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RESUMO

A dor € uma experiéncia multidimensional, uma qualidade sensorial subjetiva e pessoal,
dificil de ser descrita e interpretada, pois ndo inclui apenas a nocicep¢do, mas também
componentes cognitivos, afetivos e emocionais. A propaga¢do da dor € iniciada com a
ativacdo dos nociceptores por intensos estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos. Quando
ocorre lesdo tecidual € desencadeada a resposta inflamatdria. A inflamacdo é uma resposta
imune complexa relacionada ao dano tecidual e/ou celular causada por estimulos quimicos,
fisicos, imunolégicos ou microbianos. No processo inflamatério diversas substancias sdo
liberadas pelos tecidos danificados, destacando-se as prostaglandinas, os leucotrienos,
substancia P, as citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento, dentre outros, que sdo capazes
de estimular e sensibilizar nociceptores que provocam a dor. Se houver falha neste processo
de reparo tecidual pode haver a perda da funcdo através de um processo inflamatério cronico.
A abordagem mais comum para reduzir a dor e a inflamacao € através da utilizagdo de drogas
anti-inflamatoérias nao esteroidais (AINEs). Entretanto, o uso destes farmacos sem as devidas
orientacOes médicas e/ou farmacéuticas, ou por longos periodos, pode levar ao aparecimento
de sérias reacoes adversas. Devido a estes fatores, a busca por novas alternativas terapéuticas
para o tratamento da dor e inflamag@o, como o uso de espécies vegetais tem sido fomentada
pelo Ministério da Sadde brasileiro. O género Machaerium é comumente encontrado no
Cerrado brasileiro e muito utilizado popularmente para o tratamento de tosse, aftas e diarreia.
A espécie Machaerium hirtum (Vell.)Stellfeld, conhecida popularmente como ‘“bico-de-
andorinha”, € utilizada na medicina popular no combate as ulceras e diarreia, e estudos
fitoquimicos desta espécie comprovaram a presenca de flavonas e triterpenos na sua
composi¢do, que sao metabolitos secundarios conhecidos pelo potencial farmacoldgico anti-
inflamatério e antinociceptivo. O objetivo geral do projeto foi avaliar o potencial
antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato hidroalcodlico das entrecascas de Machaerium
hirtum (EHMe). Neste trabalho foram realizados os testes de toxicidade aguda, avaliacao da
performance motora, avaliacdo da atividade antinociceptiva do EHMe através de estimulos
térmicos e quimicos (teste da placa quente e do teste da formalina), bem como a
caracterizacdo dos mecanismos de agdo, através da avaliacdo do envolvimento das vias
nitrérgica, glutamatérgica, opiodérgica, e TRPs (receptores de potencial transitério) e ASICs
(canais idnicos sensiveis ao dcido) na antinocicep¢do. Foram também realizados estudos
acerca da acdo antiedematogénica e anti-inflamatéria do EHMe nos modelos de edema de
orelha induzido por xilol ou 4cido araquidonico (em camundongos), e edema de pata induzido
por carragenina (em ratos), além da avaliagdo do efeito do extrato sobre o trato
gastrointestinal. Os resultados obtidos com EHMe demonstram a auséncia de toxicidade
aguda do extrato e do efeito analgésico supraespinhal em teste de nocicep¢do térmica. O
tratamento oral com o extrato (62.5mg/Kg) reduziu a nocicep¢ao quimica causada pela
injecdo intraplantar de formalina, glutamato, cinamaldeido e salina acidificada, caracterizando
o envolvimento das vias opiodérgica e nitrérgica, bem como dos receptores TRPA-1 e ASIC
no mecanismo de acdo. O EHMe reduz a motilidade intestinal através da via opiodérgica,
indicando o potencial efeito antidiarreico do extrato. O extrato também possui efeito
antiedematogénico no edema de orelha induzido por xilol, sugerindo envolvimento de
receptores TRPA-1 e/ou efeito antioxidante do EHMe. Na inflamacao induzida pela aplicacdo



tépica de acido araquidonico, o EHMe apresentou expressivo efeito anti-inflamatério com
envolvimento da via da COX (ciclooxigenase). Porém, o extrato ndo exerce efeito
antiedematogénico e/ou anti-inflamatério no edema de pata induzido pela carragenina em
ratos, fato este que pode estar relacionado com a diferengca metabdlica entre as espécies de
roedores no processo farmacocinético de absor¢do do extrato. Foi observado também efeito
gastroprotetor da maior dose nos modelos de ulcera géstrica induzida por etanol ou
indometacina, corroborando com a indicagdo popular de uso desta espécie. Os resultados
obtidos até o presente momento indicam que o EHMe € bastante promissor para a utilizacao
terapéutica na dor, inflamacao e distirbios do trato gastrointestinal.

Palavras-chave: Machaerium hirtum; Antinociceptivo; Anti-inflamatério; Gastroprotetor.




ABSTRACT

Pain is a multidimensional experience, a subjective and personal sensorial quality, difficult to
be described and understood, because it does not include only nociception, but also cognitive,
affective and emotional components. Propagation of pain begins with the nociceptors
activation by intense thermal, mechanical or chemical stimulus. When tissue damage occurs
the inflammatory response is triggered. Inflammation is a complex immune response related
to tissue and/or cellular damage caused by chemical, physical, immunological or microbial
stimuli. Several substances are released by the damaged tissues in inflammatory process,
especially prostaglandins, leukotrienes, substance P, cytokines, chemokines, growth factors,
among others, that are able to stimulate and sensitize nociceptors causing pain. If the tissue
repair process fails there can be a loss of function through a chronic inflammatory process.
The most common approach to reduce pain and inflammation is through the use of anti-
inflammatory non-steroidal drugs (NSAIDs). However the use of these drugs without proper
medical and/or pharmaceutical guidelines, or for long periods, can lead to the onset of serious
adverse reactions. Due to these factors, the search for new therapeutic alternatives for the
treatment of pain and inflammation, such as the use of plant species, has been supported by
the Brazilian Health Ministry. The gender Machaerium (Fabaceae) found in the Brazilian
Cerrado is very popularly used to combat cough, aphthas and diarrhea. The species
Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld, popularly known as “bico-de-andorinha”, is used in folk
medicine against ulcers and diarrhea, and phytochemical studies from this specie have shown
the presence of flavones and triterpenes in its composition, that are secondary metabolites
known for their anti-inflammatory and antinociceptive pharmacological potential. The general
aim of this project was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory potencial of the
hydroalcoholic extract from the inner bark of Machaerium hirtum (EHMe). In this work were
performed tests of acute toxicity; evaluation of motor performance; evaluation of
antinociceptive activity from the EHMe through thermal and chemical stimuli (hot plate test
and formalin test), as well as characterization of the mechanisms of action by assessing the
involvement of nitrergic, gluamatergic, opiodergic pathways, and TRPs (transient receptor
potencial) and ASICs (acid sensitive ion channels) in antinociception. Studies were also
carried out on the antiedematogenic and anti-inflammatory action from the EHMe in ear
edema models induced by xylene or arachidonic acid (in mice), and paw edema induced by
carrageenan (in rats); and the evaluation of the effect of the extract on the gastrointestinal
tract. The results obtained with EHMe demonstrate the absence of toxicity of the extract and
supraspinal analgesic effects of EHMe in thermal nociception tests. Oral treatment with the
extract (62.5mg/Kg) decreased nociception caused by intraplantar injection of formalin,
glutamate, cinnamaldehyde and acidified saline, featuring the involvement of opiodergic and
nitrergic pathways, as well as TRPA-1 and ASIC receptors in the mechanism of action. The
EHMe reduces the intestinal motility through opiodergic pathway, indicating a potencial
antidiarrheal effect. The extract also has antiedematogenic effect in xylene-induced ear
edema, suggesting the involvement of TRPA-1 receptor and/or an antioxidant effect of the
EHMe. In the inflammation induced by topical application of arachidonic acid, the EHMe has
shown significant anti-inflammatory effect with the involvement of the cyclooxigenase
(COX)- pathway. However the extract does not produce antiedematogenic and/or anti-



inflammatory effect in the carragenan-induced paw edema in rats, which may be associated
with the metabolic difference between rodent species in the pharmacokinetic process of the
extract absorption. It was also observed gastroprotective effect of the highest dose in gastric
ulcer models induced by ethanol or indomethacin, confirming the popular indication of use of
this specie. The results obtained until the present moment indicate that the EHMe is quite
promising for therapeutic use in pain, inflammation and gastrointestinal tract disorders.

Key-words: Machaerium hirtum; Antinociceptive, Antiinflammatory; Gastroprotective.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
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PGE2 — prostaglandina E2
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proteina anquirina 1
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1.INTRODUCAO

1.1. DOR E INFLAMACAO

A dor € uma experiéncia complexa, uma qualidade sensorial subjetiva e pessoal, dificil
de ser descrita e interpretada, pois inclui ndo s6 a codificacdo e processamento neural de
estimulos nocivos, denominado nocicep¢ao, como também componentes cognitivos, afetivos
e emocionais (Julius & Basbaum, 2001; Schaible & Richter, 2004; Neugebauer et al., 2009).
Além disso, a sensacdo de dor ndo necessariamente requer experiéncia prévia para ser

percebida (Silva, 2011).

A propagacdo da dor € iniciada com a ativacdo dos nociceptores (neur0nios sensoriais
primdrios especializados) por estimulos nocivos como calor, pressdo mecanica intensa e
substancias quimicas irritantes que sdao capazes de causar lesdo tecidual (Sherrington, 1906;
Basbaum & Jessel, 2000). Esses estimulos nocivos sensibilizam os nociceptores encontrados
em diversos tecidos como pele, mucosas, tecidos conjuntivo de Orgdos viscerais, cdpsulas
articulares, peridsteo, musculos, tenddes, dentre outros, diminuindo assim o limiar de
excitabilidade e aumentando a magnitude da resposta aos estimulos supralimiares,
transformando-se em potenciais de acdo que serdo transmitidos para o sistema nervoso central

(Besson, 1999; Almeida, 2004).

Os nociceptores sdo extremamente heterogéneos, diferindo quanto, aos tipos de
neurotransmissores que contem, os receptores e canais i0nicos que expressam, a velocidade
de conducio, suas propriedades de resposta ao estimulo nocivo e sua capacidade de serem

sensibilizados durante a inflamacao, les@o e doenga (Stucky et al., 2001).

As fibras aferentes primdrias ou nociceptores que inervam regides da cabeca e do
corpo surgem de corpos celulares presentes nos ganglios do trigémio e da raiz dorsal,
respectivamente, ¢ podem ser classificados em 3 grupos, de acordo com sua anatomia e
funcdo (Julius & Basbaum, 2001). As fibras Af que sao mielinizadas, de amplo diametro,
rdpida condutancia e em sua maioria respondem por estimulos mecanicos indcuos, como um
toque suave na pele (Meyer et al., 2008). As fibras Ao sdo pouco mielinizadas, com didmetro
de 2,0 a 6,0 um, e propagam o impulso mais rapidamente (responsaveis pela dor rdpida ou
primeira dor). Existem duas principais subclasses de nociceptores Ad e ambas respondem aos
estimulos mecénicos intensos, mas podem ser diferenciados pela sua responsividade ao calor

intenso (tipo I- ativadas a temperaturas de 53 °C; e tipo II - ativadas a 43°C) (Millan, 1999;
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Basbaum et al., 2009). E as fibras do tipo C que sdo amielinizadas, com diametro de 0,4 a

1,2 um, e capazes de propagar o impulso nervoso de maneira mais lenta (responsdveis pela
dor lenta ou segunda dor). As terminagdes desse tipo de fibra sdo polimodais, termossensiveis
ao calor e frio, sensiveis aos estimulos mecénicos e por substdncias quimicas como
acetilcolina, serotonina, histamina, bem como a capsaicina, e sdo consideradas fibras
importantes no estudo da dor clinica (Almeida, 2004; Rocha et al., 2007; Stein et al., 2009;
Guyton & Hall, 2011).

A primeira sinapse realizada entre as fibras aferentes primdrias e os neurOnios de
segunda ordem ocorre no corno dorsal da medula espinhal na via da dor, sendo a chave na
regulacdo da transmissdo da nocicepg¢ao (Heinricher et al., 2009). O corno dorsal sensibilizado
€ o fator mais importante na indu¢do e na manutencdo da nocicep¢do. A sensibilizacdo do
corno dorsal ocorre devido a liberacdo pré-sindptica de mediadores, tais como glutamato,
substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que atuam sobre seus
respectivos receptores € agem sinergicamente para promover a excitabilidade neuronal no
corno dorsal através de mecanismos que envolvem, por exemplo, aumento da sintese de 6xido
nitrico (NO) (Sakurada et al., 1996), prostaglandinas, IL-1 ¢ TNF-a (Carvalho & Lemonica,
1998).

O glutamato quando liberado pelas fibras aferentes primdrias atua instantaneamente
em receptores glutamatérgicos (NMDA - N-metil-D-aspartato, AMPA - &cido-a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico, cainato e metabotropicos), estimulam a atividade de
enzimas intracelulares e a producdo de segundos mensageiros hiperalgésicos, tal como o NO
(Beirith et al., 2002). Esta acdo persiste somente por alguns milissegundos, gerando uma
sensacdo de dor rdpida. J4 a substancia P € liberada mais lentamente, tendo sua concentragdo
aumentada em um periodo de segundos ou mesmo minutos, sugerindo uma sensacdo de dor
mais duradoura (Guyton & Hall, 2011). O CGRP juntamente com a substincia P pode agir em
outras células-alvo como mastécitos e musculo liso vascular, produzindo inflamacao
neurogénica com sintomas como rubor, edema e hipersensibilidade (Richardson & Vasko,

2002).

Os axo6nios dos neurdnios de segunda ordem encontrados no trato espinotalamico
constituem os feixes aferentes que transmitem os impulsos nociceptivos as estruturas do
tronco cerebral e diencéfalo incluindo o tdlamo, substancia cinzenta periaquedutal (PAG),

hipotdlamo, entre outros (Almeida et al., 2004). No sistema tdlamo-cortical os neurdnios de
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segunda ordem fazem sinapse com os de terceira ordem que transmitem o estimulo doloroso

ao cortex somatossensorial no qual ocorre a percepcao da dor (Schaible & Richter, 2004).

Porém, o corno dorsal da medula espinhal sofre a influéncia da via supraespinal (ou
via descendente) do controle da nocicepcao, que se origina em muitas regioes cerebrais, tais
como a PAG, nicleos medianos da rafe e medula ventromedial rostral (RVM) . Todas as
regides citadas possuem papéis criticos na determinacao da dor cronica e aguda (Heinricher et
al., 2009). O sistema PAG-RVM € importante no comportamento € nos aspectos terapéuticos
da dor, uma vez que pode suprimir a informa¢do nociceptiva através de interneurdnios
inibitdrios que liberam opidides enddgenos no corno dorsal da medula espinhal. Este sistema
¢ alvo de alguns medicamentos analgésicos como os compostos opidides, inibidores de
ciclooxigenase e canabindides (Basbaum & Jessel, 1999; Hohmann et al., 2005; Leith et al.,

2007).

Quando os estimulos nocivos responsdveis pela dor tais como agentes quimicos,
mecanicos, térmicos, bactérias ou processo imunoldgicos, provocam lesdes teciduais diversas,
ocorre a liberacdo de substincias pelos tecidos danificados, resultando em alteragdes locais,

chamadas de inflamacgdo (Guyton & Hall, 2011).

A inflamacgdo foi caracterizada clinicamente em 30 a.C. pelo médico romano Aulus
Cornélius Celsus por quatro sinais cardinais: calor, rubor, edema e dor. Posteriormente,
Cldudio Galeno acrescentou a perda da fungdo do membro afetado. A inflamacdo tem como
objetivo levar a resolu¢cdo do dano tecidual, contribuindo assim para o processo de
homeostasia. Porém, quando esta resposta ndo ¢ modulada, ocorre a exacerbagdo do processo,
e o quadro pode se tornar cronico, culminando com a perda de funcio do tecido e diminui¢ao

da qualidade de vida do organismo (Gilroy et al., 2004).

