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Resumo

A dor € um dos principais indicadores de enfermidade. Ela é uma sensacdo desagradavel,
complexa e extremamente subjetiva, relacionada a algum estimulo lesivo ou potencialmente
lesivo ao organismo. Quando esses estimulos danificam tecidos do organismo a resposta
inflamatoria € iniciada. Essa resposta € necessaria para a resolucdo de diversos danos e essencial
para a defesa do organismo. A inflamacdo € uma resposta vascular realizada por mediadores
inflamatérios. Se houver falha neste processo pode haver a perda da funcdo tecidual. A
abordagem mais comum para reduzir a dor e a inflamacdo € através do uso de medicamentos
anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs). Entretanto, o uso destes farmacos sem as devidas
orientagdes, ou por longos periodos, pode levar ao aparecimento de sérias reacdes adversas como
as ulceras pépticas. Uma alternativa para o tratamento da dor e inflamacdo é o uso de espécies
vegetais com propriedades medicinais. Nesse contexto, a espécie Arrabidaea brachypoda é uma
espécie medicinal comumente utilizada nas regides sudeste e nordeste brasileira para o
tratamento de calculo renal e dores nas articulagdes. Considerando a utilizacdo popular da planta,
o objetivo do projeto foi avaliar a acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato
diclorometano das raizes de A. brachypoda (DEAB) em modelos experimentais in vivo e seus
mecanimos de acdo. Neste trabalho avaliamos a toxicidade aguda do DEAB e também o efeito
desse extrato sobre a performance motora dos animais. A avaliacdo da atividade nociceptiva do
DEAB foi realizada através do teste da formalina. A caracterizagdo dos mecanismos de acao
antinociceptivo do DEAB foram realizados através de testes caracterizaram o envolvimento de
receptores TRPV1, TRPA1, TRPMS8 e ASICS, além da participagao dos sistemas opioidérgico,
glutamatérgico e o envolvimento supraespinhal na antinocicepcao do extrato. Avaliamos também
a acdo antiedematogénica e anti-inflamatéria do extrato pelo modelo de edema de orelha
induzido por xilol e 4cido araquidonico. Os resultados obtidos demonstram a auséncia de
toxicidade aguda por via oral do DEAB, caracteriza o envolvimento dos receptores TRPMS,
ASIC e do sistema opiodérgico na sua atividade antinociceptiva, além do seu efeito
antiedematogénico ao combater o efeito do xilol na inducdo do edema. Os resultados obtidos até
o presente indicam o grande potencial do extrato de A. brachypoda como recurso terapéutico
para o tratamento da dor e inflamacao.

Palavras chave: Dor, nocicepcdo, inflamacdo, Arrabidaea brachypoda.



Abstract

Pain is one of the main indicators of illness. It is an unpleasant, complex, and extremely
subjective sensation related to a harmful or potentially harmful stimulus to the body. When these
stimuli damage any body’s tissues the inflammatory response is initiated, this reaction is
necessary for the resolution of several damages and essential for the defense of the organism.
Inflammation is a vascular response performed by inflammatory mediators. If this process fails,
there may be loss of tissue function. The most common approach to reducing pain and
inflammation is through the use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). However,
the use of these drugs without proper guidelines, or for long periods, can lead to the appearance
of serious adverse reactions such as peptic ulcers. An alternative for the treatment of pain and
inflammation is the use of plant species with medicinal properties. In this context, the species
Arrabidaea brachypoda is a medicinal species commonly used in the southeastern and
northeastern Brazilian regions for the treatment of kidney stones and joint pain. Considering the
popular use of the plant, the objective of this project was to evaluate the antinociceptive and anti-
inflammatory action of the dichloromethane extract of the roots of A. brachypoda (DEAB) in in
vivo experimental models and its action mechanisms. In this work we evaluate the acute toxicity
of DEAB and also the effect of this extract on the motor performance of the animals. The
evaluation of the nociceptive activity of the DEAB was performed through the formalin test. The
characterization of the mechanisms of antinociceptive action of DEAB were performed through
tests characterized the involvement of TRPV1, TRPA1, TRPMS and ASICS receptors, as well as
the participation of the opioidergic, glutamatergic and supraspinal systems in antinociception of
the extract. We also evaluated the anti-edematogenic and anti-inflammatory actions of the extract
through the models of ear edema induced by xylene or arachidonic acid. The results demonstrate
the absence of acute oral toxicity of DEAB, characterized the involvement of TRPMS, ASIC
receptors and the opioidergic system in its antinociceptive activity, as well as its anti-
edematogenic effect in combating the effect of xylene on the induction of edema. The results
obtained to date indicate the great potential of the extract of A. brachypoda as a therapeutic
resource for the treatment of pain and inflammation.

