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RESUMO

A planta medicinal Pterodon pubescens tem sido
tradicionalmente utilizada para tratamento de doencas reumaticas. O
presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil fitoquimico e o efeito
antinociceptivo do extrato etanolico dos frutos de Pterodon pubescens
(EEPp) em modelos de dor aguda e cronica, bem como investigar o
possivel mecanismo adjacente a este efeito em camundongos. Para a
realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Swiss
machos e fémeas adultos (25 a 35 g) com aproximadamente 2 meses de
idade. A analise fitoquimica do extrato evidenciou a presenca de
dezesseis compostos, sendo nove sesquiterpenos e sete diterpenos com
esqueleto vouacapano, boa quantidade de contetido fenélico com pouca
guantidade de flavonoides. O EEPp administrado 1 hora antes dos
experimentos por via intragastrica (3-300 mg/kg, i.g.), mimetizando a
via (oral) utilizada em seres humanos, promoveu reducéo da nocicepgédo
de origem neurogénica (12 fase) e inflamatoria (22 fase) induzida pela
injecdo intraplantar de formalina. O EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.)
também inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepc¢ao
induzida pela injecdo intraplantar ou intratecal de glutamato. Ademais, o
EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.) também inibiu a resposta nociceptiva
induzida pela injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos do tipo
ionotrépico (cainato e NMDA), e metabotrépico mGLUR 1 e 5 (pelo
agonista trans-ACPD), bem como de citocinas pré-inflamatorias (TNF-o
e IL-1P) e ativadores dos receptores de potencial transiente vaniloide-1
(TRPV1) e anquirina-1 (TRPAL), capsaicina e cinamaldeido,
respectivamente. O tratamento agudo ou prolongado com o EEPp
diminuiu a hiperalgesia mecéanica e térmica (calor e frio) causada pela
cirurgia de incisdo plantar (CIP — dor pds-operatéria), e pela ligadura
parcial do nervo isquiatico (LPNI — dor neuropatica); bem como a
hiperalgesia mecénica no modelo animal de sindrome da dor complexa
regional do tipo | (SDCR-I) induzida pela isquemia e reperfusdo da pata
(IRP), sem induzir efeito de tolerancia ou mesmo interferir na atividade
locomotora dos animais no teste do campo aberto. Finalmente, a
administracdo prolongada do EEPp durante 10 dias ndo promoveu
alteracBes macroscopicas nos 6rgdos vitais (figado, coracédo, baco, rins e
pulmdes), nem de indicadores bioquimicos de lesdo hepética (atividade
das enzimas AST, ALT e GGT) e renal (concentragBes séricas de
creatinina, uréia e acido Urico). Tomados em conjunto, os resultados do
presente estudo demonstram que o efeito antinociceptivo do EEPp se
deve, em parte, pelo antagonismo da sinalizacdo glutamatérgica,



reduzindo a ativacdo dos receptores de citocinas pro-inflamatérias e
canais TRPV1 e TRPAL. Assim, 0s resultados do presente estudo
suportam o uso popular da planta medicinal Pterodon pubescens por
indicar que o EEPp possui eficacia e relativa seguranca para o
tratamento da dor aguda e cronica. Além disto, este estudo agrega novas
evidéncias cientificas e destaca o0 potencial da planta medicinal
Pterodon pubescens no desenvolvimento de um fitoterapico.

Palavras-chave: Pterodon pubescens, dor pos-operatoria, sindrome da
dor complexa regional tipo |, dor neuropatica, glutamato, TRPAL,
TRPV1, camundongos.



ABSTRACT

The medicinal plant Pterodon pubescens has traditionally been
used to treat rheumatic diseases. The present study aimed to evaluate the
phytochemical profile and the analgesic effect of the ethanolic extract of
fruits of Pterodon pubescens (EEPp) in models of acute and chronic
pain in mice, as well as to investigate the possible mechanism
underlying this effect in mice. The experiments were conducted using 2-
month-old adult (25 to 35 g) male and female Swiss mice. The
phytochemical analysis of the extract showed the presence of sixteen
compounds: nine sesquiterpenes and seven diterpenes with vouacapan
skeleton, as well as a reasonable amount of phenolic content and a small
amount of flavonoids. The EEPp (3-300 mg/kg, i.g.) administered
intragastrically, mimicking the (oral) route used in humans, reduced the
neurogenic (first phase) and inflammatory (second phase) nociception
induced by intraplantar formalin injection. Moreover, the EEPp (30 and
300 mg/kg, i.g.) inhibited significantly, in a dose-dependent manner, the
nociception induced by intraplantar or intrathecal injection of glutamate.
Furthermore, EEPp (30 and 300 mg/kg, i.g.) also inhibited the
nociceptive response induced by intrathecal injection of ionotropic
(kainate and NMDA\) and metabotropic mGLUR 1 and 5 (trans-ACPD)
glutamate agonists, pro-inflammatory cytokines (TNF-o and IL- 1B), as
well as activators of transient receptor potential vanilloid-1 (TRPV1)
and ankyrin-1 (TRPA1), capsaicin and cinnamaldehyde, respectively.
The acute or long-term treatment with EEPp reduced mechanical and
thermal (heat and cold) hyperalgesia caused by plantar incision surgery
(postoperative pain), and by partial sciatic nerve ligation (neuropathic
pain), as well as mechanical hyperalgesia in an animal model of
complex regional pain syndrome type | induced by ischemia-reperfusion
injury in mouse paw, without inducing tolerance effect or even interfere
in locomotor activity of animals in open field test. Finally, the daily
administration of EEPp for 10 days did not cause changes in the
macroscopic observation of vital organs, such as liver, heart, spleen,
kidney and lung, as well as biochemical indicators of liver injury (AST,
ALT and GGT enzymes activities) and renal failure (serum creatinine,
urea and uric acid). Taken together, the results of this study show that
the antinociceptive effect of EEPp is due, in part, to antagonism of
glutamatergic signaling, reducing the activation of pro-inflammatory
cytokines receptors and TRPV1 and TRPAL channels. Thus, the results
of this study support the popular use of medicinal plant Pterodon
pubescens by indicating that the EEPp has efficacy and relative safety



for the treatment of acute and chronic pain. Moreover, this study adds
new scientific evidence and highlights the potential of medicinal plant
Pterodon pubescens in the development of a phytotherapic.

