguda bem definida, chamada de “dor rapida” ou “primeira dor”
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(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008) e sdo responsaveis por promover a sensagao
durante a dor aguda (CASEY, 2000). Apos a “primeira dor”, as fibras C transmitem
lentamente a sensagdo de queimagdo conhecida como “segunda dor”. Essa condu¢do da
dor ocorre vagarosamente devido ao fato dessas fibras possuirem um didmetro pequeno
e serem amielinizadas (HELMS; BARONE, 2008).

Ao contrario das fibras tipo C e A9, as fibras AP tém um baixo limiar de
ativagdo e, por isso, ndo transmitem a informagdo nociceptiva (MILLAN, 1999;
JULIUS; BASBAUM, 2001; ALMEIDA; ROIZENBLATT,; TUFIK, 2004). Na
auséncia de dano tecidual ou nervoso, essas fibras transmitem impulsos referentes a
estimulos in6cuos, como tato, vibragdo e pressdo (KLAUMANN; WOUK; SILLAS,
2008).

As fibras aferentes primarias se projetam no corno dorsal da medula espinhal,
fazendo sinapse com neurdnios secundarios presentes nas laminas. Por exemplo, as
fibras Ad se projetam na lamina I e V. As laminas III, IV e V estdo conectadas as fibras
AP, que respondem a um simples toque. J& as fibras C se projetam mais
superficialmente, nas laminas | e Il (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008;
BASBAUM et al., 2009).

Os neurbnios secundarios convergem pelas vias espinotalamicas e
espinobraquias aos altos centros, e, no tdlamo, ocorre a sinapse com 0s neurdnios de
terceira ordem que projetam seus axbnios para o cortex somatossensorial. Dentro do
tdlamo, a informacdo nociceptiva relacionada ao tipo, intensidade e localizacdo
topogréafica da dor é codificada antes de enviar a informacdo para o sistema limbico e
sitios corticais. Os impulsos do centro supraespinhal sdo integrados na substancia
cinzenta periaquedutal, que € essencial na facilitacdo da modulacdo descendente e na
inibicdo da nocicepc¢do, principalmente via nicleo magno da rafe (SCHOLZ; WOOLF,
2002; VANDERAH, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Esquema simplificado do circuito  nociceptivo  (Fonte:  Adaptado de
http://www.stjosephsatlanta.org/cme/pdf/ama_painmgmt_m1.pdf. Acesso em: 01/2013).

Ap0s a percepcdo da dor nas regibes superiores do encéfalo, o organismo ativa
um sistema de antinocicep¢do atraveés de vias descendentes inibitérias que véo
influenciar a transmissdo do estimulo nociceptivo dos neuronios aferentes primarios
para 0 SNC. Este mecanismo representa a restauracdo da homeostasia (RIEDEL;
NEECK, 2001).

Os sistemas enddgenos de controle da dor podem ser ativados em diversas
situacdes: estresse, doencas ou mesmo pela propria dor (VENANCIO, 2006). O sistema
de modulacdo mais conhecido é denominado Teoria da Comporta proposto por Melzack
e Wall em 1965, onde as fibras mielinicas grossas AP (responsaveis pela condugdo do
tato, propriocepcdo e pressdo) excitariam 0s interneur6nios inibitorios da substancia
gelatinosa de Rolando (lamina I11), promovendo uma inibi¢do pré-sinaptica das fibras
aferentes nociceptivas. Esses interneurénios podem ser inibido pela ativacdo das fibras
nociceptivas Ad e C e a0 mesmo tempo, excitam neurdnios das vias de projecdo da dor.
Dessa forma, a ativagdo das fibras AP aumenta a ativagdo inibitoria do interneurdnio,
fechando a comporta e bloqueando a propagacao para as vias supraespinhais, enquanto
a ativacdo das fibras Ad e C, pela inativacdo dos interneurdnios inibitorios, podem abrir

a comporta, facilitando a transmiss@o do sinal nociceptivo. (BASBAUM et al., 2009;
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ZEILHOFER; WILDNER; YEVENES, 2012). Esta teoria explicaria o fato de que a
estimulagdo tétil de uma area dolorosa diminui a sensagdo de dor (VILELA-FILHO,
1998). Os impulsos tateis chegam a medula ao mesmo tempo que 0s impulsos
dolorosos, por suas vias respectivas. E 0s impulsos tateis podem inibir a transmissao
sinaptica entre o neurénio primario nociceptivo e o neurdnio secundario, constituindo-se
assim a primeira via do controle da dor (VENANCIO, 2006) (Figura 3).

TALAMO Sistemade
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Vias inibitérias Neurdnio de
descendentes ¥ transmissso
\_O\
/ |,/
1 Fibras aferentes
\__,S,__/ ' (C/AbB)
7
L ™ ' 2 /
@® ":ff]‘ © SG = Substéncia
] Gelatinosa
®

= Fibras aferentes AR

Figura 3. Teoria da comporta proposta por Melzack e Wall em 1965 (Fonte: Adaptado de RANG et al.,
2007).

A teoria do portdo também foi importante para que fatores psicologicos, que
antes eram descartados como uma “reagdo a dor”, passassem a ser considerados como
parte integrante do processo doloroso, o que abriu novas perspectivas para o controle da
dor (FLEMING; GONGCALVES, 2009).

As vias descendentes podem modular a nocicepc¢do interagindo com Vvarios
elementos neuronais: terminais das fibras aferentes primaria, neurénios de projecao,
interneurdnios excitatdrios e inibitorios, e terminais de outras vias ascendentes. E
importante mencionar que os neurénios de projecéo e os interneurdnios especificos para

a nocicepgdo, estdo predominantemente localizados na lamina superficial, respondendo
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apenas a estimulos dolorosos, enquanto outros, principalmente na lamina profunda, séo
excitados apenas por estimulos in6cuos (MILLAN, 2002).

As vias descendentes originadas de estruturas cerebrais como area cinzenta
periaquedutal, hipotalamo, formacdo reticular, locus ceruleus e nacleos bulbares da rafe,
tem um importante papel na modulacdo e integracdo das mensagens nociceptivas no
corno dorsal da medula espinhal (MILLAN, 1999). A modulacéo da dor através das vias
descendentes inibitorias consiste na reducdo da liberacdo dos neurotransmissores
excitatorios (glutamato, substancia P e CGRP) a partir dos neurbnios aferentes
primarios, por meio da liberacdo de neurotransmissores inibitérios a partir de
interneuronios. Tais neurotransmissores inibitorios sdo principalmente o acido y-amino-
butirico (GABA), noradrenalina e serotonina. Além disso, as endorfinas (opidides
enddgenos) também participam da antinocicep¢do (HARRIS; WESTBROOK, 1995;
MALCANGIO; BOWERY, 1996; RIEDEL; NEECK, 2001).

2.2 INFLAMACAO

O sistema imune, entre varias outras funcbes, desempenha um papel
fundamental no reconhecimento rapido e eliminacdo de micro-organismos patogénicos,
através de diferentes processos, tais como fagocitose e inducdo de inflamacéo
(SKELDON; SALEH, 2011). A inflamagdo é classicamente definida como uma
resposta fisiolégica que pode ser desencadeada, dentre outros estimulos, pela invasao
microbiana e/ou agresséo tecidual, fundamental para o retorno a homeostasia. Tem por
finalidade combater os agentes nocivos (de natureza infecciosa ou ndo), além de
potencializar o reparo tecidual (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; FLOWER,;
PERRETTI, 2005; MEDZHITQV, 2008).

O processo inflamatorio faz parte do processo de sobrevivéncia dos organismos
contra as injurias decorrentes de infecgBes e traumas. Em geral, a resposta inflamatdria
tem como resultado o reestabelecimento da integridade organica contra as agressoes,
entretanto, pode ocorrer uma resposta exacerbada provocando aumento de morbidade e
mortalidade em doengas como artrite reumatoide, diabetes, esclerose mdltipla e

aterosclerose com isquemia cerebral e miocardica (TRACEY, 2002).
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A resposta inflamatdria consiste na liberacdo sequencial de mediadores e
recrutamento de leucdcitos circulantes que sdo ativados no local da inflamacéo,
liberando mediadores adicionais. No entanto, em muitos casos, a resposta inflamatéria é
resolvida pela liberacdo de mediadores anti-inflamatorios enddgenos (citocinas anti-
inflamatdrias) bem como pela acumulacdo de fatores regulatérios negativos
intracelulares. Contudo, a acumulacdo e ativacdo persistente de leucocitos sdo uma
marca registrada da inflamacéo crénica, sugerindo uma disfuncdo destes mecanismos
regulatorios negativos. (HANADA; YOSHIMURA, 2002).

O processo inflamatdrio envolve uma cascata de eventos bioquimicos e
celulares, resultando em sinais clinicos caracteristicos como rubor, calor, edema, dor
acompanhados ou ndo da perda de funcdo do tecido ou 6rgdo afetado (CARVALHO;
LEMONICA, 2008; SERHAN, 2010). Os eventos iniciam-se com a liberacdo de
substancias quimiotaticas e aminas vasoativas como a serotonina e a histamina liberadas
por mastdcitos e mondcitos minutos apds a agressdo, provocando uma vasodilatacéo e,
consequentemente, um aumento de fluxo sanguineo na area afetada. Por conseguinte, ha
um aumento na permeabilidade vascular decorrente da contracdo do citoesqueleto das
células endoteliais resultando na movimentacdo de proteinas e leucécitos do sangue
para o tecido extravascular (CARVALHO; LEMONICA, 2008).

O processo inflamatério € comumente dividido em dois estagios, a fase aguda,
mais precoce, e a fase cronica. A fase aguda é um estégio inicial da inflamacdo onde
ocorrem alteracbes na microvasculatura, infiltracdo de neutréfilos seguida por
mondcitos que se diferenciam em macrofagos e finalmente os fibroblastos que se
proliferam podendo restabelecer a estrutura do tecido lesado. Este tipo de inflamacao
persiste apenas por um curto periodo de tempo e é normalmente benéfica para o
hospedeiro, capaz de erradicar o estimulo inicial (POBER; SESSA, 2007,
GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010). A inflamagdo crénica € um evento de
maior duracdo e esta associada, histologicamente a presenca de linfocitos e macréfagos,
proliferacdo de vasos sanguineos, fibrose e necrose tecidual (FUJIWARA;
KOBAYASHI, 2005).

Durante o processo inflamatorio agudo, muitos mediadores como 0xido nitrico
(NO) e prostaglandinas, por exemplo, prostaglandina 12 (PGI2), prostaglandina D2
(PGD2), prostaglandina E2 (PGE2) e prostaglandina F2a (PGF2a) promovem
principalmente vasodilatagdo, acompanhado pelo calor e rubor caracteristicos da reagdo
inflamatéria (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
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Outro sinal precoce da inflamacdo aguda é a formacdo do edema, que ocorre
devido ao fluxo transvascular de fluido rico em proteinas, dos compartimentos
intravasculares para o intersticio, devido ao aumento da permeabilidade vascular de
capilares e vénulas, como resultado da liberacdo de histamina, bradicinina, leucotrienos,
fatores do complemento, substéncia P e fator de agregacdo plaquetaria (PAF) no sitio
inflamatdrio (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Na fase aguda da resposta inflamatdria, ocorre também a liberacdo de varios
mediadores em especial componentes do sistema complemento, a exemplo dos
fragmentos C3a e C5a, leucotrienos, quimiocinas (como a interleucina 8, IL-8) e ainda
bioprodutos bacterianos como peptideos N-formilados, que promovem a quimiotaxia de
leucocitos e outras células fagociticas para o foco inflamatério (SHERWOOD,
TOLIVER-KINSKY, 2004; ADEREM; SMITH, 2004).

O endotélio ativado permite o extravasamento seletivo de células, a exemplo de
neutrdfilos e macréfagos. Essa seletividade é promovida pela ligacdo dessas células ao
endotélio, através da expressdo de selectinas e integrinas e receptores de quimiocinas,
bem como da formacdo de espacos extravasculares (MEDZHITOV, 2008). As
selectinas sdo moléculas de adesdo que realizam as ligacGes entre leucocitos (L-
selectinas) e endotélio (P- e E-selectinas). Apesar de forte, essa ligacdo é de curta
duracdo o que faz a célula se ligar a préxima selectina, causando um fenémeno
chamado de rolamento (LAWRENCE; SPRINGER, 1991). As integrinas e as
imunoglobulinas, molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e molécula de adesdo
celular vascular-1 (VCAM-1), medeiam a adesdo célula-célula e célula-matriz
extracelular, sendo importantes no processo da diapedese (SANDBORN; YEDNOCK,
2003; MILES et al., 2008).

Assim, no inicio do processo destacam-se as selectinas, dentre elas a P-selectina,
que participa apenas no rolamento, enquanto a E-selectina participa tanto no rolamento
quanto na adesdo de leucdcitos ao endotélio. Em seguida, 0 processo caminha para a
forte adesdo quando participam as integrinas nos leucécitos e as imunoglobulinas nas
células endoteliais. As integrinas sdo proteinas transmembrana da superficie celular que
reagem a sinais de ativagdo celular e se ligam a imunoglobulinas e a matriz extracelular.
As imunoglobulinas sdo expressas nas células endoteliais como receptores para
integrinas leucocitarias. A VCAM-1 e a ICAM-1 sdo os principais receptores para as
B2-integrinas dos leucdcitos. Apos a forte adesdo ao endotélio, os leucdcitos migram

através de juncdes interendoteliais (diapedese) e se dirigem aos sitios de inflamagéo
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guiados pelos fatores quimiotaticos (MITCHELL et al. 2006; BEVILACQUA;
NELSON, 1993; STEWART; THIEL; HOGG, 1995) (Figura 4).

