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Este estudo investigou a influéncia do plumierideo (PL), um iridoide isolado da espécie vegetal A.
cathartica, em inibir as respostas inflamatéria e nociceptiva, em diferentes modelos
experimentais. Uma unica administragéao oral do PL (0,0001-1 ug/kg), inibiu 0 edema induzido por
carragenina na 12 fase em camundongos e em ambas as fases em ratos, com efeito prolongado
(z 6 h). Quando administrado por via s.c. (0,1-100 pg/kg), o PL foi efetivo em inibir o edema
induzido por carragenina, dextrana, zimosano e formalina, em camundongos. Estes efeitos foram
similares aos da dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.). Demonstrou-se eficaz em inibir o edema de
orelha induzido por 6leo de créton, acido araquidénico, PGE,;, em camundongos e induzido por
carragenina, bradicinina e anafilotoxina C5a em ratos. Também foi eficaz ao inibir a atividade da
MPO, bem como a migracdo de neutréfilos para a cavidade pleural. Contra a resposta
inflamatdria persistente induzida pela injegao i.pl. de CFA, o PL foi eficaz em inibir o edema, nos
dois esquemas de tratamento realizados (pré e pods), demonstrando um efeito duradouro.
Surpreendentemente, o PL apesar de nao inibir a dor referida induzida por formalina, inibiu a
hipernocicepcao térmica gerada apds a constricdio do nervo infraorbital, bem como a
hipernocicepgdo mecanica induzida por CFA. O conjunto de resultados sugere que estas agdes
do PL possam decorrer de sua interferéncia com mecanismos de sinalizagao celular mediadas
por bradicinina, PGE, e/ou C5a, bem como de potente efeito inibitério sobre mecanismos de
migracao de leucdcitos. Entretanto, os resultados conduzidos até o momento sdo ainda
insuficientes para esclarecer os verdadeiros alvos de acdo deste composto. Estudos adicionais
que venham determinar seus mecanismos de agao podem resultar no desenvolvimento de uma
alternativa terapéutica nova e importante para o tratamento da inflamacao e dor.
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Resumo

Este estudo investigou a influéncia do plumierideo (PL), um iridéide isolado da espécie
vegetal Allamanda cathartica, em inibir as respostas inflamatéria e nociceptiva em
diferentes modelos experimentais. Uma unica administragdao oral do PL (0,0001-1
Mg/kg) inibiu o edema de pata induzido por carragenina em e em ratos, com efeito
prolongado. Quando administrado por via s.c. (0,1-100 ug/kg), o PL foi efetivo em inibir
o edema induzido por carragenina, dextrana, zimosano e formalina, em camundongos.
Estes efeitos foram similares aos produzidos pela dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.). O PL
demonstrou-se ainda eficaz em inibir o edema de orelha induzido por 6leo de croéton,
acido araquidénico e PGE; em camundongos, e por carragenina, bradicinina e
anafilotoxina C5a em ratos. O iridoide PL também inibiu o aumento da atividade da
MPO, bem como a migracdo de neutrdfilos induzidapor carragenina na cavidade
pleural. Contra a resposta inflamatoria persistente induzida pela injecéo i.pl. de CFA, o
PL foi eficaz em inibir o edema, nos dois esquemas de tratamento realizados (pré e
pos-CFA), demonstrando um efeito duradouro. Surpreendentemente, apesar de néao
interferir com a dor referida induzida por formalina, o PL inibiu a hipernocicepgao
neuropatica orofacial térmica observada apds a constricdo do nervo infraorbital, bem
como a hipernocicepgao inflamatéria mecanica induzidana pata por CFA. O conjunto de
resultados sugere que estas agdes do PL possam decorrer de sua interferéncia com
mecanismos de sinalizacdo celular mediadas por bradicinina, PGE, e/ou C5a, bem
como de potente efeito inibitdério sobre mecanismos de migracao de leucécitos.
Entretanto, os resultados conduzidos até o momento sdo ainda insuficientes para
esclarecer os verdadeiros alvos de acdo deste composto. Estudos adicionais que
venham determinar seus mecanismos de acdo podem resultar no desenvolvimento de

uma alternativa terapéutica nova e importante para o tratamento da inflamacéo e dor.



VI
Abstract

We investigated the influence of plumieride (PL), an iridoid isolated from Allamanda
cathartica, on inhibiting the inflammatory and nociceptive responses, in several
experimental models. A single oral administration of PL (0.0001-1 pg/kg) inhibited
paw oedema induced by carrageenan in both mice and rats. When injected
subcutaneously in mice (0.1-100 ug/kg), PL was effective in inhibiting paw oedema
induced by carrageenan, dextran, zimosan and formalin. These effects were similar
to these observed for dexametasone (0,5 mg/kg; s.c.). It was also shown that PL
effectively inhibited ear oedema caused by croton oil, araquidonic acid and PGE; in
mice and by carragenan, bradykinin and anafilotoxin C5a in rats. As well as the
increase in myeloperoxidase activity and neutrophil migration induced by
carrageenan in the pleural cavity. PL was effective in causing long-lasting inhibition
of persistent hind paw induced by i.pl. injection of CFA in mice, using two treatment
protocols (pre-CFA and post-CFA. Surprisingly, although PL did not inhibit refered
pain induced by formalin, it did inhibit neuropathic orofacial thermal hypernociception
caused by infraorbital nerve constriction, as well as inflammatory hind paw
mechanical hypernociception induced by CFA. Taken together, these results suggest
that PL exerts potent anti-inflammatory actions, possibly interfering with the cellular
signaling mechanisms mediated by bradykinin, PGE,, and/or C5a, as well as through
inhibition of leucocyte migration. However, the present results are still insufficient to
clarify the real target of PL action. Additional studies to determine its mechanisms of
action may reveal a new and important target for more effective treatment of

inflammation and pain.
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1.1. Resposta Inflamatéria

A inflamagdo constitui um processo homeostatico desencadeado pelo
organismo apos lesdo tecidual ou infecgdo local, e como consequéncia pode
ocasionar reparo da lesdo, ou o isolamento ou a destruicdo do agente agressor, e
a ativacdo dos mecanismos de reparo necessarios para garantir o

restabelecimento das suas fungdes normais (Levy, 1996).

Esta resposta inflamatéria aguda consiste em dois componentes: uma reagao
inata, ndo imunoldgica, que engloba os eventos que ocorrem localmente no interior
dos tecidos; e uma resposta imune, a qual € adquirida e especifica, tornando a
resposta de defesa a um microorganismo invasor mais eficaz (Tlaskalova-

Hogenova et al., 2005).

Como dito anteriormente, a reacdo inata envolve os eventos que ocorrem
localmente no interior dos tecidos e podem ser divididos em vasculares e celulares.
Os eventos vasculares compreendem a vasodilatacdo, com consequente aumento
do fluxo sanguineo local, 0 aumento da permeabilidade vascular e a exsudagao
plasmatica. Tais eventos sdo importantes na medida em que promovem um
aumento local da concentracdo de mediadores de origem plasmatica, entre eles os
componentes do sistema complemento, da coagulagédo, do sistema fibrinolitico e
das cininas. Concomitantemente, sédo desencadeados os eventos celulares, onde
ha a saida de leucdcitos circulantes da luz do vaso e sua a migragao de leucécitos
para o sitio inflamatoério. Esse fenbmeno segue algumas fases como captura,
rolamento dos leucdcitos pelo endotélio, adesdo firme e transmigragao (Munro,
1993; Springer, 1994; Wahl et al., 1996). Todas estas etapas do processo de

migragcdo leucocitaria sdo dependentes da expressao pelos leucdcitos e pelas

Kathryn Ana Bortolini Siméo da Silva 2007
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células endoteliais de moléculas denominadas moléculas de adesdo e de
mediadores quimiotaticos (Springer, 1994; Weber, 2003). A mobilizagdo adequada
dos leucdcitos circulantes para o sitio inflamado € fundamental para a defesa do
organismo, ja que estas células podem desenvolver suas agdes fagociticas e
destruicdo de agentes patogénicos levando a resolugdo do processo. Os leucécitos
circulantes migram seletivamente e em numero significativo para o tecido
inflamado no decorrer do processo. Em uma resposta inflamatéria aguda, e logo
nos estagios iniciais, ha acumulo predominante de neutréfilos, enquanto que as
células mononucleares sdo observadas mais tardiamente durante a fase aguda,
bem como nos processos crbnicos. A migracdo de eosindfilos também pode
ocorrer em processos inflamatdrios, estando principalmente associada a processos
alérgicos e infecgbes parasitarias. Algumas das células envolvidas ja estdo
presentes no tecido afetado tais como: células endoteliais, células mesoteliais,

mastocitos, eosindfilos, macrofagos e alguns linfécitos (Broche & Tellado, 2001).

Estas alteragbes bioquimicas e celulares sdo finamente reguladas pela liberagéo
imediata e sequencial de moléculas soluveis e difusiveis, denominadas
mediadores inflamatérios, os quais sao produzidos principalmente por células

inflamatdrias (Sharma & Buchanan, 1994).

A resposta inflamatdria é, portanto, iniciada e conduzida por estes mediadores
que podem ser de origem celular e também por aqueles de origem plasmatica que
vao promover os sinais caracteristicos desta resposta: dor, calor, rubor e tumor,
que podem vir acompanhados ou ndo da perda de funcdo do tecido ou érgéo

afetado (Rocha & Silva, 1978).

Kathryn Ana Bortolini Siméo da Silva 2007
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Dentre os mediadores inflamatérios, podemos destacar produtos da
degranulacdo de mastécitos, como a histamina e a serotonina, responsaveis durante
o desenvolvimento de um processo inflamatdrio, pela vasodilatagcdo e aumento da
permeabilidade vascular; componentes do sistema complemento, destacando as
anafilotoxinas C3a e Cb5a, importantes na estimulacao da secrecdo de mediadores
por mastécitos e a Cbha também exerce um importante papel quimiotatico;
mediadores lipidicos, como os leucotrienos, as prostaglandinas e o fator de ativagao
plaquetaria, os quais sao derivados da metabolizacdo do acido araquiddnico pelas
enzimas ciclooxigenase ou lipooxigenase, importantes mediadores no processo
inflamatorio. (para revisdo ver: Herschmam, 1996; Gonzalez-Rey et al., 2007;). As
citocinas, numerosa familia de peptideos que incluem interferons, interleucinas, fator
de necrose tumoral (TNF), varios fatores de crescimento e as quimiocinas. A
bradicinina, também destaca-se entre os mediadores quimicos, envolvidos no
processo inflamatdério, promovendo vasodilatagcdo, extravasamento plasmatico e
aderéncia de neutréfilos (Calixto et al.,2004a). Além destes, mediadores peptidicos,
como as neurocininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP),
dentre outros, também exercem um importante papel no processo inflamatério

(Okajima & Harada, 2006).

Por outro lado, a resposta imune adquirida especifica, trata-se de uma
resposta mais complexa, que melhora acentuadamente a eficacia das respostas
inatas ndo imunoldgicas. Esta resposta envolve principalmente linfécitos, que podem
ser divididos em trés principais grupos: as células B, responsaveis pela produgao de
anticorpos; as células T, importantes na fase de inibicdo da resposta imune e as

células Natural Killer, ativas durante a resposta inata n&o imunoldgica.

Kathryn Ana Bortolini Siméo da Silva 2007
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Assim, a reacao inflamatéria manifesta-se clinicamente como um fenédmeno
estereotipado e independente da natureza do agente agressor, mediado por varios
fatores, podendo ocorrer somente pequenas variacbes em determinadas
situagdes, dependentes do tecido ou 6rgao afetado, e da coexisténcia de estados
patoldgicos, que alterariam a capacidade do organismo de mobilizar as fontes de

defesa (Sedgwick & Willoughby, 1985).

1.2. Dor e Nocicepcéo

A dor é uma experiéncia complexa que envolve ndo apenas a transdugao da
informagéo gerada pelo estimulo nocivo, mas também o processamento cognitivo e
emocional pelo cérebro. Segundo a Associacéo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, 1983), a dor é uma experiéncia sensorial e emocional associada com
potenciais ou reais lesdes, tem uma conotagido individual e sofre influéncias de
experiéncias anteriores. Ja o termo “nocicepgao” refere-se somente a percepcao do
sinal no sistema nervoso central evocado pela ativacdo de receptores sensoriais

especializados (os nociceptores), existentes no local da les&o (Furst, 1999).

A percepgao dolorosa a um determinado estimulo nocivo tem como propésito
biolégico alertar o organismo sobre algum perigo no ambiente, incluindo a resposta

comportamental de proteger o organismo contra possivel lesdo (Cheng et al., 2002).

A dor se inicia em areas periféricas: pele, 6rgaos internos ou qualquer regido
fora do sistema nervoso central, isto €, fora do cérebro e da medula espinhal. Sendo
assim, neste contexto, dar uma topada com o dedao do pé ou encostar a mao em
uma chapa quente sdo eventos que ativam neurdnios conhecidos como

nociceptores, que reagem especificamente a estimulos danosos, como temperaturas
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ou pressdo mecanica extremas e substancias produzidas pelo organismo em

resposta a uma lesdo ou inflamagao. (Basbaum & Julius, 2006).