Keywords: Pterodon pubescens, postoperative pain, complex regional
pain syndrome, neuropathic pain, glutamate, TRPAL, TRPV1, mice.
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1 APRESENTACAO

O trabalho de pesquisa desta dissertagdo foi motivado por
observagOes feitas na Pastoral da Saude de Floriandpolis, durante dois
anos de estagio voluntario, onde a planta medicinal Pterodon pubescens,
conhecida popularmente como sucupira, se mostrou eficaz para o
tratamento de dores articulares crénicas, como gota, artrite reumatéide,
artrose, bursite, lombalgia e osteoporose. A Pastoral da Salde é uma das
Pastorais Sociais da Conferéncia Nacional dos Bispos do Brasil
(CNBB), com organizacdo civico-religiosa, sem fins lucrativos, de
atuacdo em &mbito nacional e de referéncia internacional, comprometida
em defender, preservar, cuidar e promover salde em todo o territorio
nacional.

Em 3 de maio de 2006, com a aprovacdo da portaria 971, da
Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
no Sistema Unico de Salde (SUS), foi instituida a Resolucio—
RDC10/2010, que regula o uso de varias plantas medicinais para
tratamento de satde no SUS, por ser um recurso eficaz, de baixo custo,
aceito culturalmente e de baixo risco. Estas medidas do Ministério da
Salde estimulam a reducdo dos gastos com medicamentos no setor
publico, além de incentivar a criacdo de véarios hortos medicinais,
chamados “Farmacias Vivas”, para auxilio no tratamento de satide em
comunidades carentes. Este papel vem sendo desenvolvido no Brasil,
principalmente pelas Pastorais da Saude.

A Arquidiocese de Florianopolis, junto a Pastoral da Saude, ha
inimeros projetos voltados para a fitoterapia. Um destes projetos, uma
“Farmécia Viva” para o atendimento da comunidade carente local, foi
desenvolvido pela Associacdo Vida Verde, a primeira sucursal da
Pastoral da Salde de Floriandpolis, atuante desde 06/12/1995 na
Paréquia Sao Francisco Xavier, localizada no bairro Monte Verde. Com
0 apoio da igreja e dos médicos do posto de salde do bairro, o suporte
dos professores César Simionato e Alesio dos Passos, e 0 auxilio de
colaboradoras voluntarias, tanto da comunidade quanto de diversos
cursos de graduacdo da area da salde, a Pastoral da Salde de
Floriandpolis busca resgatar e valorizar a sabedoria popular,
fortalecendo o uso adequado das plantas medicinais e auxiliando a
comunidade no processo de educacdo em saude. Além disso, na
“Farmacia Viva” da Pastoral da Saude de Florianopolis € possivel
encontrar uma grande variedade de produtos naturais produzidos de
forma artesanal por suas colaboradoras, como tinturas, pomadas, cremes
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e géis, sabGes e shampoos, xaropes, multimistura (suplementacédo
alimentar) e 6leo para dor de ouvido.

Desse modo, este trabalho desenvolvido no Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamacdo (LANDI), no Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina vem contribuir,
valorizar e dar embasamento cientifico ao uso popular da planta
medicinal Pterodon pubescens no tratamento de dor cronica, feito
empiricamente no Brasil ha anos.



31

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DOR E NOCICEPCAO

O organismo possui diversos sistemas responsaveis pelo controle
da homeostasia, dentre eles a dor tem papel de destaque, pois atua como
um mecanismo de alerta do organismo, “informando” que algo pode
ameacar o bem-estar do individuo, retendo atencdo do mesmo até que a
sua causa seja identificada e controlada (WALL, 1999). Neste sentido, a
dor é um parametro clinico importante para a deteccdo e avaliacdo de
diversas doencas nos seres humanos.

A dor foi definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da
Dor como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada com a lesdo tecidual real ou potencial ou descrita em termos
de tal lesdo” (LOESER; TREEDE, 2008). Entretanto, sua percepgéo é
complexa e ndo envolve apenas a transducdo de um estimulo nocivo,
mas também processos emocionais e cognitivos no cérebro humano
(JULIUS; BASBAUM, 2001). Assim, pode-se dizer que a dor é
influenciada por fatores tanto fisiol6gicos quanto psicol6gicos e, por
isso, em animais a avaliacdo é indireta, sendo verificado apenas o
componente fisioldgico da dor, denominado nocicepgdo (Tjglsen; Hole,
1997). No entanto, tornou-se uma convengdo o uso do termo “dor” para
humanos e animais.