Ativacdo de integrinas Ades3o Migrac3o através do
por quimiocinas endotélio

Rolamento

Integrias (estado de
alta afinidade)
/

| a Ligante de Integrina
Proteoglicana {icam-1)

s ® d4q P Q s
@ . | -‘ ( ’.. ‘I
Macrofagos w0 L)
com patégenos Fibrinae fibronectina - s
(matriz extracelular) <

Figura 4. Processo de migracdo dos leucocitos (Fonte: http://www.studyblue.com/notes/note/n/case-
2/deck/2532289. Acesso em: 01/2013).

P-selectina  E-selectina

(TF, 1L-1)

Ha& dois tipos de células participantes do processo inflamatério agudo: as que
estdo permanentes nos tecidos, mastécitos e células endoteliais, e as que migram para o
local afetado, tais como neutréfilos, macr6fagos mondcitos, eosinéfilos e linfocitos nos
quais produzem grande quantidade de moléculas ativas como as citocinas (SIMON;
GREEN, 2005; SCHMID-SCHONBEIN, 2006; GOMEZ ESTRADA; GONZALEZ
RUIZ; MEDINA, 2011).

As citocinas sdo um grupo de substancias mensageiras multifuncionais que
transportam a informacdo de uma célula para outra, responsaveis pela inducéo de varias
enzimas, tais como 6xido nitrico sintase (NOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2). Elas
podem ser anti-inflamatorias, por exemplo, a interleucina-10 (IL-10) e o fator de
transformacdo do crescimento-f (TGF-B) que modulam negativamente os eventos
inflamatérios (GRISHAM; JOURD’HEUILL; WINK, 1999; SZEKANECZ et al.,
2006).

O TNF-a e IL-1p estimulam células endoteliais proximas do local da inflamagao
a expressar moléculas de adesdo tais como ICAM-1 e selectinas que se ligam a

componentes da superficie das células fagocitarias provocando a aderéncia dos



PEREIRA, C. K. S. FUNDAMENTACAO TEORICA 34

fagocitos ao endotélio (MAY; WHEELER-JONES; PEARSON, 1996; MCHALE et al.,
1999; NAVARRO-GONZALEZ et al., 2011). Os vasodilatadores produzidos no local
da inflamacéo provocam o afrouxamento das juncOes entre as células endoteliais e 0s
fagocitos entdo atravessam a barreira endotelial comprimindo-se entre as células
endoteliais via um processo chamado de diapedese ou transmigragdo. Uma vez
formados os espagos no tecido, quimiocinas atraem fagdcitos ao local inflamado por
quimiotaxia (movimento em dire¢do a um gradiente quimico) (LEY et al., 2007).

A progressdo da resposta tecidual para inflamacdo crbnica caracteriza-se por
infiltracdo de células mononucleares, que incluem macrofagos, linfocitos e plasmacitos.
Os processos inflamatoérios cronicos sdo de duracdo prolongada estendendo-se de
semanas a meses. Durante a inflamag&o crénica ocorrem simultaneamente: a presenca
de processo inflamatorio ativo, tentativas de reparo tecidual com conseqliente destruicdo
do tecido e formacdo de fibrose. Entre as doencas cronicas inflamatdrias incluem-se
desordens como artrite reumatoide, aterosclerose e lupus eritematoso sistémico
(GILROY et al., 2004; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

A injdria tecidual que resulta na liberacdo de neuromediadores inflamatdrios
(prostaglandinas, bradicinina, adenosina trifosfato-ATP, prétons e fator de crescimento
do nervo-NGF) que, quando liberados por macrofagos, mastdcitos, células endoteliais
ou nervos traumatizados, ativam os nociceptores (fibras nervosas tipos Ad e C) que
transmitem a informacdo para o corno dorsal da medula espinhal e, depois para 0s
centros superiores cerebrais onde a dor é interpretada. A transducdo do sinal €
aumentada ou sensibilizada por esses estimulos, pois 0s nociceptores possuem
receptores de superficies capazes de reconhecer os agentes pré-inflamatérios, que, ao
serem ativados, desencadeiam um aumento na excitabilidade da fibra nervosa. As
células envolvidas no processo inflamatorio também liberam uma variedade de
substancias oxidantes e enzimas, criando um estresse oxidativo, causando danos as
estruturas celulares como lipidios, proteinas e DNA (HUANG; ZHANG;
MCNAUGHTON, 2006; KRAYCHETE; VALENTE; CALASANS, 2006;
KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

As lesdes que se iniciam no sistema nervoso periférico (SNP) modificam a
anatomia e a fisiologia do SNC com hiperatividade celular que é predominante nas
laminas I, Il e V do corno dorsal da medula espinhal, no tdlamo e no cortex cerebral.
Isso pode se manter por um longo periodo ou indefinidamente, justificando o caréater

crénico da dor. Dessa forma, pode-se observar que o SNC e o sistema imune estdo
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funcionalmente conectados e integrados (BENNETT, 2000; STADNYK; GAULDIE,
1991).

2.3 CONSIDERACOES SOBRE MALVACEAE E Herissantia crispa

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-se as
plantas pertencentes a familia Malvaceae, uma vez que, uma grande variedade de
compostos naturais tem sido encontrada em espécies desta familia com propriedades
farmacoldgicas comprovadas.

A familia Malvaceae € constituida por 243 géneros e 4225 espécies (STEVENS,
2003). Membros desta familia ocorrem em quase todas as partes do mundo, com
excecdo de regides muito frias, e sdo particularmente abundantes nas regides tropicais,
principalmente na América do Sul (HEYWOOD, 1993). Barroso e colaboradores
(1991) mencionaram a ocorréncia de 35 géneros e 400 espécies no Brasil.

Em geral, as espécies da familia Malvaceae séo plantas que se apresentam como
ervas, arbustos e arvores, com folhas inteiras ou profundamente lobadas ou partidas;
flores grandes e vistosas, hermafroditas e com o desenvolvimento de célice externo
(JOLY, 2002).

Estudos quimicos sobre os metabdlitos secundarios das Malvaceaes descreveram
a ocorréncia de triterpenos (AHMED; KAZMI; MALIK, 1990), flavonoides (SILVA et
al., 2005, 2005a), Oleos essenciais (AMES; MACLEOD, 1990), lactonas
sesquiterpénicas (SHARMA; AHMAD, 1989) e &cidos graxos (CARMODY; DEJONG;
SMITH, 1945; VICKERY, 1980; SCHIMID; PATTERSON, 1988; NAKATANI;
FUKUNAGA; HASE, 1986).

H& muitos relatos na literatura relacionados ao uso de vérias espécies da familia
Malvaceae na medicina tradicional. Alguns destes usos incluem a utilizagdo como
emolientes, antifebris, anti-inflamatério (AHMED; KAZMI; MALIK,1990), diuréticos,
no tratamento de reumatismos, desordens gastrointestinais (AHMED; KAZMI;
MALIK, 1990; SHULTZ, 1968; YESILADA; GURBUZ, 2002), picadas de cobra
(OTERO et al., 2000) e asma (FRANZOTTI et al, 2000).

Estudos farmacol6gicos em modelos animais utilizando extratos de Sida

cordifolia e Sida rhomboidea, espécies pertencentes a familia Malvaceae, indicaram
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atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria comprovando sua utilizacdo popular.
(VENKATESH et al., 1999; FRANZOTTI et al.,, 2000; ALAM et al., 1991,
SUTRADHAR et al., 2006). Segundo estudos realizados por Sezik e colaboradores
(1997) a Malva neglecta, também pertencente a familia Malvaceae, apresenta efeito
antiniciceptivo.

Herissantia € género da familia Malvaceae que apresenta poucos estudos quanto
a suas propriedades quimicas e farmacologicas. E um género com distribuicdo
neotropical, possui habito subarbustivo e arbustivo, difuso e escandente, fruto pendular
e inflado, com mericarpos reniformes e escariosos (FRYXELL, 1973). E constituido por
seis ou mais espécies restritas a América tropical (FRYXELL, 1997). A maioria das
espécies ocorre no México, Antilhas e América do Sul. Somente Herissantia crispa é de
ampla distribui¢do, ocorrendo desde os Estados Unidos até a Argentina (FRYXELL,
1993).

O género Herissantia possui diversos tipos de fitoconstituintes, como éacidos
graxos, triterpenos, esterdides, acidos fenolicos, flavondides na forma de aglicona ou
glicosilados (SILVA et al., 2005b). Foram isolados da espécie Herissantia tiubae (K.
Schum) Brizicky quatro triterpenos (frideline, lupeol, cicloartenol e cicloeucalenol), um
esterdide (B-sitosterol) e cinco compostos fenodlicos (&cido p-metoxibenzoico, 6,7-
dimetoxycoumarina e trés flavondides glicosilados, canferol 7-O-a -L-
ramnopiranosideo, 3-O-B-D-(6’’-E-p-cumaroil) glicosideo, 4',5-diidroxi-3,6,7,8,3'-
pentametoxiflavona) (SILVA et al., 2005; 2005a; SILVA et al., 2009) . Cicloeucalenol e
cicloartenol mostraram um efeito relaxante no ileo de cobaia (GOMES et al., 2005). O
flavondide 4',5-diidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxiflavona desempenhou um papel relevante
na modulacdo da resisténcia bacteriana a alguns antibiéticos (SILVA et al., 2009). Os
estudos preliminares realizados com o flavonodide lespedina revelaram uma atividade
relaxante sobre a artéria mesentérica superior, 0 que poderia ser considerado como um
resultado importante no sistema cardiovascular (SILVA et al., 2005a).

A espécie vegetal Herissantia crispa (L.) Brizicky (Figura 5) é conhecida
popularmente como malvaisco (JOHANN et al., 2007; AGRA et. al., 2008). Estudos
realizados em nosso laboratério com o extrato etandlico de H. crispa mostraram que
esta espécie ndo apresentou toxicidade em nivel de SNC nas doses e condicdes
avaliadas segundo os protocolos citados por Almeida e colaboradores (1999), ndo sendo
possivel determinar a DLsy do extrato, pois, 0 mesmo ndo provocou a morte dos animais

no tempo de 72 horas. O extrato etandlico de H. crispa apresentou caracteristicas de
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drogas com perfil sedativo-hipnético e atividade antinociceptiva central, na qual nao foi
observada participacdo do sistema opidide (PEREIRA, 2009; PEREIRA et al., 2012).

Segundo Lima (2008), a espécie H. crispa apresentou acdo antiulcerogénica,
provavelmente relacionada ao mecanismo de citoprotecdo, com alguns indicios de
mecanismos anti-secretorios e antioxidantes, havendo a necessidade de estudos
complementares para confirmagdo desses mecanismos. Além disso, uma série de
experimentos determinaram que a espécie possui atividade antidiarreica,
antiulcerogénica e antimicrobiana (LIMA et al., 2009).

Existe ainda a indicagcdo etnomedicinal do uso de raizes e flores de H. crispa no
tratamento de infeccGes do trato respiratério e tosse (BOVINI; OKANO-CARVALHO;
VIEIRA, 2001; AGRA et al., 2008), efeitos estes ainda ndo evidenciados por estudos

cientificos.

Figura 5. Partes aéreas de H. crispa L. (Brizicky) (Foto: J. F. Tavares, 2005). ‘

O estudo fitoquimico de H. crispa resultou no isolamento de sete constituintes
quimicos, sendo: trés esterdides (B-sitosterol, sitosterol 3-O-p-D-glicopiranosideo e
estigmasterol ~ 3-O-B-D-glicopiranosideo) e quatro  flavonoides:  3,5,7,4 -
tetraidroxiflavonol (canferol); 3,5,7,3",4"-pentaidroxilflavonol (quercetina); canferol 3-

O-B-D-glicopiranosideo (tilirosideo) e o canferol 3,7-di-O-a-L-raminopiranosideo
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(lespedina) (Figura 6) (COSTA et al., 2009), sendo o tilirosideo e a lespedina
marcadores quimicos desta espécie (MATIAS, 2009).

3,57 4" tetraidroxiflavonol (CANFEROL) ~ 3,5.7,3 4 -pentaidroxiflavonol (QUERCETINA)

OH

OH

Canferol 3-0-p-D{6""-E-p-cumaroil) glicosideo (TILIROSIDEO) ~ Canferol 3,7-di-o--L-raminosideo (LESPEDINA)

Figura 6. Flavonoides isolados da H. crispa (Fonte: COSTA, 2009).

Os flavonodides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (SIMOES et al., 1986). Um amplo
namero de atividades farmacoldgicas tem sido atribuido a este grupo de metabdlitos
secundarios. Dentre varias delas cabe destacar as suas propriedades diuréticas (WANG,
2000), antiespasmoédicas (MUROTA, TERRAO, 2003), antibacterianas (PLAPER et al.,
2003), antiulcerativas (FRANCESCA; ANGELO, 2000), antivirais (CHIANG et al.,
2003), antifibrotica (QI et al.,, 2001), antineoplasicas (LOPEZ-LAZARO, 2002),
estrogénicas, antioxidantes (BOADI; IYERE; ADUNHYA, 2003), anti-inflamatorias
(THEOHRIDES et al., 2001) e outras (WANG, 2000).

A quercetina é um flavondide que produz significativa resposta antioxidante
(HUK et al., 1998; PERES et al., 2000; JONAVIC et al., 1998) antitumoral (HERTOG
et al., 1994; LIN et al, 2002; KANEUCHI et al., 2003), efeito gastoprotetor
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(KAHRAMAN et al., 2003), entre outros (LIESVELD et al., 2003; LIMA et al., 2001;
MILTERSTEINER et al., 2003).

Além destes efeitos, a quercetina também apresentou agdo anti-inflamatoria,
antinociceptiva quando testada com &cido acético, formalina e capsaicina (CARLIXTO
et al., 2000; WILLAIN-FILHO, 2005). No estudo realizado por Rylski e colaboradores
(1979) o efeito analgésico de varios flavondides dentre os quais, a quercetina, figurava
como o mais efetivo quando avaliado no teste da placa quente.