As fibras nociceptivas possuem duas extremidades: uma delas, a que detecta
sensagdes, se projeta para regides periféricas onde inerva pequenas porgdes de
tecido; a segunda extremidade estende-se até o interior do corno medular espinhal
dorsal. O corpo celular dos nociceptores fica entre esses dois segmentos, em uma
estrutura fora da medula espinhal. Quanto o agente nocivo é detectado pela
extremidade periférica, na pele ou algum outro érgédo, um impulso elétrico é
disparado e propagado por toda a fibra nervosa até atingir uma regido da medula

espinhal (Basbaum & Julius, 2006).

A sensacdo dolorosa é comumente acompanhada de alteracbes sensoriais
descritas na literatura como hiperalgesia (sensibilidade aumentada para um estimulo
doloroso), alodinia (dor evocada por um estimulo previamente ndo nocivo) (Besson,

1999).

Em termos de duragdo, a dor pode ser aguda ou crénica. A dor aguda esta
associada com uma lesdo tecidual recente, ativagcdo de nociceptores e pode
desaparecer até mesmo antes da cura do dano tecidual (para revisao ver: Carr &
Goudas, 1999; Park & Vasko, 2005). Por outro lado, a dor cronica pode se perpetuar
por meses ou anos, se caracteriza em relacdo a persisténcia e alteracdes
adaptativas, o que muitas vezes dificulta o tratamento (para reviséo ver: ladarola e

Caudle, 1997; Besson, 1999).

O conhecimento da biologia molecular acerca dos diversos receptores e vias
transducionais envolvidos na génese da nocicepgao estdo permitindo um

extraordinario progresso no entendimento do mecanismo de agdo de diversos
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neurotransmissores e, consequentemente, de drogas que atuam na modulagéo
central e periférica da nocicepcdo. Os mecanismos envolvidos na transdugao
neuroquimica da dor geralmente envolvem a interacdo dos mediadores inflamatorios
e/ou nociceptivos com canais idbnicos de membrana dependente de voltagem, canais
ibnicos operados por receptor, receptores associados a tirosina quinase, ou com
receptores de membrana que usualmente encontram-se acoplados a proteinas G
(para revisao ver: Levine & Taiwo, 1994; Rang et al., 1994; Wood & Docherty, 1997,

Millan, 1999; Park & Vasko, 2005).

Os neutrdéfilos, os eosinodfilos, os mastécitos, os macrofagos dentre outras
células sao capazes de produzir varios mediadores inflamatérios e/ou nociceptivos
como histamina, serotonina, PGs, leucotrienos (LTs), PAF, citocinas, quimiocinas,
fator de necrose tumoral (TNF-a) e numerosas proteases entre outros (Ferreira &
Nakamura, 1979a ; 1979b; Ferreira, 1981; Baccaglini & Hogan, 1983; Tonussi &
Ferreira, 1994). Estes mediadores podem estar relacionados tanto com a inflamagao

quanto com a dor.

A dor pode ainda ser classificada como nociceptiva, neurogénica, neuropatica
ou psicogénica, quando associada a estimulagdo excessiva dos nociceptores, leséo
do tecido neuronal na periferia ou a nivel central, disfuncdo/dano de um nervo ou
mais, e fatores psicolégicos, respectivamente (Millan, 1999). Por outro lado, Woolf &
Salter (2000) enquadram os tipos de dor em fisiolégica (quando ha ativagéo direta
dos nociceptores), inflamatéria (provocada por danos teciduais) e neuropatica

(provocada por lesdo de células do sistema nervoso central).

A dor neuropatica pode resultar de lesdo ou disfuncdo de estruturas centrais

ou periféricas do sistema nervoso. Esta dor caracteriza-se por dor espontanea,
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provocada por estimulos normalmente inécuos (alodinia) ou por uma sensibilidade
exacerbada a estimulos nocivos ou ndo nocivos (hiperalgesia). O termo
hipernocicepcgao refere-se a sensibilizagdo dos nociceptores, isto é, a diminui¢do do
seu limiar de ativagao, e tem sido empregado para designar alodinia ou hiperalgesia

em animais de experimentagao (Cunha et al., 2004).

Embora sua etiologia seja bastante variada, incluindo trauma, desordens
metabdlicas e vasculares, infecgcdes virais ou bacterianas, entre outros fatores, o
denominador comum destas patologias € o dano neural, o qual é seguido por
algumas alteragbes que também parecem ser comuns a diversos tipos de dor
neuropatica (Devor, 2006). No sistema nervoso periférico, as principais
consequéncias da lesdo de nervos sao alteragdes na excitabilidade e no fendtipo
das fibras aferentes primarias. Estes fenbmenos vao contribuir para as alteracdes
que ocorrem no SNC, que incluem: excitabilidade aumentada, inibicdo diminuida e
reestruturagdo organizacional das células (para revisao ver: Dickenson et al., 2002;

Woolf, 2004).

Neurdnios sensoriais lesionados, ou fibras proximas a eles, podem
desenvolver alteragdes na sua excitabilidade suficientes para gerar potenciais de
acao ectdpicos (Chen & Devor, 1998; Liu et al., 2000). Estes podem resultar da
desmielinizagao e/ou do aumento da expressédo de canais de sédio e diminuigdo da

expressao de canais de potassio (Waxman et al., 1999).

Diante da complexidade dessas patologias mencionadas anteriormente e com
o intuito de alcangar novos alvos terapéuticos, os produtos naturais tornam-se fonte

de matéria prima para atingir este objetivo.
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1.3. Plantas Medicinais como fonte de novos farmacos: o potencial da

Allamanda cathartica.

As plantas, de uma maneira geral, sdo responsaveis pela sintese de diversos
produtos naturais, devido principalmente a producdo de metabdlitos secundarios
(Wink, 2003). Alguns destes metabdlitos secundarios sdo mecanismos essenciais
para sobrevivéncia da espécie, sendo utilizados como mecanismo para atrair
polinizadores ou como mecanismo de defesa contra fungos e predadores. (Flores et
al., 1999; Julsing et al.,, 2006). Ou ainda, quando liberados das raizes podem
contribuir para a competitividade contra espécies invasoras (Flores et al., 1999;

Bertin et al., 2003; Inderjit & Duque, 2003; Bais et al., 2006).

Sendo assim, fica claro que estes metabdlitos exercem funcdes importantes e
que podemos perfeitamente relacionar o termo “produtos naturais” com “metabdlitos
secundarios”. Isto deixa claro também que necessitamos de um aprofundamento no
conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua utilizagdo na possivel

formulacdo de medicamentos.

O maior obstaculo ainda existente para a utilizacdo terapéutica de produtos
naturais ou seus derivados no tratamento convencional de diversas doencgas € a
falta de dados cientificos que comprovem sua eficacia e seguranga. Mesmo com
este fator importante, nas ultimas décadas verificou-se um grande interesse do
mercado pelo potencial terapéutico das plantas medicinais, embora a preferéncia
das grandes industrias farmacéuticas continuasse sendo pelo desenvolvimento de
medicamentos pela via sintética (Calixto et al., 1998; Calixto et al., 2000; Koehn &

Carter, 2005). Mas é importante salientar que cerca de 49% das drogas ou analogos
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semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos, desenvolvidas entre 1981 a 2001

foram obtidos a partir de produtos naturais (Koehn & Carter, 2005).

Assim, na terapéutica moderna, as plantas medicinais fornecem o substrato
para a produgdo de compostos biologicamente ativos ou compostos passiveis de
modificagdes e otimizagbes estruturais que dao origem as entidades quimicas.
Dentro deste contexto, o Brasil € um pais privilegiado, por apresentar a
biodiversidade do mundo, detendo cerca de 23% do total de espécies existentes no

planeta (Rates, 2001).

Como as principais categorias de metabdlitos secundarios que apresentam
compostos biologicamente ativos, dos quais sao derivados alguns medicamentos,
podemos destacar: os glicosideos, os alcaldides os terpendides, falvondides e os

iridoides (Rates, 2001).

Entre as inumeras espécies vegetais utilizadas na medicina popular brasileira
(Calixto et al., 2003; 2004b; Basso et al., 2005), esta a Allamanda cathartica. Esta
espécie vegetal (Figura 1) pertence a familia Apocynaceae e foi catalogada no ano
de 1771 por Carl Linnaeus, e encontra-se registrada no Herbario Internacional de
Berlin, sob o numero 4.831. Espécies pertencentes a este género sao trepadeiras,
comum nas regides mais quentes do Brasil, e algumas sao utilizadas na medicina
popular como purgativo, contra tumores hepaticos e afecgdes de bago (Shen et al.,

1986).
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Figura 1: Espécie vegetal Allamanda cathartica.
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Figura 2: Estrutura quimica do composto iridéide, Plumierideo.

Até o momento, quatro espécies do género Allamanda foram estudadas
quanto aos seus constituintes quimicos, das quais foram isolados esterdides
(Agrawal et al., 1985), terpendides (Jewers et al., 1971; Agrawal et al., 1985),
flavondides, cumarinas, lignanas (Abe et al., 1988) e iridoides (Jewers et al., 1971;

Coppen et al., 1983; Malheiros et al., 1997).

Constatou-se a atividade fungicida dos compostos isoplumericina, plumierideo
e fulvoplumierina (Jewers et al., 1971). Subseqlentemente, a atividade inibitéria
sobre o crescimento de plantas foi constatada para o plumierideo (Tiwari et al.,
2002). A atividade antifungica também foi evidenciada para o extrato metandlico das

flores da Allamanda cathartica. O principio ativo isolado foi denominado

Kathryn Ana Bortolini Siméo da Silva 2007


http://chemdb.niaid.nih.gov/struct_search/structure_search/struct_search.asp?aids_no=003050&pg_type=an

Introducéo 13

allamandosideo, porém sua estrutura quimica ndo foi elucidada (Tripathi et al.,
1977). Uma atividade algicida foi relatada para os iridoides cumarato de plumierideo

e glicosil cumarato de plumieridio (Coppen et al., 1983).

Entre os compostos isolados do género Allamanda vale salientar a alta
atividade do iridéide fulvoplumierina contra o virus da imunodeficiéncia humana tipo
1 (HIV —1) (Tan et al., 1991), leucemia P — 388 e varios tipos de células de céancer
humano (mama, colon, pulm&o, melanoma) (Kardono et al., 1990). Estudos com
inibidores tumorais originados desta planta mostraram que o extrato etandlico das
raizes possui uma significativa atividade in vivo contra células leucémicas P-388 em
ratos. Esta atividade é também visualizada in vitro contra células derivadas de
carcinoma humano nasofaringeal. A estrutura do composto ativo foi elucidada,

sendo um iriddide lipofilico denominado allamandina (Kupchan et al., 1974).

Os iridoides sdo substancias monoterpenoidicas sintetizadas no reino vegetal,
por meio de uma ciclizagao alternativa do pirofosfato de geranila (Sampaio-Santos &
Kaplan, 2001). Neste importante e complexo grupo de metabdlitos secundarios,

encontra-se o iridoide plumierideo (Figura 2).

Recentemente, o composto iridéide plumierideo demonstrou, em ratos, num
tratamento oral diario (15 mg/rato/dia), durante 60 dias, uma significante reducéo de
peso do epididimo, vesicula seminal e prostata ventral além de reduzir a producéo
de espermatide e reduzir a motilidade e densidade dos espermatozoides (Gupta et
al., 2004). Este composto também apresentou uma potente atividade
antidermatofitica contra as espécies Epidermophyton floccosun e Microsporum

gypseum, apresentando alta toxicidade (Tiwari et al., 2002).
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A Allamanda cathartica também se destacou ao inibir a hemorragia causada
pelo veneno do réptil Bothrops atrox (Otero et al., 2000) e ao demonstrar uma

potente atividade cicatrizante em ratos (Nayak et al., 2006).

Desde a descoberta do iridoide antileucémico allamandina, varias
investigacdes foram realizadas para verificar a existéncia de outros iridéides com
atividade bioldgica importante, obtendo grande resultados, como o isolado da
espécie vegetal Plumeria rubra, que demonstrou atividade antibacteriana
(Hamburger et al.,1991). Destaca-se também a atividade antiinflamatéria de
iridoides isolados das espécies Dunnia sinensis e Picrorhiza kurroa (Qia et al., 1999;
Wei et al., 2000; Ahmed et al., 2003) e anti-nociceptiva de iridoides isolados da
espécie vegetal Stachytarpheta cayennensis (Schapoval et al., 1998). Iridéides
inibidores de TNF-a e da expressao das enzimas iNOs e COX; e de outras enzimas
foram isolados da espécie vegetal Patrinia saniculaefolia e de mais 14 espécies

vegetais encontradas na Malasia (Hye et al., 2003; Sui-Kiong et al., 2003).