A resposta inflamatoéria consiste em dois componentes principais: uma reagcao vascular
e uma reacdo celular. Muitos tecidos e células estdo envolvidos nessas reacdes, incluindo o
fluido e proteinas do plasma, as células circulantes, 0os vasos sanguineos € os componentes
celulares e extracelulares do tecido conjuntivo, além da ativacdo enzimadtica, sensibilizacdo e
ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual. (Carvalho & Lemonica, 1998; Kumar et al.,

2005).

As alteracdes no fluxo sanguineo e no calibre vascular se iniciam logo apds a lesao, na

seguinte ordem: vasodilatagdo, induzida principalmente pela histamina, bradicinina e NO,
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responsavel pelo calor e rubor; e extravasamento vascular de fluido rico em proteinas,

responsavel pelo edema (Kumar et al., 2005).

A vasodilatagdo e o extravasamento de fluidos sdo acompanhados pela marginacao,
rolamento, adesao e transmigracdo endotelial de leucdcitos para a drea lesada, sendo uma das
caracteristicas da resposta inflamatdria associada a dor (Sherwood & Toliver-Kinsky, 2004;
Gosslau et al., 2011). Os leucdcitos liberam substincias algiogénicas, dentre elas a
acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, substancia P, PGE,, leucotrienos, TNF-a, IL-
1B, e adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Essas substincias sensibilizam os nociceptores
que transmitem o impulso nervoso para o sistema nervoso central e também liberam a
substancia P no sitio da inflamag¢do, um neuropeptideo de primeira ordem que estimula a
vasodilatacdo juntamente com a continuidade do préprio processo inflamatoério (Taiwo &
Levine,1991; Guieu et al., 1996; Millan, 1999; Calixto et al., 2000; Calixto et al.,
2001;Teixeira, 2001).

Outro mediador inflamatério liberado no sitio da inflamacdo é o NF-xB, um fator de
transcricdo génica responsdvel por regular a producdo de citocinas como IL-1f, IL-6, iNOS,
COX-2 e TNF-a (Barnes & Karin, 1997, Tak & Firestein, 2001). O TNF-a pode induzir a dor
diretamente ou via estimulagao da sintese de IL-1B, IL-6 e/ou IL-8 (Cunha et al., 2005). A
interleucina IL-1B € conhecida pela modulagdo na excitabilidade neuronal via receptores
TRPV-1, canal de sédio, GABA e NMDA (Schafers & Sorkin, 2008). A fosforilagdo de
receptores NMDA sinaliza a transmissdo da dor, e essa fosforilagdo tem sido atribuida a

citocina IL-1B (Breenner et al., 2004).

Os leucdcitos também sdo responsdveis por produzir e liberar citocinas anti-
inflamatorias. Entre elas estdao a IL-10 e o fator de crescimento transformador beta (TGF- B),
que interagem com outros fatores, como hormoénios adrenocorticais, proteinas de fase aguda,
temperatura, dentre outros, mediando a resposta inflamatéria através da inibi¢do da ativagdao

de macrdfagos e a sintese de citocinas pré-inflamatdrias (Oke & Tracey, 2009)

O 4cido araquidonico (AA) liberado a partir de fosfolipideos de membrana através da
enzima fosfolipase A2 (ativada por diversos estimulos: quimico, inflamatério, traumatico ou
mitogénico), possui um papel regulador na fisiologia celular e € fundamental na inflamacao,
uma vez que serve como substrato para diferentes enzimas produtoras de eicosanodides
(Balsinde et al., 1998; Kummer & Coelho, 2002). Este acido graxo é metabolizado por trés

sistemas enzimaticos principais: a cicloxigenase (COX), responsdvel pela producdo de
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prostaglandinas (PGs), tromboxanos e prostaciclinas; a lipoxigenase (LOX), que produz
leucotrienos e lipoxinas; e as epoxigenases do citocromo P-450, que originam os 4cidos

epoxieicosatriendicos (EET) (Spector et al., 2004; Rocha et al, 2007).

A COX possui duas isoformas principais: COX-1, a isoforma constitutiva, responsavel
pela producdo de prostaglandinas (PGs) que controlam os processos fisiol6gicos normais
(Lages et al., 1998); COX-2, isoforma induzida que tem sua expressdo aumentada nos
processos inflamatorios (Smith et al., 2000), e a COX-3, isoforma funcional variante da COX-
1 responsdvel pela producdo de susbtincias anti-inflamatérias (Willoughby et al, 2000;

Schwab et al, 2003).

As prostaglandinas, metabdlitos derivados da ac¢do das COXs sobre o AA,
desenvolvem agdes importantes nos processos fisioldgicos normais e também nos processos
patoldgicos, através de receptores EP1, EP2, EP3 e EP4 (Kobayashi & Narumiya, 2002). Os
efeitos bioldgicos das prostaglandinas incluem a regulagdo vascular, modulacdo das fungdes
neuronais e renais, o processo de ovulagdo, a protecdo da mucosa gastrica, a dor e inflamacao

(Samuelsson et al., 2007; Levy et al., 2001; Rocha et al., 2007; Wallace, 2008).

A PGE,, produto da reacdo de metabolizacdo do AA pela COX-1 e 2 catalisada pela
mPGES-1 (PGE sintase de membrana-1) (Samuelsson et al., 2007), é responsadvel pela
vasodilatacdo e pelo edema no processo inflamatdrio, e também age como um mediador
lipidico importante no processamento dos sinais dolorosos periféricos ou centrais, uma vez
que os receptores de PG sdo expressos nas fibras sensoriais (Zeilhofer & Brune, 2006;

Vanegas & Schaible, 2001).

Os leucotrienos sao metabdlitos oxigenados derivados do dcido araquiddnico através
da via da 5-lipoxigenase (5-LOX). A enzima 5-LOX em associacdo com a proteina de
ativacao (5-LAP), cataliza os primeiros dois passos de conversdo do AA em leucotrieno A4
(LTA4), que subsequentemente sdo metabolizados pela LTAs-hidrolase nos neutréfilos a
LTBy4, e pela LTCy-sintase nas plaquetas a LTCy4 (Lewis et al., 1990; Kumar et al., 2005). Eles
sao potentes mediadores inflamatoérios, formados nos pulmdes, nas plaquetas, nos mastécitos
e nos leucdcitos (neutréfilos e macréfagos), e estdo envolvidos em diversos processos
fisiopatoldgicos (Henderson, 1994, Eppler et al., 2007), além de atuarem como importante
fator quimiotatico tanto para neutréfilos quanto para macréfagos (Rang & Dale, 2007) . O

LTB,4 também modula a dor causando hiperalgesia (Guerrero et al., 2013)
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A resposta inflamatéria estd intimamente ligada ao processo de reparo através de uma
série de eventos que tentam reparar e reconstruir o tecido danificado (Rocha et al., 2007). A
falha, nestes processos, faz com que o processo inflamatério agudo persista, levando a um
estado inflamatdrio cronico, que envolve a formacdo de granuloma, necrose e fibrose
(Medzhitov, 2008). A persisténcia do processo inflamatério culmina no desenvolvimento de
algumas doengas e distirbios complexos como as doengas autoimunes e cardiovasculares,
sindrome metabdlica, processos neurodegenerativos e cancer (Sherwood & Toliver-Kinksy,

2004; Murakami & Hirano, 2012).

2. JUSTIFICATIVA

2.1. TERAPEUTICA ATUAL NA DOR E INFLAMACAO

A classe dos analgésicos opidides, ainda € bastante prescrita para tratamento clinico
em casos de dor severa aguda, dor pds-operatoria e cronica, apesar dos conhecidos efeitos
adversos, como ndusea, constipacdo, depressdo respiratoria, tolerancia, vicio e, em longo
prazo hipogonadismo, osteoporose, imunossupressao e hiperalgesia (Mao, 2002; Yunes,
2005; Cunha et al., 2010; Raghavan et al., 2011). Estima-se que 205 milhdes de analgésicos
opidides, entre eles a codeina, fentanil, hidrocodona, oxicodona, oximorfina, tramadol e

propoxifeno, foram prescritos em 2008 nos EUA (McDonald et al., 2012).

Entretanto, a abordagem terapéutica mais comum para reduzir a dor e a inflamacao
envolve o uso de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINEs), como aspirina ou

ibuprofeno (Kummer & Coelho, 2002; Basbaum, 2009; McGettigan & Henry, 2013).

Em 2004, nos Estados Unidos, mais de 111 milhdes de prescricdes de AINEs foram
feitas (Shaheen et al., 2006), enquanto que na Europa os AINEs correspondem a 7.7% do total
de prescri¢des, nao estando incluidas neste compto as vendas de AINEs isentos de prescricao
(Laine, 2001; Jones, 2001). No Brasil, diferentes estudos de utilizacdo de medicamentos
descrevem os AINEs entre os mais utilizados pela populacdo, e a automedicagdo para o
tratamento da dor € altamente prevalente no pais (Beria et al., 1993; Noronha, 1999; Demétrio

et al.,2012).

Os AINEs apresentam atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatéria (Teixeira,
2001), e sdo capazes de reduzir a dor inflamatdéria e a hiperalgesia principalmente pela
inibicdo da COX-1 e COX-2, envolvidas na sintese de prostaglandinas (Basbaum et al.,

2009), produzindo alivio da dor por um periodo significativo (Katzung, 2007). Os AINEs
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ainda possuem mecanismos adicionais de acdo, incluindo a inibicdo da quimiotaxia e a
producdo de citocinas, relacionados com o mecanismo de inibicdo da sintese de PGE2,
responsavel por induzir a producdo de IL-6 por mondcitos (Rhind et al., 2002), além de serem
capazes de inibir a acdo de mastdcitos e bloquear a atuagdo do fator de transcricdo NF-xB

(Carr & Goudas, 1999; Mortaz et al., 2005).

As reacdes adversas provocadas pelos AINEs ja sdo bem compreendidas, estando
amplamente relacionadas com o mecanismo de agdo (Grosser et al., 2006). A inibicdo da
COX-1 leva ao aparecimento de efeitos gastrointestinais que podem variar de dispepsia a
sangramentos do estomago e duodeno, ativacdo de doencas inflamatdrias intestinais
quiescentes e dano tecidual, como ulceras, no trato gastrointestinal. As ulceras gastricas sao
decorrentes do efeito topico e sistémico de alguns AINEs que promovem a alteracdo do pH,
reducdo da secrecdo de muco e bicarbonato, alteracdes microvasculares e inducdo de
infiltracdo leucocitdria na mucosa géstrica (Akiko et al., 2001; Wallace, 2008). Normalmente
estes efeitos aparecem apds um longo periodo de uso (Brenol et al., 2000), e podem ser
agravados por fatores como estresse, alcoolismo, fumo e infeccdo por Helicobacter pylori
(Konturek et al., 2005a). Os danos no trato gastrointestinal, provocados pelos AINEs, podem
ser reduzidos com a administra¢do concomitante deste medicamento com inibidores da bomba

de prétons (Rostom et al., 2009).

Carvalho & Lemonica, (1998) descrevem que os efeitos terapéuticos dos AINEs foram
relacionados com a inibicdo da COX-2, portanto, surgiu no mercado os inibidores especificos
da COX-2 (Coxibes) que teoricamente impediriam o processo inflamatério sem causar os
efeitos colaterais indesejdveis, principalmente os distirbios gastrointestinais, advindos do

bloqueio inespecifico da COX (Kummer & Coelho, 2002; Monteiro et al., 2008).

Em 1999, baseado em resultados de estudos clinicos, o FDA aprova a comercializacao
do celecoxibe e o rofecoxibe, drogas inibidoras seletivas da COX-2, que atingiram US$ 10
bilhdes em vendas, por serem eficazes no tratamento de sinais e sintomas de osteoartrite e
artrite reumatoide, da dor aguda em adultos e dismenorreia (Bombardier, 2002; Fitzgerald,

2004).

Entretanto, o mecanismo de inibi¢do da COX-2 promovidos pelos Coxibes acarreta a
diminui¢do da producdo de prostaciclinas (PGI,) antitroboéticas e vsodilatadoras produzidas no
endotélio (Fitzgerald, 2003), predispondo os pacientes a eventos cardiovasculares (Saraiva,

2007). Além disso, Konturek et al., 2005b demostraram que as prostaglandinas derivadas da
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COX-2 podiam ser geradas nas bordas da ulcera gastrica, desenvolvendo papel importante na

ativacao de mecanismos de cicatrizagdo e reparo da mucosa.

Em 2004 a Merck Sharp & Dohme anunciou a retirada do rofecoxib do mercado
mundial em razdo do risco de infarto do miocardio e acidentes vasculares cerebrais. No Brasil
sao comercializados 6 medicamentos do grupo dos coxibes, que em 2008, foram incluidos na
Lista C1 (substancias sujeitas a controle especial) da Portaria 344/98, pelo decreto da RDC n°

79/2008 pela ANVISA (ANVISA, 2008).

Estes dados demonstram que o surgimento dos Coxibes representou grande avanco
farmacoldgico no tratamento de processos inflamatorios e dolorosos agudos e cronicos. No
entanto, persistem os efeitos adversos que tornam as terapias atuais insuficientes, sendo
essencial o desenvolvimento de novas moléculas potencialmente uteis no tratamento da dor e

inflamacdo (Carvalho & Lemonica, 1998; Bourinet et al., 2005).

2.2. PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPEUTICA DA DOR E INFLAMACAO

Os produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, tem sido desde a antiguidade
uma importante fonte de ativos terapéuticos. As plantas sio uma fonte importante de
biomoléculas ativas, muitas das quais se constituem em modelos para a sintese de um grande
nimero de farmacos, podendo contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas (Coutinho et al., 2009; Simdes et al., 2010).

Em muitos paises do mundo, o uso de plantas medicinais representa uma das unicas
alternativas para a assistencia primdria a sadde das populacdes, sendo utilizadas para tratar
diferentes patologias como bronquite, pneumonia, ulceras, diarreia, e diferentes condigdes

inflamatodrias, em particular, inflamagdes de pele (Sosa, 2002; Lima et al., 2006).

O Brasil possui grande biodiversidade, detendo 20-22% do total de plantas existente
no planeta, e muitas plantas tem sido utilizada na forma de extratos brutos, infusdes ou
emplastros para tratar de diferentes infeccdes. Estima-se que aproximadamente 80% da
populacdo brasileira encontra, especialmente nas plantas medicinais, a principal ou a tnica
fonte de recursos terapéuticos (Di Stasi, 1996; Calixto, 2000; Lima et al., 2006,). O
reconhecimento do uso de plantas na medicina popular no Brasil foi evidenciado em 2010
com a aprovacdo de uma lista com mais de 60 plantas medicinais com acdo terapéutica
comprovada pela Associacdo Nacional de Vigilancia Sanitdria, e que podem ser utilizadas

pelo sistema tnico de saide (SUS) do pais na assisténcia primadria a saide (ANVISA, 2010).
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Aproximadamente 25-30% de todas as drogas disponiveis no mercado sdo derivados
de produtos naturais, incluindo plantas, animais e micro-organismos (Calixto, 2005), e

aproximadamente 13% apresentam potencial efeito anti-inflamatério (Calixto, 2000).

As moléculas farmacologicamente ativas derivadas de plantas s@o comumente os
metabolitos secunddrios produzidos por elas a partir de metabdlitos primarios como o0s
aminodcidos (Duffy, 2012). Dentre eles destacam-se os terpenos, taninos, alcaldides, lignanas,
saponinas, cumarinas € flavonoides (Simdes et al., 2010), sendo que todos apresentam
potencial farmacoldgico no tratamento da dor e inflamacdo (Yunes, 2005;Yuan et al., 2006).
Entre estes compostos os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes
e diversificados entre os produtos de origem natural e sdo encontrados em frutas, vegetais,
sementes, cascas de drvores, raizes, talos, flores e em seus produtos de preparagdo, tais como
os chds e vinhos (Coutinho et al., 2009; Simdes et al., 2010). Os flavondides apresentam um
nucleo caracteristico C6-C3-C6 (Kanadaswami, 2005), e variagdes heterociclicas nos anéis
ddo origem a flavondis, flavonas, catequinas, flavononas, antocianidinas e isoflavonodides
(Rotelli et al.,2003). Os flavondides exibem efeitos antioxidantes e sequestrantes de radicais
livres, antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, anti-inflamatério, antinociceptivo,
hipolipidémico e antineoplasico (Nijveldt et al., 2001). Estudos mostram que flavondides
como a apigenina (flavona) e seus derivados glicosilados possuem atividade anti-inflamatoria,
anticarcinogénica, antioxidante e antinociceptiva (Zyian et al., 2007; Gerritsen et al., 1995;
Liang et al., 1999; Thirugnanasambantham et al., 1990; Fernandez et al.,, 2001; Manthey et
al., 2001; Pietrovski et al., 2006).