A recepcdo do estimulo nociceptivo em nivel periférico se da por
estruturas especificas situadas na camada mais superficial da pele
(epiderme) e sdo chamadas de terminacGes nervosas livres, das fibras
sensoriais, denominadas nociceptores. Os nociceptores estdo localizados
na por¢do terminal dos neurbnios aferentes que estdo amplamente
distribuidos na pele, vasos sanguineos, musculos, articulacdes e
visceras. Porém a maioria das informacdes nociceptivas vindas da
periferia ao SNC ¢ fornecida pela pele, pois a maior parte dos
nociceptores estd distribuida neste tecido. Assim, a pele atua como
barreira corpérea a estimulos externos (KANDEL; SCHWARTZ;
JESSEL, 2003).

As fibras que estdo relacionadas com a deteccdo de estimulos
nocivos sdo do tipo Ad e C, pouco ou ndo mielinizadas e de menor
didmetro, enquanto que as fibras do tipo Aa e AP, mielinizadas e de
maior diametro, sdo responsaveis pela deteccdo de estimulos mecénicos
indcuos, estando relacionadas ao tato e propriocepcdo (Fig. 1A-B). Os
nociceptores sdo receptores sensiveis a diferentes estimulos de carater
nocivo que incluem os térmicos, mecénicos ou quimicos. No entanto, a
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sinalizacdo quimica é provavelmente a mais comum e a que apresenta
diversas formas de geracdo de sinal nos neur6nios sensoriais (BESSON;
CHAOUCH, 1987; DRAY, 1997; BESSON, 1999; MILLAN, 1999;
KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003).

Figural - Fibras sensoriais aferentes primarias e suas caracteristicas.

®
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Diferentes tipos de fibras sensoriais detectam diferentes tipos de estimulos.
Enquanto as fibras mielinizadas e de maior didmetro (fibras Aa e AP) sdo
responsaveis pela deteccdo de estimulos ndo nocivos, as fibras de menor
didmetro, pouco ou ndo mielinizadas (fibras A3 e C, respectivamente) sdo
responsaveis pela detecgdo de estimulos nocivos (A). A velocidade de condugéo
esta relacionada ao didmetro da fibra (B), sendo as fibras do tipo Ad
responsaveis pela resposta rapida e as fibras do tipo C responsaveis pela
resposta lenta. Fonte: Adaptado de Julius e Basbaum (2001).

Em termos de duragdo, um episédio de dor pode ser agudo ou
cronico. Na dor aguda, ocorre ativacdo dos nociceptores em resposta a
gualquer lesdo tecidual. Se persistir mais que alguns dias ou semanas,
entdo passa a ser considerada como dor cronica. (LOESER;
MELZACK, 1999). As fibras Ad possuem didmetro médio, sdo
mielinizadas e responsaveis pela deteccdo de estimulos associados a dor
aguda (Fig. 1B). S&o ainda subdividas em Tipo I, as quais respondem
tanto a estimulos quimicos quanto mecanicos, com limiar de ativacdo
térmico elevado (>50°C), e Tipo I, as quais apresentam menor limiar de
ativagdo térmico (<43°C), porém elevado limiar de ativacdo mecanica.
Ja as fibras do tipo C, possuem pequeno diametro e ndo sdo
mielinizadas, também s&o polimodais, ou seja, respondem tanto a



33

estimulos térmicos quanto mecanicos e quimicos, porém apresentam
uma menor velocidade de conducdo e estdo associadas a dor secundaria,
lenta e difusa (Fig. 1B), geralmente associada a quadros de dor cronica
(MILLAN, 1999; JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al.,
2009).

O corno posterior da medula espinal funciona como uma estacao
de controle da transmissdo nociceptiva. Nesta regido, os neurbnios
sensoriais primarios liberam mediadores como glutamato e substancia P,
transmitindo o sinal nociceptivo a neurdnios de segunda ordem (ou
neurbnios sensoriais secundarios), que por sua vez formam vias
ascendentes que transmitem a informag&o a centros supraespinais, como
o talamo e o coértex, onde ocorre a localizacdo e a percepcdo da dor
(MILLAN, 2002). As principais vias ascendentes da informacédo
nociceptiva sdo o0s tratos  espinotaldmico,  espinoreticular,
espinomesencefalico, cervicotalamico e espino-hipotalamico, sendo os
trés primeiros os maiores (Fig. 2 A-C).

Figura2 — Principais vias ascendentes da transmissdo nociceptiva.

@ Trato espinotalamico Trato espinorreticular @ Trato espinomesencefalico

Cértex )
somatossensorial

Cértex
somatossensorial

Formagao
reticular do
mesencéfalo

Talamo

Substancia cinzenta
periaquedutal

Formagao reticular
'da ponte

Ponte

Representagdo das trés maiores vias ascendentes que transmitem informagoes
nociceptivas da medula espinal até centros superiores. O trato espinotalamico é
a mais proeminente via nociceptiva ascendente na medula espinal. Fonte:
adaptado de Kandel, Schwartz e Jessel (2003).
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No cortex essa informacdo conduz a percepcdo da dor e,
consequentemente elabora uma resposta que pode ser retransmitida a
medula espinal por meio de vias motoras descendentes (KANDEL,;
SCHWARTZ; JESSEL, 2003). O mecanismo descendente pode modular
(aumentando ou diminuindo) a nocicep¢do por interacdo com varios
elementos neuronais no corno posterior, tais como os proprios terminais
das fibras aferentes primarias, neur6nios de proje¢do, interneurénios
excitatorios ou inibitorios e terminais de outras vias descendentes (Fig.
3). Ainda, outros neurdnios de projecdo envolvem o cértex cingulado e
0 insular, via conexdes no tronco encefalico (nicleo parabraquial) e
amigdala, que contribuem para o componente afetivo da experiéncia
dolorosa (Fig. 3). Desta forma, o sistema descendente pode exercer tanto
acles estimulatdrias quanto inibitorias sobre a percepcdo de estimulos
dolorosos, aumentando ou diminuindo a sensacdo de dor. Os
mecanismos que regulam o controle descendente inibitério atenuam a
liberacdo de mediadores pré-nociceptivos (a¢des pré-sinapticas) e, direta
ou indiretamente (via interneurdnios inibitérios), suprimem a excitacdo
dos neurbnios de projecdo (agBes pds-sinapticas) (MILLAN, 1999;
2002).