Key-words: pain, nociception, inflammation, Arrabidaea brachypoda.
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Introducao

A dor € um dos principais indicadores de enfermidade, sendo o sintoma mais
compartilhado entre as doencas e devido a ela parte das pessoas busca ajuda médica (Ropper et
al.,2014). A dor é uma sensa¢do desagradivel, complexa e extremamente subjetiva, relacionada
a algum estimulo lesivo ou potencialmente lesivo ao organismo. Por envolver componentes
emocionais e comportamentais nenhuma dor € igual a outra, a dor causada pela mesma doenca
varia de individuo para individuo (Dubin ef al., 2010; Ali & Lewis, 2015).

Quando analisamos a dor através da perspectiva neurobioldgica, ela pode ser classificada
de trés maneiras: a dor nociceptiva, a dor inflamatoéria e a dor neuropéatica (Woolf, 2010).

A dor nociceptiva € desencadeada por estimulos térmicos ou mecanicos danosos ou
potencialmente danosos aos tecidos; por si sé ela ndo € patoldgica ja que é responsavel por
minimizar o contato do organismo com esses estimulos, diminuindo assim, o dano iminente
(Woolf, 2010; IASP, 2012).

Assim como a dor nociceptiva, a dor inflamatéria também tem a sua funcdo benéfica ao
organismo. Ela ocorre em locais de injuria tecidual onde ha liberacdo de diversos mediadores
inflamatérios que irdo modificar as caracteristicas quimicas do ambiente no qual a fibra nervosa
se encontra, levando a uma hipersensibilidade do neurénio (Ellis & Bennett, 2013). Essa
hiperalgesia auxilia na recuperagdo do dano sofrido, por aumentar a atencdo e o cuidado em
relacdo a area lesada (Woolf, 2010).

Em contrapartida, a dor neuropatica ndao tem um papel protetor ou adaptativo, pois €
causada por algum dano ao tecido nervoso ou doenca relacionada a ele (Woolf, 2010; Ropper et
al., 2014).

A propagagdo da dor se di a partir da ativagdo de neurdnios sensoriais, denominados
nociceptores, de alto limiar de ativacdo, altamente especializados em transduzir e transmitir
estimulos nocivos (IASP, 2012).

Os nociceptores podem ser classificados em duas grandes classes de acordo com as suas
fungdes e caracteristicas de seus axonios, as fibras Ad, mielinizadas de calibre intermediario (2-5
um de didmetro) e velocidade de conducdo levemente maior que as fibras C que ndo apresentam
mielina, sdo estreitas (0,3-1,1 um de didmetro) e t€ém baixa velocidade de conducdo (Ropper et
al.,2014).

Os nociceptores mielinizados ainda podem ser divididos em duas classes, as fibras Ad
tipo I, que sdo as principais responsaveis pela resposta primaria a estimulos mecanicos e

quimicos, porém seu limiar a estimulos ao calor é relativamente alto, em contraste, as fibras Ad
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do tipo II respondem prontamente a estimulos lesivos provocados pelo calor, tendo um alto
limiar aos estimulos mecanicos (Basbaum et al., 2009).

A maior parte das fibras C, assim como as fibras A9, sdo polimodais, isto é, sdo fibras
sensiveis a estimulos térmicos e mecanicos; uma populacdo interessante dessas fibras sdao os
nociceptores silenciosos que quando em homeostasia ndo respondem a nenhum estimulo
mecanico, porém apds serem expostas a um ambiente inflamatério as mesmas passam a
responder a esse tipo de estimulo. Isso se deve ao fato dessas células serem sensiveis aos fatores
quimicos, que alteraram suas propriedades tornando-as responsivas aos estimulos mecanicos
(Schmidt, et al., 1995; Perl, 2007; Basbaum et al., 2009).

Para que a dor seja sentida os estimulos nocivos precisam ser detectados, transduzidos e
transportados até regides superiores do cérebro como o cdrtex e sistema limbico. O transporte
dessas informacodes € feito através de potenciais de acdo cuja formacao depende da expressao de
receptores nas terminacdes livres dos nociceptores (Millan, 1999; Almeida et al., 2004; Dai,
2015).

Os canais i0nicos que incluem os receptores de potencial transitério (TRP) e os canais
ionicos sensiveis a acido (ASIC) vém sendo relacionados como participantes importantes no
processo doloroso (Dai, 2015).