Além dos flavondides, os terpenos também merecem atenc¢do, ja que correspondem a 55%
dos metabdlitos secunddrios. Eles sdo constituidos de unidades de isopreno e ao sofrerem
modifica¢des, como adi¢cdo de um oxigénio, passam a ser denominados terpendides, servindo
de base para outros metabdlitos como hormonios vegetais, carotenoides, litex, entre outros
(Zwenger & Basu, 2008). Triterpenos pentaciclicos como a o e 3-amirina sdo encontrados em
diversas plantas espalhadas por regides tropicais, e trabalhos tem mostrado seus efeitos

antinociceptivo, anti-inflamatério, antipruriginoso, hepato e gastroprotetor in vivo (Oliveira et

al., 2004a; 2004b; Otuki et al., 2005a;2005b).

A familia Fabaceae possui 482 géneros e 12000 espécies de ampla distribuicao nas regides

temperadas e tropicais (Di Stasi & Hiruma-Lima, 2002), e as espécies desta familia sdo ricas
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em flavonodides, alcaldides, saponinas e terpenos (Harbone et al., 1971) com interessantes

atividades farmacoldgicas e terapéuticas (Al Meshal et al., 1982).

Segundo Lewis, (2005), o género Machaerium (Fabaceae) produz principalmente
flavondides como isoflavonas, pterocarpanos, neo- flavondides, flavanonas, isoflavanas,

chalconas e ainda, benzoquinonas, arilcoumarinas e cinamilfendis.

De acordo com a literatura, algumas espécies de Machaerium sdo de uso
etnofarmacoldgico para tratamento da diarreia, distirbios menstruais, tosse e aftas ulcerosas
na boca (Medeiros & Zanon, 2000). A espécie Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld (Fig. 1)
encontra-se amplamente distribuida na regido do Cerrado brasileiro. Este bioma € rico em
espécies com substancias ativas, utilizadas pelas comunidades locais para tratar vérias
doencas (Albernaz et al.,2010; Hansen et al., 2010). M. hirtum é conhecido popularmente
como “barreiro”, bico-de-andorinha e “jacaranda bico de pato” (Lorenzi, 1998) e suas cascas
sdo utilizadas popularmente contra tlcera (Bieski et al., 2012), diarreia e cancer (Pott & Pott,

2004).

O perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico das entrecascas se caracteriza pela presenga
de uma mistura de triterpenos (a-f-amirina), alantoina, e flavonas C-glicosilada (apigenina)

(Sannomiya et al.,2011; Bento et al., 2011).

Em estudos in vivo previamente realizados em nosso laboratério, observou-se que o
tratamento oral de camundongos Swiss com o extrato hidroalcodlico da entrecasca da
Machaerium hirtum nas doses de 125 e 250mg/Kg produziram potente efeito antinociceptivo
contra o agente quimico nociceptivo (formalina) em ambas as fases do teste. Ignoato et al.,
(2012) demonstrou que o extrato metandlico bruto das folhas e galhos de Machaerium hirtum,
bem como as fracdes possuem efeito anti-inflamatério em modelos animais. Estes dados
sugerem que a Machaerium hirtum pode ser uma nova alternativa terapéutica em processos de
dor e inflamagdo, sendo necessdria a realizacdo de testes mais aprofundados para caracterizar

os mecanismos de acdo envolvidos com este efeito.
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Fig.1. Machaerium hirtum (Vell.) Stelfelld

http fenarew B ufrgs brifitoecologiafflorarsiopen_sp.php?img=2144

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antinociceptivo, anti-inflamatério e gastroprotetor do extrato

hidroalcodlico das entrecascas de Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito da administracdo do extrato hidroalcodlico das entrecascas de
Machaerium hirtum sobre parametros de toxicidade aguda e comportamentais através
do screening hipocrético;

Avaliar a atividade analgésica e/ou anti-inflamatéria in vivo do extrato utilizando o
modelo de nocicepc¢do induzida por agentes quimicos e térmicos em camundongos.
Identificar possiveis mecanismos de a¢do analgésica exercidos pelo extrato através da
investigacdo do sistema nitrérgico, sistema glutamatérgico, os canais idnicos sensiveis
ao 4cido, os receptores TRPs e do sistema opiodérgico.

Avaliar o efeito do extrato sobre a performance motora de camundongos no modelo de
Rota Rod e também sobre a motilidade intestinal .

Determinar o potencial efeito antiedematogénico e anti-inflamatério do extrato em
modelo de inflamacdo aguda induzida pela carragenina, xilol e 4cido araquidonico, e
caracterizar os mediadores envolvidos através dosagens bioquimicas.

Determinar se o extrato exerce efeito gastroprotetor através dos modelos de tlcera

induzida por etanol ou indometacina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.MATERIAL VEGETAL

As entrecascas de Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld foram coletadas na cidade de
Botucatu - Sao Paulo, Rodovia Jodo Hipdlyto Martins, km 3, Brasil, em dezembro de 2012
pelo Prof. Dr. Luis Fernando Rolim de Almeida do Departamento de Botanica da UNESP de
Botucatu, e identificadas pelo mesmo. Um voucher de M. hirtum (BOTU 027643) foi
depositado no Herbario do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias de Botucatu
na Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, Sdo Paulo, Brasil
(BOTU).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO

As entrecascas, secas ao ar, de M. hirtum (500g) foram trituradas em moinho de faca e
colocadas em contato com o solvente hidroalcodlico (dgua: etanol 30:70 p/v). A extracdo foi
realizada por maceracao durante sete dias com solvente , protegida da luz e percolada em 20
gotas/min. Em seguida foi realizada a filtracdo do contetido e o extrato foi concentrado por
evaporacao a vicuo com rotaevaporador a 45°C. Ao final foi obtido um residuo negro (79,1g)
designado como extrato hidroalcodlico de Macheaerium hirtum (entrecascas) (EHMe). O
rendimento do extrato foi de 15,8% p/p da planta moida. O preparo do extrato bem como a
caracterizacdo fitoquimica do EHMe foram realizados pelo laboratério da Profa Dra Miriam
Sannomyia na Escola de Artes, Ciéncias e Humanidade da USP de Sao Paulo-SP.
Posteriormente o EHMe foi solubilizado em solu¢do aquosa de cloreto de sédio 0.9% (salina)

para a realiza¢do dos experimentos.

4.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (25-40g) e ratos Wistar
machos (160 a 200g) para os experimentos, provenientes do Biotério Central da UNESP-
Botucatu e do Biotério Anilab (Paulinia-SP) aclimatados as condi¢des do biotério setorial por
pelo menos sete dias antes da manipulacdo experimental, sob temperatura (23 2°C) e ciclo
claro-escuro de 12 horas, controlados. Os animais foram alimentados com rag¢ao Presence” e
agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi
submetido ao Comité de Etica na Experimentacio Animal, do Instituto de Biociéncias da
UNESP - Botucatu (Protocolo nimero 367-CEUA - Anexo 1). Apds a realizacdo dos

experimentos os animais foram eutanasiados por método quimico (agente inalatério- CO2) ou
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fisico (deslocamento cervical), aprovados pelo CONCEA (Brasil - Ministério da Ciéncia,

Tecnologia e Inovacao, 2013).

4.4. TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING” HIPOCRATICO (Brito, 1994)

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e fémeas (n=10), divididos em
grupos: um grupo macho ou fémea tratados com o veiculo (salina) e um grupo macho ou
fémea tratados com uma dose aguda de 5000 mg/Kg do EHMe. Os tratamentos foram
realizados oralmente e os parametros comportamentais (Anexo 2 e 3), descritos por Brito
(1994) — foram observados aos 30, 60, 120, 240 e 360 min. apds a administra¢do do extrato,
bem como foi observado o nimero de mortes. O peso corporal dos animais foi avaliado
diariamente por 14 dias apds o inicio dos experimentos. No décimo quarto dia, os animais
foram mortos em camara de CO2 e os seguintes 6rgaos foram retirados: coragdo, figado,
pulmado, baco, rins, testiculos, ovérios e uteros. Estes 6rgdos foram pesados para se realizar
uma determinacdo analitica e comparativa em relacdo aos animais submetidos ao tratamento

com o veiculo indicando ou ndo efeito téxico agudo dos extratos vegetais.

4.5. AVALIACAO DA PERFORMACE MOTORA (Dunham & Miya, 1957 com
modificacoes):

Com a finalidade de excluir a possibilidade de um resultado falso positivo (ac¢do
relaxante muscular ou sedativo) do efeito do EHMe na avaliagdo da ac@o antinociceptiva, os
camundongos foram submetidos ao teste de atividade forg¢ada - rota-rod (Ugo Basile), que
consiste em uma barra giratéria com o didmetro de 2,5 cm subdividida em compartimentos,
baseados em Dunham & Miya (1957). A rotacdo da barra tem velocidade constante de 06
revolugdes por min. Os animais foram pré-selecionados 24 horas antes do experimento,
eliminando-se os camundongos que ndo permaneceram na barra por 3 periodos consecutivos
de 60 segundos. Os animais (n=8-10) foram tratados com EHMe (62.5 mg/Kg v.o) ou veiculo
(salina) 1 hora antes, ou com diazepam (2mg/Kg i.p, controle positivo) 30 min antes de serem
submetidos ao teste de performance motora. Foi analisado o niimero de quedas de cada animal

durante os 3 min de observacao.

4.6. TESTE DA PLACA QUENTE OU “HOT PLATE” (Eddy & Leimback, 1953).

Esse modelo foi utilizado para avaliar o possivel efeito de Machaerium hirtum na dor
neurogénica. Para isso, a placa (Insight®) foi aquecida e mantida a temperatura de 50+1°C ou
56+ 1°C. Os camundongos foram colocados em um cilindro de vidro de 24 cm de didmetro

em uma superficie quente e o tempo para que o animal tivesse a resposta de lamber,
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chacoalhar, retirar a pata ou pular foi registrado como tempo de laténcia. Os animais foram
previamente selecionados 24h antes do experimento, estabelecendo-se um padrdo de tempo de
laténcia (5-15s), dependendo da temperatura a que foram expostos. Além disso, foi
determinado o tempo limite de 30 s para que ndo houvesse lesdo tissular. Os animais (n=8-10)
foram tratados com veiculo (salina) ou EHMe (62.5mg/Kg v.o) 1 hora antes, e morfina (5

mg/Kg s.c) 30min antes do inicio da avaliagdo (60, 90, 120 e 150min).

4.7. TESTE DA FORMALINA (Hunskaar & Hole, 1987; Tjolsen, 1992 com
modificacoes).

O modelo mais especifico de dor aguda € caracterizado pelo teste de formalina. Este
modelo possui uma resposta distinta (bifdsica) de resposta de dor: 1) Fase inicial: inicia-se
logo apés a administracio de formalina e desaparece apés aproximadamente 5 min. E uma
fase indicativa de dor neurogénica (mecanismo central), que sofre acdo principalmente de
drogas narcéticas (opidides). 2) Fase tardia: inicia-se entre 15-30min apds administragdo de
formalina e permanece até cerca de 60min. Esta fase € indicativa de dor inflamatdria, e sofre
acao de drogas periféricas (AINEs) e narcéticas. Foi utilizada uma camara de observagdo, que
consiste em um funil com 20 cm de didmetro. Cada animal foi previamente colocado no funil
camara por 30 min antes da injecao intraplantar de formalina para permitir aclimata¢do com o
novo ambiente. Os animais (camundongos machos, n=8-10) foram pré-tratados oralmente
com veiculo (salina) e com o EHMe nas doses de 31.25, 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg. Apds
uma hora foi administrado 20 pL de solucdo de formalina 1 % em solucdo salina, injetada
intraplantarmente na pata traseira direita. Logo apds a inje¢ao de formalina, os animais foram
observados na camara até 30 min. O tempo (segundos) que o animal permaneceu lambendo
ou mordendo a pata injetada foi considerado como indice de nocicep¢do. Através deste teste

foi selecionada a menor dose efetiva para a avaliagao dos mecanismos de acdo do EHMe.

4.8. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA NITRERGICO NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe (Santos et al., 1999 e Santos et al, 2005 com
modificacgoes).

Para a avaliacdo do papel do 6xido nitrico na antinocicep¢ao do extrato, os animais
(camundongos machos, n=8-10) foram pré-tratados com L-arginina (substrato da sintese de
NO) 500 mg/Kg (i.p) 30 min antes dos tratamentos orais veiculo (salina) ou EHMe
(62.5mg/Kg). Como controle da reversdao da antinocicep¢do do EHMe foi administrado L-
NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase) 65 mg/Kg (i.p) 30 min ap6s a inje¢do de L-arginina

e os animais foram submetidos ao teste da formalina como descrito anteriormente.
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4.9. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe (Beirith et al., 2002; Meotti et al., 2010).

Com o intuito de avaliar o papel do sistema glutamatérgico na atividade
antinociceptiva do EHMe, foi administrado injec¢do intraplantar de 20 ul de 30 pmol de
solugdo de glutamato (pH=7,0). Os animais (camundongos machos, n=8-10) foram tratados
por via oral com veiculo (salina) ou EHMe (62.5mg/Kg), foram observados por 15 min
seguidos. O tempo (segundos) que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata

injetada foi considerado como indice de nocicepg¢ao.

4.10. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE RECEPTORES ASSOCIADOS A
CANAIS IONICOS - TRPs (TRPV-1; TRPA-1, TRPM-8 e ASIC) NA
ANTINOCICEP(;AO DO EHMe (Sakurada et al., 1992 com modificacoes; Andrade et
al., 2008, Bautista et al., 2006; Baggio et al., 2012 com modificacoes).

Para investigar se na atividade antinociceptiva do EHMe existe a participacdo dos
receptores TRPs (TRPV-1; TRPA-1; TRPM-8) ou dos canais idnicos sensiveis ao dcido
(ASIC), os animais (camundongos machos, n=8-10) receberam injecao intraplantar de 20 pl
de capsaicina (agonista TRPV-1) (2ug/pata), cinamaldeido (agonista TRPA-1) (40
nmol/pata), mentol (agonista TRPM-8) (2umol/pata) ou salina acidificada (ativador de
receptor TRPV1 e ASIC) (3% de é4cido acético; pH=2.0/pata). Os animais foram tratados por
via oral com veiculo (salina) ou EHMe (62.5 mg/Kg), foram observados por 6 min seguidos
(para capsaicina ou cinamaldeido) ou 20 min seguidos (para mentol ou salina acidificada). O
tempo (segundos) que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada foi

considerado como indice de nocicepg¢ao.

4.11. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA OPIODERGICO NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe (Santos et al.,, 1999 e Santos et al., 2005 com
modificacoes).

Para avaliar a participacdo de receptores opidides na atividade antinociceptiva do
EHMe os animais (camundongos machos, n=8-10) foram pré-tratados com naloxona
(antagonista nao seletivo de receptor opidide) 1 mg/Kg (i.p) 30 min antes aos tratamentos
orais com veiculo (salina) ou EHMe (62.5 mg/Kg) do teste da formalina como descrito

anteriormente. Morfina 2,5 mg/Kg (s.c) foi utilizada para o controle da reversio da

antinocicep¢ao.
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4.12. DETERMINACAO DO EFEITO DO EHMe SOBRE A MOTILIDADE
INTESTINAL (Baggio et al., 2003 com modificacoes).