O mecanismo descendente inibitério (Fig. 3) depende do
envolvimento de outros neurotransmissores, e dentre as principais vias
de controle da dor destacam-se as vias noradrenérgica, serotonérgica,
dopaminérgica, opididérgica, canabinoidérgica e adenosinérgica, sendo
gue um mesmo neurotransmissor pode exercer tanto agfes inibitdrias
guanto estimulatérias, dependendo do local onde é liberado e do tipo de
receptor que ird interagir (MILLAN, 2002).

Da mesma forma que a dor aguda, a dor crbnica também ¢é
causada por lesdo ou patologia, podendo permanecer mesmo depois da
recuperacdo do individuo (LOESER; MELZACK, 1999). No entanto,
guando ocorre um significativo dano tecidual, a dor é geralmente mais
persistente e acompanhada de inflamacdo. Nestas circunstancias,
geralmente ocorre um quadro de hipersensibilidade causado pela
ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores periféricos por mediadores
guimicos produzidos pela lesdo tecidual e pela inflamacdo (DRAY,
1997). Dentre os problemas que comumente ocorrem em pacientes que
apresentam dor com quadros de hipersensibilidade, pode-se citar a
hiperalgesia (resposta aumentada a estimulos nocivos) e a alodinia
(resposta dolorosa a estimulago indcua) (MILLAN, 1999).
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Figura3—  Anatomia da via da dor.
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(1) Nociceptores aferentes primarios conduzem informagdes nocivas para 0s
neurdnios de projecdo dentro do corno posterior da medula espinal (2). A
informagdo é transmitida para o tadlamo (3) e posteriormente ao cortex
somatossensorial (4), fornecendo informacBGes sobre a localizacdo e a
intensidade do estimulo doloroso. Esta informagdo ascendente também acessa
neurdnios do bulbo e da substancia cinzenta periaquedutal do mesencéfalo que
envolve os sistemas de retroalimentacdo descendente que regulam a saida do
neurotransmissor da medula espinal (5). Fonte: adaptado de Basbaum e
colaboradores (2009).

Além disso, uma excitabilidade anormal causada por inflamacéo
ou lesdo neuronal, normalmente pode decorrer do aumento da expressao
ou da ativacdo de receptores (exemplo: receptores para glutamato e/ou
receptores de potencial transiente — TRPs). Sendo assim, substancias
capazes de causar modificacdes seletivas destes processos podem dar
origem a novos agentes analgésicos e anti-inflamatdrios (PARSONS,
2001; BLEICH et al.,, 2003; MORAN et al.,, 2011; ANDRADE;
MEOTTI; CALIXTO, 2012; PREMKUMAR; ABOQJ, 2013).
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2.2 NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA

Dentre os mediadores nociceptivos, destaca-se o aminoacido
excitatorio glutamato (Fig. 4), sendo este extremamente importante por
ser o neurotransmissor mais abundante do sistema nervoso central
(SNC). O glutamato pode ser encontrado no encéfalo (incluindo
estruturas ligadas a nocicepgdo), na medula espinal e periferia. Sua
liberacdo ocorre em resposta a estimulos nociceptivos seguidos ou ndo
de leséo tecidual (MILLER et al., 1988; SLUKA, WILLIS, 1998).

O glutamato ativa receptores glutamatérgicos ionotrépicos
(iGIuR), dos quais incluem os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA),
alfa-amino-3-hidroxi-metilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato, e
receptores glutamatérgicos metabotrépicos (mGIuR), que sdo acoplados
a proteina G (Fig. 4) (HUDSPITH, 1997; GOUDET et al., 2009).

Figura4 — Receptores glutamatérgicos.

RECEPTORES GLUTAMATERGICOS RECEPTORES GLUTAMATERGICOS
IONOTROPICOS METABOTROPICOS
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O glutamato pode ativar tanto receptores glutamatérgicos ionotropicos
(iIGLUR), NMDA, AMPA e/ou cainato, quanto receptores glutamatérgicos
metabotrépicos (MGIUR), que séo acoplados a proteina G. Fonte: adaptado de
Salt (2014).
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Os receptores ionotropicos sdo canais idnicos que, quando o
NMDA é ativado, permite o influxo de Ca*", e quando AMPA e cainato
sdo ativados, permeiam principalmente o influxo de Na* e K* (Fig. 4).
Os receptores AMPA e cainato sdo normalmente denominados ndo-
NMDA e considerados como a mesma entidade (AMPA/cainato), ja que
biofisicamente sdo indistinguiveis (Fig. 4) (OZAWA, KAMIYA,
TSUZUKI, 1998; YOUN, GERBER, SATHER, 2013).

A estimulacdo de fibras aferentes primarias promove a liberacdo
de glutamato, que desencadeia potenciais sinapticos rapidos nos
neurdnios do corno posterior da medula espinal por meio da ativacdo de
receptores ionotropicos do tipo AMPA e NMDA. Agindo sobre os
receptores do tipo AMPA, o glutamato é responsavel pela transmissédo
sinaptica rapida na primeira sinapse do corno posterior. Quando este
neurotransmissor interage com os receptores do tipo NMDA ocorre uma
resposta mais lenta (OZAWA, KAMIYA, TSUZUKI, 1998; BRENNER
et al., 2004; KOHNO et al., 2008; YOUN, GERBER, SATHER, 2013).

A modulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica € realizada por
células gliais (astrocitos) por meio de transportadores de aminoacidos
excitatorios (EAATS), que atuam captando o excesso de glutamato da
fenda sindptica, controlando assim, a excitabilidade neuronal. O
glutamato liberado é convertido em glutamina, que é transportada de
volta aos neurdnios pré-sinapticos e, entdo, reconvertida em glutamato
(Fig. 5). Em processos de dor crdnica, a estimulacdo continua e a
liberacdo sustentada de glutamato podem resultar no desenvolvimento
de um estado de hiperexcitabilidade de neur6nios nociceptivos, que se
manifesta  clinicamente como hiperalgesia e a alodinia
(GANGADHARAN; KUNER, 2013).

Farmacos capazes de antagonizar receptores glutamatérgicos
(Fig. 5) constituem um alvo terapéutico em potencial para o controle da
dor em vaérias espécies de mamiferos, incluindo os humanos (LUTFY et
al., 1997; FERREIRA, SANTOS, CALIXTO, 1999; BLEICH et al.,
2003; SHIMADA et al., 2013; YOUN, GERBER, SATHER, 2013).
Neste sentido, a modulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica vem se
destacando na promogdo do efeito antinociceptivo de diversos
terpenoides e extratos de plantas. Como exemplo, podemos citar o (-)-
linalol, um monoterpeno, o qual promove um acentuado -efeito
antinociceptivo contra a nocicep¢do induzida por glutamato em
camundongos (BATISTA et al., 2008). Outro estudo demonstra que o
triterpeno 3B, 6P, 16P-trihidroxilup-20 (29)-eno apresenta agéo
antinociceptiva, envolvendo receptores ionotropico (NMDA) e
metabotropico (LONGHI-BALBINOT et al., 2009).
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Figura5— O ciclo de glutamato-glutamina.
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Esta via constitui uma forma de “reciclagem” do neurotransmissor glutamato. O
glutamato é langado a partir de um terminal nervoso pré-sinptico por exocitose,
processo ATP/Ca’'/dependente (1), e recolhido por transportadores de
glutamato (EAAT) presentes em células gliais (2). No astrdcito glutamina
sintetase desintoxica glutamato, convertendo-o a glutamina (GLn) num processo
dependente de ATP (3). A glutamina € subsequentemente liberada a partir das
células da glia, por meio do transportador de glutamina e retomada pelos
neurdnios por meio de outro transportador de glutamina (4). Nos neurénios pré-
sindpticos enzima glutaminase converte glutamina de volta ao glutamato (5). As
vesiculas sinapticas sdo conduzidas com glutamato através do citosol por meio
de um transportador de glutamato vesicular (vGLUT) (6) até a membrana pré-
sinaptica, onde sofrerem exocitose (7) para novamente liberar glutamato na
fenda sinéptica. Fonte: adaptado de Popoli e colaboradores (2012).

Célula glial
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2.3 RECEPTORES DE POTENCIAL TRANSITORIO — TRPS

Os receptores de potencial transitério (TRPs, do inglés: transient
receptors potential) constituem uma das maiores familias de canais
ibnicos. Eles desempenham importante funcdo na transducdo sensorial,
agindo como sensores fisioldgicos a estimulos externos, sejam estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos (BREDERSON; KYM; SZALLASI,
2013). Embora apresentem similaridade estrutural e na permeabilidade a
cations, os canais TRPs sdo altamente diferenciados uns dos outros, pela
seletividade de ions, modos de ativacdo e funcéo fisioldgica. Ademais,
os canais TRP além de desempenharem varias funcbes aferentes
(transdugdo de estimulos quimicos, mecénicos e térmicos), também
estdo envolvidos em fungdes eferentes, como por exemplo, controle do
crescimento, diferenciacdo celular, termorregulacdo, vasoregulacdo e
liberacdo de mediadores (WU; SWEET; CLAPHAM, 2010).

A familia TRPs possui ampla distribuicdo tecidual e a maioria das
células do organismo pode expressar pelo menos um membro da familia
(LEVINE, ALESSANDRI-HABER, 2007; WATANABE et al., 2008).
Além disso, estes sdo subdivididos em seis familias distintas (Fig. 6),
baseado na sequéncia de aminoacidos, que incluem os receptores de
anquirinas (TRPAs), os receptores vaniloides (TRPVs, 1-6), 0s
receptores candnicos (TRPCs, 1-7), os receptores de melastatina
(TRPMs, 1-8), os receptores de mucolipinas (TRPMLs, 1-3) e o0s
receptores de policistinas (TRPPs, 1-3) (LEVINE, ALESSANDRI-
HABER, 2007; NILIUS et al., 2007). Alguns estudos também
mencionam a subfamilia TRPN (NOMP, do inglés No
mechanopotential), um canal sensivel ao estimulo mecanico, porém
atualmente, informagfes disponiveis sobre 0 genoma indicam que 0s
mamiferos ndo tém ort6logos (similaridade gendmica) para TRPN
(WALKER, WILLINGHAM, ZUKER, 2000; NILIUS et al., 2007).