O tratamento sub-cutaneo realizado com o extrato etandlico obtido a partir
das raizes, caule, folhas e flores da Allamanda cathartica (300 - 1000 mg/kg, s.c), 20
min antes da inje¢ao intraplantar de carragenina, no modelo de edema de pata em
camundongos, resultou em uma eficiente acdo anti-edematogénica, com uma
atividade relativamente maior no extrato das flores, desde ha primeira hora apds a
administracao a instalacao da resposta edematogéncia (Bortolini et al., 2001). Diante
destes resultados o presente estudo busca investigar o possivel envolvimento do
composto plumierideo com esta atividade anti-inflamatéria presente nos extratos

brutos.
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2.1. Objetivo Geral

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar se o
composto iridéide Plumierideo, obtido da espécie vegetal Allamanda cathartica,
apresenta efeito antiinflamatério e/ou antinociceptivo em alguns modelos
experimentais. Além disso, também constituiu objetivo do presente estudo
investigar, com auxilio de técnicas farmacolégicas e de dosagens bioquimicas,
alguns dos mecanismos que poderiam estar correlacionados as acgdes

antinociceptivas e/ou antiinflamatorias deste composto.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Analisar a influéncia da administracdo subcutanea do plumierideo sobre
as respostas edematogénicas inflamatdrias induzidas pela injecéo
intraplantar de diferentes agentes flogisticos na pata de camundongos, bem
como o decurso temporal destes efeitos;

e \Verificar a possivel biodisponibilidade do plumierideo, quando
administrado por via oral, em ratos e camundongos, submetidos a
inflamacao aguda, no modelo de edema de pata induzido por carragenina,
bem como seu possivel envolvimento com a inibicdo da atividade da enzima
mieloperoxidase neste processo;

e Investigar a influéncia da administragdo tépica ou oral do plumierideo
sobre a resposta inflamatéria no modelo de edema de orelha induzido pela

administracao topica ou intra-dérmica de diferentes agentes flogisticos;
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e Caracterizar o possivel efeito do plumierideo sobre a migracéo celular
presente no decorrer do processo inflamatério, no modelo de pleurisia
induzida por carragenina em camundongos;

e Avaliar se o plumierideo apresenta atividade antinociceptiva no teste de
formalina em camundongos, bem como o decurso temporal deste efeito;

e Analisar a influéncia da administracdo oral do plumierideo sobre as
respostas inflamatéria e hiperalgésica cronicas induzidas pela injegao
intraplantar de CFA (Adjuvante completo de Freund), na pata de
camundongos e hiperalgesia mecanica, bem como o decurso temporal
destes efeitos;

. Verificar a influéncia da administracdo oral do plumierideo na
hiperalgesia térmica e alodinia mecanica associada a um modelo de dor

neuropatica em ratos, bem como o decurso temporal destes efeitos.
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3.1. Materiais
3.1.1. Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss machos (pesando
entre 25 e 30 g) e ratos Wistar machos (pesando entre 300 e 350 g), criados
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Depois do periodo de desmame, os animais foram transferidos para o Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia, onde foram mantidos em gaiolas
plasticas em ambiente com temperatura (23 + 2 °C), umidade (60 a 80%) e
luminosidade (ciclo claro/escuro de 12/12 hs; luz ligada as 06:00 hs)

controladas, com livre acesso a agua e ragao especial para roedores.

Os animais permaneceram no laboratério durante um periodo de
adaptacao de pelo menos 1 h antes da realizacdo de quaisquer procedimentos

experimentais, os quais foram sempre realizados entre 08:00 e 17:00 hs.

Todos os experimentos realizados no presente trabalho foram
aprovados previamente pelo Comité de Etica para o uso de Animais (CEUA)
da UFSC, sob o protocolo de n° 23080.034723/2005-88/UFSC e conduzidos
de acordo com as diretrizes éticas para investigacdes de dor experimental em
animais conscientes proposta pela “International Association for Study of Pain”

(IASP) (Zimmermann, 1983).

3.1.2. Isolamento e Identificacdo Quimica do Composto Plumierideo
Allamanda cathartica L. (Apocinaceae) foi coletada em Blumenau, no
estado de Santa Catarina, Brasil. Uma exsicata encontra-se catalogada no

Herbario Miguel Klein, localizado na Universidade Regional de Blumenau,
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Brasil, sob o numero de registro H-5. Apds a coleta, as partes da planta foram
separadas e secas a temperatura ambiente protegido da luz solar. Quando
totalmente secas, foram devidamente pesadas e trituradas separadamente,
com etanol a 95% e maceradas em recipientes escuros, sob temperatura
ambiente por um periodo de dez dias. Apdés a maceragao os extratos foram
concentrados a pressao reduzida em evaporador rotativo, sob temperatura de

aproximadamente 40°C para eliminagao do solvente.

Para obtengao do composto plumierideo, os extratos obtidos dos caules,
folhas e flores foram reunidos (66 g) e o conjunto submetido a uma separagao
preliminar em coluna cromatografica utilizando-se hexano, cloroférmio e etanol.
A fragdo de cloroférmio:etanol 1:1 (15,2 g) foi recromatografada em coluna de
silica gel, eluindo-se com misturas de cloroférmio e etanol em ordem crescente
de polaridade. O processo de separagao foi acompanhado por cromatografia
em camada delgada. A fragao cloroférmio/etanol 7:3 forneceu o plumierideo
(2,6 g) (Malheiros et al., 1997), o qual foi submetido a ressonéncia magnética

nuclear, a fim de comprovar sua estrutura.
3.1.3. Drogas e Solugdes

Para realizagcdo deste estudo, foram utilizadas as seguintes drogas:
carragenina, dextrana, zimosano, captopril, prostaglandina E;, adjuvante
completo de Freund (CFA), serotonina, histamina, naproxeno, 6leo de créton,
tetrametilbenzida (TMB), acido etileno diaminotetraacético (EDTA), brometo de
hexadecil-trimetilaménio (HTAB) e substancia P, provenientes da Sigma
Chemical Co (St. Louis, MO, USA); C5a (65-74) e fator de ativagao plaquetaria

(PAF), obtidos da Bachem Bioscience (King of Prussia, PA, EUA); cloridrato de
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morfina, proveniente da Merck; xilazina (Dopaser®), proveniente da Calier S.A.
(Barcelona, Espanha); cetamina (Dopalen®), proveniente da Vetbrands
(Jacarei, SP); Cloridrato deoxitetraciclina (Terramicina®), obtido do Laboratério
Pfizer (Guarulhos, SP, Brasil), acido araquidbnico, obtido da Cayman;
bradicinina, proveniente da Neo MPS (Strasbourg; Franca); dexametasona
(Decadronal®), obtida da Prodome (S&o Paulo, SP, Brasil) e formalina obtida a
partir da diluigdo de formaldeido, proveniente da Nuclear (Sadé Paulo, SP,

Brasil).

As solugbes estoque de prostaglandina E; e histamina (10‘2 M), serotonina,
substancia P, bradicinina e C5a (10 M) foram preparadas em solucdo salina
tamponada com fosfato (phosphate-buffered saline — PBS) e mantidas a —18° C
em aliquotas de 100 a 200 pl. As solucdes estoque de PAF (10~ M) foram
preparadas com albumina de soro bovina (BSA 1%) e também armazenadas a
—18° C, em aliquotas de 50 pl. Todas as solugdes estoque foram diluidas para

a concentragao desejada, em PBS, imediatamente antes do uso.
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3.2. Procedimentos Experimentais
3.2.1. Modelos Experimentais de Inflamacéao
3.2.1.1. Edema de Pata

Os experimentos de edema de pata foram realizados conforme descrito
por Winter e colaboradores (1962), com pequenas modificagbes, em
camundongos ou em ratos. Os camundongos receberam, por via intraplantar e
na pata direita, injecdo de 25 ul de salina contendo, carragenina (300 ug/pata),
dextrana (300 pg/pata), zimosano (500 pg/pata) ou formalina (2,5%). A pata
esquerda recebeu o mesmo volume de salina e foi utilizada como controle. O
aumento do volume da pata foi medido por pletismometria (Pletismémetro, Ugo
Basile, Milao, Italia), de acordo com a técnica descrita por Ferreira et al. (1978)
e modificada para camundongos por Henriques et al. (1987). Essas medidas
foram realizadas 60, 120, 240, 300 e 360 minutos apos a injecao de
carragenina, dextrana e zimosano, ou 5, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a injegcéao
de formalina. A diferenca entre o volume das patas direita e esquerda foi
quantificada (em ml) e tomada como indice de edema. Ja os ratos receberam,
também por via intraplantar, na pata direita, 50 pl de salina contendo,
carragenina (500 ng/pata). A pata esquerda recebeu o mesmo volume de
salina e foi utilizada como controle. O aumento do volume da pata foi medido

por pletismometria, como descrito anteriormente.

Grupos adicionais de camundongos tratados com injegao intra-plantar de
carragenina ou salina e administragdo oral de plumierideo (1ug/kg) ou sub-

cutanea de dexametasona (0,5 mg/kg), foram utilizados para avaliagdo indireta
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do acumulo de neutrdéfilos na pata, através da medida da atividade da enzima
mieloperoxidase. Seis horas apos a injegao i.pl. de carragenina ou do veiculo
(salina), os camundongos foram sacrificados e a pele das suas patas foi
removida. As amostras para a medida da atividade da MPO foram preparadas
como descrito por De Young et al. (1989). Os tecidos foram homogeneizados
em 0,5 ml de tampao fosfato (80 mM, pH de 5,4) contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio e centrifugado 12000 g, por 15 min, a 4 °C. Trinta ul de
sobrenadante das amostras foram pipetados em uma microplaca de 96 pocos.
Para o ensaio, 200 ul de uma solugao contendo 100 ul PBS (80 mM, pH 5,4),
85 ul de PBS (0,22 M, pH 5,4) e 15 pul de peroxido de hidrogénio (0,017%)
foram adicionados em cada poco. A reacgao foi iniciada pela adigao de 20 ul de
tetrametilbenzidina (18,4 mM, em 8% de dimetilformamida). A placa foi
incubada a 37 °C por 3 minutos e a reagao foi terminada pela adigao de 30 pl
de acetado de sddio (1,46 M, pH 3,0). A atividade enzimatica foi determinada
colorimetricamente e expressa como densidade 6tica por miligrama de tecido
(DO/mg), sendo utilizado um leitor de ELISA (EL808, Bio-Tek Instruments, Inc.)

com filtro de 630 nm. Os experimentos foram realizados 2 vezes em duplicatas.
3.2.1.2. Edema de pata persistente induzido por CFA

O edema persistente causado pela injecao i.pl. de 20 pul de solugédo com
o Adjuvante completo de Freund (CFA), na pata direita de camundongos, foi
utiizado para avaliar o possivel efeito anti-edematogénico persistente do

composto plumierideo.
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O edema de pata induzido pelo CFA foi medido inicialmente 1 h apds a
indugdo do mesmo. As medidas foram feitas 1 vez ao dia (aproximadamente as
16:00 h), até o 21° dia apds a aplicagdo de CFA. O tratamento seguiu dois
protocolos distintos. O primeiro consistiu na administracdo prévia de
plumierideo (1 pg/kg, via oral, 30 min antes da injegcdo de CFA), seguida de
injecbes diarias iguais a primeira até o 5° dia apos o CFA, sendo este
tratamento repetido do 17° ao 21° dias. O segundo esquema de tratamento
consistiu na administragdo de plumierideo (1 ug/kg, via oral), por trés vezes,
no 1°, 5° e 17° dias apods a injegdo de CFA. A mensuragdo do edema se deu de

forma semelhante aquela descrita anteriormente.
3.2.1.3. Edema de Orelha

O protocolo experimental utilizado seguiu basicamente aquele proposto
por Carlson (1985), com pequenas modificacbes. O edema de orelha foi
induzido pela administragdo tépica de 20 pl de acido araquidénico (AA; 2
mg/orelha) ou dleo de créton (OC; 2,5%) ou ainda prostaglandina E; (PGEy; 30
nmol/orelha) na superficie interna da orelha direita de camundongos. Os
camundongos foram pré-tratados, 30 min antes, com 20 yl de dexametasona
(0,2 mg/orelha), naproxeno (1 mg/orelha), plumierideo (0,01; 0,1; 1 e 10
pg/orelha) ou veiculo (acetona) por administracdo topica na superficie externa

da mesma orelha.

Grupos distintos de camundongos foram tratados, por via oral, com
plumierideo (1 pg/kg; 30 min) ou veiculo e o edema de orelha foi induzido, 30
min depois, pela inje¢ao intra-dérmica de bradicinina (3 nmol/orelha), histamina

(200 nmol/orelha), substancia P (30 nmol/orelha), serotonina (10 nmol/orelha),
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anafilotoxina C5a (componente da cascata de complemento) (50 nmol/orelha),
fator de agregacédo plaquetaria (PAF) (10 nmol/orelha), carragenina (300
ug/orelha) ou ainda solugao salina. As injecbes foram aplicadas em um volume

de 20 pl na superficie externa da orelha direita dos animais.

A medida da espessura das orelhas foi avaliada com o auxilio de um
micrémetro (Fisher, USA) antes da aplicagdo do agente edematogénico (tempo
zero - medida basal) e 1 h apds AA, 6 h apds 6leo de croton, ou 45 min apos a
prostaglandina E;. No edema induzido pela inje¢do intra-dérmica, a medida da
espessura se deu da mesma maneira, nos tempos zero e 30 min apds a
indugdo com os diferentes agentes flogisticos utilizados. As diferengas entre a
espessura basal da orelha e aquela observada ao final do periodo

correspondente (em pm) foi utilizada como indice de edema.
3.2.1.4. Pleurisia

A pleurisia foi realizada como descrito previamente por Spector (1956) e

modificada para camundongos por Henriques et al. (1990).