Para a avaliacdo do efeito do EHMe sobre a motilidade intestinal os animais
(camundongos machos, n=7), em jejum de 6h, foram tratados por via oral com veiculo
(salina) ou EHMe (62.5, 125 e 250 mg/Kg), e por via subcutanea com morfina 2,5mg/Kg
(controle positivo). Trinta minutos apds o tratamento com morfina e 1 hora apds os
tratamentos orais, 0s animais receberam por via oral carvio ativado (10% em solugdo salina -
10 mI/Kg). Meia hora apds a administracdo do carvao, todos os animais foram mortos. O
intestino delgado foi removido juntamente com o estdmago, para a realizagdo da medi¢do do
comprimento total do intestino e a distancia percorrida (cm) pelo carvao ativado, para a

obtencdo da relacdo entre a distancia percorrida e comprimento total do intestino.

4.13. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE RECEPTORES OPIOIDES NA
REDUCAO DA MOTILIDADE INTESTINAL (Baggio et al., 2003; Howd et al., 1978).

Com intuito de avaliar a participagdo dos receptores opidides no efeito redutor da
motilidade intestinal pelo EHMe, os animais (camundongos machos, n=7), em jejum de 6h,
foram pré-tratados com naloxona (15 mg/Kg i.p). Decorridos 15 min, os animais foram
tratados por via oral com veiculo (salina) ou EHMe (62.5 mg/Kg), e por via subcutanea com
morfina 2,5mg/Kg (controle positivo).Trinta minutos apds o tratamento com morfina e 1 hora
apls os tratamentos orais, os animais receberam carvao ativado 10% v.o. (10mL/Kg) como
marcador e depois de 30min, foram mortos (Reddy et al., 2006). O intestino delgado foi
removido juntamente com o estdmago, para a realizacdo da medi¢do do comprimento total do
intestino e a distancia percorrida (cm) pelo carvao ativado, para a obtencdo da relacdo entre a

distancia percorrida e comprimento total do intestino.

4.14. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELO XILOL (Swingle et al., 1981 com
modificacoes).

Para avaliar o efeito anti-edematogénico e anti-inflamatério do EHMe foi utilizado o
modelo experimental de inducdo de edema com o uso tépico do xilol. A aplicagdo de xilol
induz uma reacdo inflamatéria cutinea na orelha do camundongo e causa significante
aumento do peso da orelha tratada em comparacdo a ndo tratada com xilol. Para indugdo de
edema de orelha, 40 pul de xilol foram aplicados topicamente na orelha direita dos
camundongos machos (20 ul na face anterior da orelha, 20 ul na face posterior). A orelha
esquerda € utilizada como controle. Os animais (n=8-10), submetidos ao jejum por 2 horas,

foram tratados 2 horas antes da inducdo com dexametasona (5 mg/Kg, i.p) € uma hora antes
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da inducdo do edema tratados por via oral com veiculo (salina) ou EHMe (62.5, 125 e 250
mg/Kg). Apos uma hora de inducdo do edema, os animais foram mortos e foi retirada uma
seccao circular (7 mm de diametro) de suas orelhas esquerda e direita com o auxilio de um
puncher (perfurador). Logo em seguida as orelhas foram pesadas. O edema foi expresso pela

diferenca de massa (mg) entre a orelha direita e orelha esquerda.

4.15. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR ACIDO ARAQUIDONICO (AA) (Young
et al., 1984 com modificacoes).

Para avaliar a participagdo do AA na a¢do anti-inflamatéria do EHMe, foi utilizado o
modelo experimental de indu¢do de edema com o uso topico do AA. Para inducdo desse
edema de orelha, 20 pul de AA diluido em acetona na concentragdo de 2mg/20ul, foram
aplicados topicamente na orelha direita dos camundongos machos (10 pl na face anterior da
orelha, 10 pl na face posterior). A orelha esquerda foi utilizada como controle. Os animais
(n=8-10), submetidos ao jejum por 2 horas, foram tratados 2 horas antes da inducao do edema
com dexametasona (5 mg/Kg, i.p) e uma hora antes da indu¢do do edema tratados oralmente
com veiculo (salina) ou EHMe (62.5, 125 e 250mg/Kg). Apés uma hora da indugdo do
edema, os animais foram mortos e foi retirada uma seccado circular (7 mm de diametro) de
suas orelhas esquerda e direita com o auxilio de um puncher (perfurador). Logo em seguida as
orelhas foram pesadas e o edema foi expresso pela diferenca de massa (mg) entre a orelha

direita e a orelha esquerda.

4.16. QUANTIFICACAO DE PGE, DAS ORELHAS (Xian et al., 2012 com
modificacoes)

Para avaliar se o efeito anti-inflamatério do EHMe no edema de orelha induzido por
AA esté relacionado com a via da COX, foi realizada a quantificacio de PGE, das orelhas.
Ap6s a retirada das orelhas, foi obtida uma seccao circular de 7mm de didmetro com auxilio
de um perfurador. Cada orelha direita foi homogeneizada vigorosamente em 0,7mL de
solucdo tampao fosfato 0,1M (pH= 7,25) contendo 1mM de EDTA. As amostras foram
incubadas a temperatura de 0°C por 15min e posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm x
15min x 4°C. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubo eppendorf e armazenado em
freezer -80°C até o momento da determinag¢do da concentracdo de PGE, através do teste

imunoenzimatico, ELISA (kit R&D System KGE004B).
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4.17. QUANTIFICACAO DE LTB; DAS ORELHAS (Xian et al.,2012 com
modificacoes; Huang et al., 2006 com modificacoes).

Para avaliar se o efeito anti-inflamatério do EHMe no edema de orelha induzido por
AA esté relacionado com a via da LOX,, foi realizada a quantificacdo de LTB4 das orelhas.
Apos a retirada das orelhas, foi obtida uma sec¢do circular de 7mm de diametro com auxilio
de um perfurador. Cada orelha direita foi homogeneizada vigorosamente em 0,7mL de
solucdo tampao fosfato 0,1M (pH= 7,25) contendo 1mM de EDTA. As amostras foram
incubadas a temperatura de 0°C por 15min e posteriormente centrifugadas a 10.000 rpm x
15min x 4°C. O sobrenadante foi coletado e transferido para tubo eppendorf e armazenado em
freezer -80°C até o momento da determinagcdo da concentracdo de LTB,4 através do teste

imunoenzimatico, ELISA (kit R&D System KGEOO6B).

4.18. EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA (Winter et al., 1962,
Levy, 1969):

O modelo de edema de pata induzido pela carragenina € altamente sensivel aos
(AINEs) e tem sido uma ferramenta aceitdvel para avaliagdo de novas drogas anti-
inflamatérias (Just et al., 1998).

Para verificar a possivel atividade antiedematogénica e anti-inflamatéria do EHMe, foi
utilizado o método de indu¢do de edema de pata com carragenina em ratos Wistar (Winter et
al., 1962; Levy, 1969; Henriques et al., 1987). Os animais (n=7), em jejum de 4 horas, foram
tratados oralmente 1 hora antes da induc¢do do edema com veiculo (salina), piroxicam (30
mg/Kg; AINE ndo seletivo para COX-1 e COX-2 - controle positivo) ou EHMe (62.5 mg/Kg
- menor dose efetiva no modelo de edema de orelha por AA). Apds 1 hora dos tratamentos os
animais receberam injec¢do intraplantar subcutdnea de 100 pl/pata de carragenina (1% em
solugdo salina estéril) na pata posterior direita e 100 pl/ pata de salina estéril na pata posteiror
esquerda. Fez- se a medicdo de ambas as patas de hora em hora, durante 4 horas, utilizando o
pletismOmetro Insight®. O resultado foi expresso pela diferenca de volume (ml) deslocado

entre as patas avaliadas.

4.19. AVALIACAO DO EFEITO GASTROPROTETOR DO EHMe NO MODELO DE
ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL (Robert et al., 1979).

Para avaliar o efeito gastroprotetor do EHMe, foi realizado o modelo de tlcera géstrica
induzida por etanol. Os animais (ratos Wistar machos, n=7) foram tratados oralmente com
veiculo (salina), carbenoxolona (100mg/Kg) ou EHMe (62.5, 125 ou 250mg/Kg). Decorridos

60 min., ImL do agente lesivo (etanol P.A.) foi admnistrado oralmente em todos os animais.
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Ap6s 1 hora do tratamento com etanol todos os animais foram mortos e 0s estdmagos
retirados para andlise das areas das lesdes gastricas utilizando-se o programa V-Brane Labs:

Lablris Pro 2012 —Full Version.

4.20. AVALIACAO DO EFEITO GASTROPROTETOR DO EHMe NO MODELO DE
ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA (Guidobono et al., 1997
com modificacdes).

Para avaliar se o efeito gastroprotetor do EHMe ainda era mantido na presenca de um
AINE, foi realizado o modelo de ulcera gastrica induzida pelo AINE indometacina. Os
animais (ratos Wistar machos, n=7), em jejum de 16 horas, foram tratados oralmente com
veiculo (salina), lansoprazol (30mg/Kg) ou EHMe (62.5, 125 ou 250mg/Kg). Apoés 30 min.,
foi administrado por via oral o agente lesivo indometacina (50 mg/Kg solubilizada em solug@o
aquosa de Carbonato de Sédio 0,5%, pH 7,4- ajustada com HCI puro) para todos os grupos.
Ap6s 6 horas da administracio da indometacina, todos os animais foram mortos e os
estdmagos retirados para andlise das dreas de lesdes gdstricas, utilizando-se o programa V-

Brane Labs: Labiris Pro 2012 — Full Version.

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média dos
parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a anédlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida do teste de Dunnett para comparacao entre trés grupos ou mais
em relagcdo ao grupo controle, ou Tukey para comparagdo entre todos os grupos; ANOVA de
duas vias, seguida de teste de Bonferroni para multiplas comparacdes; ou teste de Student (t)
para comparacdo entre dois grupos. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significantes.

6. RESULTADOS

6.1. TOXICIDADE AGUDA E “SCREENING” HIPOCRATICO

A administragdo oral do EHMe na dose de 5000mg/Kg para camundongos machos e
fémeas ndo provocou mortes e ndo foram observadas alteracdes nos parametros
comportamentais avaliados (Anexo 2 e 3) quando comparados ao grupo controle (veiculo).
Quanto a evolucao didria do peso corporal de machos e fémeas, acompanhada por 14 dias,

ndo foi observada variacdo em relac@o ao grupo controle (veiculo) (Fig.2 e 3).
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Fig.2. Evolucdo do peso corporal (g) de camundongos machos tratados com dose unica do EHMe
(5000mg/Kg). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias.

4—\eiculo (salina)

——EHMe 5g/Kg

Média do peso corporal (g)

6 7 8 9 10 11 12 13 14 Tempo (dias)

Os pontos representam as médias de peso dos grupos para cada dia de observacgado. Teste t “Student”.

Fig.3. Evolugdo do peso corporal (g) de camundongos fémeas tratadas com dose tinica do EHMe
(5000mg/Kg). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 Tempo (dias)

Os pontos representam as médias de peso dos grupos para cada dia de observagdo. Teste t “Student.



42

Outro parametro analisado foi o peso relativo dos 6rgdos obtidos pela razdo entre o
peso do 6rgdo e peso total do animal transformado em arcoseno para adequacdo estatistica.
Ap6s a realizacao do teste estatistico (teste de Student (t)), verificou-se auséncia de diferenca
significativa entre os grupos tratados com o EHMe e tratados com o veiculo (Tabela 1 e 2),

tanto para machos quanto para fémeas.

Tabela 1. Efeito do tratamento agudo com o EHMe (5000 mg/Kg) sobre os 6rgdos de
camundongos machos (g) no modelo de toxicidade aguda.

Sexo Tratamentos Coracado (g) Rins (g) Pulmodes (g) Figado(g) Baco(g) Testiculos
(9)

Macho  ygiculo 3,83+0,07 6,62+0,10  4,20+0,12 12,73+0,27 2,96+0,11 4,06+0,14

S

g M. hirtum  3.8+0,05 6,8020,10  4.25:005  12,90+014 3324015 +07%0.06

Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). Teste t de Student.

Tabela 2. Efeito do tratamento agudo com o EHMe (5000 mg/Kg) sobre os 6rgaos de
camundongos fémeas (g) no modelo de toxicidade aguda.

Sexo Tratamentos Coracao (g) ins (g) Pulmoes Figado(g) Baco Ovarios Utero
(9) (9) *100(9)  (9)
Fémeas Veiculo 4,01£0,12 6,32+0,19 5,2940,48 12,77+0,34 3,31+0, 10,86+£3,3 1,9+0,33
12 3
Q M. hirtum 4,03+0,08 6,66+0,35 4,901+0,25 12,55+0,25 3,40+0, 5,76+1,06 2,27+0,27

11

Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). Teste t de Student.

6.2. AVALIACAO DA PERFORMANCE MOTORA

No modelo experimental para avaliagcdo da performance motora, o EHMe 62.5mg/Kg
ndo produziu alteracdes no nimero de quedas (2.37 + 0.59) dos animais durante o periodo
avaliado, quando comparado ao grupo controle (veiculo) (3.12 + 0.44). O grupo tratado com
diazepam apresentou aumento significante no nimero de quedas (7.62+1.79), como mostra a

figura 4.
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Fig.4. Avaliagdo do nimero de quedas dos camundongos tratados oralmente com EHMe (62.5 mg/Kg)

no modelo de Rota Rod.

**

@l Veiculo10mL/kg
Bl Diazepam 2 mg/kg i.p
Bl EHMe 62,5 mg/Kg

Numero de Quedas

Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet;**p <0.01.

6.3. TESTE DA PLACA QUENTE OU “HOT PLATE”

No teste da placa quente, os animais tratados com morfina Smg/Kg s.c aumentaram
significativamente o tempo de reacdo dos animais ao estimulo térmico tanto a 50°C quanto a
56°C, durante todo o tempo de observagdo. J4 o tratamento prévio dos animais com EHMe na
dose de 62.5mg/Kg ndo aumentou o tempo de permanéncia dos animais na placa em ambas as
temperaturas, em todos os tempos de observacao, quando comparado ao grupo controle, como

mostram as Fig .5 e Fig. 6.

Fig.5 Avaliacdo do efeito antinociceptivo do EHMe (62.5 mg/Kg) sobre o tempo de lat€ncia (s) no
teste de placa quente a 50°C .
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; ***p<0.001
comparado com o grupo controle (Veiculo).
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Fig.6. Avaliacdo do efeito antinociceptivo do EHMe (62.5 mg/Kg) sobre o tempo de laténcia (s) no

teste de placa quente a 56°C.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; *p<0.05;
*%p<0.01 e ***p<0.001 comparado com o grupo controle (veiculo).

6.4. TESTE DA FORMALINA

Neste modelo experimental de nocicep¢do, verificou-se que o EHMe administrado
oralmente nas doses de 62.5, 125 e 250 mg/Kg, possui significativo efeito antinociceptivo em
ambas as fases neurogénica 35% (55.5 £ 3.72s); 32% (59.19 = 4.96s) e 20% (68.5+5.40s),
respectivamente) e inflamatoria 44% (121.5 £ 10.31s); 41.5% (127.5 £ 15.47s) e 44.6%
(120.8 £ 18.56s), respectivamente, como mostra a Fig.7. O grupo de animais tratados com a
dose de 31.25 mg/Kg do extrato foi capaz de reduzir a nocicep¢do somente na fase
inflamatéria. Portanto, os resultados apresentados neste teste foi determinante para a
caracterizacdo da menor dose efetiva (62.5 mg/Kg) para a realizacdo dos demais modelos

experimentais.
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Fig.7. Avaliagdo do efeito antinociceptivo do EHMe administrado oralmente na nocicepg¢do induzida
pela formalina (Grafico A — Fase Neurogénica; Grafico B — Fase Inflamatéria) em camundongos.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; *p<0.05;
*#p <0.01 e ***p<0.001 comparado com o grupo controle (veiculo). Porcentagem indica a inibi¢do da resposta
nociceptiva (tempo de nocicep¢ao).

6.5. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DO SISTEMA NITRERGICO NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe

O tratamento sisttmico dos animais com L-arginina (500mg/Kg i.p) reverteu
significantemente o efeito antinociceptivo do L-NAME (65 mg/Kg i.p, inibidor da 6xido
nitrico sintase) e do EHMe (62.5mg/Kg v.0) em ambas as fases do teste de formalina ( Fig.8)

demonstrando o envolvimento desta via no mecanismo antinociceptivo do EHMe.