Estudos sobre o tilirosideo ja relataram atividade citotoxica em linhagens de
células leucémicas (DIMAS et al., 2000), atividade hepatoprotetora (MATSUDA et
al.,2002) e agdo como anti-hipertensiva, por produzir efeito vasorelaxante (SILVA et
al., 2005b). Também foi observado que esta substancia produziu um efeito relaxante em
musculo liso de ileo de cobaia provocado pelo tilirosideo, sendo esta acdo mediada,
possivelmente, pelo bloqueio do influxo de calcio (COSTA et al., 2007).

O tilirosideo apresenta atividade anti-inflamatdria significante, além de atividade
antioxidante, atuando atraveés de um mecanismo de varredura de radicais peroxidos, e
sugerindo assim uma possivel relacdo entre o efeito anti-inflamatério e o antioxidante
(SALA et al., 2003).

A lespedina (canferol 3,7-O-a-L-raminopiranosideo) também foi efetivo como
agente hipoglicemiante, com acdo no tecido alvo da insulina, mostrando uma agéo
insulino-mimética na captacdo de glicose sem, no entanto, alterar a sintese protéica, em
ratos diabéticos (JORGE, 2003).

A H. crispa foi inicialmente selecionada para estudo durante o mestrado, por ser
rica em flavondides e por estes constituintes quimicos apresentarem atividades
bioldgicas anteriormente comprovadas em outros trabalhos cientificos. Os resultados
obtidos em nosso laboratdrio resultaram em uma dissertacdo com o extrato etanolico de
H. crispa, onde constatamos uma atividade antinociceptiva, que nos estimulou a dar
continuidade, investigando o mecanismo de acdo desse efeito, e também, uma possivel
atividade anti-inflamatoria. A hipdtese de que a espécie teria uma atividade anti-
inflamatdria foi postulada porque o extrato etandlico de H. crispa foi mais efetivo em
reduzir o tempo de lambida da pata dos animais na segunda fase do teste da formalina

quando comparada com a primeira fase.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Auvaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de Herissantia crispa (L.)
Brizicky e o0s possiveis mecanismos de agdo envolvidos nestas atividades,
contribuindo para ampliar o conhecimento das atividades farmacoldgicas desta

planta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar a atividade antinociceptiva da fase hidroalcodlica da H. crispa (FHAHCc),
da fase acetato de etila da H. crispa (FAEHCc) e dos flavonoides lespedina e

tilirosideo, isolados desta fase;

e Investigar a participacdo dos sistemas opidide, adenosinérgico, muscarinico,
oxidonitrérgico, adrenérgico e dos canais para potassio sensiveis a ATP na

antinocicepcdo causada pela FAEHc no teste da formalina;

e Analisar a atividade anti-inflamatéria da FAEHc no edema de pata induzido por

carragenina;

e Evidenciar a migracdo de células inflamatorias, assim como 0s niveis das
citocinas TNF-a e IL-B no lavado peritoneal dos animais tratados com a FAEHc no

modelo da peritonite induzida por carragenina.
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4 MATERIAL

4.1 PRAEPARA(;AO E ADMINISTRACAO DO EXTRATO, FASES E
SUBSTANCIAS ISOLADAS

As fases (acetato de etila e hidroalcodlica) e as substancias isoladas (tilirosideo e
lespedina) da H. crispa foram fornecidos pela Profa. Dra. Maria de Fatima Vanderlei de
Souza (Laboratérios de Fitoquimica e Sintese Organica do PPgPNSB /UFPB).

O extrato etandlico de H. crispa foi obtido das partes aéreas do vegetal apos
secagem em estufa de ar circulante a 40°C e pulverizacdo; onde o p6 seco da planta foi
submetido a maceracdo em etanol a 95% por 72 horas e o liquido extrator foi
concentrado sob pressdo reduzida a 60°C em rotaevaporador, fornecendo o extrato

etandlico.

Posteriormente, para obtencdo das fases, o extrato etandlico foi solubilizado em
etanol:agua (7:3). A solucdo hidroalcoolica obtida foi particionada com hexano,
cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, respectivamente, seguindo um gradiente
crescente de polaridade. Apds a evaporacdo do solvente de todas as fases em
rotaevaporador obteve-se as fases hexanica, cloroférmica, acetato de etila e fase n-
butandlica, por fim a fase remanescente foi denominada de hidroalcoolica. No entanto,
para a realizacdo dos testes, foram utilizadas as fases acetato de etila e hidroalcodlica.

Uma parte da fase acetato de etila, que ndo foi concentrada, foi submetida a
cromatografia em sephadex LH-20, utilizando metanol como eluente e apds reunido das
fracdes obtidas através de analise em Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA), passaram por analise espectral de RMN 1H e 13C, resultando na identificacao
dos flavondides: canferol 3-O-B-D-(6’’-E-p-cumaroil)  glicosideo (tilirosideo) e
canferol 3,7-di-O-a-L-raminopiranosideo (lespedina).

Durante os experimentos, as fases e as substancias isoladas de H. crispa, obtidas
de acordo com o procedimento anteriormente descrito, foram solubilizadas em agua
destilada, e, quando necessario, adicionou-se cremofor (0,2 %), no intuito de facilitar a
solubilizacdo. Todas as substancias foram preparadas imediatamente antes de cada
experimento, utilizando-se concentragfes decimais de forma a possibilitar a
administracdo de 0,1 mL/10 g de peso do animal. As doses utilizadas na diluicdo das

fases foram 250, 500 e 750 mg/kg de peso animal e as substancias isoladas nas doses de
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25 e 50 mg/kg de peso animal. A via de administracdo escolhida foi a via intraperitoneal
(i.p.). A determinagdo das doses utilizadas teve como base o estudo realizado
anteriormente com o extrato etandlico de Herissantia crispa (i.p.) durante o trabalho
mestrado (PEREIRA, 2009). O grupo controle foi tratado com o veiculo.

4.2 ANIMAIS

No estudo foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss
(Figura 7), machos, albinos com peso variando entre 25 - 35 g, com aproximadamente
trés meses de idade, provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

Os animais foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condicGes
monitoradas de temperatura (21 £ 2 °C), com livre acesso a uma dieta a base de racdo
tipo pellets (Purina®) e agua, disponivel em garrafas de polietileno com bicos de inox.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de
6h00 as 18h00.

p. £ Jx‘ a8 ll S ot
Figura 7. Camundongo Swiss.

4.3 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Todos os experimentos foram realizados no laboratério de Psicofarmacologia
Prof. Elizaldo A. Carlini ou na sala 03 (Setor de Experimentacdo Comportamental) do
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Biotério Prof. Dr. Thomas George da Univesidade Federal da Pariba (UFPB), no
periodo compreendido entre as 12h00 e as 17h00 horas.

Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno, contendo 04 animais cada,
por um periodo de pelo menos 60 minutos de antecedéncia a execucdo dos testes e
sendo privados de &gua e racdo, visando minimizar as possiveis alteracdes
comportamentais bem como permitir uma adaptacdo ao novo ambiente. Os animais
foram utilizados uma Unica vez.

Antes de cada procedimento as bancadas e os aparelhos utilizados foram
higienizados com alcool a 70%, entretanto, durante os testes, foi utilizado etanol com
baixa graduacdo (10%), na tentativa de diminuir possiveis odores que pudessem
interferir no comportamento dos animais.

Os procedimentos experimentais utilizados durante o trabalho foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da UFPB, sob a
certiddo de n° 0106/10 (Anexo).

4.4 SUBSTANCIAS UTILIZADAS

e Acido glutdmico (Sigma — EUA)

e Cafeina (Sigma — EUA)

e Carragenina (Sigma — EUA)

e Cloreto de sodio (Merck — EUA.)

e Cloridrato de morfina (Merck — EUA.)

e Cremofor (Sigma— EUA)

e Dexametasona (Ache — Brasil)

e Etanol (LTF/UFPB — Brasil)

e Formaldeido 37% (Vetec — Brasil)

e Glibenclamida (Sigma — EUA)

e Hidrocloridrato de ioimbina (Sigma — EUA)

e Hidrocloridrato de naloxona (Research Biochemical — EUA)
e Kit para dosagem de TNF-a (eBioscience — E.U.A);
o Kit para dosagem de IL-1p (eBioscience — E.U.A);
e L-arginina (Sigma — EUA)
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e MK-801 (Sigma—EUA)

e N —nitro— L —arginina (Sigma — EUA)

e Solucdo tampéo fosfato (Sigma — EUA)

e Solucdo tampéo sheath fluid (MiraiBio - Califérnia).
e Solucédo de Turk (Merck — Brasil )

e Sulfato de atropina (Sigma — EUA)

4.5 APARELHAGEM

e Caixa de observacao para o teste da formalina

e Citocentrifuga (Bio Research — E.U.A)

e Leitor de microplaca ELISA (Titertek Multiskan Reader — E.U.A)
e Micrometro digital (Great — Brasil)

e Microscopio éptico (Olympus — Japéo)

4.6 OUTROS MATERIAIS

e Camara de Neubauer

e Placas de Elisa
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5 METODOS

O delineamento experimental para avaliacdo da atividade antinociceptica e anti-

inflamatoria da espécie H. crispa, em camundongos, estdo esquematizados na Figura 8:

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Ll Ll

Teste da Formalina Teste do Glutamato

MECANISMO DE ACAO

1L L Ll

Sistema Sistema Sistema

Opidide Adenosinérgico Muscarinico

Sistema Sistema Paticipacdo dos
Oxidonitrérgico a,-Adrenérgico Canais de K' a1p

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Ll Ll

Edema de Pata Induzido por Perotinite Induzida por
Caragenina Caragenina
Contagem de Dosagem de

Leucdcitos TNF-a e IL-1B

Figura 8. Resumo esquemdtico do estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da espécie H.
crispa em camundongos.
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5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

5.1.1 TESTE DA NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA

O teste da formalina foi realizado como descrito por Vaz et al. (1996) que é uma
modificagdo do modelo inicialmente descrito por Hunskaar e Hole (1987), essa
metodologia consiste na administracdo intraplantar de 20puL de uma solucdo de
formalina na pata direita do animal. ApoOs a injecdo da formalina, os camundongos
foram colocados em um aparato triangular composto por duas paredes espelhadas e uma
de vidro transparente, facilitando a visualizacdo do animal, para que seja cronometrado
o tempo de lambida da pata em duas fases (SHIBATA et al., 1989). A primeira fase (0-5
min) ocorre imediatamente ap6s a administracdo da formalina, provocando uma
resposta nociceptiva decorrente da estimulacdo quimica direta dos nociceptores e
liberacdo de aminoacidos excitatorios (TJOLSEN et al., 1992); a inibicdo dessa fase é
indicativa de drogas analgésicas que atuam em nivel central (HUNSKAAR; HOLE,
1987). Depois, ha um periodo chamado de interfase (5-15 min), que é caracterizado
pelos mecanismos endogenos de supressdo da dor (HENRY et al., 1999; GAUMOND;
SPOONER; MARCHAND, 2007). A segunda fase (15-30 min) é conhecida por um
processo inflamatdrio, levando a liberagdo de mediadores como a serotonina, histamina,
bradicinina e prostaglandina (PARADA et al., 2001).

Para realizacdo deste experimento, 0s animais dos grupos experimentais
receberam um dos tratamentos: FAEHc (250, 500 ou 750 mg/kg, i.p.), FHAHc (750
mg/kg, i.p.), tilirosideo (25 ou 50 mg/kg, i.p.) ou lespedina (25 ou 50 mg/kg, i.p.). O
grupo controle foi tratado com veiculo e o grupo padréo foi tratado com morfina (10
mg/kg, i.p.). Ap0s trinta minutos, 20 uL de solucdo de formalina 2,5% foram injetadas
na regido intraplantar da pata posterior direita dos camundongos e em seguida esses
animais foram colocados nas caixas de observacado, sendo entdo registrado o tempo total

de lambida da pata que recebeu a formalina durante as duas fases do teste.
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5.1.2 TESTE DA NOCICEPCAO INDUZINA PELO GLUTAMATO

Este modelo foi proposto por Beirith e colaboradores (1998; 2002) e proporciona
0 estudo de drogas que atuam sobre o sistema glutamatérgico envolvido na transmissao
nociceptiva. A injecdo de glutamato induz estimulacdo direta dos neurdnios
nociceptivos, causando liberacdo de varios mediadores inflamatdrios e neuropeptideos
envolvidos na transmissdo dolorosa (BEIRITH; SANTOS; CARLIXTO, 2002). Assim,
esse teste foi empregado com o objetivo de evidenciar a possivel interacdo da FAEHC
com o sistema glutamatérgico.

Para realizacdo deste experimento, os animais foram tratados com a FAEHc
(250, 500 ou 750 mg/kg, i.p.), com o antagonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), MK-801 (0,03 mg/kg, i.p.), ou com o veiculo. Trinta minutos apds, foi
administrado 20 uL de glutamato na dose de 20 umol/pata na regido intraplantar da pata
posterior direita do animal e, em seguida, foram colocados na caixa de observacao para

cronometrar o tempo de lambida da pata durante quinze minutos.

5.1.3 AVALIAQAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE AQAO ENVOLVIDOS
NA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DE Herissantia crispa

Com o objetivo de esclarecer 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos na
antinocicepcdo induzida pela Herissantia crispa, utilizaram-se agonistas e antagonistas
em doses ja estudadas na literatura. Estes estudos basearam-se na utilizacdo de
ferramentas farmacoldgicas que atuam especificamente em receptores envolvidos com a
transmissdo da dor (VIDYALAKSHMI et al., 2010; KHALID et al., 2011). Para
realizacdo desta investigacdo, foram escolhidos o teste da formalina e a FAEHc na dose
de 750 mg/kg (i.p.), por ser a dose que demonstrou efeito mais evidente no modelo
selecionado. As vias de neuromodulacédo escolhidas foram a opioide, a adenosinérgica, a
muscarinica, a via L-arginina-oxido nitrico, a op-adrenérgica e a via dos canais de K*

sensiveis a0 ATP (K*atp).
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5.1.3.1 PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIOIDE

A fim de avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito antinoceptivo
da FAEHCc, foi utilizado naloxona, um antagonista opidide ndo-seletivo (JIN et al.,
2010). Administrou-se naloxona (5 mg/kg, s.c.) quinze minutos antes dos grupos serem
tratados com a FAEHc (750 mg/kg, i.p.), com o veiculo ou com o padrdo morfina (10
mg/kg, i.p.). Um dos grupos foi tratado apenas com a FAEHc (750 mg/kg, i.p.). Trinta
minutos apos estes tratamentos, os animais foram submetidos ao teste da formalina
(TJOLSEN et al., 1992).