Camundongos foram tratados por via sub-cutdnea com o composto
plumierideo (0,1; 0,3; 1 e 10 pg/kg) ou com dexametasona (0,5 mg/kg), trinta
minutos depois, administrou-se carragenina (300 pg/cavidade) por via
intratoracica, no lado direito da cavidade pleural do camundongo, utilizando-se
uma agulha adaptada. Outro grupo distinto de camundongos recebeu injecao
intratoracica de salina estéril e foi utilizado como controle. Os animais foram
sacrificados 4 h apds a injecdo de carragenina, e fixados em uma plataforma
cirurgica, onde se fez uma incisdo na pele do abdémen a fim de expor o

apéndice xiféide, que foi pingcado para permitir realizar uma pequena incisao do
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diafragma, permitindo a lavagem da cavidade pleural. Esta, por sua vez, foi
lavada com 1,5 ml de PBS contendo heparina (5 Ul/ml). O exudato foi
cuidadosamente recolhido, quantificado e armazenado em tubos de eppendorff.
Exudatos contaminados com sangue foram imediatamente desprezados

(Salvemini et al., 1996).

Para contagem total e diferencial dos leucocitos, uma aliquota do exudato
foi diluida em solugdo de Turk (1/20). A contagem dos leucdcitos totais foi
realizada em camara de Neubauer por meio de microscépio Optico comum.
Para contagem diferencial, foram preparadas laminas, as quais foram coradas
com May-Grunwald-Giemsa e contadas através de microscopio 6ptico sob
objetiva de imersao. Os resultados foram expressos como meédia =

E.P.M. da quantidade de leucdcitos (x 10°) contados e diferenciados.
3.2.2. Modelos Experimentais de Dor
3.2.2.1. Nocicepcéo induzida por formalina

O protocolo experimental utilizado para avaliar os efeitos nociceptivos
induzidos pela injegao i.pl. de formalina seguiu, basicamente, aquele proposto
originalmente por Dubuisson & Dennis (1977) e por Shibata e colaboradores
(1989), com pequenas modificagdes. Este modelo experimental de nocicepgéo
declarada permite distinguir duas fases de resposta nociceptiva. A primeira
fase, que é de origem neurogénica (i.e. decorrente da estimulagdo direta dos
nociceptores), ocorre nos primeiros 10 min apos injegdo. Ja a segunda fase,
também chamada de fase inflamatdria (pois depende da liberagdo de multiplos
mediadores inflamatorios), se manifesta somente a partir de 15 min apds a

injecao e estende-se até 60 min (para revisao ver Dubuisson & Dennis, 1997).
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Camundongos foram tratados por via oral com o composto plumierideo
(100 pg/kg) ou por via intra peritoneal com cloridrato de morfina (10 mg/kg). Os
camundongos do grupo controle receberam igual tratamento com o veiculo
(salina). Trinta minutos depois, cada animal recebeu uma inje¢cdo de formalina
(2,5%) ou veiculo (salina) na pata traseira direita. Imediatamente apds a
injegdo, cada animal foi colocado, individualmente, sob um funil de vidro
invertido, posicionado em uma plataforma elevada, atras do qual foi apoiado
um espelho (num angulo de aproximadamente 70° em relagdo a bancada) para
facilitar a visualizagdo completa dos camundongos durante todo o periodo de
observacao. O tempo que cada animal despendeu lambendo a pata tratada foi
registrado (em s), com auxilio de um crondbmetro, em intervalos de 5 min,
perfazendo um total de 30 min e entdo, considerado como indice de

nocicepcao.

Apos este periodo de observacdo do comportamento nociceptivo, os
animais foram sacrificados por inalagcdo de CO,. O tempo total de lambida
registrado nos primeiros 10 min e dos 15 aos 30 min foi considerado indicativo

da resposta nociceptiva de 1 e 2° fases, respectivamente.

3.2.2.2. Hipernocicepc¢édo mecanica induzida pelo CFA

O modelo de hipernocicepgao mecanica persistente causada pela
injecao intraplantar do adjuvante completo de Freund (CFA) foi utilizado para
avaliar o possivel efeito anti-alodinico do composto iridoide plumierideo,

utilizando-se o método do Von Frey manual.
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Primeiramente, foi determinado o menor filamento capaz de causar 50%
de resposta de retirada da pata. Para tal, os camundongos foram habituados
diariamente ao aparato de experimentagao (caixas de acrilico medindo 10 x 8 x
8 cm, sobre uma plataforma com piso de arame) durante 2 hs, nos 3 dias
anteriores e no dia do teste comportamental. Em seguida, cada camundongo
foi submetido a 10 estimulagcbes com cada um dos filamentos de forca
crescente numa escala logaritmica (0,02 a 2 g; Touch Test, da North Coast
Medical, Morgan Hill, CA, U.S.A.). Com os dados obtidos, construiu-se uma
curva forga-resposta que permitiu selecionar o flamento de 0,6 g como sendo o
menor capaz de induzir a resposta dos animais em pelo menos 50% das
estimulagbes. Em seguida, foram selecionados os camundongos que
apresentavam limiar basal a estimulagdo mecéanica em torno de 0,6 g. Para
isso utilizou-se o método Up and Down, que consiste em apresentar,
primeiramente, o filamento selecionado (no caso, 0,6 g). Se o camundongo
responde ao estimulo, apos um intervalo de pelo menos 2 seg, é apresentado o
filamento imediatamente menor (0,4 g), caso o camundongo n&o responda, é
apresentado o filamento imediatamente maior (1 g), e assim sucessivamente,
até completar um total de seis estimulagbes. Os camundongos selecionados
receberam injecdo i.pl. de CFA (20 pl) ou salina e foram submetidos a
estimulagdo mecanica, utilizando-se o método descrito acima. O tratamento
com o plumierideo (1 ng/kg), consistiu em uma unica administragao oral, nos

dias 1°, 6° e 13° apds a injegao intra-plantar de CFA.
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3.2.2.3. Inducéo da Dor Neuropatica - Constricao do nervo infraorbital

A constricdo do nervo infraorbital foi realizada com modificagbes ao
método proposto originalmente por Vos et al. (1991). Os ratos foram
anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (50 e 10 mg/kg,
respectivamente, ip.) e foi realizada a tricotomia, bem como a assepsia da face

com alcool iodado.

Apos o estabelecimento da anestesia, foi feita uma incisdo na pele,
abaixo do olho direito, cerca de 3 mm posterior a insercdo das vibrissas. Os
musculos elevador do labio superior e masseter superficial anterior foram
afastados para que a porcao rostral do nervo infraorbital fosse exposta,
proximo a fissura infraorbital. O nervo infraorbital foi dissecado dos tecidos
adjacentes e, em seguida, foram realizadas duas amarras frouxas, com fio de
seda 4.0 ao redor do feixe nervoso, separadas aproximadamente por 2 mm. Os
tecidos foram suturados com o mesmo tipo de fio usado para a confec¢ao das

amarras.

Os animais do grupo falso-operado foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico, porém o feixe nervoso nao foi constrito. Ao término da
cirurgia os ratos foram tratados com antibiotico (cloridrato de deoxitetraciclina,
60 mg/kg, i.m.) e mantidos em sala aquecida até sua completa recuperagao da
anestesia. Com o objetivo de verificar a eficacia do plumierideo em inibir a
hipernocicepgdo evocada por estimulos térmicos e ou mecanicos, realizamos

0s seguintes testes comportamentais:
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Estimulacdo mecéanica - Para a aplicagdo dos estimulos mecéanicos, os ratos
foram habituados por pelos menos 2 horas nas caixas de observacdo. Em
seguida, foi realizada uma pré-selecdo dos animais a qual consistiu na
aplicacédo crescente de 10 filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein
monofilaments, Stoelting, USA, 0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e
10,0 g) na regido inervada pelo infraorbital, em ambos os lados da face. Cada
filamento foi aplicado 3 vezes consecutivas, em cada lado, com um intervalo de
~30 s entre cada aplicagcdo. Considerou-se o limiar de resposta dos animais a
estimulacdo mecanica o filamento que evocou, por duas vezes,
comportamentos como retirada rapida da cabeca e reacdes de ataque/escape.
Apenas o0s animais que ndo apresentaram, na fase de pré-selegdo, estes
comportamentos nociceptivos com a aplicagcdo de todos os filamentos foram
incluidos nos experimentos subsequentes, isto €, aqueles que possuiam um
limiar de resposta basal a estimulagdo mecanica superior a 10 g. Vinte dias
apos a cirurgia, o limiar de resposta ao estimulo mecanico foi novamente
determinado (basal pos-cirurgia), em seguida os animais receberam os
diferentes tratamentos, e foram repetidamente estimulados em intervalos de 30
min ou 1 h até no maximo 6 hs. O tratamento com o plumierideo (1, 10 e 100

ug/kg) se deu 30 min antes da primeira estimulagao, pds-cirurgia.

Estimulacdo térmica por frio - Para a realizacdo deste teste os ratos foram
previamente habituados nas caixas de observacao por aproximadamente 30
min, e em seguida um spray de tetrafluoretano (Aerojet, Rio de Janeiro, Brasil)

foi aplicado, por cerca de 1 s, na regido inervada pelo nervo infraorbital (sobre
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a area de insergédo das vibrissas). Imediatamente apds a aplicagdo, o tempo
despendido pelos animais executando movimentos de limpeza (i.e. grooming)
facial bilateral foi registrado durante 2 minutos. Foram incluidos nos
experimentos apenas animais cujo tempo de grooming facial foi <15 s, antes da
realizacdo da constrigdo. Para avaliagdo do decurso temporal da
hipernocicepg¢ao ao frio, a estimulagao foi realizada, em ambos os lados da
face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e 4 dias apd6s a cirurgia, em
intervalos de 30 min, perfazendo um total de 3 h. O tratamento com o
plumierideo (1 e 10 ug/kg) se deu 30 min antes da primeira estimulagao, pos-

cirurgia.

Estimulacdo térmica por calor - Neste teste, os ratos foram contidos pela
mao do experimentador e uma fonte de calor radiante (~50°) foi posicionada
aproximadamente a 1 cm da area de inser¢cédo das vibrissas. Em seguida, foi
registrado o tempo de laténcia para que os animais afastassem vigorosamente
a cabeca da fonte ou apresentassem movimentos rapidos e consecutivos das
vibrissas. Foram incluidos nos experimentos apenas animais que apresentaram
estas respostas entre 9 e 15 s a partir da aplicagado do estimulo. Para avaliacao
do decurso temporal da hipernocicepc¢édo térmica a estimulagao foi realizada,
em ambos os lados da face, antes da cirurgia (basal pré-cirurgia) e em
intervalos de 2 ou 4 dias, enquanto que para avaliacdo do efeito do tratamento,
os animais foram estimulados, apenas no lado ipsilateral, no 4° dia apds a
cirurgia, em intervalos de 30 ou 60 min. O tratamento com o plumierideo (1 e

10 ng/kg) se deu 30 min antes da primeira estimulagao, pos-cirurgia.
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3.3. Anadlise Estatistica

Todos os resultados sao apresentados como média + E.P.M. dos valores
absolutos. Os dados experimentais de edema de pata ou de orelha foram
avaliados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) de uma via, ou de
medidas repetidas (para multiplas comparagdes entre grupos ou entre valores
dentro de cada grupo, em comparagao com os valores basais), conforme mais
pertinente, seguida do teste de Bonferroni ou do teste de Dunnet. Os dados
dos experimentos de hipernocicepcdo mecanica foram avaliados através de
ANOVA de Kruskal — Wallis seguida pelo teste U de Mann-Whitney. Os
resultados referentes a hipernocicepg¢ao térmica foram analisados com ANOVA
de medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls. Em todas
as analises, valores de P>0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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4.1. Influéncia do composto Plumierideo nas respostas inflamatérias em

diversos modelos experimentais

4.1.1. Influéncia do tratamento sub-cutaneo ou oral com o plumierideo

sobre edema de pata induzido por diversos agentes flogisticos

As injecdes i.pl. de Carragenina (300 pg/pata), dextrana (300 pg/pata),
zimosano (500 pg/pata) ou formalina (2,5%, 25 pul/pata) produziram edema,
aumentando significativamente o volume da pata, quando analisado até 6 h

apos a injecéao i.pl.

Os resultados da Figura 3 demonstram que o tratamento sub-cutdneo
com o plumierideo (0,1; 1; 10 e 100 pg/kg) foi capaz de reduzir
significativamente o edema de pata induzido pelas injegdes i.pl. de carragenina
(A), dextrana (B) ou zimosano (C) desde a 12 até a 6% hora de avaliacdo, com
uma ou mais doses testadas, de forma semelhante ao glicocorticéide
dexametasona. Podemos destacar, entre as doses testadas, a de 10 ug/kg
que, apés 1 h da injegao i.pl. do agente flogistico inibiu 0 edema induzido por

carragenina, dextrana e zimosano em 80, 71 e 67%, respectivamente.