48

Fig.8. Avaliagdo da participagdo do sistema nitrérgico na atividade antinociceptiva do EHMe
(62.5mg/Kg) administrado oralmente na nocicep¢do induzida pela formalina (Grafico A — Fase
Neurogénica; Gréfico B — Fase Inflamatdria).
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet ou Tukey;
**p <0.01; ***p<0.001 comparado com o grupo controle (veiculo); ##p<0.01 em relagdo ao grupo L-NAME ou
EHMe pré-tratados com salina ou L-arginina. Porcentagem indica a inibi¢ao da resposta nociceptiva (tempo de
nocicepcdo); ns representa a auséncia de significincia estatistica entre grupos.
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6.6. AVALIACAO DO SISTEMA GLUTAMATERGICO NA ANTINOCICEPCAO DO
EHMe

A Fig.9 mostra o efeito antinociceptivo do EHMe (62.5mg/Kg) administrado por via
oral ao inibir significantemente o tempo de nocicep¢do induzida pelo glutamato em 37,2%

(81.0 £9.03s).

Fig.9. Avalia¢do da participacdo do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do EHMe
(62.5mg/Kg) administrado oralmente na nocicepg¢ao induzida por glutamato (30umol/pata).
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). Teste t de Student. **p < 0.01 comparado com o
grupo controle (veiculo). Porcentagem indica a inibi¢@o da resposta nociceptiva (tempo de nocicepgdo).

6.7. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE RECEPTORES ASSOCIADOS A
CANAIS IONICOS -TRPs (TRPV-1; TRPA-1 E TRPM-8) E ASIC NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe.

Os resultados apresentados na Fig.10 mostram que a administracio oral do EHMe
(62.5mg/Kg) ndo apresentou efeito antinociceptivo contra os agentes quimicos capsaicina e
mentol, mas inibiu significantemente a nocicep¢do induzida pelo cinamaldeido em 44%
(25.88 + 3.65s) e pela salina acidificada em 49% (65.33 + 9.58s), demonstrando o

envolvimento de receptores TRPA-1 e ASICs na antinocicep¢do do extrato.
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Fig.10. Avaliacdo da participacdo dos receptores TRPs e ASIC na atividade antinociceptiva do EHMe
(62.5mg/Kg) administrado oralmente na nocicep¢do induzida por por capsaicina (2ug/pata — Grafico
A); cinamaldeido (40nmol/pata — Grafico B); mentol (2umol/pata — Grafico C) ou salina acidificada
(3% de acido acético, pH=2,0/pata — Grafico D)
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). Teste t de Student. **p <0.01 comparado com o
grupo controle (veiculo). Porcentagem indica a inibi¢do da resposta nociceptiva (tempo de nocicepgdo); ns
representa a auséncia de siginificancia estatistica em comparacgio ao grupo controle (veiculo).

6.8. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE RECEPTOR OPIOIDE NA
ANTINOCICEPCAO DO EHMe.

Os resultados apresentados na Fig.11 mostram que o pré-tratamento dos animais com
naloxona (Img/Kg 1i.p; antagonista nio seletivo de receptor opidide), reverteu
significantemente o efeito antinociceptivo causado pela morfina (2.5mg/Kg s.c) ou pelo
EHMe (62.5mg/Kg v.0) em ambas as fases do teste de formalina, demonstrando o

envolvimento desta via no mecanismo de acdo do EHMe.
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Fig.11. Avaliagdo da participagdo do sistema opiodérgico na atividade antinociceptiva do EHMe
(62.5mg/Kg) administrado oralmente na nocicep¢do induzida pela formalina (Gréafico A -Fase
Neurogénica; Grafico B - Fase Inflamatoéria)
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; **p <0.01;
**%p<0.001 comparado com o grupo controle (veiculo); ##p<0.01; ### p<0.01 em relagdo ao grupo morfina ou
EHMe pré-tratados com salina ou naloxona. Porcentagem indica a inibicdo da resposta nociceptiva (tempo de
nocicepgdo).
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6.9. DETERMINACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL

Na avaliagdo da motilidade intestinal a Fig.12 mostra que os animais que receberam
morfina (2.5mg/Kg s.c) apresentaram significativa redu¢do da motilidade intestinal de 53%
(45 £ 5,2cm), quando comparados com o grupo veiculo (96+2,7cm). Os animais tratados com
EHMe (62.5mg/Kg v.0) também apresentaram reducgdo significante da motilidade intestinal
de 24,6% (72 + 3,1cm).

Fig.12. Avaliacao do efeito do EHMe (62.5 mg/Kg v.o0) sobre a motilidade intestinal de camundongos
com a utilizacdo de carvio ativado.

1.5
@l Veiculo 10ml/kg

Bl Morfina 2,5mg/kg s.c
24,6% Bl EHMe 62.5mg/Kg

-
o
1

o
T

Deslocamento do carvao ativado
(distancia percorrida/total - cm)
*
*
*

o
<

Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7). ANOVA seguida de teste de Dunnet;*p< 0.05; **p
<0.01 (n=7). Porcentagem corresponde 4 redugdo da média do deslocamento do carvdo ativado em relagdo ao
grupo controle (veiculo).

6.10. AVALIACAO DA PARTICIPACAO DE RECEPTORES OPIOIDES NA
REDUCAO DA MOTILIDADE INTESTINAL

A Fig.13 mostra que o efeito de reducdo da motilidade intestinal pelo EHMe
(62.5mg/Kg v.o) tem o envolvimento de receptores opidides, uma vez que o pré-tratamento
dos animais com naloxona (15mg/Kg i.p; antagonista nio seletivo de receptores opidides)
reverteu significantemente o efeito do EHMe.
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Fig.13. Avaliacdo da participacdo do sistema opidide no efeito do EHMe (62.5 mg/Kg v.o) sobre a
reducdo da motilidade intestinal de camundongos com a utilizacao de carvao ativado.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7). ANOVA seguida de teste de Dunnet;**p <0.01 (n=7).
Porcentagem corresponde 4 reducdo da média do deslocamento do carvdo ativado em relagdo ao grupo controle
(veiculo); ## p<0.01 em relacao ao grupo morfina e EHMe pré-tratados com salina ou naloxona.

6.11. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELO XILOL

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicagcdo topica de xilol, os animais
tratados com EHMe apresentaram significativa redu¢do do edema apenas nas doses de 125 e
250 mg/Kg, inibindo em 39% (4.64 + 0.68 mg) e 47% (4.05+ 0.56mg), respectivamente,
quando comparados ao grupo tratado com o veiculo (salina). O controle positivo,
dexametasona (5 mg/Kg, i.p.), apresentou inibicdo do edema de 70% (2.22 + 0.41mg), como

mostra a Fig.14.
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Fig. 14. Avaliacdo do efeito antiedematogénico do EHM (62.5, 125, 250 mg/Kg) no modelo de edema
de orelha induzido pelo xilol.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; *p<0.05;
**p <0.01; ***p<0.001. Porcentagem corresponde 4 redugdo da média da diferenca de peso (mg) das orelhas em
relagdo ao grupo controle (veiculo).
6.12. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR ACIDO ARAQUIDONICO

No modelo do edema de orelha induzido pela aplicacdo topica de acido araquidonico,
os animais tratados com EHMe apresentaram significativa reducao do edem em todas as doses
testadas( 62.5; 125 e 250 mg/Kg), inibindo em 40% (13.99 + 1.45 mg) ; 26% (17.25 +
1.22mg) e 30% (16.19 + 1.43mg) respectivamente, quando comparados ao grupo tratado com

o veiculo (salina). O grupo controle positivo tratado com dexametasona (5 mg/Kg, i.p.),

apresentou inibicdo do edema de 59% (9.57 £ 1.09mg), como mostra a Fig.15.

Fig. 15. Avaliacdo do efeito anti-inflamatério do EHMe (62.5, 125 e 250 mg/Kg) no modelo de edema
de orelha induzido pelo 4cido araquiddnico.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; **p <0.01;
**%p<0.001. Porcentagem corresponde 4 reduciio da média da diferenca de peso (mg) das orelhas em relacio ao
grupo controle (veiculo).
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6.13. QUANTIFICACAO DE PGE, DAS ORELHAS

Os resultados apresentados na Fig.16 mostram que o tratamento dos animais com
EHMe reduziu significativamente os niveis de PGE,; do edema de orelha induzido por 4cido
araquidonico nas doses de 62.5 e 250mg/Kg, em 52% e 46.5%, respectivamente. O controle

positivo dexametasona (Smg/Kg 1.p) reduziu em 64.5% os niveis de PGE, quando comparado

ao grupo controle (veiculo).

Fig.16. Avaliacdo do efeito do EHMe (62.5, 125 e 250 mg/Kg) na producdo de PGE, em orelhas de
camundongos no modelo de edema de orelha induzido pelo 4cido araquiddnico.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; *p<0.05;
**p <0.01; ***p<0.001. Porcentagem corresponde 4 redu¢do da quantidade de PGE, das orelhas em relagdo ao
grupo controle (veiculo); n.s representa a auséncia de sigiificancia em comparagdo ao grupo controle (veiculo).

6.14. QUANTIFICACAO DE LTB,DAS ORELHAS
Os resultados apresentados na Fig.17 mostram que o controle positivo dexametasona
(5mg/Kg i.p) e todas as doses de EHMe ndo foram capazes de reduzir os niveis de LTB4 do

edema de orelha induzido por dcido araquiddnico quando comparados ao grupo controle

(veiculo).
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Fig.17. Avaliacdo do efeito do EHMe (62.5, 125 e 250 mg/Kg) na produgdo de LTB,4 em orelhas de
camundongos no modelo de edema de orelha induzido pelo dcido araquiddnico.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=8-10). ANOVA seguida de teste de Dunnet; ***p<0.001
em relacdo ao grupo controle (veiculo).

6.15. EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA CARRAGENINA

No modelo de edema de pata induzido pela carragenina, o EHMe (62.5 mg/Kg v.0)
ndo inibiu o edema de pata induzido pela carragenina quando comparado ao grupo veiculo. O
grupo controle positivo (piroxicam, 30 mg/Kg, v.o.) reduziu o edema durante 4 horas de
avaliacdo, inibindo respectivamente em 55% (0,18 + 0,04 mL), 69% (0,26 + 0,09 mL), 57%
(0,48 £ 0,07 mL) e 63% (0,37 + 0,07 mL) quando comparado ao grupo controle (veiculo),

como mostra a Fig.18.

Fig. 18. Avaliacdo do efeito antiedematogénico do EHMe (62.5 mg/Kg v.0) no modelo de edema de
pata em ratos induzido pela carragenina.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7). ANOVA de 2 vias seguido de teste de Bonferroni.
**p<0.01;***p<0.001 comparado com grupo controle (veiculo).
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6.16. AVALIACAO DO EFEITO GASTROPROTETOR DO EHMe NO MODELO DE
ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR ETANOL

O resultado deste modelo demonstra que o EHMe na dose de 250 mg/Kg protegeu
significativamente a mucosa gastrica do agente lesivo etanol absoluto em 66%, como
mostrado na Fig.19. O controle positivo, carbenoxolona (100mg/Kg), inibiu em 89% o

aparecimento de lesdes na mucosa géstrica quando comparado ao grupo controle (veiculo).

Fig.19. Efeito gastroprotetor do EHMe (62.5; 125 e 250mg/Kg v.o) frente ao modelo de ulcera

gdstrica induzida por etanol absoluto em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7-8). ANOVA seguida de teste de Dunnet; ***p<0.001

comparado com o grupo controle (veiculo). Porcentagem indica a prote¢do em relagdo ao veiculo.

6.17. AVALIACAO DO EFEITO GASTROPROTETOR DO EHMe NO MODELO DE
ULCERA GASTRICA INDUZIDA POR INDOMETACINA

O resultado deste modelo demonstra que o EHMe na dose de 250 mg/Kg protegeu
significativamente a mucosa gdastrica do agente lesivo indometacina (AINE) em 45%, como
mostrado na Fig.20. O grupo controle positivo tratado com lansoprazol (30mg/Kg), inibiu em
95% o aparecimento de lesdes na mucosa gastrica quando comparado ao grupo controle

(veiculo).
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Fig.20. Efeito gastroprotetor do EHMe (62.5; 125 e 250 mg/Kg v.o0) frente ao modelo de tlcera
gdstrica induzida por indometacina em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7-8). ANOVA seguida de teste de Dunnet; *p<0.05;

*#%p<(0.001 comparado com o grupo controle (veiculo). Porcentagem indica a protecdo em relacdo ao veiculo.

7. DISCUSSAO

A dor reduz a qualidade de vida e implica em elevados custos com os tratamentos de
saude, sendo considerada problema de satide publica (Méntyselkd et al.,, 2001). No Brasil a
dor estd presente em mais de 70% dos pacientes que buscam os consultérios médicos, sendo a
razdo das consultas em um terco dos casos (Rocha et al., 2007). As drogas disponiveis para o
tratamento da dor e inflamacdo possuem muitos efeitos adversos, tornando as terapias
disponiveis ineficazes. Estudos ainda sugerem que o insucesso terapéutico surge também da
discrepancia entre o julgamento do paciente e do médico sobre a severidade da dor (Ferreira

etal, 2011)

A busca por novos agentes farmacologicamente ativos obtidos de fontes naturais,
como extratos vegetais, tem levado a descoberta de muitas drogas clinicamente uteis no
tratamento de varias doencas, inclusive no alivio da dor (Shu, 1998; Calixto, 2003; Yunes et
al., 2005; Maroon et al., 2010). Além disso, a OMS reconhece que embora a medicina esteja
bem desenvolvida, grande parte da populacio de paises em desenvolvimento, como o Brasil,
depende da medicina tradicional para a atencdo primdria, tendo em vista que 85% utilizam

plantas ou preparacdes destas (Brasil- Ministério da Saide, 2006).

As industrias farmac€uticas também reavaliaram conhecimentos tradicionais e
etnofarmacolégicos para a descoberta de novas drogas, e desenvolveram programas de

pesquisa na drea de produtos naturais, obtendo entre outras vantagens a possibilidade de
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utilizacdo das diversas estruturas quimicas como banco de moléculas, além da economia de

tempo e de recursos (Calixto, 2003; Patwardhan & Vaidya, 2010).

Atualmente tem sido sugerido que a descoberta de drogas ndo precisa estar restrita
apenas a uma molécula, considerando o fato de que a maioria das doengas normalmente é
poligénica e ndo simplesmente isolada. Os extratos vegetais possuem uma grande diversidade
de moléculas que podem atuar sinergicamente em multiplos alvos, e podem ser uma
alternativa mais econOmica através da farmacologia reversa. Esta ciéncia se inspira no
conhecimento tradicional e integra experiéncias clinicas documentadas e observagoes
experimentais, invertendo a rotina laboratdrio-clinica no processo de desenvolvimento de
novas drogas, economizando em média de 5-10 anos e, até 75 vezes menos em investimentos

(Patwardhan & Vaidya, 2010).

Um exemplo interessante € do fitomedicamento brasileiro Acheflan® (Aché),
produzido a partir da Cordia verbenacea, indicado como anti-inflamatério de uso topico para
dores musculares e tendinites. Aprovado pela ANVISA em 2004 e lancado no mercado em
2005, o Acheflan® € resultado de pesquisa e desenvolvimento 100% nacionais (Calixto,
2005; Calixto 2008). De acordo com informativos da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP), o Laboratério Biosintética em parceria com esta universidade, estd investindo
R$1milhdo em estudos clinicos para o desenvolvimento de um potencial medicamento

fitoterapico para memoria.

Portanto, considerando a grande biodiversidade brasileira, acompanhada da
necessidade da descoberta de biomoléculas terapeuticamente eficazes na dor e inflamacao,
sem tantos efeitos adversos, este trabalho teve por objetivo caracterizar a seguranca e eficdcia
farmacolégica do extrato hidroalcodlico das entrecascas de Machaerium hirtum (Vell.)
Stellfeld em modelos experimentais de dor, inflamacgdo, tlcera géstrica e de motilidade

intestinal em roedores.