5.1.3.2 PARTICIPACAO DO SISTEMA ADENOSINERGICO

A cafeina, antagonista ndo-seletivo de receptores adenosina, foi utilizada,
durante esta fase de experimentos, como ferramenta farmacoldgica para a determinacéo
de um possivel envolvimanto do sistema de receptores adenosinérgicos no efeito
antinociceptivo da FAEHc (ESSER; SAWYNOK, 2000). Todos os grupos foram pré-
tratados com cafeina (10 mg/kg, i.p.) quinze minutos antes da administracdo da FAEHCc
(750 mg/kg, i.p.) ou veiculo. Um dos grupos foi tratado apenas com a FAEHc (750
mg/kg, i.p.). Apos trinta minutos destes tratamentos, os animais foram submetidos ao

teste da formalina.

5.1.3.3 PARTICIPACAO DO SISTEMA MUSCARINICO

Com a finalidade de investigar a possivel participacdo do sistema muscarinico
no efeito antinociceptivo da FAEHCc foi utilizada a atropina, um antagonista nao-seletivo
de receptores muscarinicos (PEANA et al., 2003). Os animais de cada grupo foram pré-
tratados com atropina (5 mg/kg, i.p.) quinze minutos antes da administragdo da FAEHCc
(750 mg/Kkg, i.p.) ou veiculo. Apenas um grupo ndo recebeu esse pré-tratamento e foi
administrado a FAEHc (750 mg/kg, i.p.). Apos trinta minutos destes tratamentos, 0s

animais foram submetidos ao teste da formalina.
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5.1.3.4 PARTICIPACAO DO SISTEMA OXIDONITRERGICO

Para avaliar a participacdo da via da L - arginina - 0xido nitrico no efeito
antinociceptivo induzido pela FAEHc, os animais foram previamente tratados com o
precursor do NO, a L-arginina (600 mg/kg, i.p.) e ap6s quinze minutos receberam a
FAEHc (750 mg/kg, i.p.), N® — nitro — L - arginina (L-NOARG, 50 mg/kg, i.p.) um
inibidor da enzima Oxido nitrico sintase, ou o veiculo (BEIRITH et al., 1998). Um dos
grupos recebeu apenas a FAEHc (750 mg/kg. i.p.). ApOs trinta minutos da
administracdo da FAEHc, do L-NOARG e do veiculo, os animais foram submetidos ao

teste da formalina.

5.1.3.5 PARTICIPACAO DO SISTEMA 01,-ADRENERGICO

Com o objetivo de evidenciar a participagdo do sistema ap-adrenérgico sobre a
atividade antinociceptiva da FAEHCc, os grupos de animais foram tratados previamente
com o antagonista dos adrenoceptores o, ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.), quinze minutos
antes da administracdo da FAEHc (750 mg/kg, i.p.) ou do veiculo. Um dos grupos foi
tratado apenas com a FAEHc (750 mg/kg, i.p.). Ap0s trinta minutos da administracdo da
FAEHCc e do veiculo, os animais foram submetidos ao teste da formalina (PEREIRA,
2005; DE SOUZA et al., 2009).

5.1.3.6 PARTICIPACAO DOS CANAIS DE K*a1p

Com o objetivo de verificar o envolvimento dos canais de K*atp na atividade
antinociceptiva da FAEHCc, foi utilizada a glibenclamida, uma sulfoniluréia que bloqueia
especificamente estes canais (OCANA et al., 2004; LOPES et al., 2012).

Os animais receberam um pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.)
quinze minutos antes da administracdo da FAEHc (750 mg/kg, i.p.) ou veiculo. Um dos
grupos foi tratado apenas com a FAEHc (750 mg/kg, i.p.). Apés trinta minutos destes
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tratamentos foi verificado o tempo de lambida da pata nas duas fases do teste da

formalina.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

5.2.1 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Para a realizagdo desse experimento, os camundongos foram divididos
randomicamente em grupos tratados com veiculo, com a FAEHc (250, 500 e 750
mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.). Antes do inicio do experimento, a
espessura das patas traseiras, esquerda e direita, de cada animal foram medidas com o
auxilio de um micrémetro digital, sendo a diferenga entre elas considerada a medida
basal.

Apds trinta minutos (ou uma hora para os animais tratados com dexametasona)
dos tratamentos, os animais receberam 20 pul. de uma solugdo de carragenina (1%) na
regido subplantar da pata posterior direita e 20 uL. de salina na pata posterior esquerda.
A administracdo de 20 pL de carragenina (1%) na regido subplantar provoca uma
inflamacdo aguda com consequente formacdo de edema e hiperalgesia (YESILADA,
KUPELLI, 2007). O grupo controle negativo recebeu apenas a solucdo salina nas duas
patas.

A espessura da pata (mm) foi mensurada com o auxilio de um micrémetro
digital nos tempos de 1, 2, 3, 4, 6, 24, 48 e 72 horas depois da administracdo do
estimulo nocivo. A variacdo da espessura da pata esquerda e direita de cada animal foi o

parametro analisado neste experimento.

5.2.2 PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

Com a finalidade de avaliar a capacidade da FAEHc em inibir a migracéo celular
apos a administracdo de um estimulo inflamatorio, utilizou-se 0 modelo da peritonite
induzida por carragenina. A carragenina produz uma resposta inflamatoria aguda na

cavidade peritoneal dos camundongos (HALL et al., 1998)



PEREIRA, C. K. S. MATERIAL E METODOS 53

Nesse propdsito, os animais foram separados em grupos e tratados com veiculo,
FAEHc (250, 500 e 750 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.). Apos trinta
minutos dos tratamentos, administrou-se uma solucdo de carragenina (1%) por via
intraperitoneal para inducéo da inflamacao.

Quatro horas ap6s a administracdo da carragenina, 0s animais foram
eutanasiados, e 300 pL de uma solugdo tampéo de fosfato de sédio (PBS) estéril gelado
foram injetados na cavidade peritoneal. Cautelosamente, o peritonio foi massageado, e 0
lavado peritoneal foi puncionado e colocado em tubos tipo eppendorf, para que fossem
centrifugados a 1500 rpm, por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi removido e
armazenado a -20 °C, para posterior dosagem das citocinas TNF-a e IL-1.

As células presentes nos pellets foram novamente suspensas, e cada amostra foi
diluida com a solucdo de Turk na proporcdo 1:10. Com a ajuda de uma pipeta
automatica, a amostra diluida foi colocada na Camara de Neubauer e a contagem total
dos leucdcitos ocorreu em um microscopio éptico na objetiva de 40x.

Para a contagem diferencial de leucécitos, 100 uL da suspensdo de células do
lavado peritoneal, previamente diluidos 1:10, foram centrifugados em uma
citocentrifuga a 1500 rpm por 15 minutos para obtencdo das laminas. As células foram
coradas com a coloracdo de May-Gruanwald-Giemsa, e a contagem diferencial foi
realizada com objetiva de imersdo de 100X. A contagem diferencial foi realizada
usando o padréo de critérios morfologicos para identificar os tipos de célula (SOUSA et
al., 2010).

5.2.3 DOSAGEM DE CITOCINAS NO LAVADO PERITONEAL

As citocinas, TNF-a e IL-1P, presentes no sobrenadante do lavado peritoneal
foram quantificadas utilizando kit ELISA especifico. A leitura das microplacas foi feita
a 450nm, e a quantidade de citocinas foi calculada a partir da curva-padrdo. Todos 0s
procedimentos foram executados de acordo com as instrucgdes do fabricante.

As placas de ELISA de 96 pogos (NUNC-Immuno™) foram sensibilizadas com
0 anticorpo de captura, anti-TNF-a e anti-IL-1p, e incubadas durante a noite a 4 °C. No
dia seguinte, utilizou-se a solucéo de blogueio (PBS contendo 10% de soro fetal bovino)
nos sitios inespecificos por uma hora. Novamente, as placas foram lavadas com PBS

contendo 0,05% de tween 20 e adicionou-se 50 pL das amostras e diferentes
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concentracdes das citocinas recombinantes. As placas foram novamente incubadas por
uma noite a 4°C.

Em sequéncia, os pogos foram lavados e uma mistura de anticorpos biotinilados
secundarios foi adicionada. Apos a incubacao por 1 hora, estreptavidina conjugada com
a proteina fluorescente, R-ficoeritrina (estreptavidina-RPE) foi adicionada aos po¢os da
placa e entdo incubada por 30 minutos. Apos a lavagem para remocao dos reagentes ndo
aderidos, adicionou-se a placa uma solugdo tampdo sheath fluid (Luminex®). Em
sequéncia, realizou-se a leitura em leitor de microplaca a 450 nm. As quantidades de
citocinas foram calculadas a partir das curvas-padrao e expressos como quantidade total

por mililitro (pg/mL).

5.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando o método de Analise de Variancia
(ANOVA) “one-way” seguido do teste de Dunnet para comparagdo entre as médias, Ou
ainda utilizando-se o teste de Neuman-Keuls. Os dados obtidos foram expressos como
média * erro padrdo da média (e.p.m.), sendo os valores considerados significativos,
guando apresentassem um nivel de significancia (p) menor que 0,05.

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente através do programa
GraphPad Prism, verséo 5.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA).

A porcentagem de inibig&o foi determinada pela comparacéo entre as medias do
grupo controle e experimental, calculadas pela seguinte formula (OYEMITAN et al.,
2008; IJEOMA etal., 2011; TAHER, 2012).

média do grupo experimental

Porcentagem de inibicio = 100 — ——
média do grupo controle x 100
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

6.1.1 EFEITO DAS FAEHc e FHAHc NO TESTE DA FORMALINA

Os resultados mostrados na Figura 9 evidenciam uma reducdo significante no
tempo de lambida da pata dos animais tratados com a FAEHc (43,3 £ 3,3 s) e a FHAHC
(59,3 £ 4,8 s) na dose de 750 mg/kg, apresentando valores de inibicdo de 53,9% e
37,1%, em relagdo ao grupo controle (94,3 + 6,1 s). A morfina (10mg/kg) diminuiu o
parametro analisado em 72,0% (26,4 £ 5,6 s).

Primeira Fase
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Figura 9. Efeito da FAEHc (750 mg/kg, i.p), FHAHc (750 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na
primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m
(n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001.

Conforme mostrado na Figura 10, a FAEHc (10,0 + 6,6 s) e a FHAHc (37,6 =
15,4 s), ambas na dose de 750 mg/kg também reduziram o tempo de resposta na
segunda fase do teste da formalina, correspondendo a uma inibigé&o de 95,5% e 83, 1%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (222,8 = 23,4 s). O grupo
tratado com a droga padrdo, morfina, diminuiu 0 comportamento nociceptivo em 92,3%
(17,0 £ 11,8 9).
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Figura 10. Efeito da FAEHc (750 mg/kg, i.p), FHAHc (750 mg/kg, i.p.) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na
segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média = e.p.m
(n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001.

Quando a FAEHCc foi testada nas doses de 250, 500 e 750 mg/kg, os animais
apresentaram uma diminuicao significativa no tempo de lambida da pata nas duas fases
do teste da formalina. Na primeira fase (Figura 11), a FAEHCc apresentou reducédo do
tempo de lambida da pata dose-dependente os seguintes valores de inibicdo, da menor
dose para a maior dose, respectivamente, 49,8% (45,4 + 5,6 s), 64,2% (32,4 £ 5,7 s) e
83,3% (15,1 £ 5,1 s) em relagdo ao grupo controle (90,5 + 4,5 s). Na segunda fase
(Figura 12), houve uma inibicdo no tempo de lambida da pata de 99,8% (0,4 + 0,4 s),
100% (0,0 s) e 100 (0,0 s), respectivamente, em relacdo ao controle (297,1 £ 30,4 s). A
morfina apresentou uma inibicdo de 73% (24,4 + 4,3 s) e 100% (0,0 s), na primeira e

segunda fase, respectivamente.
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Figura 11. Efeito da FAEHc (250, 500 e 750 mg/kg, i.p) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na primeira fase do
teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA
“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus controle
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Figura 12. Efeito da FAEHc (250, 500 e 750 mg/kg, i.p) e morfina (10 mg/kg, i.p.) ha segunda fase do
teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA
“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus grupo controle.
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6.1.2 EFEITO DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS DA FAEHc NO TESTE DA
FORMALINA

De acordo com o resultado apresentado na Figura 13, a lespedina na dose de 25
mg/kg (71,4 £ 6,9 s), o tilirosideo nas doses de 25 (70,6 = 5,2 s) e 50 (59,4 + 5,9 s)
mg/kg e a administracdo conjunta de lespedina (25 mg/kg) e tilirosideo (50 mg/kg)
(54,0 = 6,8 s), promoveram diminuicdo no tempo de lambida da pata de forma
significativa na primeira fase do teste da formalina, apresentando valores de inibigéo de
28,1%, 28,9%, 40,2% e 45,6% , respectivamente, comparados ao grupo controle (99,3 =
10,5 s). A morfina (10 mg/kg) produziu uma inibicdo de 69,8% (30,0 = 6,7 s) em

relacdo ao grupo controle.
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Figura 13. Efeito da lespedina (25 e 50 mg/kg, i.p), tilirosideo (25 e 50 mg/kg, i.p.), lespedina com
tilirosideo (25 e 50 mg/kg, i.p., respectivamente) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na primeira fase do teste da
formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-
way” seguido pelo Teste de Dunnett). *p <0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus controle.