Os canais TRP sao divididos em sete subfamilias das quais quatro apresentam membros
envolvidos na nocicepcdo. Apesar de serem, inicialmente, identificados como receptores
termossensiveis os canais TRP respondem a diversas mudancas no ambiente celular, como
alteracdes térmicas, de pressao, quimicas e de pH (Linius & Owsianik, 2011; Laing & Dhaka,
2016).

Os ASIC sdo canais cationicos pertencentes a familia dos canais degenerina/canal
epitelial de sédio, (DEG/ENaC). Esses receptores sdo sensiveis a elevacdo da concentragao
extracelular dos fons H" (Deval et al., 2010).

O potencial de acdo gerado por esses receptores nas fibras aferentes priméria sdo
transmitidos até o corno dorsal da medula espinhal onde fardo sinapse com os neurOnios de
projecao (figura 1), estimulando-os a transportar a informagdo nociceptiva até centros
supraespinhais (Millan, 2002; Almeida et al., 2004). A transmissao sindptica entre os neuronios
primarios ¢ os de projecdo é mediada pela liberacdo de vesiculas contendo glutamato e
neuropeptidios como a substincia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina

(CGRP) e modulada por mecanismos locais e supraespinhais (Griffin & Woolf, 2011).
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Figura 1 — Neurotransmissido no corno dorsal da medula espinhal. Um potencial de a¢do iniciado na perifieria ativa
os canais de calcio pré-sindpticos sensiveis a voltagem. Ocorre influxo de calcio resultando na liberacdo de vesiculas
contendo neurotransmissores (glutamato, substancia P e CGRP) que atuam na membrana p6s-sinaptica. O glutamato
estimula receptores inotrépicos (responsaveis pela transmissdo rapida da informacdo nociceptiva) e receptores

metabotrépicos que em conjunto com os receptores de CGRP e substincia P medeia uma resposta mais lenta
(Griffin & Woolf, 2011).
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A modulacdo inibitéria da nocicep¢do (figura 2) ocorre através de peptideos opidides,
norepinefrina, serotonina, glicina e GABA (4cido gama-aminobutirico) cuja liberacdo ¢é
controlada por interneurdnios inibitorios locais e circuitos descendentes originados em regides

como o hipotdlamo e a amidala (Ossipov ef al., 2010; Griffin & Wolf, 2011).
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Figura 2 — Modulag¢do inibitéria da neurotransmissdo. Neuronios inibitoérios descendentes ou locais liberam
norepinefrina, GABA e peptideos opidides que atuam tanto no terminal pré-siniptico como no terminal pds-
sinaptico. No neurdnio sensorial primario ocorre a inibi¢do do influxo de calcio pelos canais sensivel a voltagem o
que resulta em uma menor liberacdo de neurotransmissores. A inibi¢do pods-sindptica se da principalmente pela
hiperpolarizacdo da membrana gerada a partir de um aumento no influxo de ions cloreto e efluxo de potassio
(Griffin & Woolf, 2011).
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Quando algum estimulo nocivo seja ele uma substancia quimica, temperaturas extremas,
traumas mecanicos, agentes biologicos ou até radiacdo ionizante que danifica os tecidos do
organismo, a resposta inflamatéria pode ser desencadeada (Rote et al., 2014).

A inflamacdo € uma resposta necessiria para a resolucdo de diversos danos, sendo
essencial para a defesa do organismo; normalmente essa resposta inicia-se sozinha, se
autopropaga, € também termina por si sd, porém em muitos casos hd uma exacerbagcdo da
resposta o que leva a um ciclo vicioso de les@o e inflamacao (Waite, 2013).

A inflamagdo € caracterizada por quatro sinais classicos, o rubor, calor, edema e dor, em
consequéncia das alteragdes vasculares do local afetado pela resposta inflamatoéria (Tabas &

Glass, 2013). Essas modificagdes sao realizadas por mediadores inflamatérios gerados durante a

resposta imune. Duas principais classes de mediadores sdo as prostaglandinas (PG) e os
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leucotrienos (LT); ambas sdo geradas a partir do acido araquidonico (AA) pela a¢do das enzimas
ciclooxigenase e lipooxigenase, respectivamente (Kishiyama, 2014). Esses produtos do AA vao
agir na vasodilatacdo, permeabilidade vascular e ainda auxiliar na quimiotaxia de neutrdfilos e

eosin6filos para o local da lesao (Kishiyama, 2014; Rote et al., 2014).

Justificativa

A classe dos analgésicos opidides ainda € bastante prescrita para tratamento clinico em
casos de dor severa aguda, dor pds-operatdria e cronica, apesar dos conhecidos efeitos adversos,
como nausea, constipagdo, depressdo respiratdria, tolerancia, vicio e, em longo prazo
hipogonadismo, osteoporose, imunossupressdo e hiperalgesia (Mao, 2002; Yunes, 2005; Cunha
et al., 2010; Raghavan et al., 2011).