No modelo experimental utilizado para avaliacdo da toxicidade aguda e screening
hipocratico, foram analisados os possiveis efeitos toxicos decorrentes da administragdao oral
da dose unica de 5000mg/Kg do EHMe, durante um periodo curto de tempo (14 dias). Este
teste € determinante para dar continuidade a pesquisa, uma vez que fornece subsidios sobre a

toxicidade da substincia testada (Brito, 1994).
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O screening hipocratico € um teste bastante util e comumente usado na triagem
preliminar de plantas para detectar atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas (Lucio et al.,
2000) . A via de administracdo escolhida também deve ser baseada na via utilizada pelos
humanos, considerando que vias diferentes de administracdo exibem diferentes perfis de
absor¢do, pH, irrigacdo sanguinea, entre outros, justificando portanto a escolha da via oral

(Klaassen & Watkins, 2001).

A dose tnica de 5000mg/Kg v.o do EHMe ndo mostrou toxicidade aguda, pois ndo
houve mortes e tanto os animais machos quanto fémeas tratados, ndo apresentaram sinais
clinicos de alteracdes nos parametros comportamentais observados no screening hipocratico

(Anexol), bem como no peso relativo dos 6rgaos, durante todo o tempo de observagao.

z

Apesar da auséncia de sinais de toxicidade aguda, é necessdrio realizar testes de
toxicidade subaguda e cronica com doses repetidas para descartar completamente o efeito

toxico do extrato.

Os modelos experimentais de dor em animais avaliam o comportamento nociceptivo, €
a maioria dos testes envolve respostas motoras, que podem ser suprimidas por drogas
sedativas ou relaxantes musculares (Le Bars, 2001). Para descartar a hipétese do EHMe ter

efeito miorrelaxante e/ou sedativo foi utilizado o teste de performance motora Rota Rod.

O Rota Rod é um dispositivo que mede a atividade forcada, através da avaliacdo da
coordenagdo motora dos animais (processada primeiramente pelo cortex cerebral e associada
com cerebelo e fatores cognitivos) (Gasbarri et al., 2003), e do equilibrio, pardmetros esses
indicativos de transtornos neuroldgicos decorrentes de neurotoxicidade (Rosland et al., 1990a;
Almeida, 2006). Os benzodiazepinicos, como o diazepam, utilizado como controle positivo
deste modelo, afetam negativamente a coordena¢c@o motora e o equilibrio, produzindo efeito
miorrelaxante. O diazepam age como um modulador alostérico positivo de receptores
GABA,, e a ativagdo das subunidades y, al e a5 do receptor, potencializa os efeitos do

GABA, levando a ataxia e relaxamento muscular (Milic et al., 2012; Rang & Dale, 2007).

O resultado obtido mostra que o EHMe na dose de 62.5mg/Kg v.o (menor dose efeitva
selecionada em ensaios preliminares) nao alterou a performance motora dos animais,
caracterizando assim a segurancga do uso do extrato e, que o efeito antinociceptivo em ensaios
prévios no teste de formalina, ndo € decorrente de uma reducdo do desempenho motor,

excluindo a possibilidade de um resultado falso positivo nos testes de nocicepgao.
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O primeiro modelo de caracterizacdo da atividade farmacoldgica do EHMe foi no

modelo de nocicepg¢do térmica através do teste da Placa Quente ou “Hot Plate”.

O teste da Placa Quente € um modelo central, valido para drogas derivadas de opidides
(De Queiroz et al., 2010; Morucci et al., 2012), e € caracterizado por respostas supraespinhais
através de dois componentes comportamentais: a lambida de pata (licking) e o salto
(jumping). A lambida de pata € suprimida por analgésicos opidides, enquanto que o salto pode
ser inibido por analgésicos menos potentes, como 4cido acetilsalicilico ou paracetamol (Le
Bars, 2001). A especificidade e a sensibilidade do teste podem ser aumentadas mensurando-se
o tempo de reacdo do animal no primeiro comportamento apresentado, sejam eles a lambida
ou o salto (Carter, 1991). De acordo com Gunn et al., (2011) este modelo experimental &
objetivo, ficil de ser desenvolvido e pode ser usado repetidamente, além de prover medidas
de respostas nociceptivas supraespinhais, semelhantes a dor humana, mediada por respostas

supraespinhais que se diferem dos reflexos nociceptivos espinhais.

Entretanto, podem ser observadas respostas espinhais, uma vez que as fibras aferentes
primdrias encontradas na pele sdo ativadas em diferentes temperaturas, sendo entio avaliado o
comportamento de retitada de pata. Aproximadamente 45% dos nociceptores térmicos de
pequeno e médio didmetro (fibras C e Ao tipo II) tem correntes de membrana evocadas a
~45°C, enquanto que 5-10% das fibras A tipo I, tem correntes evocadas a ~52°C e sdo
insensiveis a capsaicina (Nagy & Rang, 1999; Kirschtein et al., 1999). As fibras C e Ad tipo II
respondem ao estimulo térmico devido a ativacdo de receptores vanildides tipo 1 (VRI),
canais i6nicos de membrana ndo seletivos a cdtions e sensiveis a capsaicina, que possuem

limiar de ativagdo térmica de ~43°C (Julius & Basbaum, 2001).

De acordo com os resultados o EHMe na dose de 62.5mg/Kg v.o ndo foi capaz de
aumentar o tempo de laténcia dos animais na placa em ambas as temperaturas analisadas
(50°C e 56°C), mostrando que o efeito antinociceptivo da planta ndo é mediado por

mecanismos supraespinhais e nem espinhais por interacdo com receptores VR-1.

Depois de avaliar o efeito do EHMe frente a estimulos térmicos, foram realizados

testes de nocicepcao quimica.

A estimulagdo quimica envolve a administracdo de substancias algogénicas, que se
diferencia claramente da estimulacdo por outros meios, sendo progressiva € com

caracteristicas especificas quando aplicadas. Este tipo de teste pode ser mensurado em
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unidade de tempo, em resposta a um estimulo supralimiar. Os comportamentos evocados
variam, mas sdo relativamente padronizados em roedores. Sem duvida os modelos de

nocicepg¢ao quimica sdo os que mais se assemelham a dor humana (Le Bars, 2001).

O teste de formalina, descrito primeiramente por Dubuisson & Dennis, (1978), € um
modelo de dor aguda satisfatério para a avaliacdo do efeito de drogas analgésicas, bem como
os possiveis mecanismos de acdo (Hunskaar et al, 1985). De acordo com Tjolsen et al.,
(1992) este € um dos modelos mais utilizados em ensaios de dor, pois mensura a capacidade
de uma substancia em suprimir ou atenuar a dor gerada pela lesdo tecidual, além de ser o que

mais se assemelha a dor clinica.

A nocicepc¢ao induzida pelo agente quimico formalina caracteriza-se por 2 fases: a
primeira fase de origem neurogénica e a segunda de origem inflamatéria (Hunskaar e Hole,

1987).

A dor neurogénica € causada pela ativacdo direta de receptores TRPA-1 (um membro
da familia de receptores de potencial transitorio (TRP), altamente expressos nas fibras C, pela
formalina, que acarreta na liberacdo de substancia P e CGRP. A SP produz hiperalgesia de
maneira dependente de mensageiros intracelulares como NO, 4cido araquidonico e PKC
(Coderre & Yashpal,1994). O CGRP sensibiliza os neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal, e este efeito pode ser bloqueado por inibidores de PKA ou PKC (Sun et al., 2004)

Ja a dor inflamatdria € caracterizada pela liberacdo de mediadores pré-inflamatérios
como PGs, NO, bradicinina, serotonina, histamina e glutamato, que sensibilizam a medula
espinhal. (Hunskaar & Hole, 1987; Tjolsen et al., 1992; McNamara et al., 2007; Trevisani et
al., 2007; Chen et al.,2012). A injecdo intraplantar de formalina resulta também em
comportamentos relacionados a dor, tais como a lambida e a mordida da pata lesada (Shibata

et al.,,1989; Le Bars, 2001).

Drogas anti-inflamatoérias esteroidais e nao-esteroidais sdo capazes de diminuir o
comportamento nociceptivo durante a segunda fase enquanto a primeira fase parece nao ser
afetada (Hunskar et al., 1985; Rosland et al., 1990b). Entretanto, drogas de acdo central como

0s narcdticos sdo capazes de inibir ambas as fases (Hunskar et al., 1985).

Os resultados deste trabalho apontaram um efeito antinociceptivo do extrato nas doses
de 62.5, 125 e 250 mg/Kg v.o em ambas as fases do teste da formalina. Porém, como as

porcentagens de inibi¢do foram semelhantes e ndo existem diferengas estatisticamente
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significantes entre eles, a dose de 62.5 mg/Kg foi escolhida como menor dose efetiva para

avaliar os mecanismos de acdo do EHMe.

Os primeiros mecanismos de acOes elucidados foram a participacdo da via nitrérgica e

glutamatérgica na antinocicepcao produzida pelo EHMe.

O NO ¢ uma molécula gasosa pequena e muito reativa, produzido a partir da L-
arginina sob a acdo da NO-sintase, e € capaz de atravessar barreiras neuronais,
desempenhando importante papel na transmissdo sindptica central e periférica, e também no
desenvolvimento e manuten¢do da dor (Jin et al., 2010; LaBuda et al., 2006). No teste de
formalina a L-arginina causa efeito nociceptivo devido ao aumento da sintese de NO (Kitto et
al., 1992). O NO pode agir como um transmissor retrégrado, uma vez que ativacdo do
receptor glutamatérgico -NMDA, resulta na producdo de NO em um neur6nio pds-sindptico,
que se difunde rapidamente para o neurdnio pré-sindptico modulando a excitabilidade
neuronal e as conexdes sindpticas. Porém, o NO também pode agir no proprio neur6nio onde
¢ produzido (Meller & Gebhart, 1993; Freire et al, 2009). Além disso, o NO produz
peroxinitrito quando reage com anion superdxido, que fosforila os receptores NMDA e
consequentemente provoca sensibilizacdo central e estimulacdo direta dos terminais
nociceptivos periféricos (Freire et al., 2009). Estudos também mostram que o NO produz
efeito nociceptivo periférico por ativar diretamente receptores TRPV-1 e TRPA-1 (receptores
de potencial transitério associados a canais i0nicos permedveis a cdtions) (Miyamoto et al.,

2009).

O glutamato € um aminoécido excitatério amplamente encontrado no sistema nervoso
central, onde participa de processos fisiolégicos e patoldgicos. Na medula espinhal ¢é
encontrado em concentracdes de pM, e € originado de fibras aferentes primdrias mielinizadas
e ndo mielinizadas, em adicdo aos interneurdnios intrinsecos (Battaglia & Rustioni, 1988). A
excitacdo € causada pela ativagdo tanto de receptores ionotrépicos quanto metabotrépicos. Os
receptores ionotropicos podem ser divididos em: AMPA- presentes em todos os neurdnios;
KA (cainato) — expressos em niveis elevados no hipocampo, cerebelo e medula espinhal; e
NMDA - encontrados essencialmente em neurdnios periféricos, espinhais e supraespinhais.
Os receptores AMPA e KA sdo permedveis ao Na' e ao K', enquanto que o NMDA ¢é
altamente permedvel ao Ca**, assim como ao Na* e ao K*. J4 os receptores metabotrépicos

sao acoplados a proteinas G, e agem indiretamente nos canais i0nicos. Estes receptores s6 sao
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ativados quando os niveis de glutamato estdo elevados durante a estimulacdo repetitiva da

sinapse (Beirith et al., 2002; Rang & Dale, 2007; Katzung, 2007).

Muitos estudos tem mostrado que os receptores de glutamato estdo envolvidos na
transmissao do estimulo nociceptivo da periferia até regides supraespinhais (Beirith et al.,
2002), agindo tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da responsividade a dor

(Aanonsen et al., 1987; Aanonsen et al., 1990; Ferreira et al., 1999).

A nocicep¢ao gerada pela injecdo intraplantar de glutamato € atribuida a ativacao de
receptores ionotropicos NMDA que causa a liberacio de SP e CGRP por seus terminais
centrais (Liu et al., 1994; Liu et al., 1997). Essa acdo do NMDA pode ser mediada pelo NO
dos terminais das fibras aferentes primdrias. A despolarizacdo gerada pela SP se associa com
os potenciais excitatorios rapidos produzidos pelo glutamato. A ativacdo dos receptores
NMDA promove o influxo de célcio, a ativacdo da sintese de prostandide e também de NO
nas células do corno dorsal, que ao serem difundidos para fora das células, aumentam a

excitacdo dos neuronios da medula (Sorkin, 1993; Liu et al., 1994; Liu et al., 1997).

Os resultados obtidos nestes experimentos mostram que os animais tratados com
EHMe ou L-NAME (potente inibidor ndo seletivo da NOS), que receberam o pré-tratamento
com L-arginina tiveram o efeito antinociceptivo completamente revertido, mostrando que o
bloqueio da sintese de NO diminui a transmissdo nociceptiva. No modelo de inje¢do
intraplantar de glutamato, o EHMe foi capaz de inibir a nocicep¢ao. Estes dados sugerem que
o EHMe possa interagir com receptores glutamatérgicos e/ou TRPs, e/ou bloquear a sintese
e/ou liberacdao de NO, contribuindo para o efeito antinociceptivo do extrato frente aos agentes

quimicos formalina e glutamato (Luiz et al., 2007).

Sabe-se que a liberacdo de glutamato e outros aminodcidos excitatérios pelos
terminais pré-sindpticos dos nociceptores também ¢é modulada por receptores TRP
(Patapoutian et al., 2009). Sendo assim foi avaliado se 0 mecanismo de ag¢do antinociceptivo

do EHMe também envolvia esta familia de receptores.

Os membros da familia dos TRPs (receptor de potencial transitério) sdo canais idnicos
permedveis a cdtions, que desenvolvem papel importante na resposta a uma grande variedade
de estimulos, incluindo luz, som, temperatura, substancias quimicas e toque. As subfamilias
TRPV (receptor de potencial transitério vaniléide), TRPA (receptor de potencial transitério

anquirina) e TRPM (receptor de potencial transitério melastatina) pertencem ao grupo 1 dos
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receptores TRPs, devido a forte homologia de sequéncia, e sdo ativados principalmente por

estimulos térmicos e quimicos (Venkatachalam & Montell, 2007).

Os receptores TRPV- subtipo 1 (TRPV-1) sdo ativados pela capsaicina, substancia
pungente derivada da pimenta vermelha, nas fibras sensoriais aferentes do tipo C e Ad. A
ativacio deste receptor associado a um canal idnico ndo seletivo para cdtions (Na* e Ca®")
promove a liberacdo de glutamato, neuropeptideos, 6xido nitrico e mediadores inflamatdrios
na periferia, que transmitem a informac¢do nociceptiva para a medula espinhal (Pietrovski, et
al., 2006, Sakurada, et al., 2003). A capsaicina quando aplicada topicamente produz intensa
irritacdo associada com eritema, ardéncia e hiperalgesia térmica e mecanica (Sakurada et al.,

2003). Os TRPV-1 também podem ser ativados por produtos derivados da metabolizacao do
AA pela 5-LOX (Balaban et al., 2003).

Os receptores TRPA- subtipol (TRPA-1) sido co-expressos com TRPV-1 nas fibras C,
e sdo ativado por frio nocivo (Story et al, 2003), e substancias irritantes como alil
isotiocianato (AITC), alicina e cinamaldeido, substincias pungentes da mostarda, alho e
canela, respectivamente (Andrade et al., 2008). Estes receptores estdo envolvidos ndo sé na
dor e hiperalgesia (McNamara et al., 2007), mas também do desenvolvimento da inflamacao
neurogénica através do aumento de Ca®* intracelular, induzindo a liberagdo de neuropeptideos
sensoriais como a substiancia P e o CGRP, que contribuem para vasodilatacio e edema
(Trevisani et al., 2007). O cinamaldeido age como agonista seletivo de TRPA-1 nas fibras
aferentes primdrias provocando nocicepcdo (Tsagareli, et al., 2010). Em animais knockout
para TRPV-1 observa-se a manutenc¢io da nocicepcao induzida pelo cinamaldeido, indicando
que os agonistas parecem interagir através de diferentes mecanismos moleculares com os
nociceptores, apesar da forte homologia de sequéncia entre os receptores (Caterina et al.,2000;

Bandell et al., 2004).