A fim de demonstrar a capacidade do composto plumierideo em inibir
processos inflamatérios com caracteristicas diferentes, realizamos ainda o
edema de pata induzido pela injecéo i.pl. de formalina (2,5%; 25 ul). Como
pode ser observado na Figura 4, o plumierideo (10 ug/kg, s.c.) causou 73% de
inibicdo, aos 5 min apds a injegdo de formalina, semelhante ao glicocorticéide

dexametasona.
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Visto que o plumierideo foi eficaz em inibir o edema de pata em
camundongos, resolveu-se confrontar estes resultados com experimentos
realizados em outra espécie de roedor, ratos. Nesse sentido, o tratamento oral
prévio com o plumierideo também inibiu significativamente o edema induzido
pela carragenina nesta espécie, com pico maximo de inibicdo na 42 hora de
33,0+7;80+5,0;7,0+£5,0e88,0+1,7 %, com as doses de 0,0001; 0,01; 0,1
e 1 ug/kg, respectivamente (Figura 5). A eficacia do plumierideo em inibir o
edema de pata por carragenina em rato foi semelhante aquela verificada apos

tratamento com o glicocorticéide dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.).
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—&— Controle —O— Plumierideo (1 ng/kg)

—+— Dexametasona (0,5 mg/kg) —— Plumierideo (10 ug/kg)

—e— Plumierideo(0,1 pg/kg) —— Plumierideo (100 ug/kg)
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Figura 3: Influéncia do tratamento sub-cutaneo com plumierideo sobre o edema de pata em
camundongos. Os camundongos receberam tratamento por via sub-cutanea com o plumierideo (0,1;
1; 10 e 100 ug/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou salina, 30 min antes da injeg¢ao i.pl. de carragenina
(A), dextrana (B) ou zimosano (C). Os valores representam média + E.P.M da diferenga de volume
entre a pata esquerda e a direita de 6-7 animais (por grupo). A analise estatistica foi realizada com
ANOVA seguida do teste de Bonferroni. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que
diferenciam do grupo controle.
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—a— Controle
- - Dexametasona (0,5 mg/kg)

—e— Plumierideo (1 ug/kg)
—O—Plumierideo (10 ug/kg)

——

* % *

Tempo apos a formalina (minutos)

Figura 4: Influéncia do tratamento sub-cutaneo com o plumierideo sobre o edema de pata
induzido pela injecéo i.pl. de formalina, em camundongos. Os animais receberam tratamento por
via sub-cutanea com o plumierideo (1 e 10 pg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou salina, 30 min antes
da injecao i.pl. de formalina. Os valores representam a média + E.P.M da diferenca entre os volumes
da pata esquerda e a direita de 6-7 animais (por grupo). A analise estatistica foi realizada com ANOVA
seguida do teste de Bonferroni. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do
grupo controle.
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—i— Carragenina (500 pg/pata) —¥— Plumierideo (0,01 ug/kg)
--E}--Dexametasona (0,5 mg/kg) —@— Plumierideo (0,1 pg/kg)

—&— Plumierideo (0,0001 pg/kg) —e—Plumierideo (1 pg/kg)
2.5=

Edema (ml)

Tempo apés a carragenina (h)

Figura 5: Influéncia do tratamento oral com o plumierideo sobre o0 edema de pata induzido pela
injecdo i.pl. de carragenina em ratos. Os ratos receberam tratamento por via oral com o plumierideo
(0,0001; 0,01; 0,1 e 1 ug/kg), dexametasona (0,5 mg/kg) ou salina, 30 min antes da injegdo i.pl. de
carragenina. Os valores representam a média + E.P.M da diferenca de volume entre a pata esquerda e
a direita de 6-7 animais (por grupo). A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do teste de
Bonferroni. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do grupo controle.

Kathryn Ana Bortolini Simé&o da Silva 2007



Resultados 39

4.1.2. Influéncia do tratamento oral com o plumierideo sobre o edema de

pata persistente induzido por CFA.

Uma unica injegéo i.pl. de CFA foi capaz de causar aumento persistente
do volume da pata de camundongos (Figura 6). Aumentos significativos foram
observados a partir do 1° dia apds a aplicacdo de CFA e o efeito persistiu por

pelo menos 21 dias.

O plumierideo foi capaz de inibir significativamente o edema de pata
induzido por CFA, nos dois esquemas de tratamento realizados: pré ou pos-
tratamento. Quando administrado por via oral, 30 min antes da injegao i.pl. de
CFA e depois, diariamente, até o 5 ° dia (pré-tratamento), o composto
plumierideo (1 pg/kg) foi capaz de reduzir o edema de pata do 2° ao 10 °dia de
experimento. O composto plumierideo, portanto, apds sua ultima administracao
(5° dia), apresentou um efeito duradouro até o 10° dia. Ao repetir-se o
tratamento do 17° ao 21° dia, esta resposta voltou a aparecer, em mesma
intensidade (Figura 6 A). Quando administrado também por via oral, na mesma
dose, agora 24 h apds a injecdo de CFA, ou seja, apos a instalacdo da
resposta inflamatéria, o composto plumierideo, em uma unica dose acarretou
inibicdo do edema do 2° ao 4° dia de experimento. De modo semelhante, novas
administragdes de plumierideo no 5° e no 17° dias provocaram efeitos
antiedematogénicos do 6° ao 10° dia e do 17° ao 20° dias, respectivamente

(Figura 6 B).

Kathryn Ana Bortolini Simé&o da Silva 2007



Resultados 40
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Figura 6: Influéncia do tratamento oral com o composto plumierideo sobre o edema de pata
persistente induzido pela injecéo i.pl. de CFA. Os animais receberam tratamento (A) por via oral com
0 composto iridéide plumierideo (1 ug/kg) ou salina, 30 min antes da injecdo i.pl. de CFA, e depois
diariamente até o 5° dia. Este esquema foi repetido no 17° dia, mostrando-se efetiva em inibir o edema
da pata. Em um grupo distinto, os animais receberam um pds-tratamento (B), sendo o composto
plumierideo administrado 24 h, 5 e 17 dias ap6s a injecao i.pl. de CFA. A aumento do volume da pata foi
medido diariamente com auxilio do pletismdbmetro. Os valores representam a média + E.P.M da
diferenga de volume entre a pata direita e a esquerda (n= 6-7 animais por grupo). A analise estatistica foi
realizada com ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de Mann-Whitney, adotando P'< 0,05 e P"< 0,01.
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4.1.3. Influéncia do tratamento toOpico ou oral com o0 composto

plumierideo sobre edema de orelha

A administragao topica de 6leo de créton (2,5%/orelha; 20 pl) induziu, 6
h apds sua administracdo, um edema equivalente a 451,3 + 26 um, no grupo
tratado apenas com a administragdo tdpica do veiculo (acetona) 30 minutos
antes da indugdo do processo. O pré-tratamento tépico com o composto
plumierideo nas doses de 0,01; 0,1; 1 e 10 ug/orelha foi capaz de reduzir
significativamente o edema no intervalo avaliado para 257,3 + 47,5; 162 + 32,5;
150,33 £ 29,5 e 162,1 £ 26,6 um, respectivamente. Quando o pré-tratamento
foi realizado com o antiinflamatério dexametasona (0,2 mg/orelha), a inibicao
foi semelhante a obtida pelo composto, de 451,3 £ 26 para 283,3 + 38,1 uym

(Figura 7).

De forma semelhante, a administragcédo topica de acido araquiddnico (2
mg/orelha) induziu, 1h apds sua administragdo, um edema equivalente a 370,3
t+ 46,2 ym, no grupo tratado apenas com a administragdo topica do veiculo
(acetona), 30 minutos antes da indugcdo do processo inflamatério. O pré-
tratamento tépico (30 min) com o composto plumierideo nas doses de 0,01;
0,1e 1 pg/orelha foi capaz de reduzir significativamente o edema avaliado para
138,0 = 1555, 177,8 = 144 e 239,3 + 24,8 um, respectivamente.
Comparativamente, a administragdo tépica de naproxeno (1 mg/orelha) foi

capaz de inibir o edema para 236,0 = 25,8 ym (Figura 8).
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A fim de verificar por qual mecanismo o composto plumierideo estaria
causando a inibicdo do edema induzido pelo acido araquiddnico, decidiu-se por
induzir esta resposta com a prostaglandina E ,, um derivado da cascata do

acido araquidénico originado pela via dependente da enzima COX.

A administragao tépica com prostaglandina E2 (30 nmol/orelha), causou,
apos 45 minutos um edema de 113,25 £ 24,43 um, no grupo tratado apenas
com a administragao tépica do veiculo (acetona). O tratamento tépico com o
composto plumierideo nas doses de 0,01; 0,1 e 1 pg/orelha, foi capaz de
reduzir significativamente o edema para 20 + 5,8; 18,8 + 2,47 e 16,6 £ 5,5 ym

30 min apods a injegao da prostaglandina E , (Figura 9).

Com o propdsito de tentar especificar um pouco mais o mecanismo
antiinflamatério do plumierideo, realizou-se experimentos para avaliar seu
efeito sobre o edema causado por injecdo intra-dérmica dos mediadores
histamina (200 nmol/orelha), substancia P (30 nmol/orelha), Serotonina (10
nmol/orelha), carragenina (300 pg/orelha), bradicinina (3 nmol/orelha), C5a (50
nmol/orelha) ou PAF (10 noml/orelha). Todos os mediadores foram capazes de
aumentar significativamente a espessura da orelha de camundongos, 30 min

apos sua administragcdo (Figuras 10 e 11).

O tratamento oral de camundongos com plumierideo (1 pg/kg) n&o foi
capaz de prevenir o edema de orelha induzido por histamina (569,7 + 79,8 uym)
(Figura 10 A), substéncia P (976,0 + 86,3 ym) (Figura 10 B), serotonina
(1013,8 + 41,2 um) (Figura 10 C) ou PAF (762,2 + 49,8 ym) (Figura 10 D),
quando administrado 30 min antes da injegcdo intra-dérmica desses

mediadores. Por outro lado, o mesmo tratamento reduziu significativamente a
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magnitude do edema de orelha causado pela inje¢do intra-dérmica de
carragenina (de 877,5 + 34,9 para 574,2 + 51,3 ym) (Figura 11 A), bradicinina
(de 928,8 + 41,9 para 669,2 +60,5 um) (Figura 11 B) ou de C5a (de 508,4 +

54,2 para 268,6 £ 49,5 ym) (Figura 11 C).
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Figura 7: Influéncia do tratamento tépico com o plumierideo sobre o edema de orelha induzido pela
administracdo topica de 6leo de créton. Camundongos receberam tratamento tépico com plumierideo
(0,01; 0,1; 1 e 10 ng/orelha), dexametasona (0,2 mg/orelha) ou veiculo 30 min antes do 6leo de créton. Os
valores representam a média + E.P.M da diferenca entre as medidas do tempo zero e apés a instalagao
da resposta inflamatéria (5-6 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do
teste de Dunnet. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do grupo controle.
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Figura 8: Influéncia do tratamento tépico com o plumierideo sobre o edema de orelha induzido
pela administracéo tépica de acido araquidénico. Camundongos receberam tratamento tépico com
plumierideo (0,01; 0,1 e 1 pg/orelha), naproxeno (1 mg/orelha) ou veiculo 30 min antes do &acido
araquidonico. Os valores representam a média + E.P.M da diferenca entre as medidas do tempo zero
e apoés a instalagdo da resposta inflamatéria (5-6 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada
com ANOVA seguida do teste de Dunnet. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que
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Figura 9: Influéncia do tratamento tépico com o plumierideo sobre o edema de orelha induzido
pela administragdo tépica de prostaglandina E,. Camundongos receberam tratamento tépico com o
plumierideo (0,01; 0,1; e 1 ng/orelha) ou veiculo 30 min antes da prostaglandina E,. Os valores
representam a média + E.P.M da diferenca entre as medidas do tempo zero e apés a instalacdo da
resposta inflamatéria (5-6 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do
teste de Dunnet. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do grupo controle.
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Figura 10: Influéncia do tratamento oral com o plumierideo sobre o edema de orelha induzido pela
injecdo intra-dérmica de diversos mediadores inflamatérios. Ratos receberam tratamento por via oral
com o composto iridoide plumierideo (1 ug/kg) ou salina, 30 min antes da injegédo intra-dérmica de
histamina (A), substéancia P (B), serotonina (C) ou PAF (D). Os valores representam a média + E.P.M da
diferenca entre a medida realizada no tempo zero e 30 min apdés o estimulo inflamatério (n= 6-7 animais
por grupo). A administracao prévia do composto plumierideo n&o foi capaz de prevenir o aumento do
extravasamento plasmatico.A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do teste de Dunnet.
Asteriscos denotam a diferenca estatistica existente entre o grupo controle e o grupo salina (P<0,05).
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Figura 11: Influéncia do tratamento oral com o plumierideo sobre o edema de orelha induzido pela
injecdo intra-dérmica de diversos mediadores inflamatérios. Ratos receberam pré-tratamento por via
oral com o composto iridéide plumierideo (1 pg/kg) ou salina, 30 min. antes da inje¢ao intra-dérmica de
carragenina (A), bradicinina (B) ou C5a (C). Os valores apresentam média + E.P.M de 5-6 animais por
grupo. A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do teste de Dunnet. Cerquilhas denotam
P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do grupo controle e asteriscos diferenciam grupo controle
do grupo salina.
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4.1.4. Influéncia do tratamento com o composto plumierideo sobre a

migracao celular presente no decorrer do processo inflamatério

Para avaliarmos a influéncia do plumierideo sobre a inibicdo da ativacao
de neutrofilos ou da migragdo destas células para o foco inflamatdrio,
utilizamos o modelo experimental de pleurisia induzida por carragenina e a
dosagem bioquimica da atividade da enzima mieloperoxidase apds o

procedimento experimental de edema de pata induzido por carragenina.