Na segunda fase do teste da formalina (Figura 14), o tratamento dos animais
com lespedina na dose de 25 mg/kg (85,4 £+ 14,3 s) reduziu o tempo de lambida da pata
em 73,7% e na dose 50 mg/kg (137,5 + 33,8 s) em 57,7%. O tilirosideo nas doses de 25
(205,6 + 26,5 s) e 50 (127,5 = 16,5 s) mg/kg promoveram diminuicdo significativa no
tempo de lambida da pata de 36,8% e 60,7%, respectivamente. Enquanto que, a
administracdo de lespedina (25 mg/kg) e tilirosideo (50 mg/kg) juntos (112,0 £ 6,4 s)
apresentaram 65,6% de inibicdo do tempo de lambida da pata, quando comparado ao
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controle (325,2 + 25,7 s). O grupo tratado com morfina também reduziu

significativamente este parametro, em 78,1% (71,3 £ 22,2 s).
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Figura 14. Efeito da lespedina (25 e 50 mg/kg, i.p), tilirosideo (25 e 50 mg/kg, i.p.), lespedina com
tilirosideo (25 e 50 mg/kg, i.p., respectivamente) e morfina (10 mg/kg, i.p.) na segunda fase do teste da
formalina em camundongos. Os valores foram expressos como média £+ e.p.m (n=8). (ANOVA “one-
way” seguido pelo Teste de Dunnett). **p<0,01, ***p<0,001 versus grupo controle.

6.1.3 EFEITO DA FAEHc NO TESTE DO GLUTAMATO

Os resultados obtidos durante o teste do glutamato podem ser observados na
Figura 15. Os camundongos tratados com a FAEHc na dose de 750 mg/kg apresentaram
uma reducdo significativa do tempo de lambida da pata, exibindo um decréscimo de
84,0% (9,1 + 5,6 s) do comportamento nociceptivo, comparado ao grupo controle (56,9
+ 3,9 s). O grupo tratado com MK801 (0,03 mg/kg), droga padrdo, também reduziu

significativamente este parametro apresentando 83,8% (9,2 + 2,8 s) de inibicao.



PEREIRA, C. K. S. RESULTADOS 61

% 80-

‘g 3 Controle

g 60| T T 3 FAEHc - 250
o

S 1 FAEHC - 500
£ 47 1 EE FAEHC - 750
g MKS01 - 0,03
3 20 ook

(@]

= En B

£,

Tratamentos (mg/kg)

Figura 15. Efeito da FAEHc (250, 500 e 750 mg/kg, i.p) e MK801 (0,03 mg/kg, i.p.) no teste do
glutamato em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-
way” seguido pelo Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus controle.

6.1.4 AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS
NA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DE Herissantia crispa

6.1.4.1 PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIOIDE

Como podemos observar na Figura 16, tanto a FAEHc na dose de 750 mg/kg
(17,5 £ 5,6 s) quanto a morfina (26,5 + 5,1 s) reduziram significativamente o tempo de
lambida da pata na primeira fase do teste da formalina em 80,4% e 71,3%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle (89,3 + 5,3 s). O grupo tratado
apenas com naloxona (90,6 £ 7,9 s) ndo alterou o tempo de reacdo provocado pelo
estimulo doloroso. O tratamento prévio da naloxona, administrado quinze minutos antes
da FAEHc ou morfina, ndo modificou a antinocicepcdo provocada pela FAEHc (36,1 +
6,8 s), contudo o efeito produzido pela morfina (78,6 + 5,3 s) foi significativamente

revertido.
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Figura 16. Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, s.c.) na antinocicepcédo causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle, ###p<0,001 versus morfina.

Na segunda fase do teste da formalina, o tratamento dos camundongos com a

FAEHc e morfina inibiram o comportamento nociceptivo em 100% , quando

comparados ao grupo controle (268,9 + 27,4 s). A administracdo prévia de naloxona ndo

reverteu o efeito antinociceptivo da FACHc (14,0 £ 14,0 s), porém reverteu a acao da
morfina (203,1 + 27,9) (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, s.c.) na antinocicepcao causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média £ e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle, ###p<0,001 versus morfina.
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6.1.4.2 PARTICIPACAO DO SISTEMA ADENOSINERGICO

Na primeira fase do teste da formalina, os camundongos tratados com a FAEHc
(750 mg/kg) mostraram uma diminui¢do no tempo de lambida da pata em 81,9% (17,2 =
4,9 s), em relacdo ao grupo controle que recebeu apenas a formalina (95,0 + 3,7 s). O
grupo de animais preé-tratados com a cafeina (10 mg/kg), quinze minutos antes da
administracdo da FAEHc, apresentaram uma diferenga significativa em relacdo ao
grupo que ndo recebeu o antagonista (54,1 £ 5,6 s), mas ndo houve reversdo completa
do efeito antinociceptivo induzido pela FAEHc apresentando uma inibicdo de 43% no
tempo de lambida da pata (Figura 18). O grupo padrdo tratado com cafeina, como
esperado, ndo apresentou diferenca significativa no tempo de lambida da pata (85,9

3,3 s), comparado ao grupo controle.

Primeira Fase

@ 150-

% 3 Controle

o

S Em FAEHc - 750
© 100' —

gEz Sk Cafeina - 10
% 50- T Cafeina - 10
© *k%

(@)

3 ]

5 o

Tratamentos (mg/kg)

Figura 18. Efeito do pré-tratamento com cafeina (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepcao causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle, ###p<0,001 versus FAEHC.

A Figura 19 mostra uma inibicdo do tempo de lambida da pata da FAEHc (750
mg/kg) de 99,6% (1,2 + 1,0 s) em relacdo ao controle (281,8 £ 28,8 s), na segunda fase
do teste da formalina. No entanto, o tratamento prévio com cafeina ndo reverteu o efeito
antinociceptivo da FAEHc (2,3 + 1,5 s). O grupo tratado com cafeina (309,0 £ 25,0 s)
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ndo apresentou diferenca significante no tempo de lambida quando comparado ao grupo

controle.
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Figura 19. Efeito do pré-tratamento com cafeina (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepg¢do causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle.

6.1.4.3 PARTICIPACAO DO SISTEMA MUSCARINICO

Durante a primeira fase do teste da formalina, o grupo tratado com FAEHc (750
mg/kg) apresentou uma reducdo significativa de 81,7% (16,5 £ 4,8 s) no tempo de
lambiba da pata, em relacdo ao grupo controle (90,0 £ 3,1 s). No entanto, o pré-
tratamento com atropina (5 mg/kg), quinze minutos antes da administragdo da FAEHCc,
reduziu o tempo de lambida em 47,8% (47,0 £ 7,4 s) revertendo, parcialmente o efeito
antinociceptivo provocado pelo tratamento com a FAEHc. O grupo tratado com atropina
(75,6 = 3,4 s) ndo apresentou reducdo significativa no tempo de lambida, em relacdo ao

grupo controle (Figura 20).
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Figura 20. Efeito do pré-tratamento com atropina (5 mg/kg, i.p.) na antinocicepgao causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle, ###p<0,001 versus FAEHC.

Os resultados obtidos durante a segunda fase do teste da formalina, apresentados
na Figura 21, demonstram que houve uma redugdo marcante no tempo de lambida da
pata no grupo tratado com FAEHCc (0 s), e esse efeito ndo sofreu reversdo quando 0s
animais receberam FAEHc apés tratamento prévio com atropina (0,8 = 0,5 ),
apresentando inibicdo deste parametro de 100% e 99,7%, respectivamente, em relagédo
ao grupo controle (250,4 + 34,8 s). Os animais que receberam apenas atropina (167,7 +

35,8 s) ndo apresentaram resultados significativos em comparacao ao controle.
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Figura 21. Efeito do pré-tratamento com atropina (5 mg/kg, i.p.) na antinocicepgdo causada pela FAEHc
(750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram expressos
como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle.

6.1.4.4 PARTICIPACAO DO SISTEMA OXIDONITRERGICO

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram que a FAEHc (750 mg/kg)
promoveu uma diminuigdo significativa de 83,3% (15,6 = 4,6 s) no tempo de lambida
da pata, em relacdo ao grupo controle (93,4 £ 3,9 s). L-arginina (600 mg/kg),
administrada quinze minutos antes da administracdo da FAEHCc, inibiu completamente a
antinocicepcdo induzida pela FAEHc (66,0 + 16,8 s). L-arginina administrada
isoladamente, ndo alterou significativamente, o tempo de lambida da pata dos animais
comparada com o grupo controle (81,4 = 8,6 s). No entanto, o tratamento com a L-
arginina e L-NOARG (50 mg/kg), inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, promoveu
inibicdo do tempo de lambida da pata de 43,6% (52,7 + 3,8 S).
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Figura 22. Efeito do pré-tratamento com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) na antinocicep¢do causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram
expressos como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls).
**p<0,01, ***p<0,001 versus controle, ###p<0,001 versus FAEHc., x<0,05 versus L-arginina.

Na segunda fase do teste da formalina o grupo tratado apenas com FAEHCc e o
grupo tratado com FAEHCc apds a administracdo anterior de L-arginina resultou em uma
reducdo no tempo de lambida da pata de 99,7% (0,9 = 0,5 s) e 99,3% (2,1 + 0,4 s),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (284,6 + 28,5 s). O grupo que
recebeu apenas L-arginina ndo apresentou alteracdo na resposta nociceptiva (259,8 +
50,3 s), mas quando administrada junto com L-NOARG apresentou uma inibicdo do
parametro observado de 48,2% (147,3 = 22,4 s) (Figura 23).
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Figura 23. Efeito do pré-tratamento com L-arginina (600 mg/kg, i.p.) na antinocicep¢do causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram
expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls).
**p<0,01, ***p<0,001 versus controle, xx<0,01versus L-arginina.

6.1.4.5 PARTICIPACAO DO SISTEMA 0,-ADRENERGICO

Como apresentado nas Figuras 24 e 25, os camundongos tratados com FAEHc
(750 mg/kg) apresentaram uma diminuicdo na resposta a dor de 88,1% (9,5 + 3,0 s) na
primeira e 99,6% (1,0 £ 0,4 s) na segunda fase, quando comparados ao grupo controle
(79,8 £ 5,4 € 265,8 £ 23,8 5).

No grupo de animais que recebeu apenas a ioimbina (0,15 mg/kg), néo foi
observada qualquer alteracdo no tempo de lambida da pata em nenhuma das fases (65,4
+ 3,3 e 220,7 + 45,0 s), em relacdo ao grupo controle. O pré-tratamento dos animais
com ioimbina que, posteriormente, receberam a FAEHc resultou numa inibicdo de
84,2% (12,6 £ 4,7 s) na primeira fase e 99,5% (1,4 = 0,3 s) na segunda fase do teste da

formalina, indicando que ndo houve reverséao do efeito.
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Figura 24. Efeito do pré-tratamento com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) na antinocicepcdo causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram
expressos como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls).
***p<0,001 versus controle.
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Figura 25. Efeito do pré-tratamento com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) na antinocicep¢do causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram
expressos como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls).
***p<0,001 versus controle.
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6.1.4.6 PARTICIPACAO DOS CANAIS DE K*a1p

As figuras 26 e 27 representam o efeito da FAEHCc sobre os canais de K atp, nas
duas fases do teste da formalina. O tratamento dos animais com a FAEHc (750 mg/kg)
promoveu reducgéo de 88,3% (9,0 £ 2,7 s) no tempo de lambida da pata na primeira fase
e de 99,7% (0,8 £ 0,4 s) na segunda fase, em relacdo ao controle (76,6 £ 6.3 e 262,3 =
30,4 s, respectivamente).

O pré-tratamento dos animais com glibenclamida (10 mg/kg) ndo foi capaz de
reverter o efeito da FAEHc, que reduziu em 67,4% (25,0 +5,45) e 99,6% (1,1 £ 1,1s)a
nocicepc¢do produzida pela formalina na primeira e segunda fase do teste. Os animais
que receberam apenas glibenclamida nao apresentaram variacao significativa no tempo
de lambida da pata em relacdo ao controle em nenhuma das fases do teste da formalina
(66,6 £7,2€196,8+2,15).
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Figura 26. Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepcdo causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na primeira fase do teste da formalina em camundongos. Os valores expressos
como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls). ***p<0,001
versus controle.
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Figura 27. Efeito do pré-tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) na antinocicepcéo causada pela
FAEHc (750 mg/kg, i.p), na segunda fase do teste da formalina em camundongos. Os valores foram
expressos como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Neuman-Keuls).
***p<0,001 versus controle.

6.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

6.2.1 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Os resultados obtidos durante o teste do edema de pata induzido por carragenina
estdo apresentados na Figura 28 e 29. A administracdo da FAEHc (250, 500 e 750
mg/kg) em camundongos, trinta minutos antes da injecdo intraplantar de 20 pL de
carragenina, reduziu significativamente o edema de pata, na primeira hora de
observacao nas doses de 250 (0,6 + 0,1 mm), 500 (0,5 + 0,1 mm) e 750 (0,5 £ 0,0 mm)
mg/kg, em 40,0%, 50,0% e 50,0%, respectivamente, quando comparado ao grupo
controle que recebeu apenas carragenina (1,0 £ 0,0 mm).

Na segunda hora de observacdo, também foi observado uma diminui¢cdo na
variacdo de espessura da pata em 40,0% (250: 0,6 + 0,1 mm), 60,0% (500: 0,4 + 0,1
mm) e 40,0% (750: 0,6 £ 0,0 mm), em relagdo ao grupo controle (1,0 £ 0,1 mm). Na
terceira hora, houve diminuigdo do edema de 45,5% (250: 0,6 = 0,1 mm), 54,5% (500:
0,5+ 0,1 mm) e 54,5% (750: 0,5 + 0,1 mm) comparado ao controle (1,1 + 0,1 mm).