Os receptores TRPM-subtipo 8 (TRPM-8) sdo sensiveis ao frio moderado (15-25°C) e
ao mentol, alcool terpénico natural encontrado nas folhas da menta, e sdo raramente co-
expressos com receptores TRPA-1 e TRPV-1 nos ganglios da raiz dorsal (Kobayashi et al.,
2005; Bautista et al., 2007). A aplicacdo topica do mentol em baixas concentracdes reduz a
irritacdo pela capsaicina, a hipersensibilidade ao calor, torsdes e cefaleia. Porém, a inje¢do
intraplantar de altas concentragdes induz a alodinia ao frio e a hiperalgesia, além de poder

ativar receptores TRPA-1 (Pan et al., 2012).
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Em condicdes de dor inflamatoria, ocorre a acidificagdo do tecido com pH<5 e os
prétons estdo envolvidos na sensibilizagdo de nociceptores polimodais e hiperalgesia. Os
receptores TRPV-1, bem como uma outra familia de canais catidnicos sensiveis ao acido
(ASICs), sdo ativados pelos protons e por outros estimulos nocivos especificos (McCleskey &

Gold, 1999; Tominaga, 2007; Marcon et al., 2009).

Os receptores ASICs sdo canais catidnicos pertencentes a familia dos canais
DEG/ENaC, e sdo detectores ndo s6 de prétons H' , como também sdo permedveis a cdtions
(Na* e Ca™, Li*, K*). Sdo descritos pelo menos 5 subtipos de receptores ASICs (1a, 1b,2a, 2b
e 3), e a maioria deste subtipos é expressa no ganglio da raiz dorsal, com expressao
preferencial dos 1b e 3, onde estdo envolvidos na nocicep¢cdo mecanica e por acidose tecidual

(Julius & Basbaum, 2001; Bashari et al., 2009).

O resultados obtidos neste trabalho revelam que o EHMe ndo € capaz de inibir a
nocicep¢do induzida pela capsaicina e mentol, mas tem efeito antinociceptivo frente ao

cinamaldeido e salina acidificada.

A poténcia do efeito inibitério do EHMe sobre a nocicep¢do produzida pelo
cinamaldeido corrobora com o resultado previamente obtido no teste de formalina
(McNamara et al., 2007), sugerindo a a¢do do extrato na modulacio do receptor TRPA-1 e/ou

na inibi¢do indireta da liberacdo de mediadores inflamatérios (Rodrigues et al., 2012).

Apesar da homologia de sequéncia entre TRPV-1 e TRPA-1, e que ambos os
receptores TRPV-1 e ASIC sdo ativados por prétons, o EHMe ndo é capaz de bloquear os
efeitos da capsaicina sobre o TRPV-1. Este dado estd de acordo com o resultado obtido no
teste da placa quente, lembrando que receptores VR-1 sdo ativados em limiares de
temperaturas ~43°C (Julius & Basbaum, 2001). Além disso, a apigenina presente no extrato é
conhecida por ser um ativador de receptores TRPV-4, que se assemelha muito aos TRPV-1
nas propriedades estruturais e de ativacdao (Ma et al., 2012), o que pode ter contribuido para

EHMe nao ter efeito antinociceptivo neste modelo.

A antinocicepcdo do EHMe frente a salina acidificada pode ser explicada pela
capacidade de interacdo com receptores ASIC. Porém, como nao houve efeito sobre TRPV-1,
nao podemos excluir a possibilidade de modulagdao de outros receptores metabotropicos

sensiveis ao dcido no efeito antinociceptivo (Huang et al., 2007).
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Como ja esta bem estabelecido que a sensacdo de dor é modificada por sistema
enddgenos inibitérios da dor, tal como a liberagdo de opidides enddgenos (B-endorfina e
dinorfina), foi avaliado se o efeito antinociceptivo do EHMe poderia estar relacionado com o

sistema opidide.

Os receptores opidides estao amplamente distribuidos em diversos tecidos periféricos
como trato gastrointestinal e nervos cutineos, bem como no sistema nervoso central,
modulando a via da transmissdo da dor no corno dorsal da medula espinhal (Longhi-Balbinot
et al.,, 2011). Foram identificados 3 classes principais de receptores opidides (L,k,0), sendo
que todos eles sdo acoplados a proteina G e sinalizam de forma muito semelhante, afetando a
regulacdo de canais i0nicos, modulando o processamento de Ca®* intracelular e alterando a
fosforilacdo de proteinas (Katzung, 2007). Todos esses receptores t€ém sido associados com
analgesia espinhal e supraespinhal (Todd e Spike, 1993; Coggeshall & Carlton, 1997; Fiirst,
1999), além de produzirem constipag¢do intestinal (Katzung, 2007; Rang & Dale, 2007,
Goodman & Gilmam, 2007). E importante salientar que os receptores pl, predominantes no
sistema nervoso central, sdo responsaveis pela analgesia, enquanto o p2 estd presente na
medula espinhal e também no tubo digestivo sendo responsavel pela depressdo respiratéria e

disfuncdo intestinal (Becker & Blum, 2009).

Tanto os opidides enddgenos quanto os exdgenos, como a morfina, agem como
agonistas dos receptores opidides, produzindo analgesia através da inibicdo pré e pOs-
sindptica. Nas fibras pré-sindpticas (Ao e C) a ativacdo de receptores opidides € responsavel
pelo fechamento de canais de Ca® regulados por voltagem, reduzindo a liberacdo de
transmissor (ex. glutamato), e nas fibras pré-sindpticas promove hiperpolarizacdo da

membrana através da abertura de canais de K. (Goodman & Gilman, 2007; Katzung, 2007).

A naloxona, um andlogo da morfina, fornece ferramentas farmacoldégicas para o
estudo dos receptores envolvidos, pois age como antagonista ndo seletivo de receptores

opidides, revertendo os efeitos da morfina (Rang & Dale, 2007; Longhi-Balbinot et al., 2011).

Os dados obtidos mostram que o sistema opidide esta envolvido na antinocicepg¢ao,
baseando-se no fato de que a naloxona reverteu o efeito do EHMe e da morfina em ambas as

fases do teste de formalina.

Considerando o envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo do EHMe,

que ha uma alta densidade de receptores opidides no trato gastrointestinal, e que as cascas de
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Machaerium hirtum sdo utilizadas popularmente no tratamento da diarreia (Pott & Pott,

2004), avaliou-se a acdo do EHMe sobre a motilidade intestinal.

A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de esvaziamento gastrico, a
continua situagdao de contragdo, relaxamento e secrecdo. Essas funcdes sdo controladas pelo
sistema neuromotor, que € regulado por vérios sistemas de receptor, entre eles o sistema
opidide, bem como o colinérgico, adrenérgico e serotonérgico (Kamm, 2000). Um grande
nimero de fatores como agentes quimicos, estresse emocional e condi¢des patoldgicas, pode
alterar a motilidade intestinal e o tempo do trinsito, levando ao aparecimento de eventos
diarreicos. Drogas redutoras da motilidade (loperamida, difenoxilato, anticolinérgicos, etc)
tem sido utilizadas contra diarreia, mas possuem efeitos adversos depois do uso prolongado
(Paul & Saha, 2012), incluindo constipacdo, colicas abdominais, sonoléncia e tontura (Rang

& Dale, 2007).

Os principais agentes farmacoldgicos que reduzem a motilidade sdo os opidceos. A
acdo da morfina, o protétipo dos opidceos, sobre o trato alimentar é complexa, pois aumenta o
tonus e as contragdes ritmicas do intestino, porém diminui a atividade contratil propulsiva,
atrasando a passagem do conteddo intestinal, além de reduzir a atividade secretora

(Greenwood-Van Meerveld et al., 2004).

Os animais tratados com EHMe e morfina tiveram a motilidade intestinal reduzida, e a
participacdo dos receptores opidides foi confirmada pela reversdo provocada pelo efeito
antimotilidade da naloxona. Estes resultados sugerem que o EHMe possa interagir com 0s
receptores opiodides periféricos (espinhais e intestinais), uma vez que o EHMe € desprovido de
atividade supraespinhal comprovado pelo teste da placa quente, validando a participacdo da
via opiodérgica como mecanismo de a¢do do EHMe no teste de formalina. Esta atividade
também indica um potencial efeito antidiarreico, havendo a necessidade da realizacdo de

outros testes que melhor elucidem e confirmem o uso popular da M. hirtum.

Para caracterizar a atividade do EHMe sobre o processo inflamatério foram realizados
varios modelos experimentais, nos quais o EHMe foi desafiado frente a diversas substancias

edematogénicas e inflamatdrias.

O primeiro modelo avaliado foi o edema de orelha induzido por xilol, um composto
aromadtico irritante que produz uma inflamacdo de origem predominantemente neurogénica

mediada por fibras aferentes sensiveis a capsaicina. A nocicep¢do provocada pelo xilol é
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dependente de receptores do tipo TRPV-1 (receptores ativados por capsaicina). A inflamacdo
parece estar relacionada com a ativacdo de receptores do tipo TRPA-1 por espécies reativas
do oxigénio geradas pelo xilol (Julius & Basbaum, 2001; Trevisani et al., 2007; Sandor et al.,
2009), que aumenta o Ca®* intracelular e induz a libera¢do de neuropeptideos sensoriais como
a substancia P e o CGRP (Trevisani et al., 2007). A substancia P provoca extravasamento de
plasma (e consequentemente edema) através da ativacdo de receptores NK; (neurocininas) nas
células do endotélio vascular, enquanto que CGRP potencializa o efeito da substancia P
através da inducdo de vasodilatacdo e edema, que caracteriza o estdgio inicial da inflamacao

aguda (Geppetti et al., 1996; Lin et al., 2007).

O edema de orelha induzido por xilol € um método vantajoso nos testes com produtos
naturais € no screening de agentes anti-inflamatorios (Jacobs et al., 1985), especialmente

aqueles que inibem a fosfolipase A2 (Zaninir et al., 1992).

Os animais tratados com EHMe apresentaram significativa reducdo do edema de
orelha nas dose de 125 e 250 mg/Kg, de maneira dose dependente. Como o EHMe produziu
efeito antinociceptivo através de receptores TRPA-1 e os flavondides agem como
antioxidantes e sequestrantes de radicais livres (Crozier et al., 2009; Mustafa et al.,2010), o
efeito antiedematogénico do EHMe pode estar relacionado com a regulacio da ativagdo do
receptor TRPA-1 e o aumento de Ca®" intracelular, e/ou por agir como sequestrante de
radicais livres.

Para uma melhor elucidacdo do efeito anti-inflamatério do EHMe foi utilizado um

modelo mais especifico, no qual foi feita a indu¢do do edema de orelha com o uso do AA.

O AA aplicado topicamente induz uma reagdo inflamatéria intensa na pele de curta
duracdo, na qual pode ser observada a vasodilatacdo e a hiperemia apds 5 minutos da
aplicacdo, enquanto que o edema atinge a maior intensidade aos 60 minutos, coincidindo com
o extravasamento de proteinas e leucdcitos. Os principais produtos metabdlicos do AA que
estdo envolvidos com processos inflamatérios sdo a PGE, e os leucotrienos By, C4 € Dy

(Young et al., 1983; Chang et al., 1986; Humes et al., 1986; Crummey et al., 1987).

A PGE, tem papel importante na geracdo da resposta inflamatéria, causando
vasodilatacao e potencializacdo do edema, além de contribuir para a dor inflamatéria (Kumar
et al., 2005; Ricciotti & FitzGerald, 2011; Kawabata, 2011; Chen et al., 2012). O LTB,4
sintetizado nos neutrofilos exerce efeito autdcrino sobre eles, além de estar envolvido na

quimiotaxia dos leucdcitos (Carlson et al., 1985; McDonald et al., 1994; Kumar et al., 2005).
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O edema de orelha induzido por AA pode ser inibido por drogas anti-inflamatdrias
esteroidais, como a metilprednisolona e dexametasona, e também por AINEs, como a

indometacina (Carlson et al., 1985).

Os glicorticéides, como a dexametasona, produzem efeito anti-inflamatério através da
inducdo da formacgdo de anexina-1 e diminuicdo da expressdo da COX-2 (induzida) (Fu et
al.,1990). A anexina-1 inibe a atividade da fosfolipase A2 citosélica sobre a liberacdo do AA,
substrato enzimatico para COX-1/COX-2 e 5-LOX na formacao de eicosanoides envolvidos
na inflamagao: prostaglandinas e leucotrienos (Hong et al., 1976; Hirata et al., 1980; Masferrer

et al., 1990). Entretanto, eles parecem ter algumas propriedades pré-inflamatdrias.

Estudos realizados para investigar o efeito dos glicocorticoides na expressdo da via da

5-LOX demonstram resultados conflitantes (Riddick et al.,1997).

AvaliacOes prévias com leucdcitos fracionados e leucdcitos em modelo ex vivo
mostraram que a administracdo de dose unica de dexametasona (Freeland et al., 1987), e o
tratamento por uma semana com prednisona (Sebaldt et al.,1990), respectivamente, nao
tiveram efeito sobre a liberacdo estimulada de LTB4. De acordo com Riddick et al., 1997, a
expressdo da via da 5-LOX € aumentada pela dexametasona, devido a ativacdo da codificacdo
do mRNA para sintese de S5-lipoxigenase e 5-LAP, e n3o por um desvio do &cido
araquidonico para a via da 5-LOX por inibicdo da COX. Stankova et al.,2002 comprovou que
a dexametasona, assim como o LTB4, previne a apoptose dos neutréfilos através de
mecanismos de suprarregulaciao (up regulation) dos receptores BLT; de alta afinidade pelo

LTB, encontrados nos leucdcitos polimorfonucleares.

Os resultados apresentados mostram que o controle positivo usado (dexametasona
Smg/Kg i.p) e o EHMe, em todas as doses testadas, produziram efeito anti-inflamatério no

edema de orelha induzido por AA.

Nas dosagens bioquimicas, a dexametasona e o EHMe ( 62.5 e 250mg/Kg v.o0), foram
capazes de diminuir a sintese de PGE,. Entretanto, nenhuma das substancias teste foi capaz de

diminuir a sintese de LTB4.

O mecanismo de ac¢do estd relacionado com o envolvimento da via da COX, através da
diminui¢do da sintese de PGE,, mas nao pela acdo sobre a via da 5-LOX, uma vez que nem o

EHMe ou a dexametasona nao foram capazes de diminuir a sintese de LTBy.
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Este potente efeito anti-inflamatério exercido pelo EHMe pode ser devido a presenga
de flavonas glicosiladas, como a apigenina , e triterpenos saponinicos (o e P-amirina),
conhecidamente capazes de suprimir a expressdo do mRNA da COX-2 e iNOS e, assim
diminuir os niveis de PG e NO (Liang et al., 1999; Al-Fayez et al., 2006; Medeiros et al.,
2007).

Outro modelo para avaliar a atividade antiedematogénica e anti-inflamatéria do EHMe

foi 0 edema de pata induzido por carragenina.

De acordo com Winter et al., 1962 e Garcia et al, 1993, a carragenina, um
mucopolissacarideo encontrado nas algas vermelhas nas costas do Atlantico da Europa e na
América do Norte, € a melhor substancia indutora de reacdo inflamatéria em animais
experimentais, como o edema de pata, uma vez que a resposta depende totalmente do
estimulo inflamatério local, sem produzir efeitos sist€émicos e com alto grau de
reprodutibilidade. A carragenina induz a migracdo de células inflamatdrias para o local da
injecdo que, juntamente com células residentes, produzem mediadores importantes para o

desenvolvimento do processo inflamatdrio (Cuzzocrea et al., 2004).