No modelo de pleurisia, a injec&o intratoracica de carragenina (300
Mg/cavidade), na cavidade pleural de camundongos tratados com veiculo,
promoveu um actimulo de 11.160 + 1.3 x 10° leucdcitos por cavidade, sendo
que 9.7 + 1.2 x 10° células corresponderam a neutréfilos. O tratamento com
plumierideo (nas doses de 0,1; 0,3; 1 e 10 pg/kg), 1 h antes da indugéo da
resposta inflamatoria, foi efetivo em inibir tanto o aumento da migracéo de
leucdcitos totais (3,66 + 0,75; 2,93 + 0,41; 2,68 + 0,45 e 3,35 + 0,45 x 10°
cél./cav.) (Figura 12 A), quanto a migracdo de células polimorfonucleares
(i.e. neutrofilos) em 0,55 + 0,17; 0,78 + 0,36; 1,05 + 0,31 e 0,36 + 0,13 x 10°
células para a cavidade, respectivamente (Figura 12 B). Os efeitos do
plumierideo foram similares aos obtidos com o tratamento prévio com o
antiinflamatério dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.), que acarretou redugdes do
acumulo de leucdcitos totais (para 5 + 0,73 x 10° células por cavidade), bem
como de neutréfilos (para 0,31 £ 0,09 x 10° células por cavidade). Estes
resultados nos indicam que o mecanismo da agao antiedematogénica do
composto plumierideo envolve, pelo menos em parte, a inibicdo da ativacao

de neutrofilos ou da migragao destas células para o foco inflamatorio.
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A fim de verificar por qual destes mecanismos, o plumierideo estaria
agindo, realizamos o0 ensaio bioquimico para verificagdo da medida da
atividade da enzima mieoloperoxidase (MPO). Camundongos que receberam
injecdo i.pl. de carragenina (300 ug/pata) tiveram a atividade da MPO
aumentada 6 h apos sua administracdo (0,3 + 0,03 DO/mg tecido). O
tratamento prévio com dexametasona (0,5 mg/kg, 30 min. antes), reduziu
significativamente a atividade da enzima da MPO (0,1 + 0,01 DO/mg tecido).
Da mesma forma, o tratamento oral dos animais com o composto plumierideo
(1 pg/kg, 30 min antes), inibiu significativamente a atividade da MPO (0,1

0,01 DO/mg tecido) (Figura 13).
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Figura 12: Influéncia do tratamento sub-cutdneo com o composto plumierideo sobre a pleurisia
induzida por carragenina. Os animais receberam tratamento sub-cutdneo com o composto iridoide
plumierideo (0,1; 0,3; 1 e 10 pg/kg), dexametasona (0,5 mg/kg, s.c.) ou veiculo 1 h antes da injegdo
intratoracica de carragenina. Os valores representam a média = E.P.M do total de leucécitos (A) e de
neutréfilos (B) presentes na cavidade pleural de 8-10 animais por grupo. A analise estatistica foi
realizada com ANOVA seguida do teste de Dunnet. Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos
aue diferenciam do aruono controle.
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Figura 13: Influéncia do tratamento oral com o plumierideo sobre o aumento da atividade da
MPO, em camundongos. Os camundongos receberam tratamento oral com o plumierideo (1 pg/kg),
ou veiculo, 30 min antes da injecdo i.pl. de carragenina. Os valores representam média + E.P.M de 5-
6 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada com ANOVA seguida do teste de Dunnet.
Asteriscos denotam P< 0,05 para os tratamentos que diferenciam do grupo controle e a cerquilha indica
diferenca significativa com o grupo salina.
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4.2. Influéncia do Plumierideo na Nocicepc¢éo

4.2.1. Influéncia do tratamento com o plumierideo sobre a Nocicepcao

Induzida por Formalina

O tratamento sub-cutdneo com o composto plumierideo (100 pg/kg),
realizado 30 minutos antes da injecao de i.pl. de formalina (2,5%, 30 pl), ndo foi
capaz de reduzir significativamente as respostas nociceptivas de
camundongos, tanto as integrantes da primeira fase (fase neurogénica - 0 a 5
min), quanto a da segunda fase (fase inflamatdria - 15 a 30 min). Ao contrario,
tanto as respostas nociceptivas da primeira quanto da segunda fases induzidas
pela formalina foram substancialmente inibidas pelo tratamento prévio com o

analgésico opidide cloridrato de morfina (10 mg/kg, s.c.; Figura 14).
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Figura 14: Efeito do tratamento por via subcutanea com plumierideo ou cloridrato de morfina sobre
a primeira e a segunda fase da nocicepc¢do induzida pela injecdo intraplantar de formalina em
camundongos. As respostas nociceptivas dos animais a injecao de formalina (2,5%, 25 pl) foram
avaliadas durante as fases | (0-5 min) e Il (10-30 min).Cada ponto representa a média + E.P.M de 5-7
animais. A andlise estatistica dos resultados foi realizada comparando todos os grupos experimentais (nos
diferentes tempos) utilizando a analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.
Asteriscos denotam P<0,05 em relagédo ao grupo controle.
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4.2.2. Influéncia do tratamento com o composto plumierideo sobre a
hipernocicep¢cdo mecanica induzida pelo adjuvante completo de Freund

(CFA)

A injecado i.pl. de CFA foi capaz de induzir uma alodinia mecanica de
longa duragdo em camundongos, caracterizada pela redugao significativa do
limiar de retirada da pata apds estimulagdo mecanica com filamentos de Von
Frey. A alodinia mecanica foi observada a partir do 1° dia apds a injegéo i.pl. de
CFA e persistiu por pelo menos 17 dias. O tratamento com o plumierideo (1
ug/kg), por via oral, foi realizado nos dias 1, 6 e 13 apods a injegéo intra-plantar
de CFA, ou seja, apds a instalagcdo da alodinia mecanica. A primeira
administracdo do plumierideo (dia 1), apesar de aparentemente demonstrar
uma inibicdo no 3° dia (0,09>P>0,05), inibiu significativamente o limiar de
retirada da pata apenas no 4° dia de experimento (P=0,007). Por outro lado, os
efeitos antialodinicos das administragdes subsequentes de plumierideo (nos
dias 6 e 13) foram mais persistentes, cada qual com duragcdo de

aproximadamente 3 a 4 dias (Figura 15).
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Figura 15: Influéncia do tratamento oral com o composto plumierideo sobre a alodinia mecéanica
induzida pela injegéo i.pl. de CFA. Os animais receberam tratamento por via oral com o plumierideo
(1 ng/kg) ou salina, nos dias 1, 6 e 13 apds a injegéo i.pl. de CFA. A estimulagcdo mecénica foi
realizada antes do inicio do experimento (pré) e diariamente com filamentos de Von Frey. Os valores
apresentam média + E.P.M da for¢a (em g) necessaria para induzir o comportamento de retirada da
pata do filamento (n= 6-7 animais por grupo). A analise estatistica foi realizada com ANOVA de
Kruskal-Wallis seguida de Mann-Whitney. Asteriscos indicam diferengas significativas entre o grupo
controle e a medida basal e as cerquilhas indicam diferengas entre o grupo controle e o grupo tratado
com o plumierideo, adotando *P< 0,05.
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4.2.3. Influéncia do tratamento com o Plumierideo sobre a
hipernocicep¢cdo mecanica e térmica no modelo de constricdo do nervo

infraorbital

Ratos submetidos a constricdo unilateral do nervo infraorbital
apresentaram marcada hipernocicepgao a aplicagdo de estimulos térmicos (frio
ou calor) ou mecanicos na regiao das vibrissas ipsilaterais a cirurgia. Os efeitos
do plumierideo contra a hipernocicep¢ao térmica e mecanica foram avaliados
no 4° e 20° dias apos a cirurgia, respectivamente. O tratamento oral dos
animais com o composto iridoide plumierideo, no 4° dia apds a constricdo do
nervo infraorbital, foi capaz de reverter significativamente a hipernocicepgao ao
frio apenas na 12 hora apos sua administracéo, de 31 £ 3,9 s para 16,5+ 2,6 e
18,5 + 3,2 s, nas doses de 1 e 10 pg/kg, respectivamente. Nao foram
observados efeitos antihipernociceptivos adicionais do composto contra
estimulos aplicados a cada 30 min em outros momentos até 3 h apds o
tratamento (Figura 16). Por outro lado, como ilustra a Figura 17, o plumierideo
foi capaz de aumentar significativamente a laténcia para retirada da face do
animal em resposta a aplicacdo de calor irradiante, nos tempos de 30, 60, 90,
120 e 150 min apos a administracdo da dose de 1 ug/kg e 60, 120 e 150 min
apos a dose de 10 pg/kg. (Figura 17). Ao contrario, a redugédo do limiar de
resposta a estimulacdo mecéanica observada em animais constritos 20 dias
apos a cirurgia nao foi alterado significativamente pelo tratamento oral com o
plumierideo (1, 10 e 100 pg/kg), pelo menos no periodo de 3 horas apds sua

administragao (Figural8).
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Figura 16: Influéncia do tratamento oral com plumierideo na hipernocicepcédo ao frio em
ratos submetidos a constricdo do nervo infraorbital. Os animais receberam tratamento por via
oral com plumierideo (1 e 10 u g/kg) ou salina, 4 dias apos a cirurgia. A figura ilustra as respostas
dos animais a estimulagdo térmica antes da cirurgia (pré), antes do tratamento (tempo 0) e em
intervalos de 30 min apds o tratamento. Cada valor representa a média = E.P. M do tempo que os
animais despenderam executando grooming facial nos primeiros dois minutos apdés a aplicagéo do
spray de tetraisofluorano (n= 5-7 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam diferenca
significativa (P<0,05) em relacdo ao valor correspondente do grupo sham + veiculo ou do grupo
constrito + veiculo, respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-
Keuls).
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Figura 17: Influéncia do tratamento oral com Plumierideo na hipernocicepc¢éo ao calor induzida
pela constricdo do nervo infraorbital em ratos. Os animais receberam tratamento por via oral com
plumierideo (1 e 10 n g/kg) ou salina, 4 dias apds a cirurgia. A figura ilustra as respostas dos animais a
estimulagao térmica antes da cirurgia (pré), antes do tratamento (tempo 0) e em intervalos de 30 min
apos o tratamento. Cada valor apresenta a média + E.P. M do tempo de reacado ante a aplicacado de
calor (n= 5-7 animais por grupo). Asteriscos e cerquilhas denotam diferenca significativa (P<0,05) em
relagdo ao valor correspondente do grupo sham + veiculo ou do grupo constrito + veiculo,
respectivamente (ANOVA de medidas repetidas seguida de teste de Newman-Keuls).
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Figura 18: Influéncia do tratamento oral com plumierideo na hipernocicep¢gdo mecéanica em ratos
submetidos a constricdo do nervo infraorbital. Os animais receberam tratamento por via oral com
plumierideo (1, 10 e 100 pg/kg) ou salina 20 dias apds a cirurgia. A figura ilustra as respostas dos
animais a estimulagdo mecénica antes da cirurgia (pré), antes do tratamento (tempo 0) e em intervalos
de 30 min apds o tratamento. Cada valor apresenta a média + E.P. M da forga (em g) necessaria para
induzir por duas vezes consecutivas os comportamentos de retirada da cabega ou ataque/escape do
filamento nos lados ipsilateral ou contralateral a cirurgia (n= 8-10 animais por grupo). Asteriscos
denotam diferencga significativa (P< 0,05) em relagao ao valor correspondente ao grupo sham + veiculo.
A analise estatistica foi realizada com ANOVA de Kruskal-Wallis seguida de teste U de Mann-Whitney.
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O conjunto de resultados obtidos no presente estudo demonstra, pela
primeira vez, que o plumierideo, um composto iridéide obtido a partir da A.
cathartica, apresenta potente atividade antiinflamatéria em diversos modelos
experimentais de inflamacéo induzidos por diversos agentes flogisticos. Além
disso, verificou-se que essa substancia apresenta atividade analgésica em
modelos de nocicepgao inflamatoria prolongada ou dor neuropatica orofacial,

bem como boa biodisponibilidade oral.