As doses de 250, 500 e 750 mg/kg, apresentaram igualmente uma reducdo no

parametro analisado de 46,2% (0,7 + 0,0 mm) na quarta hora em relagdo ao controle
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(1,3 £ 0,1 mm). Na sexta hora do teste, as doses testadas continuaram promovendo
reducdo da espessura da pata de 36,4% (250: 0,7 + 0,1 mm), 45,4% (500: 0,6 = 0,1 mm)
e 36,4% (750: 0,7 £ 0,0 mm) quando comparadas com o grupo controle (1,1 + 0,1 mm).

Vinte e quatro horas apos os tratamentos iniciais, a FAEHc foi capaz de diminuir
significativamente a espessura da pata nas doses de 250 (0,6 + 0,1 mm), 500 (0,4 £ 0,1
mm) e 750 (0,6 = 0,1 mm) mg/kg, em 57,1%, 71,4% e 57,1%, respectivamente, em
relagdo ao grupo controle (1,4 + 0,1 mm). Quarenta e oito horas apds os tratamentos, a
FAEHc promoveu reducao edema de 50% (250: 0,9 £ 0,2 mm), 55,5% (500: 0,8 + 0,2
mm) e 44,4% (750: 1,0 £ 0,1 mm) em relacdo ao grupo que recebeu apenas carragenina
(1,8 £ 0,2 mm). A FAEHc ndo apresentou qualquer efeito em nenhuma das doses
testadas setenta e duas horas apds o inicio do experimento.

O pré-tratamento com dexametasona (2 mg/kg), anti-inflamatério esteroidal,
inibiu a formacdo do edema de pata nas primeiras vinte e quatro horas apds 0s
tratamentos iniciais, apresentando redugdo do edema de 40,0% (1 hora: 0,6 = 0,0 mm),
60,0% (2 horas: 0,4 = 0,1 mm), 54,4% (3 horas: 0,5 £ 0,0 mm), 69,2% (4 horas: 0,4 =
0,1 mm), 63,6% (6 horas: 0,4 + 0,1 mm) e 50,0% (24 horas: 0,7 £ 0,1 mm), como
esperado. O grupo controle negativo (salina) ndo apresentou formacdo de edema de pata

em nenhum dos tempos analisados.
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Figura 28. Efeito da administracdo da FAEHc (250, 500, 750 mg/kg, i.p) e da dexametasona ( 2 mg/kg ,
s.c.) no edema de pata induzida por carragenina nas primeiras 6 horas apds os tratamentos, em
camundongos. Os valores foram expressos como média = e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo
Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus controle.
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Figura 29. Efeito da administracdo da FAEHc (250, 500, 750 mg/kg, i.p) e da dexametasona ( 2 mg/kg ,
s.c.) no edema de pata induzida por carragenina 24, 48 e 72 horas apds 0s tratamentos, em camundongos.
Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de
Dunnett). **p<0,01, ***p<0,001 versus controle.

6.2.2 PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

A Figura 30 mostra o efeito da FAEHc (250, 500 e 750 mg/kg) e da
dexametasona (2 mg/kg) sobre a migracdo de células na peritonite induzida pela
carragenina. Como observado na Figura 30A, o tratamento dos animais com a FAEHCc
resultou em uma diminuicdo significativa da migracdo de leucdécitos, promovida pela
administracdo peritoneal de carragenina, em 48,5% (5,3 + 0,8 x 10%mL), apenas na
dose de 750 mg/kg, em relacdo ao controle (10,3 + 1,2 x 10%/mL). A dexametasona (2
mg/kg), droga padréo, inibiu em 43,7% (5,8 + 0,3 x 10°/mL) o infiltrado de leucdcitos
celular. Essa inibicdo foi atribuida a uma reducdo na migracdo de neutréfilos de 60,5%
(3,0 £ 0,4) pela dose de 750 mg/kg, comparado ao grupo controle (7,6 £ 1,0). A
dexametasona (2 mg/kg) inibiu em 57,9% (3,2 = 0,3) a migragdo de neutrdlifos (Figura
30B). A FAEHCc néo interferiu na infiltragdo de células mononucleares em nenhuma das

doses testadas (Figura 30C)
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Figura 30. Efeito da administracdo da FAEHc (250, 500, 750 mg/kg, i.p) e da dexametasona ( 2 mg/kg ,
s.c.) sobre a migracgdo de leucdcitos totais (A), neutréfilos (B) e mononucleares (C), na peritonite induzida
por carragenina, em camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA
“one-way” seguido pelo Teste de Dunnett). **p<0,01, ***p<0,001 versus controle.
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6.2.3 NIVEIS DE CITOCINAS TNF-a E IL-1p NO LAVADO PERITONEAL

A administracdo de carragenina produziu o aumento significativo dos niveis de
TNF-a (622,0 £ 103,8) e IL-1B (143,0 £ 30,1) ap0s 4 horas quando comparado ao grupo
tratado apenas com salina. O tratamento dos animais com a FAEHc reduziu
significativamente as concentragcdes de TNF-a nas doses de 250 (196,2 £ 20,2), 500
(116,2 £+ 28,6) e 750 (53,7 + 48,6) mg/kg, em 68,5%, 81,3% e 91,4%, respectivamente
(Figura 31A). Além disso, a FAEHc nas de 250 (60,5 + 5,9), 500 (39,5 £ 7,4) e 750
(35,2 + 6,0) mg/kg também foi capaz de promover uma diminuigdo nos niveis de IL-13
de 57,7%, 72,4% e 75,4%, respectivamente. A dexametasona (2 mg/kg) reduziu em
76,3% (147,7 + 48,6) os niveis de TNF-o e em 76,6% (33,4 + 15,9) em relacdo ao grupo
controle (Figura 31B).
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Figura 31. Efeito da administracdo da FAEHc (250, 500, 750 mg/kg, i.p) e da dexametasona ( 2 mg/kg ,
s.c.) sobre os niveis de TNF-a (A) e IL-1B (B), no modelo de peritonite induzida por carragenina., em
camundongos. Os valores foram expressos como média + e.p.m (n=8). (ANOVA “one-way” seguido pelo
Teste de Dunnett). ***p<0,001 versus controle.
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7 DISCUSSAO

A H. crispa é uma planta constituida quimicamente de vérios flavon6ides com
atividades farmacoldgicas comprovadas (COSTA et al., 2009; SARTORI et al., 2003;
PERES et al., 2000; KANEUCHI et al., 2003; CARLIXTO et al., 2000; WILLAIN-
FILHO, 2005; SALA et al., 2003; MATSUDA et al.,2002; JORGE, 2003). Ainda ha
poucos relatos sobre esta espécie na literatura, porém, estudos realizados durante o
trabalho de mestrado apresentaram resultados que sugerem que a H. crispa possui
atividade antinociceptiva. O extrato etandlico de H. crispa promoveu reducéo
significativa do nimero de contor¢des abdominais, no teste das contor¢cdes abdominais
induzidas pelo &cido acético. No teste da placa quente, o extrato etandlico de H. crispa
promoveu aumento da laténcia ao estimulo térmico apenas na dose de 500 mg/kg, 60
minutos apds o tratamento. Além disso, esse extrato foi capaz de diminuir o tempo de
lambida da pata nas duas fases do teste da formalina (PEREIRA, 2009). Estes resultados
motivaram o interesse da continuidade da investigacdo da atividade antinociceptiva e
dos mecanismos de acdo envolvidos, além de terem despertado também o interesse
sobre o estudo da atividade anti-inflamatéria da H. crispa porque a maior dose testada
apresentou efeito significativo na segunda fase do teste.

Apesar do extrato etanélico de H. crispa ter apresentado resultados relevantes no
teste das contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético e ser um teste muito
sensivel, o teste das contor¢fes abdominais induzidas pelo acido acético € um modelo
de nocicepcao inespecifico capaz de detectar o efeito antinociceptivo de analgésicos
centrais, como o0s opibides, e periféricos, como os AINEs (RAMEZANI;
HOSSINZADEH; DANESHMAND, 2001; MOHAMAD et al., 2010).

O teste de placa quente é um teste sensivel e especifico, utilizado para avaliar a
atividade analgésica mediada por mecanismos centrais, pois o calor é frequentemente
utilizado como um estimulo ndxico, em modelos de dor aguda (SULAIMAN et al.,
2009; ONG et al., 2011). No entanto, no teste da placa quente, o extrato etanélico de H.
crispa ndo apresentou antinocicepcéo significativa em todas as doses.

Por sua vez, o teste de formalina é 0 modelo de dor clinica mais utilizado, no
qual, a primeira fase parece ser resultante da estimulacdo quimica direta dos
nociceptores, enquanto a segunda fase é dependente da inflamagdo periférica e
modificagdes no processamento central (TJOLSEN et al, 1992, CAPONE; ALOISI,
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2004 ).0O teste da formalina permite evidenciar duas fases de sensibilidade dolorosa: a
primeira fase que ocorre durante os primeiros 5 minutos apds a injecdo da formalina
resultando em um estimulo quimico direto de fibras aferentes nociceptivas mielinizadas
e ndo mielinizadas, sobretudo a fibra C, sendo sensivel principalmente a drogas que
agem em nivel central, como a morfina (HUNSKAAR; FASMAR; HOLE, 1985,
FERREIRA et al., 2006, AMARAL et al. 2007; GONCALVES et al. 2008).

A segunda fase ocorre entre 15 a 30 minutos apds a administracéo da formalina.
Mediadores inflamatérios formados nos tecidos periféricos, como as prostaglandinas,
serotonina, histamina e bradicinina, induzem mudancas funcionais nos neurénios, do
corno dorsal que, ao longo do tempo promove a facilitagdo da transmissdo em nivel
espinhal (HUNSKAAR; FASMAR; HOLE, 1985; FRANCA et al, 2001; OLIVEIRA;
SOUZA; ALMEIDA, 2008). Nesta fase, ocorre também aumento do nivel dos
mediadores excitatorios na medula espinhal, entre eles, glutamato e NO (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; TJOLSEN etal., 1992; LOPES et al., 2010).

A formalina induz a producéo e liberacdo de NO (OMOTE et al., 2001), o qual
pode ser considerado um componente essencial da resposta nociceptiva / pré-
inflamatdria através da estimulacdo da producdo de citocinas, espécies reativas de
oxigénio (EROs) e PGs (MARCINKIEWICZ; GRABOWSKA; CHAIN, 1995;
SAUTEBIN et al., 1995; GUIMARAES et al., 2010).

Entre a primeira e a segunda fase do teste da formalina, ha um periodo de
repouso chamado de “interfase” que ocorre devido a uma ativagdo de processos
inibitorios ndo regulados por mecanismos que envolvem o GABA, ja que agonistas
gabaérgicos de receptores do tipo A inibem a diminuicdo de manifestacbes de dor
durante esse periodo (HENRY et al., 1999; LIRA, 2001).

Drogas de acdo central, tais como 0s analgésicos opioides inibem ambas as fases
do teste da formalina, entretanto, drogas de acdo periférica, como os anti-inflamatorios
somente so eficazes na segunda fase (SHIBATA et al., 1989; MINO et al., 2002).

Portanto, na condugdo dos experimentos, o teste da formalina foi escolhido por
tratar-se de um modelo seguro e valido de nocicepcdo sensivel a vérias classes de
drogas analgésicas. A formalina produz uma resposta bifasica distinta onde drogas
analgesicas e anti-inflamatorias podem atuar diferentemente na primeira e segunda fase
do teste (MORTEZA-SEMNANI et al., 2002). Nos experimentos realizados utilizando
esse modelo, o extrato etandlico de H. crispa apresentou uma redugdo da nocicepgao

induzida pela formalina nas duas fases do teste.
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Antes do presente trabalho, todos os estudos com a espécie H. crispa realizados
pela equipe do nosso laboratdrio tinham utilizado apenas o extrato etanodlico de H.
crispa . Para aprofundar a avaliagdo da atividade antinociceptiva da H. crispa, testamos
as fases acetato de etila e hidroalcoolica obtidas do extrato etanolico de H. crispa
utilizando o teste da formalina como padrdo. Inicialmente as fases foram analisadas na
dose de 750 mg/kg por ser a dose que promoveu o melhor efeito no teste da formalina
quando os animais foram tratados com o extrato etandlico de H. crispa (PEREIRA et
al., 2012). Foi observado que as fases FAEHc e FHAHc promoveram reducgédo do tempo
de lambida da pata nas duas fases do teste. Em seguida, realizamos o tratamento dos
animais com a FAEHCc nas doses de 250, 500 e 750 mg/kg, para determinar se uma dose
menor produziria um efeito semelhante a dose de 750mg/kg. Neste experimento, foi
observada uma inibicdo do efeito das duas fases da nocicepcdo induzida pela injecédo
intraplantar de formalina, apresentando-se dose-dependente apenas na primeira fase do
teste. Suplementando os resultados apresentados pelo extrato etandlico de H. crispa
(PEREIRA et al., 2012), podemos sugerir que a FAEHc possui atividade
antinociceptiva tanto em nivel central quanto periférico, podendo estar associado a um
efeito anti-inflamatdrio, visto que houve reducdo da nocicepcdo de forma mais efetiva
na segunda fase do teste.