Este modelo experimental € bifasico, decorrente de um efeito proteolitico que libera na
fase inicial (1-2 horas) mediadores cinina-like, altas concentragdes de histamina e serotonina,
com aumento na sintese de PGs, e na fase tardia (3-4horas) € sustentada pela liberacdo de
prostaglandinas no tecido (Di Rosa et al., 1968, Di Rosa et al., 1971; Brito e Antonio, 1998).
O edema pode ser inibido por drogas anti-inflamatdrias esteroidas e ndo esteroidais, anti-
histaminicos, antagonistas  serotonérgicos, anticonvulsivantes (clorpromazina) e
antireumdticos (hidroxicloroquina) (Winter, et al., 1962; Levy, 1969). O piroxicam, utilizado
como controle positivo, € classificado como um AINE derivado do oxicam, que possui
atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva através da inibi¢ao das ciclo-oxigenases
COX-1 e COX-2, de forma nao seletiva (Santos et al, 2011).

Estudos mostram que o edema causado pela carragenina envolve mecanismos
inflamatérios ndo- neurogé€nicos e neurogénicos, que tem sido associados com a producdo de
PGs, diferentes expressdes da eNOS, iNOS, COX-1 e COX-2 e formacgdo de espécies reativas
nitrogenadas e oxigenadas, citocinas e outros mediadores inflamatdrios, além da interacao

indireta com receptores TRPA-1 (Posadas, 2004; Moilanen et al., 2012;).

O uso do rato neste modelo justifica-se pela maior sensibilidade destes animais a

reacdo inflamatéria produzida pela carragenina (Winter, et al, 1962). O camundongo
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apresenta, além da menor sensibilidade (Levy, 1969), diferencas no processo exudativo

provocado pela carragenina (Garcia Leme et al., 1973; Franco & Morley, 1976).

Neste trabalho o EHMe (62.5mg/Kg v.0) ndo foi capaz de inibir o edema de pata
induzido pela carragenina durante todo o tempo de avalia¢do (4h), indicando que nao ha acado
nem na fase inicial nem na fase tardia do modelo experimental. Porém, considerando que o
EHMe diminui os niveis de PGs no modelo de edema de orelha induzido por AA em
camundongos, torna-se evidente a a¢do anti-inflamatdria do extrato e sua inibi¢do na sintese
de prostanglandinas. Este resultado aparentemente contraditério com o obtido no modelo de
edema de pata induzido pela carragenina pode ser decorrente da diferenca metabdlica entre as
espécies de roedores. Os estudos de Menahan & Sobocinski, 1983 revelam que os niveis
plasméticos de glicose, glicerol e dcidos graxos livres em camundongos é sempre maior que
em ratos quando alimentados, mostrando que o metabolismo dos camundongos € mais rapido
que dos ratos. Além disso, de acordo com Gradollato et al, .2004, a apigenina, na dose dnica
de 10mg/Kg, tem uma lenta absor¢dao quando administrada por via oral em ratos, aparecendo
no sangue apos 24horas da ingestdo, com tempo de meia-vida de 91.8h, confirmando a
hipotese da baixa absorcio e excrec¢do da flavona. Portanto, a dose do EHMe de 62.5mg/Kg

v.0 pode ser baixa para exercer efeito antiedematogénico e/ou anti-inflamatério em ratos.

Os provaveis mecanismos de acdo do EHMe na nocicep¢ao quimica e na inflamacao

sdo mostrados na Fig. 21.
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Fig. 21. Efeito do EHMe na nocicepcdo quimica e na inflamagao: possiveis alvos de acdo.
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As cascas de Machaerium hirtum sdao popularmente utilizadas no tratamento de

dlceras géstricas e o presente trabalho mostra que o EHMe possui um potente efeito anti-
inflamatério através da acdo sobre a via da COX. Como as drogas AINEs sao
reconhecidamente indutoras de ulcera (Goodman & Gilman, 2007), foi avaliado o efeito

gastroprotetor do EHMe em modelos de inducao de tlcera géstrica por etanol e indometacina.

A ulcera gastrica € uma desordem comum do sistema gastrointestinal, com alta
prevaléncia em todo mundo. Estima-se que 10% da populacio sejam afetadas por essa doenca
(Calam & Baron, 2001; Zapata-Colindres, 2006). Caracterizada por ser uma lesdao profunda e
necrdtica, surge de um desequilibrio entre fatores protetores da mucosa como, a barreira de
muco e bicarbonato, oxido nitrico (NO), fluxo sanguineo, prostaglandinas, agentes
antioxidantes, entre outros, e fatores agressores, por exemplo, secrecdo de acido, pepsina,

leucotrineos e radicais livres (Belagihally et al., 2010 . A mucosa géstrica estd sujeita a
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continuas mudancas e os fatores agressores se originam de uma variedade de estimulos tanto
enddgenos como exdgenos, entre os quais estdo o estilo de vida estressante, o consumo de
alcool, o tabagismo, dieta inadequada, os AINEs e a presenca, no local, da bactéria

Helicobacter pylori (Bandyopadhyay et al., 2001; Beserra, 2011).

Quando ocorre o dano da mucosa géstrica, existem mecanismos fisiolégicos que
servem para reverter a lesdo, como a inflamacdo, proliferacdo celular, re-epitelizacdo,
formacdo de tecido de granulacdo e interacOes entre vérias células, matriz e tecido de
remodelamento (Tarnawski, 2005). Estes diferentes processos de cicatrizacdo e reparo da
dlcera sao controlados e regulados por citocinas, fatores de crescimento, e alguns fatores de

transcri¢do superexpressos ou ativados proximo a drea da les@o (Luo et al., 2004).

Como fator protetor as protaglandinas parecem execer papel importante no processo
de cicatrizacdo e estdo envolvidas com o up-regulation da sintese de muco no estdmago,
ativacdo da proliferacdo de células da mucosa, promocdo da angiogénese e outras funcoes

para restaurar a integridade da mucosa (Brzozowski et al., 2005).

O élcool como fator agressor, quando aplicado topicamente na mucosa géstrica, causa
estresse oxidativo, gerando de espécies reativas do oxigénio, que levam ao desequilibrio entre
agentes pro-oxidantes e antioxidantes (La Casa et al., 2000; Pan et al., 2008). Dentre os
agentes antioxidantes os compostos sulfidrilicos nio proteicos (NP-SH), principalmente a
glutationa reduzida (GSH), s@o importantes para a gastroprote¢do € manuten¢do da mucosa
gastrica (Nagy & Szabo, 2007). O etanol, ainda afeta a barreira de muco encontrada na parede
gdstrica, tornando o epitélio gistrico mais sensivel ao ataque do 4cido produzido pelo
estomago (Wallace, 2001). Quando esse agente lesivo alcanga o epitélio da mucosa, através
do rompimento da barreira muco-bicarbonato, provoca a ruptura da parede dos vasos
sanguineos, gerando as hemorragias e os focos hiperémicos comumente observados nos

modelos experimentais (Mincis et al., 1995).

De acordo com Goel & Sairam, 2002, o modelo experimental de dlcera induzida por
etanol tem sido amplamente utilizado para investigar o efeito gastroprotetor de plantas

medicinais.

A carbenoxolona usada como controle positivo do experimento € um triterpenoide
semissintético obtida da Glycyrrhiza glaba, com atividade antiulcerogéncia conhecida. A

citoprotecdo gdastrica exercida pela carbenoxolona € mediada pela participacdo de
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prostaglandinas enddgenas, aumento 6xido nitrico, muco, aumento do pH e da secrecdao de
bicarbonato, ja descritos como fatores de protecdo da mucosa (Takeuchi et al.,1998; Chavez-

Pina et al., 2011).

Outro modelo utilizado para avaliar a atividade gastroprotetora do extrato foi o de

ulcera géstrica induzida pelo AINE indometacina.

A indometacina, um derivado inddlico, age como potente AINEs, através da inibicao
ndo seletiva das COXs, além de inibir as fosfolipases A e C, reduzir a migracdo de neutréfilos
e a proliferacao de células T e B. Esta droga esta indicada para uso em doengas reumaticas e €

particularmente popular nos casos de gota (Katzung, 2007).

O uso prolongado dos AINEs, principalmente no caso de doencas articulares, resulta
em uma série de efeitos colaterais, em sua maioria relacionados com distirbios do trato
gastrointestinal, como dispepsia, diarreia, nduseas, vomitos e ulceracdo gastrica. Estima-se
que 20% dos usudrios de AINEs sofre da lesdo gastrica, decorrente da inibicdo da COX-1,

responsavel pela producio de PG (Yamagata & Hiraishi, 2007).

Os AINEs produzem danos no estdmago por mecanismos locais (topicos) e sistémicos.
As agdes topicas envolvem diversos mecanismos, mas principalmente a natureza 4cida de
alguns AINEs, pode diretamente lesar as células epiteliais. Além disso, estes farmacos sdo
capazes de reduzir a secrecdo de muco e bicarbonato, alterando a eficdcia do gradiente de pH
em proteger o epitélio, e também diminuir a capacidade do fator de crescimento epidermal
(EGF) em promover o reparo epitelial. As agdes sistémicas mais importantes dos AINEs
incluem a capacidade de suprimir a sintese de PGs, o que deixa a mucosa mais susceptivel aos
efeitos lesivos de agentes luminais como 4cido, pepsina e até mesmo os AINEs (Wallace,
2008). Os leucotrienos LTB4 também contribuem para a injiria da mucosa géstrica por
AINEs, pela promocdo de quimiotaxia de neutréfilos e leucécitos, estimulando a liberacao de
ERO e, indiretamente a formacdo de outros mediadores inflamatérios, como o TNF-a

(Wallace, 2001)

O controle positivo deste modelo, o lansoprazol, ¢ uma droga benzimidazdlica
substituida, capaz de diminuir a secre¢do 4cida, inibindo irreversivelmente a bomba de
prétons ao se transformar em sulfonamida nos canaliculos da célula parietal do estdbmago,
além de erradicar a H. pylori através da inibicdo da respiragdo da bactéria com consequente

inibib¢cdo da sintese de ATP. Quando administrado diariamente em baixa dose, mostra-se
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efetivo em reduzir a incidéncia de ulceras em usudrios cronicos de AINEs (Katzung, 2007;

Nagata et al., 2001; Sugano et al., 2012).

No presente trabalho os controles positivos e o EHMe (dose de 250mg/Kg) foram
capazes de proteger a mucosa gastrica dos agentes lesivos etanol e indometacina.
Considerando que o etanol causa lipoperoxidagao lipidica, e que 0o EHMe diminui a sintese de
PGs e ndo diminui a sintese e/ou liberacdo de LTB4, mas continua protegendo a mucosa no
modelo de indometacina, os resultados sugerem que a atividade gastroprotetora pode ser
proveniente de outros efeitos exercidos pelos flavondides (apigenina) e triterpenos (o e -
amirina) presentes no extrato. Estes metabdlitos secunddrios sdo conhecidos por suas
propriedades gastroprotetores, incluindo efeitos antissecretdrio, citoprotetor, antioxidante e
supressor de citocinas inflamatoérias (TNF-a) (Navarrete et al, 2002; Mota et al., 2009; Melo
et al., 2011).

8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o presente momento indicam que o EHMe € bastante
promissor para a utilizacdo terapé€utica na dor, inflamacdo e distirbios gastrointestinais, e
estes efeitos farmacoldgicos sao em grande parte devido a acdo sinérgica de seus metabolitos
secundérios. Os mecanismos periféricos relacionados com o efeito antinociceptivo em
modelos de nocicep¢do quimica aguda envolvem as vias opidide, nitrérgica, glutamatérgica,
receptores TRPA-1 e ASICs. Na inflamacdo o EHMe inibe os edemas possivelmente por
interagdo com receptores TRPA-1 e/ou como antioxidante no modelo do xilol, e através da
diminui¢do da sintese de PGE,; no modelo do AA. Interessantemente, mesmo apresentando
atividade anti-inflamatéria, o EHMe, através de mecanismos ainda nao elucidados, tem efeito
gastroprotetor. Este resultado associado ao efeito redutor da motilidade intestinal comprova o
uso popular desta espécie. Além disso, constatou-se auséncia de toxicidade em parametros
macroscépicos, sugerindo seguranca e eficidcia em sua aplicacdo farmacoldgica. Apesar de
serem necessarios mais estudos, neste contexto, o uso do extrato hidroalcodlico das
entrecascas de Machaerium hirtum se mostra promissor como potencial medicamento

fitoterdpico.
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10. ANEXOS
Anexo 1 — Protocolo do Comité de Etica em Experimentacio Animal (n° 367-CEUA)
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Anexo 2 - Protocolo experimental das avaliacées do teste “Screening” hipocratico

Os parametros a serem observados de acordo com a tabela de Brito (1994) e segundo
explicagdes de alguns padrdoes comportamentais descritos por Malone e Robichaud (1962),

sd0 os seguintes:

Frémito vocal:

Irritabilidade:

Resposta ao toque:

Aperto de cauda:
Contorgdo:
Trem posterior:

Endireitamento:

Tonus corporal:
Forga de agarrar:

Ataxia:

Reflexo auricular:

Reflexo corneal:
Tremores:

Convulsoes:

Estimulagoes:
Straub:

Hipnose:

Emissdo de ruidos frequentes
Reacdo ao individuo ao lado ou ao manusea-lo

Direcionar algo em direcao ao animal e esperar ele desviar

Apertar a ponta da cauda e puxa-lo

Animal faz movimento sinuoso

Pata posterior abaixada

5, pode ser posicionado em tnico lado; 6, pode ser posicionado em
qualquer dos lados igualmente bem; 7, pode ser posicionado de costas tdo
bem como qualquer lado; 8, ndo pode ser despertado, estando de costas,
com um beliscdo no dedo da pata traseira.

Puxar a pele pra ver se ela retorna ao normal

Fazé-lo segurar na grade e puxd-lo pela cauda

1, deteccdo de perda de coordenacdo; 2, dificuldade de andar reto mas
prosseguir alinhado; 3 ndo conseguir andar reto, com curso errante; 4,
ndo conseguir qualquer curso

Mexer a orelha com a pinga

Levar em direcdo ao olho a pinga para ver se eles tentam fecha-los.

Verificar se eles tremem, comparando com o normal.

Sao medidas subjetivamente de 1 a 4 de acordo com a severidade e
duracgdo

Movimentos repentinos
Cauda levantada como uma bandeira

Dormir agrupados
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Anestesia: 1- resposta lenta quando uma agulha é pressionada no pé; 2- sem reagao a
agulha firme pressionada; 3- sem reacéio com a penetracao da agulha

Lacrimagdo: Comparar com a normal

Ptose: 1- notavel fechamento do olho; 2- metade fechado; 3- quase
completamente fechado; 4- fechado completamente

Micgao: Considerar subjetivamente a freqiiéncia e quantidade

Defecacdo: Verificar alterac@o na consisténcia das fezes

Piloerecdo: A gradagdo ¢ analisada subjetivamente através da erecdo e do aspecto do
pelo

Hipotermia: Tocar o animal e verificar se a temperatura € baixa em relacdo ao
controle

Respiragao: Comparar com o0 normal

Cianose: Observar a alteracdo da cor de orelhas, patas e da mucosa oral.

Ntmero de mortos: Anotar a cada verificacdo dos comportamentos
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Anexo 3 - Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Analise Comportamental
Parametros analisados em camundongos machos e fémeas tratados oralmente com dose
tnica de veiculo e EHMe 5000 mg/Kg

Tempo para as analises comportamentais (minutos)

Sintomas |Normal
30 60" 120° 240 360°

Aparéncia geral 4 4 4 4 4 4
Frénito vocal 0 0 0 0 0 0
Irritabilidade 0 0 0 0 0 0
Reposta ao 4 4 4 4 4 4
toque
Aperto da cauda 4 4 4 4 4 4
Contor¢do 0 0 0 0 0 0
Trem posterior 0 0 0 0 0 0
Endireitamento 4 4 4 4 4 4
Tonus muscular 4 4 4 4 4 4
Forcga de agarrar 4 4 4 4 4 4
Ataxia 0 0 0 0 0 0
Reflexo 4 4 4 4 4 4
auricular
Reflexo corneal 4 4 4 4 4 4
Tremores 0 0 0 0 0 0
Convulsdes 0 0 0 0 0 0
Estimulagdes 4 4 4 4 4 4
Straub 0 0 0 0 0 0
Hipnose 0 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0 0
Lacrimacao 0 0 0 0 0 0
Ptose 0 0 0 0 0 0
Mic¢ao 4 4 4 4 4 4




Piloerecdo

Defecacio

Hipotermia

Respiracao

Cianose

Morte
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