O possivel potencial anti-inflamatério do composto plumierideo foi
primeiramente investigado em um modelo de edema de pata, contra a resposta
inflamatoria aguda induzida por carragenina (Winter et al., 1962). Administrado
tanto por via oral quanto sub-cutédnea, o plumierideo demonstrou ser um
inibidor extremamente potente e eficaz da resposta edematogénica em
camundongos. Os perfis semelhantes dos efeitos inibitérios do plumierideo
administrado por ambas as vias na dose de 0,1 pug/kg indicam que o composto
apresenta excelente biodisponibilidade oral nesta espécie. Além disso, as
propriedades antiedematogénicas do plumierideo nédo se restringiram a esta
espécie, pois a substancia pareceu ser até mais potente em inibir o edema de
pata causado por carragenina em ratos do que em camundongos. Em ambas
as espécies a eficacia anti-edematogénica do plumierideo foi similar aquela
demonstrada pela dexametasona (0,5 mg/kg; s.c.), mas é surpreendente notar

gue a sua poténcia € muito maior que a exibida pelo glicocorticéide.

Na tentativa de elucidar melhor os possiveis mecanismos subjacentes a
agao anti-edematogénica do plumierideo, o mesmo foi testado ainda contra o

edema de pata induzido por dextrana, zimosano e formalina. O conjunto de

Kathryn Ana Bortolini Simé&o da Silva 2007



Discussao 61

mediadores e mecanismos inflamatérios mobilizados por cada um destes
agentes flogisticos apresenta diferengas em comparagdo com os recrutados
pela carragenina. Porém, a exemplo do que foi observado contra o efeito da
carragenina, o plumierideo foi igualmente eficaz em prevenir, marcadamente, o
edema causado por cada um dos trés agentes flogisticos. Ainda, a inibigao
proporcionada por 10 ug/kg de plumierideo foi equivalente aquela induzida por
0,5 mg/kg de dexametasona tanto no modelo da dextrana quanto do zimosano.
Contudo, diferentemente do componente edematogénico da resposta a
formalina, tanto a primeira quanto a segunda fases da resposta nociceptiva
declarada a este agente mostraram-se insensiveis a inibigao pelo plumierideo.
Esta seletividade do plumierideo em inibir o edema, mas nao a dor, causada
pela formalina favorece a hipétese de que o seu alvo de agao esteja implicado
no mecanismo edematogénico, mas nao nociceptivo. Este aspecto sera ainda

discutido mais detalhadamente abaixo.

Conforme visto no modelo de edema de pata, o plumierideo também
apresentou potente atividade anti-inflamatéria contra o edema de orelha
induzido por 6leo de créton em camundongos e por carragenina em ratos.
Estes resultados indicam que as propriedades anti-inflamatérias do composto

independem da regiao corporal inflamada por um agente flogistico.

Além dos eventos vasculares caracteristicos de uma resposta
inflamatdria, como o aumento da permeabilidade vascular, aumento do fluxo
sanguineo local e exudagdo plasmatica, eventos celulares também sao
cruciais para manutencao desta resposta (Huere & Gounon, 1996). A fim de

evidenciar uma possivel influéncia do plumierideo sobre tais eventos celulares
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desencadeados durante a resposta inflamatéria, testou-se sua capacidade em
inibir a atividade da enzima mieloperoxidade, um “marcador” da infiltracdo de
leucécitos para o sitio inflamatorio (Posadas et al., 2004). A exemplo da
dexametasona, o plumierideo causou potente inibicdo do aumento de atividade
da MPO induzida na pata por injegéo i.pl. de carragenina em camundongos.
Esse resultado indica que o mecanismo de agdo antiedematogénica do
plumierideo envolve, pelo menos em parte, a inibigdo da ativacdo de

neutréfilos ou da migragao destas células para o foco inflamatorio.

Com o intuito de investigar qual destes dois possiveis mecanismos
celulares estaria envolvido nos efeitos do plumierideo, 0 mesmo foi testado no
modelo de pleurisia induzida por carragenina em camundongos. A
caracteristica principal deste modelo € o influxo massivo de leucécitos,
principalmente neutrofilos para o sitio da inflamacgao (Sedgwick & Lees, 1986).
Além disso, encontram-se presentes no exudato pleural da cavidade desafiada
com este agente, diversos mediadores responsaveis pelo inicio e manutengao
do processo inflamatério, tais como histamina, serotonina, bradicinina,
prostaglandinas e tromboxano (Horakova et al., 1980; Harada et al., 1982). O
tratamento prévio com o composto plumierideo foi capaz de praticamente
abolir tanto o influxo de leucécitos totais, quanto o de neutréfilos, a exemplo da
dexametasona. Esses resultados confirmam, portanto, que a inibigdo da
migracdo de neutrofilos parece ser um componente importante da acéo

antiinflamatoria do plumierideo.

Além de exercer potente agao inibitéria em modelos inflamatoérios de fase

aguda, o composto plumierideo também mostrou-se bastante efetivo em
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atenuar a intensidade da resposta inflamatdria cronica induzida pela injegao
i.pl. de CFA. Neste sentido, o tratamento oral com o composto plumierideo (1
Ma/kg), realizado de duas maneiras distintas (i.e. 5 administragbes diarias
consecutivas ou administragdes isoladas nos dias 1, 5 e 17 apés o CFA),
reduziu marcadamente e de modo duradouro o edema ocasionado pela injecéo
i.pl. de CFA. Merece destaque especial o fato de que uma unica administragao
de plumierideo tenha promovido efeito antiedematogénico significativo que se
estendeu por até 5 dias. Embora o plumierideo ndo tenha influenciado a
resposta nociceptiva a formalina, o composto reduziu a alodinia mecéanica
induzida pelo CFA de modo duradouro (por até 3-4 dias apdés uma unica

administracao oral).

Cada um dos agentes flogisticos utilizados nos modelos discutidos até o
momento induzem respostas inflamatérias mediadas por multiplos mediadores
e mecanismos. Neste contexto, para discernir os possiveis mecanismos de
acao anti-inflamatéria do composto plumierideo, parece pertinente mencionar
quais sao os principais mediadores implicados nas respostas a cada agente. A
resposta inflamatéria induzida por carragenina na pata de camundongos é
caracterizada por duas fases distintas. A primeira, que ocorre dentro das
primeiras 24 h, é caracterizada pela presencga predominante de neutréfilos e €
mediada principalmente por histamina, serotonina, pelo aumento dos niveis de
COX-2, o que leva a um aumento da sintese de prostaglandinas no foco
inflamatorio (Henriques et al., 1987; Portanova et al., 1996; Seibert et al., 1994,
1997). A segunda fase (24-96 h) é sustentada principalmente pela liberagdo de

prostaglandinas e é mediada também por bradicinina, leucotrienos e a
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migragédo de células polimorfonucleares (Seibert et al., 1994; Brito & Antdnio,
1998; Ueno et al; 2000). Em ratos, esta resposta inflamatéria € mais curta mas
também envolve duas fases. A primeira acontece nas primeiras duas horas e é
sustentada pela liberagdo de histamina e serotonina, originados de mastocitos
e aumento dos niveis de nitrato e nitrito (NO*/NO?) e prostaglandina E; no
exudato da pata (Salvemini et al., 1996). A segunda fase, que desenvolve-se
entre 3-6 h apds a carragenina (Kulkarni et al.,1986; Brito & Anténio, 1998), é
sustentada principalmente pela producao de citocinas, destacando-se a IL-183,
(por células residentes) bem como pela migracédo de neutrofilos (Vinegar et al.,

1969; DiRosa et al., 1971; Wedmore & Williams, 1981; Ferreira et al., 1981).

Por outro lado, o edema de pata causado por dextrana, um polissacarideo
de alto peso molecular, decorre de extravasamento plasmatico induzido por
ativacdo do sistema de cininas e liberacdo de histamina e serotonina
originadas de mastocitos (Nishida et al., 1979; Berstad, 1980; Lo et al., 1981;
Moodley et al., 1982; Van Wauve & Goosens, 1989; Gupta et al., 2005). A
resposta ainda esta associada, pelo menos em ratos, com aumento dos niveis
tissulares de PGE; (Gulati et al., 1983). Ja o edema de pata induzido por
zimosano, um componente do levedo Saccharomyces cerevisiae, € mediada
primariamente pela ativagcdo da cascata de complemento, com consequente
producdo da anafilotoxina C5a a qual se comporta como um potente fator
quimiotatico para neutréfilos (Calhoum et al., 1987; Cuzzocrea et al., 1997). A
fase inicial da resposta inflamatéria a este agente flogistico também parece

depender de serotonina e leucotrienos, enquanto a fase mais tardia envolve a
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participacdo do PAF, NO e liberagédo de prostaglandinas (Tarayre et al., 1989;

Cuzzocrea et al., 1997; Pierreti et al., 2006).

O edema causado pela formalina, diferentemente daquele causado
pelos agentes flogisticos anteriores, desenvolve-se rapidamente por um
mecanismo neurogénico envolvendo estimulacéo de fibras sensoriais aferentes
primarias nociceptivas. Neste sentido, o processo inflamatorio € fortemente
dependente da liberagdo de substéncia P, outras taquicininas e glutamato, por
ativacao direta das fibras pela formalina, ou indireta por intermédio da formagao
de bradicinina e liberacdo de histamina, serotonina e prostaglandinas por
fibroblastos, mastocitos, neutrofilos e plaquetas (Wheeler-Aceto et al., 1991;
Doak & Sawynok, 1997; Dunka et al., 1996; Damas & Liéglois, 1999; Beirith et
al., 2002). Além de causar edema, a formalina ainda induz respostas
nociceptivas declaradas que se distribuem em duas fases. A primeira fase
(também chamada de fase neurogénica) € atribuida a estimulagdo direta de
nociceptores periféricos que integram as fibras aferentes primarias do tipo C e
parte das do tipo Ad (Dubuisson & Dennis, 1977). A segunda fase (ou fase
inflamatdéria) € mais tardia e duradoura (Hunskaar & Hole, 1987), e é
decorrente dos mediadores mencionados anteriormente que, de forma conjunta
e/ou sinérgica, sensibilizam as vias nervosas periféricas e centrais de
conducéao dos sinais dolorosos (Fujimaki et al., 1992; Santos & Calixto, 1997;
Cao et al., 1998; Omote et al., 1998; Beirith et al., 2002). Ambas as fases da
resposta nociceptiva a formalina sdo separados por uma interfase quiescente,

cuja duracado e intensidade sdo determinadas pela ativagdo dos sistemas
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monoaminérgicos descendentes, inibitdrio e excitatorio, que modulam os sinais

nociceptivos ao nivel do corno dorsal da medula (Henry et al., 1999).

O edema de orelha induzido por aplicagéo tépica de éleo de croton (De
Young, 1989) envolve a ativagdo da fosfolipase A,, com consequente
biosintese de prostaglandinas e leucotrienos (Furstenberger et al., 1980;
Kondoh et al., 1980). O efeito edematogénico deste agente flogistico &
determinado pela presencga, no oleo, de ésteres de forbol que estimulam
diretamente proteinas quinase C, ativando as vias de sinalizagao celular por

elas controladas (Ingram et al., 1991; Colorado et al., 1991; Hara et al., 1992).

O edema de pata induzido pela injec&o i.pl. de CFA constitui um modelo
de resposta inflamatéria crbénica, que persiste por pelo menos 21 dias e
caracteriza-se pela infiltragdo massiva de células inflamatdrias, principalmente
de neutrdfilos (Larson et al., 1985) e a participacédo de cininas, principalmente
da bradicinina agindo em receptores B, (Ferreira et al., 2001). A resposta
inflamatoria ao CFA também inclui o surgimento de alodinia mecanica (um
componente da “dor inflamatéria”), que € mediada pela sensibilizagao local de
nociceptores e por mecanismos sistémicos (sensibilizagdo central) e imunes
(aumento de niveis plasmaticos de citocinas) (Samad et al., 2001). A
manifestacdo desta alodinia mecanica € dependente ainda da ativacdo de
receptores B4 por cininas (Perkins et al., 1993; Panesar et al., 1998; Burgess et
al., 2000), bem como do aumento de produgdo de NGF em resposta a
formagado de citocinas, como o TNF-a e a IL-1B (Safieh-Garabedian et al.,

1995; Woolf et al., 1997; Verri et al., 2006). Esta alteracdo nociceptiva causada
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pelo CFA esta associada, ainda, com um pronunciado aumento da expressao

de receptores TRPV1 (Endres-Becker et al., 2006).

Como péde ser apreciado nos cinco paragrafos precedentes, ha aspectos
coincidentes e outros que distinguem os mecanismos celulares subjacentes a
cada um dos modelos inflamatodrios utilizados para investigar as acgdes
antiinflamatorias do plumierideo. A partir deste ponto, procurar-se-a discutir
quais seriam os possiveis mecanismos pelos quais o plumierideo poderia estar
atuando, para causar seus potentes efeitos antiedematogénicos e anti-
nociceptivos. Neste processo, far-se-a referéncia aos efeitos do plumierideo
sobre o edema de orelha induzido por alguns mediadores inflamatorios
especificos em ratos, bem como suas propriedades analgésicas na
hipernocicep¢do causada por constricdo do nervo infraorbital nesta mesma

especie, um modelo de dor neuropatica orofacial (Vos et al., 1994).