Dentre os diversos tipos de transdutores da informacéao
nociceptiva, membros da familia de TRPs (Fig. 6) tém sido descritos
como importantes moduladores na transducdo e na sensibilizacdo em
neurbnios sensoriais aferentes primarios. Dentre estes destacam-se o
receptor de potencial transiente vaniléide-1 (TRPV1) e o receptor de
potencial transitério anquirina subtipo 1 (TRPAL), que estdo envolvidos
na hipersensibilidade mecénica e térmica (ao calor e ao frio,
respectivamente), presentes nos estados cronicos de dor (Fig. 6 e 7)
(CORTRIGHT, KRAUSE, BROOM, 2007; BASBAUM et al., 2009;
STUCKY et al., 2009; GANGADHARAN, KUNER, 2013).
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Figura6 — Representacdo esquematica dos onze termo-TRPs de
mamiferos, indicando a sensibilidade a temperatura de cada um.
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Nos mamiferos, uma classe de canais ifnicos capazes de detectar grande
variedade de temperaturas (de 0 a 60 °C), tem sido descritos. Estas maquinas
termodindmicas moleculares chamadas termo Receptor Potencial Transiente
(termo-TRP) estdo distribuidos pelas diferentes subfamilias de canal TRP com
membros na subfamilia TRPM (melastatina), onde TRPM2, TRPM3, TRPM4 e
TRPMS5 sdo ativados por calor, enquanto TRPM8 é ativado pelo frio. O TRPV
(vaniléide) uma subfamilia que contém quatro canais termo-TRP (TRPV1L,
TRPV2, TRPV3 e TRPV4), que séo ativados pelo calor, e TRPAL (ankirina)
canal que é ativado por frio nocivo. Mais recentemente, um membro do TRPC
(candnica) subfamilia, TRPCS5, foi identificado como um receptor de frio no
intervalo de temperaturas de 37 a 25 °C. Fonte: Pertusa e colaboradores (2012).

2.3.1 O papel dos canais TRPV1

A familia TRPV consiste de seis membros (TRPV1 a TRPV-6)
(Fig. 6) (JORDT; JULIUS, 2002). O receptor de potencial transiente
vaniloide-1 (TRPV1) foi clonado em 1997 (CATERINA et al., 1997),
sendo previamente conhecido por receptor vaniléide tipo 1 (VR1) ou
como receptor de capsaicina (SZOLCSANYI, 2004). Os TRPV1 sdo
canais de cations ndo-seletivos, com alta permeabilidade ao Ca®* (Fig.
7), expressos nos terminais centrais e periféricos de neurdnios sensoriais
de pequeno diametro, principalmente as fibras do tipo C (pequeno
didmetro), e em terminais de fibras aferentes que se projetam para as
laminas superficiais do corno posterior da melula espinal,
principalmente nas laminas | e Il (CATERINA et al., 1997;
TOMINAGA et al., 1998; PREMKUMAR, ABOQJ, 2013). Estes canais
podem também ter sua atividade potencializada por agentes pro-
inflamatérios (Fig. 7) e sensibilizados por ATP, bradicinina, glutamato,
histamina, serotonina e fatores tréficos como o fator de crescimento do
nervo (NGF) e o fator neurotréfico derivado da glia (GDNF)
(PREMKUMAR; ABOOJ, 2013).
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Figura7 - A ativacdo e sensibilizacdo de canais idnicos TRPs em
neurdnios sensoriais apos lesao.
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TRPAL e TRPV1 sdo ativados e sensibilizados através de receptores acoplados
a proteina G que ativam a fosfolipase C durante o processo inflamatério,
incluindo os receptores de histamina, bradicinina, prostaglandinas, proteases, e
fator de crescimento do nervo. Ca®* intracelular é crucial para a ativagio de
TRPAL, mobilizado através da liberacdo dos estoques intracelulares ou através
da abertura de canais TRPAL, ou, possivelmente, TRPV1. A fosforilagéo pela
da proteina cinase C (PKC) e outras cinases também afeta a atividade do canal
TRP durante a inflamago. Niveis aumentados de Ca** desencadeiam a liberagdo
de neuropeptideos pro-inflamatorios, tais como, a SP (substancia P) e CGRP
(peptideo relacionado ao gene da calcitonina). Significado das abreviagdes e
siglas da Figura 7: IP; (inositol trifosfato); PIP, (fosfatidilinositol bifosfato);
DAG (diacilglicerol); GPCR (receptor acoplado a proteina G); P (fosfato); Ca**
(ion célcio); H* (hidrogénio); Na® (ion sodio); RE (reticulo endoplasmético);
PLC (fosfolipase C); PKC (proteina quinase C). Fonte: Adaptado de Bessac e
colaboradores (2008).

Na captacdo de estimulos nociceptivos os receptores TRPV1
estdo envolvidos na transducdo de estimulos térmicos e quimicos
associados a diversas substancias além da capsaicina como, por
exemplo, a resinoferatoxina, forbol-12-miristato13-acetato, produtos da
via lipoxigenase, leucotrieno B4, Forbol-12-fenilacetato 13-acetato 20-
homovanilato. (CATERINA et al.,, 1997; GREEN; HAYES, 2004).
Ademais, estes receptores podem ser ativados por fatores alterados no
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microambiente neuronal, como o calor (temperatura acima de 43 °C)
(Fig. 6 e 7) elou pH abaixo de 53 (CATERINA et al., 1997;
CATERINA et al., 1999), e por estresse mecanico da membrana celular
(LIEDTKE, 2007).

O controle da producédo dos ligantes endégenos do TRPV1 ainda
ndo estd completamente elucidado, mas estudos tém demonstrado que
em sitios pré-sindpticos, o TRPV1 pode modular liberacdo de
neurotransmissores, como o glutamato (MARINELLI et al., 2002).