Na tentativa de determinar a possivel participagcdo dos constituintes quimicos da
FAEHCc na atividade antinociceptiva, os flavonoides lespedina e tilirosideo, isolados da
H. crispa e considerados marcadores quimicos da planta (MATIAS, 2009), foram
também investigados. Foi observado que, durante as duas fases do experimento, 0s
flavondides diminuiram o tempo de lambida da pata, no entanto, esse resultado foi
menos pronunciado do que os resultados obtidos com a FAEHc. O fato da lespedina e
do tilirosideo serem as substancias isoladas em maior quantidade das fracGes em estudo,
e ambas apresentarem resultados antinociceptivos significativos, porém inferiores, em
intensidade, ocorreu-nos que, se estdo presentes na mesma fracdo, os flavonoides
poderiam estar contribuindo de uma forma sinérgica no efeito observado. Para testar tal
hipbtese, as duas substancias foram administradas simultaneamente, e nas doses que
produziram melhor efeito (lespedina 25 mg/kg e tilirosideo 50 mg/kg). Apesar de terem
reduzido o tempo de lambida da pata nas duas fases do teste da formalina, os resultados
obtidos como consequéncia da adi¢do dos flavonoides foram desapontadores, uma vez
que ndo foi possivel observar um efeito semelhante aquele, obtido apenas com a

FAEHc. Assim, os resultados exibidos ao administrarmos os flavondides sugerem que
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estes participam na promocéo da atividade antinociceptiva evidenciada com a FAEHCc ,
mas essa resposta ndo pode ser atribuida somente a lespedina e ao tilirosideo. Esses
constituintes sdo marcadores quimicos da planta, no entanto, ndo sdo 0s UNicos
responsaveis pelo efeito terapéutico total. Provavelmente, este efeito esta relacionado a
acao conjunta do fitocomplexo que constitui a FAEHC ou mesmo outros compostos
presentes no extrato etanolico de H. crispa (EMEA, 2008; BONKANKA; SANCHEZ-
MATEO; RABANAL, 2011). Este fato pode ser reputado, observando-se os efeitos
antinociceptivos expressivos ao administrarmos a FAEHC ou o extrato etandlico de H.
crispa nos animais, comparados com os efeitos inferiores ao administrarmos 0s
flavonoides, sejam isolados ou em adigé&o.

Apos todos estes experimentos, a FAEHc foi escolhida para dar sequéncia aos
experimentos por ter apresentado efeito mais acentuado do que a FHAHc e os
flavonoides, assim como pela facilidade de obtencéo desta fase pelos colaboradores do
laboratério da fitoquimica.

Apls a realizacdo desses testes, 0 estudo seguiu investigando-se 0(S)
mecanismo(s) de acdo antinociceptivo pelo qual a FAEHc exerce este efeito nos
animais.

Inicialmente, com a finalidade de avaliar o envolvimento dos aminoacidos
excitatdrios no efeito antinociceptivo da FAEHc, foi realizado o teste da nocicep¢do
induzida pelo glutamato. Os aminoacidos excitatorios (aspartato e glutamato)
apresentam papel relevante no processo de sensibilizacdo do corno dorsal da medula
espinhal, uma vez que a estimulacdo das fibras aferentes primarias induz a liberacdo
desses transmissores nesse local (MILLAN, 1999; 2002). Beirith e colaboradores
(2002) propuseram que o glutamato pode ser utilizado como agente na inducdo da
nocicepcao.

O sistema glutamatérgico é um dos mais importantes sistemas envolvidos na
modulacdo da nocicepcdo e da antinocicepcado, tanto em nivel periférico quanto central
(FUNDYTUS, 2001; RIEDEL; NEECK, 2001; HUANG; ZHANG; MCNAUGHTON,
2006; MCKENNA, 2007). A resposta nociceptiva induzida pelo glutamato tem sua acao
mediada pela ativacdo dos receptores glutamatérgico. NMDA, AMPA (a-amino-3-
hidroxi-5-metil- 4-isoxazolpropionato), cainato e metabotrépico. (BLEAKMAN, ALT,
NISENBAUM, 2006). A ativacao destes receptores, principalmente receptores NMDA,
pode estimular a atividade de enzimas intracelulares e a producdo de uma variedade de

segundos mensageiros, tais como NO, pela NOS, que por sua vez produz hiperalgesia
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(MELLER; DYKSTRA; GEBHART, 1996). Neste sentido, substancias que diminuem a
nocicep¢do induzida por glutamato podem estar atuando em seus receptores como
antagonistas ou inibindo a sintese de NO pelo blogueio da NOS (BEIRITH; SANTOS;
CALIXTO, 2002).

Os resultados mostraram que a FAEHc foi capaz de reduzir a nocicepcao
induzida pelo glutamato nos camudongos tratados com a dose de 750 mg/kg. Estes
dados permitem sugerir que a acdo antinociceptiva da FAEHc na dor causada pelo
glutamato pode estar associada, pelo menos em parte, a sua interacdo com o sistema
glutamatérgico ou com a producéo do NO.

Grande parte do conhecimento sobre os mecanismos de acdo de psicofarmacos
tem sido baseada na interacdo bioldgica que ocorre entre receptores e ligantes durante a
transmisséo neuronal (SCHEFFER, 2006). Na perspectiva de esclarecer se 0 mecanismo
de acdo envolvido na resposta antinociceptiva da FAEHc estaria relacionado com as
vias inibitorias da dor, foram utilizados antagonistas farmacol6gicos capazes de impedir
a ligacdo entre o agonista e um receptor especifico. Assim, se o tratamento prévio com o
antagonista promover reversdo da antinocicepcao causada pela substancia-teste, indica
que esta via de sinalizacdo participa do mecanismo de acdo desta substancia. Durante
esta etapa, foi utilizado o teste da formalina, por ser o modelo ideal para esclarecer
possiveis mecanismos do efeito antinociceptivo de uma possivel substancia analgésica
(HUANG et al., 2010).

Os receptores opidides sdo localizados tanto em nivel central como periférico,
nas terminacdes de neurdnios aferentes primarios (SAWYNOK, 2003). Os receptores
influenciam direta ou indiretamente na atividade antinociceptiva dos seus agonistas,
participando da percepc¢édo e modulacdo da dor em sitios localizados em nivel espinhal e
supraespinhal (ROGERS et al., 1992; BRUEHL et al., 2009). Os receptores opioides
sdo classificados como receptores acoplados a proteina Gi/o e, quando ativados, inibem
a adenilil ciclase. Além disso, promovem a abertura de canais para potéssio e inibem a
abertura dos canais para célcio controlados por voltagem, levando a reducdo da
excitabilidade neuronal e da liberacdo de neurotransmissores (SAWYNOK, 2003;
RANG et al, 2007). Eles podem, ainda, acoplar-se a varios outros sistemas de segundos
mensageiros, envolvidos na via da fosfolipase C, sendo responsaveis pelos efeitos
indesejados relacionados ao uso dos opioides (tolerancia, sensibilizacdo e abstinéncia)
(STEIN; ZOLLNER, 2009; SEHGAL; SMITH; MANCHIKANTI, 2011).
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A naloxona € um antagonista opiaceo ndo seletivo utilizado clinicamente para
reverter a depressdo cardiovascular e respiratdria associada a overdose de narcdticos.
Devido a sua capacidade de antagonizar o efeito de drogas opidides, como a morfina, a
naloxona é amplamente utilizada como ferramenta farmacoldgica na pesquisa de
mescanismos  envolvendo  receptores  opidides  (BATISTA; ALMEIDA,;
BHATTACHARYYA, 1995; SULAIMAN et al., 2008; JIN et al., 2010).

Com o intuito verificar a participagdo do sistema opidide no efeito
antinociceptivo da FAEHc, os animais foram previamente tratados com a naloxona.
N&o foi evidenciada qualquer reversdo da atividade antinociceptiva com o uso de tal
antagonista. Por sua vez, o efeito da morfina, foi revertido pela naloxona como era
esperado. Desta forma, o resultado indica que a FAEHc néo exerce seus efeitos por
meio da ativacdo dos receptores opidides.

Em seguida, foi investigada a participacdo do sistema adenosinérgico na inibicéo
da nocicepgdo promovida pela FAEHc. Estudos de dor demonstraram que algumas
drogas com atividade analgésica tem sua acdo relacionada a ativacdo de receptores de
adenosina. De acordo com suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e
moleculares, os receptores de adenosina estdo classificados em quatro subtipos: A1, Aza,
Ass e As. Todos estes receptores estdo acoplados a proteina G (BURNSTOCK;
FREDHOLM; VERKHRATSKY, 2011; FREDHOLM et al., 2011).

A adenosina é um neurotransmissor/modulador enddgeno que pode produzir
efeitos associados a antinocicepcdo pela ativacdo de receptores Aj;, ou acdo pro-
nociceptiva pela ativacdo de recetores A, e Az (DOAK; SAWYNOK, 1995; TAIWO,;
LEVINE, 1990; WU et al., 2005). Por sua vez, a cafeina € um antagonista ndo seletivo
de receptores de adenosina e atua bloqueando receptores do tipo A; e A; (SAWYNOK;
REID; DOAK, 1995; SAWYNOK; REID; FREDHOLM, 2010), e foi utilizada como
ferramenta farmacoldgica para verificar o possivel envolvimento dos receptores de
adenosina.

Os resultados obtidos mostraram que a cafeina foi capaz de reverter a
antinocicepgdo apresentada pela FAEHc apenas na primeira fase do teste. Estes
resultados sugerem que o sistema adenosinérgico pode estar envolvido na resposta
antinociceptiva da FAEHc, pois o pré-tratamento com a cafeina impediu a reducdo do
tempo de lambida da pata pela FAEHc. Mas a participacdo desta via parece estar
interferindo apenas em nivel central, uma vez que n&o foi observada alteracdo no efeito

da FAEHCc na segunda fase do teste da formalina.
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Dando sequéncia a investigacdo, testamos a via colinérgica. Muitos trabalhos
sugerem que a acetilcolina (ACh) exibe efeito antinociceptivo podendo atuar através de
varias vias monoaminérgicas e, que a ACh desempenha um papel de modulador do
processo doloroso, participando do processo de inibicdo descendente. Os receptores
muscarinicos modulam a nocicep¢do em nivel de medula espinhal (JAIN, 2004;
DECKER, RUETER; BITNER, 2004; JONES; DUNLOP, 2007). A administracdo de
agonistas colinérgicos aumenta a liberacdo de neurotransmissores inibitorios como o
GABA e glicina, demonstrando que o sistema colinérgico tem importancia fundamental
no controle endogeno da dor. (JONES; DUNLOP, 2007). A atropina € um antagonista
competitivo ndo-seletivo de receptores muscarinicos central e periférico da ACh (SHI et
al., 2011).

Com relacdo a influéncia do sistema colinérgico sobre o efeito antinociceptivo
da FAEHc, os resultados sugerem que o sistema citado pode estar envolvido no
mecanismo de acdo da FAEHCc, pois houve reversdo da antinocicep¢do na primeira fase
do teste da formalina. No entanto, é provavel que os receptores muscarinicos ndo
participem da resposta em nivel periférico da FAEHC.

Citado anteriormente, quando mencionamos o estudo da via do glutamato, esta
bem descrito que o sistema oxidonitrérgico, também exerce um papel importante na
modulacdo na nocicepcdo. A ativacdo de receptores glutamatérgicos, especialmente o
NMDA, pode estimular a atividade de enzimas intracelulares como a NOS através do
aumento de célcio intracelular e a producéo de uma variedade de segundos mensageiros,
como o NO, relacionados com a transmissdo e perpetuacdo da condugdo dolorosa
(BEIRITH et al., 2002).

O NO ¢ derivado da L-arginina por acdo da NOS que apresenta trés isoformas:
NOS neuronal (nNNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzida (iNOS). O NO e suas
enzimas associadas estdo envolvidas em muitos processos fisiologicos e patoldgicos
(ESPLUGUES, 2002; PARADISE et al., 2010; OLSON; VLIET, 2011) e varias linhas
de pesquisa indicaram que o NO tem um papel complexo e diverso na modulagéo da dor
(MICLESCU; GORDH, 2009; MILLAN, 2002; CHEN et al., 2010; CHUNG et al.
2006).

O NO é um importante neurotransmissor envolvido no processo nociceptivo e,
no corno dorsal da medula espinhal, ele contribui para o desenvolvimento da
sensibilizagdo central. Por outro lado, dados experimentais também demonstraram que o

NO inibe a nocicepgdo tanto das vias periférica como central. Além disso, tem sido
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mostrado que o NO medeia o efeito analgésico de opidides, de anti-inflamatérios ndo-
esteroidais e de outras substancias analgésicas. Os mecanismos envolvidos nos efeitos
nociceptivos e antinociceptivos do NO ainda ndo estdo totalmente caracterizados, sdo
necessarios trabalhos adicionais para elucidar o seu papel na transmissdo nociceptiva
(CURRY etal., 2011).

No presente estudo, ficou demonstrado que o sistema oxidonitrérgico
possivelmente esta envolvido na ac¢do antinociceptiva da FAEHc em nivel central. Tal
sugestdo se origina no fato que o pre-tratamento dos animais com o substrato para NOS,
L-arginina, reverteu, significativamente, o efeito antinocicepivo causada pela FAEHc
apenas na primeira fase do teste. Foi possivel observar que quando tratados com a L-
arginina e em seguida com o inibidor de L-arginina, L-NOARG, o0s animais exibiram
um comportamento caracteristico antinociceptivo, em relacdo ao grupo controle nas
duas fases do teste da formalina, diferente da auséncia de efeito evidenciado quando
apenas L-arginina foi administrada. Este resultado corrobora com os resultados
encontrados no teste da nocicepcdo induzida pelo glutamato, visto que a via
glutamatérgica pode envolver a participacdo do NO.

Ainda continuando a pesquisa dos possiveis mecanismos de acao envolvidos na
atividade antinociceptiva da FAEHCc, foi investigada a participagao do sistema o-
adrenérgico. As propriedades antinociceptivas de agonistas de receptores oo-
adrenérgicos refletem a modulacdo da influéncia excitatéria das fibras aferentes
primarias nos neurdnios de projecdo (MILLAN, 2002). O receptores o, quando ativados
por um agonista inibem a enzima adenilato ciclase causando, consequentemente, uma
diminuicdo do adenosina monofosfato ciclico (AMPCc) intracelular. Uma diminuicdo no
AMPc causa reducdo da ativacdo das proteinas alvo reguladoras, impedindo sua
fosforilacdo, que, por sua vez, altera a resposta biolégica celular. Outro mecanismo
relacionado ocorre através da saida de potassio oriundo do meio intracelular através de
um canal ativado (BAGATINI et al., 2002).