A histamina e a serotonina, liberadas por mastécitos, poderiam ser
potenciais alvos para a acdo anti-inflamatéria do plumierideo, especialmente
pelo fato destes serem importantes mediadores da inflamagao induzida pela
dextrana (Nishida et al., 1979; Berstad, 1980; Lo et al., 1982; Moodley et al.,
1982; Van Wauve & Goosens, 1989; Gupta et al., 2005). Surpreendentemente,
porém, apesar de inibir muito bem o edema de pata causado por dextrana, o
plumierideo ndo afetou o edema de orelha causado por histamina ou
serotonina. Tais achados nao excluem, entretanto, a possibilidade do
plumierideo inibir processos de degranulacdo de mastocitos, pois a ativagéo

destas células acarreta liberagao de varios fatores pro-inflamatérios adicionais,
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como quimases, triptases e outras proteases, leucotrienos e citocinas (para

revisdo ver Ui et al., 2005).

A substancia P e outras taquicininas poderiam também constituir alvos
relevantes do plumierideo, uma vez que sao neurotransmissores liberados por
fibras aferentes nociceptivas primarias peptidérgicas que desempenham
importantes papéis pro-inflamatorios (Wheeler-Aceto et al., 1991; Dunka et al.,
1996; Doack & Sawynok, 1997) e nociceptivos (Fujimaki et al., 1992; Santos &
Calixto, 1997; Cao et al., 1998; Omote et al., 1998; Beirith et al., 2002). No
entanto, a demonstragcéo de que o plumierideo inibiu 0 edema de pata causado
por formalina, mas n&o o seu efeito nociceptivo, aliado a resisténcia do efeito
edematogénico da substancia P na orelha ao bloqueio pelo composto, parecem
descartar este peptideo como o alvo de acdo. De modo semelhante, o PAF
(fator de ativagdo de plaquetas) também causou edema de orelha que nao foi
bloqueado pelo plumierideo, embora este mediador contribua
significativamente para a resposta inflamatoria induzida por zimosano e alguns
outros agentes flogisticos. Estes resultados parecem descartar a hipotese de
que o bloqueio da liberagao e/ou acédo da histamina, serotonina, substancia P e
PAF, estejam envolvidos na mediagcdo dos efeitos anti-inflamatorios do

plumierideo.

A bradicinina € um mediador pré-inflamatério que participa em quase
todos os modelos nos quais a resposta inflamatéria mostrou-se sensivel a
inibicdo pelo plumierideo. Este peptideo claramente apresenta efeitos
edematogénicos e nociceptivos quando administrado em animais (Campos &

Calixto, 1994; Dray, 1997; Calixto et al., 2000; Blaukat et al., 2003; Ueno & Oh-
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Ishi, 2003; Wang et al., 2006; Campos et al., 2006). Além disso, o sistema de
cininas estd implicado no edema e dor provocados por varios agentes
flogisticos. Neste sentido, a capacidade do plumierideo em inibir o edema de
orelha induzido por bradicinina poderia sugerir que a bradicinina seja um dos
provaveis alvos da acgao anti-inflamatéria do composto. Embora essa
possibilidade ndo possa ainda ser inteiramente descartada, chamam a atencao
os relatos de que a nocicepgao declarada causada pela formalina (que é
resistente ao bloqueio pelo plumierideo) é inibida, pelo menos parcialmente,
por antagonistas de receptores By e B, para cininas ou pela delecdo génica
destes receptores (Correa & Calixto, 1993; Campos et al., 1995; Ueno & Oh-

ishi, 2002; Chichorro et al., 2004).

Por estarem profundamente implicados em diversos aspectos da resposta
inflamatdria, as vias de sintese de ou 0os mecanismos de sinalizacdo celular
controlados por mediadores derivados do acido araquiddnico constituem alvos
potencialmente atraentes para agdes do plumierideo. Especificamente, ha
inumeros exemplos de compostos derivados de plantas que apresentam
capacidade de inibir a atividade das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2)
(Jachak, 2006), as enzimas responsaveis pela geragao de prostanoides (Burian
& Geisslinger, 2005; Marnett & Rouzer, 2005). No presente trabalho, verificou-
se que a aplicagao tépica de plumierideo inibiu marcadamente o edema de
orelha induzido por acido araquidénico em camundongos, com eficacia
semelhante aquela exibida pelo naproxeno, um inibidor ndo seletivo de COX-
1/COX-2 (Wallace, 1999). O edema de orelha provocado pelo acido

araquidénico em camundongos desenvolve-se rapidamente e envolve,
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principalmente, a sintese de PGE; e TXA4 por agcdo de COX-1, bem como dos
leucotrienos C4, e D4 formados através da via de sintese controlada pela 5-
lipoxigenase (Opas et al., 1985; Inoue et al., 1988; Griswold et al., 1998).
Assim, a eficacia antiedematogénica do plumierideo neste modelo poderia
refletir uma atividade inibidora da COX-1. Porém, outras possibilidades, tais
como inibicdo da lipoxigenase ou interferéncia com as agbdes dos prostandides

el/ou leucotrienos pertinentes neste modelo, necessitariam ser investigadas.

O presente trabalho obteve ainda duas linhas de evidéncia que nao
sustentam a hipdétese de que o perfil anti-inflamatério do plumierideo seja
decorrente de uma acéo inibitéria sobre a COX. A primeira é constituida pelos
resultados obtidos com o composto sobre a hipernocicepc¢ao orofacial induzida
por constricdo do nervo infraorbital, em ratos. Neste modelo de dor neuropatica
(e de neuralgia trigemial), originalmente proposto por Vos et al. (1994), foi
verificado que a hipernocicepgédo a estimulagdo nociceptiva térmica (frio ou
calor) ou mecanica &€ completamente resistente a redugdo por um inibidor n&o
seletivo de COX-1 (indometacina) ou seletivo da COX-2 (celecoxib), e &€ pouco
sensivel a inibicdo pelo glicocorticoide dexametasona (Chichorro, 2006;
Chichorro et al., 2006). Entretanto, observou-se no presente trabalho que a
administragdo oral de plumierideo foi efetivo em reduzir, ainda que
transitoriamente, tanto a hipernocicepcéo ao frio quanto ao calor, embora tenha

se mostrado desprovido de efeito significativo contra a alodinia mecéanica.

A segunda linha de evidéncia a refutar a hipotese de uma agédo do
plumierideo sobre a COX advém da capacidade deste composto inibir de modo

pronunciado o edema de orelha causado pela PGE, em camundongos. Foi
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demonstrado recentemente que o edema causado pela PGE;, nesta espécie
envolve receptores do tipo EP3; acoplados a ativacdo da PKC e MAPKs
receptores TRPV1 possivelmente localizados em fibras aferentes primarias
(Claudino et al., 2006). A PGE,; € um importante mediador pro-inflamatorio e
hipernociceptivo, como demonstram muitos estudos sobre seus papéis em
muitos eventos do processo inflamatério, como a vasodilatacdo, eritema,
aumento da permeabilidade vascular e dor (Raud et al., 1990; James et al.,
2001; Harris et al., 2002). Neste sentido, ao menos no modelo do edema de
orelha causado pela PGE,, o plumierideo parece atuar ao nivel dos receptores
EP3; ou em algum ponto das vias de sinalizagdo celular controladas por eles

para causar a resposta edematogénica.

Como a anafilatoxina C5a, um integrante da cascata de complemento
ativada durante o processo inflamatorio, € um potente agente quimiotatico para
neutréfilos (Calhoum et al., 1987; Cruzzocrea et al.,, 1997) que participa
ativamente na promog¢ado do edema causado por zimosano (Calhoun et al.,
1987), investigou-se a sensibilidade do edema de orelha causada pelo C5a a
inibicdo pelo plumierideo. De fato, verificou-se que o composto foi capaz de
inibir de modo expressivo o efeito edematogénico do C5a, o que sugere que o
plumierideo possa talvez agir sobre o receptor para esta anafilatoxina, ou os

mecanismos de sinalizagcado subsequentes a sua ativacao.

Em resumo, o conjunto de resultados deste trabalho indicam que o
plumierideo apresenta potente atividade inibitéria sobre o desenvolvimento das
fases aguda e/ou cronica da resposta inflamatéria a diversos agentes

flogisticos, bem como apresenta atividade anti-hipernociceptiva em modelos de
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dor neuropatica e dor inflamatéria (induzida por CFA, mas nao por formalina).
Parte dos resultados sugere que estas agdes do plumierideo possam decorrer
de sua interferéncia com mecanismos de sinalizacdo celular mediadas por
bradicinina, PGE, e/ou C5a, bem como de potente efeito inibitério sobre
mecanismos de migracao de leucécitos. Entretanto, é evidente que os estudos
conduzidos até o momento sdo ainda insuficientes para esclarecer os
verdadeiros alvos de acdo do plumierideo. Considerando a excelente
biodisponibilidade exibida por este composto iridoide, sua elevada poténcia
anti-inflamatéria e a duragdo prolongada dos efeitos que produz, estudos
adicionais que venham a determinar seus mecanismos de agado (incluindo
possiveis agdes contra lipooxigenases e citocinas, entre outros) podem resultar
no desenvolvimento de uma alternativa terapéutica nova e importante para o

tratamento da inflamacéo e da dor.

Como consideragdes finais desta discussdo, julga-se importante
especular sobre outros dois potenciais mecanismos de acdo do plumierideo: os
receptores ativados por proteinases (PAR) e as fosfodiesterases. Receptores
PAR; estdo expressos na superficie de leucocitos, onde medeiam as
alteragdes funcionais que resultam no rolamento intravascular e aderéncia
endotelial dessas células induzidos pela trombina (Vergnolle et al., 2002). Ao
ativarem neutroéfilos, os receptores PAR4, aumentam a permeabilidade vascular
e liberam calicreinas, que, por sua vez, clivam cininogénios (encontrados na
superficie de neutrdfilos) para produzir cininas, como a bradicinina. Neste
sentido, antagonistas seletivos destes receptores s&do eficazes em inibir a

resposta inflamatodria induzida pela carragenina (Houles et al., 2005). Por outro
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lado, fosfodiesterases (PDE) sdo uma classe de isoenzimas responsaveis pela
hidrolise de nucleotideos ciclicos que atuam como mensageiros intracelulares
importantes e polivalentes. Especificamente, a PDE4 é expressa de forma
abundante por neutréfilos, macréfagos, eosindfilos e linfocitos T, participando
da resposta inflamatéria, inclusive da induzida pelo zimosano e antagonistas de
PDE4, como o rolipram, inibem tanto a nocicep¢gdo quanto o processo
inflamatorio (Huang et al., 2001; Jeon et al., 2005). Recentemente, Pieretti et al.
(2006) relataram que duas piridazinonas heterociclicas, que apresentam maior
seletividade que o rolipram em inibir a PDE4 (relativamente a PDEj),
apresentam marcada atividade anti-edematogénica no modelo de edema de
pata causado por zimosano sem, contudo apresentarem efeitos analgésicos no
modelo da formalina. Embora aquele trabalho nao tenha investigado a eficacia
destes compostos em inibir o edema da formalina, os efeitos descritos

assemelham-se muito ao perfil de agdo do plumierideo.
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

® A administracdo oral do composto plumierideo inibiu
significativamente a resposta inflamatéria induzida por carragenina
no modelo de edema de pata, tanto em ratos quanto em

camundongos;

® O composto plumierideo apresentou 6tima biodisponibilidade oral;

® De maneira similar, o plumierideo foi eficaz em inibir o edema de

pata causado por zimosano e dextrana;

A acao do plumierideo parece ser independente da regido corporal
inflamada, uma vez que inibiu também o edema de orelha, tanto em

ratos quanto em camundongos;

Além dos eventos vasculares caracteristicos de uma resposta
inflamatdria, como por exemplo, 0 aumento da permeabilidade
vascular, o plumierideo também foi eficaz em inibir a migragéo de

leucdcitos, principalmente de neutrdéfilos para o foco inflamatorio;

O plumierideo inibe o aumento da atividade da mieloperoxidase

induzido por carragenina na pata de camundongos;

O conjunto de resultados deste trabalho nos permite descartar a
hipétese de que o bloqueio da liberagdo e/ou acdo da histamina,
serotonina, substancia P e PAF, estejam envolvidos na mediacao

dos efeitos anti-inflamatérios do plumierideo;
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® Os resultados indicam também que o plumierideo apresenta
potente atividade inibitéria sobre o desenvolvimento da resposta
inflamatoria a diversos agentes flogisticos, bem como apresenta
atividade anti-hipernociceptiva em modelos de dor neuropatica e

dor inflamatéria (induzida por CFA, mas néo por formalina);

® Parte destes resultados sugerem que estas agdes do plumierideo
possam decorrer de sua interferéncia com mecanismos de
sinalizagao celular mediadas por bradicinina, PGE; e ou C5a, bem
como do potente efeito inibitério sobre mecanismos de migragao de

leucocitos;

Considerando a excelente biodisponibilidade exibida por este
composto iridéide, sua elevada poténcia anti-inflamatéria e a duragao
prolongada dos efeitos que produz, estudos adicionais que venham a
determinar seus mecanismos de acado (incluindo possiveis agdes
contra lipooxigenase e citocinas, entre outros) podem resultar no
desenvolvimento de uma alternativa terapéutica nova e importante para

o tratamento da inflamacéo e da dor.
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