2.3.2 O papel dos canais TRPA1

O TRPAL1 foi descrito anteriormente como ANKTML1 (do inglés,
Ankyrin-like Protein with Transmembrane Domains) (JAQUEMAR,
SCHENKER, TRUEB, 1999; STORY et al., 2003) e é o Gnico membro
da subfamilia das anquirinas encontrado em mamiferos. Além disso,
estes receptores sdo canais de cations ndo seletivos, altamente
permedveis ao Ca** (Fig. 7) e sdo ativados por estimulos mecanicos e
térmicos (abaixo de 17°C), principalmente o frio nocivo (Fig. 6 e 7)
(STORY et al.,, 2003; DEL CAMINO et al., 2010), e por diversos
produtos quimicos que incluem: cinamaldeido (proveniente da canela)
(Fig. 7), alicina (proveniente do alho), isotiocianato de alila (proveniente
do dleo de mostarda), tetrahidrocanabinol, bradicinina (via receptor B2),
formalina (um produto quimico que é comumente usado para induzir dor
experimental e é também um irritante respiratério perigoso) e icilina
(um composto sintético que produz sensacgdo de frio extremo). Quando
eles sdo aplicados topicamente, muitos destes compostos causam dor em
seres humanos (FANGER, DEL CAMINO, MORAN, 2010; MORAN et
al., 2011). Adicionalmente, o TRPA1l também ¢é ativado por varios
compostos enddgenos e produtos do estresse oxidativo (por exemplo, 4-
hidroxinonenal, peroxido de hidrogénio e ainda por prostaglandinas do
tipo ciclopentenona, como a 15-deoxi-prostaglandina J2 (15d-PGJ2) que
sdo liberados apds dano tecidual seguido de inflamagdo. Além disso,
eles também podem ndo so ativar diretamente 0 TRPA1 como podem
induzir comportamentos de dor em camundongos (TREVISANI et al.,
2007; BESSAC et al., 2008; CRUZ-ORENGO et al., 2008; MORAN et
al., 2011).

A maioria das fibras do tipo C e A3 que expressam TRPAI
também expressam TRPV1, demonstrando uma possivel interacdo
funcional. Além dos neurdnios do ganglio sensorial do nervo espinal, 0s
canais TRPA1 também sdo expressos no trato gastrointestinal, bexiga
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urindria, coracdo e células imunes (STORY et al., 2003; KOBAYASHI
etal., 2005; ANDRADE, MEOTTI, CALIXTO, 2012).

Nos mamiferos, 0 TRPAL é amplamente expresso em neurdnios
sensoriais primarios que medeiam 0 processo somatossensorial e a
transmissdo nociceptiva. Estudos tém descrito o papel de antagonistas
TRPAL no tratamento da dor inflamatdria e neuropéatica (descrita no
item 2.6) (EID et al., 2008; ANDRADE, MEOTTI, CALIXTO, 2012;
NATIVI et al., 2013; TAKAISHI et al., 2013).

24 ESPE(}IES REATIVAS DE OXIGENIO E SEUS EFEITOS
BIOLOGICOS

A reducdo do oxigénio a agua fornece a energia que permite a
impressionante complexidade dos organismos superiores. Entretanto,
este processo gera subprodutos altamente reativos, chamados de
espécies reativas de oxigénio (EROs), que incluem radicais livres e
espécies ndo radicalares. A geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) podem ocorrer por diversas formas, por exemplo, nas reacfes de
reducdo-oxidacdo (redox) que ocorrem durante 0S processos
metabdlicos normais, como a respiracdo (Fig. 8), onde a maior parte do
oxigénio consumido é reduzido & &gua na mitocondria, mas
aproximadamente 5% do oxigénio sofre reducdo incompleta, produzindo
a ERO conhecida como radical superdxido (O,"). A partir deste, uma
série de reagBes ocorre gerando compostos com capacidades reativas
diferentes, que podem reagir de forma especifica com algumas
moléculas, como o peroxido de hidrogénio (H,O,), uma molécula ndo
radicalar. Porém, o mais reativo e danoso dos radicais livres formados, é
o radical hidroxil ‘OH, que reage de forma inespecifica com inimeras
moléculas (Fig. 8) (ELSBACH, WEISS, 1983; ROBBINS et al., 2000;
HALLIWELL, BARRY, 2006; FRIDOVICH, 2013).

Além disso, os radicais livres podem ainda ser formados por
reacdes quimicas envolvendo espécies reativas de nitrogénio (ERN), de
enxofre, pelas reacfes enzimaticas da ciclooxigenase, lipoxigenase e
aldeido oxidase, pelas reacGes catalisadas por metais de transicdo como
o ferro e o cobre, entre outras. Ademais outras situagdes também podem
gerar EROs, como: na absorcdo de energia radiante (p. ex., luz
ultravioleta, raios-X), pois a radiagdo ionizante pode hidrolizar a 4gua
em radicais livres hidroxil (OH) e hidrogénio (H); no metabolismo
enzimatico de substancias quimicas exdgenas ou drogas (p.ex.,
tetracloreto de carbono); na presenca de metais de transi¢do (p.ex., ferro
e cobre) que catalisam a formacdo de radicais livres; na presenca de
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oxido nitrico (NO), um mediador quimico importante, que pode atuar
como radical livre e também ser convertido em outras formas altamente
reativas, como peroxinitrito (THOMAS et al., 1998; ROBBINS,
COTRAN, KUMAR, 2000).