Os receptores op-adrenérgicos encontram-se envolvidos na analgesia produzida
apos estimulacdo de diversos componentes do sistema endogeno, como por exemplo a
substancia cinzenta periaqueductal e diversas areas do tronco cerebral que alojam
grupos de neurdnios noradrenérgicos (JONES, 1992). Efetivamente, a analgesia
produzida por estimulacdo dessas areas pode ser inibida por aplicacdo de antagonistas

dos receptores ap-adrenérgicos. Dessa maneira, examinamos o0 possivel envolvimento
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dos receptores ay no efeito antinociceptivo da FAEHc, usando animais pré-tratados com
ioimbina, um antagonista desse receptor.

Os resultados obtidos indicam que a ioimbina ndo foi capaz de reverter a
resposta antinociceptiva da FAEHc, e portanto, podemos sugerir que os receptores o
ndo devem estar envolvidos no mecanismo de acéo antinociceptivo da FAEHc.

Outra via que poderia estar relacionada ao efeito antinociceptivo da FAEHc é a
via que envolve os canais de K arp. A glibenclamida, uma sulfoniluréia utilizada na
clinica médica como antidiabético, atua bloqueando especificamente canais para K*atp
(OCANA et al., 2004). Os canais de K* neuronais tém um papel fundamental no
controle da atividade neuronal e na propagacdo do sinal através do sistema nervoso
(SHIEH et al., 2000; MACKINNON, 2003). Sabe-se ainda que os canais de K" centrais,
especialmente os canais de K* dependente de voltagem (K"y), pertencem & familia dos
canais de K" retificador de entrada (K% e estdo envolvidos na percepcdo da dor
(OCANA et al., 2004; HAJHASHEMI; AMIN, 2011). A proteina Gjj, € capaz de abrir
os dois tipos de canais Kj: os regulados pela proteina G (MARK; HERLITZE, 2000) e
0s K'ate (WADA et al., 2000; OCANA et al., 2004).0s resultados obtidos mostraram
que, ndo foi observada interferéncia, pelo menos diretamente, do antagonista dos canais
de K'a7p Na agdo antinociceptiva apresentada pela FAEHc em nenhuma das fases do
teste de nocicepcao induzida pela formalina.

Considerando os resultados encontrados neste estudo, onde cafeina, atropina e
L-arginina bloguearam o efeito da FAEHCc apenas durante a primeira fase de observacéao
do teste da formalina, pode ser sugerida a presenga de um componente de acéo central, e
ndo periférico, neste mecanismo de agdo, com envolvimento de transmissdo
adenosinérgica, muscarinica e da oxidonitrérgica, no efeito da FAEHC.

E importante ressaltar que, no teste da formalina, a segunda fase ndo pode ser
interpretada como consequéncia da primeira. Ela origina-se de mecanismos periféricos e
também da ativacdo de neurdnios centrais sensibilizados devido a inflamac&o periférica,
bem como da ativacdo de neurdnios aferentes primarios (COELHO et al., 2005;
ARAUJO et al., 2009).

Dessa forma, sdo necessarios estudos adicionais através de vias de sinalizagao
para que haja a elucidagdo do mecanismo pelo qual a FAEHc age inibindo a nocicepcao
induzida pela formalina.

Apbs a tentativa de caracterizar a resposta antinociceptiva da FAEHCc,

prosseguimos 0s experimentos na tentativa de avaliar a atividade anti-inflamatéria da
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mesma, uma vez que, a FAEHc apresentou resposta acentuada na segunda fase do teste
da formalina e, também, por saber que a dor est& intimamente relacionada a inflamacéo,
pois os mediadores inflamatdrios liberados na injuria tecidual sdo capazes de modificar
a transmissao e a excitabilidade dos nociceptores (SCHOLZ; WOOLF, 2002).

O estudo da atividade anti-inflamatoria da FAEHCc foi iniciado atraves do teste
do edema de pata induzido pela carragenina, uma vez que este modelo experimental é o
mais utilizado e apresenta sensibilidade e reprodutibilidade (BARBOSA-FILHO et al.,
2006¢c; SOUTO et al., 2011). A carragenina é um agente flogistico que causa uma
reacdo inflamatoria reprodutivel e facilmente mensuravel, fatos que tem contribuido
para manté-la como uma das principais ferramentas farmacol6gicas para experimentos
que envolvem a analise de processos inflamatérios agudos (LAZZARINI et al., 2006).

Neste modelo a carragenina promove um aumento imediato da permeabilidade
vascular resultante de inimeros mediadores inflamatorios liberados, como histamina,
serotonina e bradicinina, e subsequentemente sustentado pela liberagcdo de PGs e NO,
produzidos principalmente pelas isoformas de COX- 2 e iNOS, respectivamente, bem
como por citocinas pro-inflamatérias como IL-1p € TNF-a. A permeabilidade vascular
ocorre simultaneamente com o recrutamento de neutréfilos (0-6h), seguido por
mondcitos (6-24 h) para o local da inflamacdo (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971;
NANTEL et al., 1999; POSADAS et al., 2004).

A administracdo de carragenina na pata de animais é um modelo caracterizado
por induzir uma resposta inflamatoria persistente (NANTEL et al., 1999; PASSOS et
al., 2007; MARIOTTO et al., 2008). Este modelo é conhecido por induzir a formacao de
edema em duas fases, a primeira fase se desenvolve nas 6 horas iniciais e é conhecido
por produzir um edema de pouca intensidade, seguido pela segunda fase que comega em
torno de 24 horas apds a administracdo de carragenina e mostra uma pronunciada
formagdo de edema, com efeito méximo entre 48 e 72 horas (POSADAS et al., 2004).

Uma hora apdés a administracdo do agente flogistico ocorre a produgdo de
radicais livres e a liberacdo dos mediadores pré-inflamatdrios que estimulam a liberacao
de bradicinina, serotonina, histamina, leucotrienos e NO (BURCH; DEHAAS, 1990;
WIRTH et al., 1992). Entre 1- 6 horas, hé producdo mais efetiva de TNF-q, IL-18, NO e
PGs, os quais contribuem para o aumento da permeabilidade vascular, reforcando a
formacdo do edema (SALVEMINI et al., 1996). Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais

reduzem preferencialmente a fase tardia, em virtude da inibi¢do da isoforma COX-2,
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que é responsavel pela geracdo de prostandides pro-inflamatérios (VANE; BOTTING,
1998).

De acordo com os resultados encontrados, podemos sugerir que a FAEHCc
apresenta atividade anti-inflamatdria, provavelmente pela reducdo dos mediadores pro-
inflamatdrios e/ou inibicdo das enzimas COX-2 ou iNOS responsaveis pela migracao
dos leucdcitos para o local da inflamagdo, pois o tratamento dos animais com a FAEHc
conseguiu reduzir o edema induzido pela carragenina nas primeiras 48 horas apos
administracdo deste agente flogistico, enquanto a dexametasona promoveu efeito anti-
inflamatdrio até 24 horas ap0s o tratamento. A dexametasona e outros glicocorticoides
inibem a liberagdo de mediadores inflamatorios de varias celulas, em particular
leucdcitos, plaquetas, células endoteliais e macréfagos residentes, além de serem
potentes inibidores da enzima iNOS (KLIMENKO; PAVLOVA, 1999). Estes resultados
corroboram com os resultados proeminentes encontrados na segunda fase do teste da
formalina que se caracteriza por ser a fase inflamatdria.

Dando continuidade ao estudo da atividade anti-inflamatéria da FAEHc
realizamos o teste da peritonite induzida pela carragenina, com o objetivo de verificar se
a atividade anti-edematogénica apresentada pala FAEHc estaria relacionada a inibicéo
da migracéo leucocitéria.

Durante o processo inflamatorio, a migracdo de leucdcitos para o tecido
inflamado é um fator de extrema importancia. Os neutrofilos contribuem de forma
significante para destruicdo de patdgenos e para cicatrizacdo dos tecidos, constituindo as
primeiras células sanguineas a serem recrutadas para o local da inflamacédo. Entretanto,
a permanéncia destas células no tecido podera levar a danos teciduais como se observa
nas maiorias das doencas inflamatdrias crbnicas como as autoimunes e asma
(MEDZHITOV, 2010).

A administragdo intraperitoneal da carragenina provoca um infiltrado de
neutréfilos vindos da vénula mesentérica para cavidade peritoneal. Esse evento ocorre
em consequéncia da vasodilatacdo e do aumento da permeabilidade vascular e da
liberacdo de vérios mediadores inflamatdrios, tais como TNF-o, IL-1p, IL-8 e
prostanoides (HALL et al., 1998).

A FAEHCc apresentou reducdo do numero de leucécitos no liquido peritoneal na
maior dose testada (750 mg/kg) de forma semelhante ao tratamento com dexametasona.
Essa inibicdo foi atribuida a uma reducdo na migracdo de neutréfilos pra o sitio

inflamatorio sugerindo modulacdo na expressdo de moléculas de superficie celular e/ou
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producdo de citocinas/quimiocinas importantes para o0 processo de migracdo de
leucdcitos para o sitio inflamado.

As citocinas TNF-a e IL-1p sdo citocinas pro-inflamatorias envolvidas no
processo inflamatorio, de grande relevancia para o inicio da fase aguda da inflamacao e
amplificacdo do processo inflamatorio, induzindo a expressdo de moléculas de adesdo
nos leucdcitos e células endotelias, que consequentemente facilitam a diapedese de
leucocitos, além de induzirem a produgdo de proteinas de fase aguda (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006; MEDZHITOV, 2010). O TNF-a é uma citocina que tem sido
relacionada a patogénese de diversas doencas, exercendo potentes efeitos inflamatérios,
tais como, inducgdo da expressdo endotelial de moléculas de adesdo ICAM-1 e VCAM-1
(EL ALWANI et al., 2006), ativacdo de neutrdfilos e fagocitos mononucleares, aumento
da permeabilidade vascular, além de atuar como um fator de crescimento para
fibroblastos e angiogénese (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). A IL-1p tem a
capacidade de induzir a transcri¢do de citocinas (como exemplo: IL-6, IL-8 e IL-12) e
quimiocinas, ativacdo da expressdo de moléculas de adesdo que favorece a migracéo e
ativacdo de leucdcitos e também é responsavel pelo aumento da expressdo de genes que
codificam enzimas como a COX-2; fosfolipase A, e INOS (WITKAMP;
MONSHOUWER, 2000).

A FAEHCc reduziu de forma significativa os niveis de TNF-a e IL-1B no liquido
peritoneal dos animais com todas as doses testadas, indicando que a reducdo da
migracdo de leucdcitos ocasionada pela FAEHcC seja, pelo menos em parte,
consequéncia da inibicdo na producdo TNF-o e IL-1f. Dessa forma, este resultado
suplementa a atividade anti-inflamatéria evidenciada na segunda fase do teste da
formalina e no teste do edema de pata induzido pela carragenina, sugerindo que a
FAEHCc promove controle da inflamacao.

De forma sucinta, foi possivel destacar através dos resultados apresentados no
presente trabalho, que a FAEHC apresenta atividade antinociceptiva, sugerindo um
efeito tanto central como periférico. Porém, apesar dos flavondides majoritarios estarem
contribuindo para antinocicepgdo apresentada pela FAEHCc, esse efeito ndo se deve
exclusivamente a esses marcadores da planta. Além disso, os resultados também
colaboram para o esclarecimento dos mecanismos farmacoldgicos pelos quais a planta
exerce seu efeito antinociceptivo. E somando-se a atividade antinociceptiva, tambem foi

evidenciada a atividade anti-inflamatéria da FAEHc, relacionada a reducdo de



PEREIRA, C. K. S. DISCUSSAO 90

importantes citocinas pro-inflamatdrias. No entanto, sdo necessarios mais estudos para
melhor caracterizacdo destes efeitos.

Todos esses resultados apontam perspectivas favoraveis para o conhecimento
cientifico da espécie H. crispa, uma vez que ha poucos dados na literatura a respeito de

trabalhos farmacoldgicos com esta espécie e, também, com outras plantas do género

Herissantia.



Conclusoes
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8 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos no presente estudo in vivo utilizando

camundongos, conclui-se que:

e As FAEHc e FHAHCc apresentam atividade antinociceptiva, possivelmente
em nivel central e periférico, como observado no teste da formalina e do

glutamato;

e Os flavondides, lespedina e tilirosideo, apresentaram atividade
antinociceptiva. No entanto, os resultados ndo foram tdo acentuados quanto das
fases, ndo podendo ser atribuido apenas a estes marcadores quimicos da planta
os efeitos antinociceptivos; destarte, o efeito antinociceptivo total de H. crispa,
estd relacionado, provavelmente, a acdo sinérgica entre outras substancias

presentes na fase FAEHCc além das substancias isoladas, citadas acima.

e A FAEHCc exerce sua atividade antinociceptiva devido a participacdo, pelo
menos parcialmente, dos sistemas adenosinérgico, muscarinico e oxidonitrérgico
envolvendo mecanismos centrais, uma vez que, o efeito antinociceptivo da
FAEHCc foi revertido pela utilizacdo dos antagonistas cafeina, atropina e pelo
precursor de NO, respectivamente, na primeira fase do teste da formalina.

e A FAEHc promove atividade anti-inflamatoria caracterizada pela reducao do
edema induzido por carragenina e por diminuir a migracdo de leucdcidos,
principalmente neutrofilos, para cavidade peritoneal no modelo da peritonite
induzida por carragenina por um mecanismo que envolve a reducdo dos niveis
de TNF-a e IL-1.
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