A abordagem terapéutica mais comum para reduzir a dor e a inflamagao envolve o uso de
farmacos anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), como aspirina ou ibuprofeno (Kummer &
Coelho, 2002; Basbaum et al., 2009; McGettigan & Henry, 2013).

Os AINEs apresentam atividade analgésica, antipirética e anti-inflamatoéria, e sdo capazes
de reduzir a dor inflamatéria e a hiperalgesia principalmente pela inibicao das ciclooxigenases
(COX) -1 e COX-2, envolvidas na sintese de prostaglandinas, produzindo alivio da dor por um
periodo significativamente longo (Teixeira, 2001; Basbaum er al., 2009). Os AINEs ainda
possuem mecanismos adicionais de a¢do, incluindo a inibi¢do da quimiotaxia e da produgdo de
citocinas inflamatoérias (Rhind et al., 2002).

Entretanto as reacdes adversas provocadas pelos AINEs ja sdo bem compreendidas,
estando amplamente relacionadas com o seu mecanismo de acdo (Grosser et al., 2006). A
inibicado das COXs pode levar ao aparecimento de efeitos gastrointestinais que podem variar
desde dispepsia, sangramentos do estdmago e duodeno, ativacdo de doencas inflamatérias
intestinais quiescentes e dano tecidual no trato gastrointestinal (Akiko et al, 2001; Wallace,
2008). A inibicdo da COX também promove comprometimentos cardiovasculares importantes
que inclui a reducdo da producdo de prostaciclinas (PGI,) que possui acdo antitrombdtica no
endotélio (Fitzgerald, 2003; Saraiva, 2007).

Os produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, tem sido desde a antiguidade
uma importante fonte de ativos terapéuticos. As plantas sdo 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

terap€uticas (Coutinho et al., 2009; Simdes et al., 2010).
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A Etnobotanica e a Etnofarmacologia sdo campos interdisciplinares de pesquisa que
buscam substancias medicinais derivadas de vegetais baseando-se em conhecimento popular
(Gurib-Fakim, 2006).

Diversos compostos que se tornaram importantes para a medicina moderna surgiram de
estudos etnobotanicos ou etnofarmacoldgicos. Produtos naturais e seus derivados representam
mais de 50% de todos os farmacos em uso atualmente, sendo que plantas superiores representam
cerca de um quarto desses medicamentos (Gurib-Fakim, 2006; Rishton, 2008).

O género Arrabidaea, pertencente a familia Bignoniaceae, possui mais de 170 espécies e
ocorre desde o México até a Argentina, incluindo o Cerrado brasileiro. As diversas espécies que
compoe esse género sdo utilizadas na medicina tradicional como adstringente, antioxidante, anti-
inflamatoério, antimicrobiano, antitumoral e cicatrizante (Zorn et al., 2001; Bolzani et al., 2003;
Leite et al., 2006; Martin et al., 2008). As raizes da Arrabidaea brachypoda (DC.) Bureau,
popularmente conhecida como Cipé-uma ou Cervejinha-do-campo, sdo comumente utilizadas
para o tratamento de célculo renal e dores nas articulagdes (Alcerito et al., 2002; Rodrigues et
al., 2006).

Rocha e colaboradores (2011) demonstraram que o extrato etandlico das raizes de A.
brachypoda possui efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivo em modelos experimentais sem
apresentar toxicidade. Apesar da efetividade das acdes, os mecanismos de acdo envolvidos com
esse extrato polar ndo foram investigados, porém os autores caracterizaram fitoquimicamente o
extrato etandlico, que possui em sua constitui¢do predominantemente compostos polares como:
flavondides, saponinas, coumarinas, taninos, glicosideos cardiotonicos, esterdides e compostos
fendlicos (Rocha et al., 2011). Apesar da efetividade do extrato polar na analgesia e inflamacao,
nosso trabalho propds a caracterizacdo da atividade farmacologica do extrato diclorometano das

raizes de Arrabidaea brachypoda (DEAB) um extrato de solvente apolar.

Objetivo

Avaliar o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do extrato diclorometano obtido das
raizes de Arrabidaea brachypoda (DEAB) e investigar seus mecanismos de a¢do em modelos

experimentais in vivo.
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Conclusao

O DEAB pode ser considerado de baixissima toxicidade, seguro para uso agudo. O
extrato apresenta atividade antinociceptiva atuando nos receptores TRPMS, ASIC e no sistema

opioidérgico, além de atividade anti-inflamatoéria.
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