Figura8 — Formacdo de espécies reativas de oxigénio e mecanismos
antioxidantes nos sistemas bioldgicos.
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O O, é convertido em superéxido (O,”) por enzimas oxidativas no reticulo
endoplasmatico, mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomas e citosol. O
O, é convertido em H,0, por dismutagéo e, dai, em OH’ pela reacdo de Fenton
catalisada por Cu?/Fe**. O H,0, também é derivado diretamente de oxidases
nos peroxissomas. Outra ERO potencialmente lesiva ndo é mostrada: o oxigénio
singleto. A resultante lesdo por radicais livres dos lipidios (peroxidacéo),
proteinas e DNA acarreta varias formas de lesdo celular. O superoxido catalisa a
reducdo do Fe*" em Fe?*, aumentando assim a geracdo de OH’ pela reagdo de
Fenton. As principais enzimas antioxidantes sdo a superoxido-dismutase,
catalase e glutationa-peroxidase. GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa
oxidada; NADPH, forma reduzida de fosfato de dinucleotidio de adenina
nicotinamida. Fonte: adaptado de Robbins, Cotran e Kumar (2000).
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O conjunto de condigdes intra e extracelulares que leva ao
desequilibrio redox, com a geracdo exacerbada de EROs e/ou
consequente diminuicdo dos agentes antioxidantes, € denominado de
estresse oxidativo, e pode ocasionar dano a proteinas, lipidios e ao acido
desoxirribonucleico (DNA) (DAROGLU et al., 2002; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007; RAO, 2009). Para contrapor os efeitos das
EROs, o organismo dispde de diversos mecanismos de defesa
antioxidante, sendo a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx) e a
superoxido dismutase (SOD), as principais enzimas que neutralizam ou
reduzem a acdo das EROs, (Fig. 8). As vitaminas A e E, o &cido
ascorbico (vitamina C), a glutationa (GSH), os oligoelementos (zinco,
cobre, selénio etc), os flavonoides e outros compostos fendlicos
(derivados de plantas) também atuam captando radicais livres
(MCCORD, FRIDOVICH, 1969; SIES, 1993; HALLIWELL, BARRY,
2006). Além disso, estda bem estabelecido que as atividades
antioxidantes obtidas de determinados extratos de plantas sdo também
atribuidas a sua capacidade de quelar ions de metais de transicdo, tais
como, o Fe®* e o cobre. O ferro e o cobre séo téxicos ao tecido animal,
pois ambos podem catalisar a formacéo do radical hidroxil (OH) e este,
por sua vez, desencadeia a peroxidacdo lipidica, causando danos
celulares (Fig. 8) (ROBBINS et al., 2000; SHARPE et al., 2011; MA et
al., 2012).

O excesso de ferro no organismo esta relacionado com diversas
doengas tromboticas. A hemocromatose e f-talassemia sdo doencas bem
descritas a este respeito (ROBBINS et al., 2000; CAPPELLINI et al.,
2006; FRANCHINI, 2006; ALLEN et al., 2008). Estudos recentes
mostram que pacientes com hemocromatose ou hiperferritinemia séo
acometidos por profundas mudangas morfoldgicas nos eritrcitos e nas
redes de fibrina. Assim, o tratamento com agentes quelantes de ferro,
como o desferal e o clioquinol, ou com agentes de captura de radicais
livres, como o salicilato e o selenito (que também podem agir quelando
o ferro) é capaz de normalizar estas alteracbes (PRETORIUS et al.,
2014). Ademais, Trachtenberg e colaboradores (2011) demonstraram
uma ampla aderéncia ao tratamento com dois agentes quelantes de
metal, a deferoxamina e o deferasirox, para o tratamento de talassemia.

Estudos tém demonstrado que as EROs também participam da
fisiopatologia de doengas cardiovasculares, diabetes mellitus, cirrose
hepética e alguns tipos de cancer (HALLIWELL, 2007; GORRINI,
HARRIS, MAK, 2013; HSIEH, YANG, 2013), e é conhecido entre os
mecanismos responsaveis pela morte neuronal nos disturbios
neurodegenerativos como, na doenca de Parkinson ou na doenca de
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Alzheimer (CHATURVEDI, FLINT BEAL, 2013; SANTOS, et al.,
2013; YAN, WANG, ZHU, 2013).

Dados da literatura indicam que as EROs também estdo
envolvidas na dor persistente, incluindo a dor neuropatica e inflamatoria
(TAL, 1996; BRENNER et al., 2004; KIM et al., 2004; WANG et al.,
2004; GAL et al., 2007; JANES et al., 2012). Por outro lado, varios
sequestradores de EROs, incluindo fenil-Nt-butil-nitrona (PBN), 5,5-
dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO), 4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-N-oxi (TEMPOL) (TAL, 1996; KIM et al., 2004;
SCHWARTZ et al., 2006; YOWTAK et al., 2006) e vitamina E (KIM et
al., 2006), reduzem comportamentos de dor de varias etiologias. Além
disso, o estresse oxidativo também participa do processo isquémico
devido a danos causados pela reperfusdo nos tecidos apds hipdxia, um
exemplo disso é visto no quadro clinico da Sindrome da Dor Complexa
Regional (CODERRE et al.,, 2004; CODERRE, BENNETT, 2010;
CODERRE, 2011). A fim de neutralizar os danos causados pelas EROs
no estresse oxidativo, Park e colaboradores (2013) demonstraram o
efeito antialodinico de agentes antioxidantes, como a vitamina C e a
vitamina E apés DPIC em ratos.

2.5 DOR POS-OPERATORIA

A dor causada pela incisdo é uma forma comum e singular de dor
aguda, ¢ um fenémeno frequente no pds-operatério podendo resultar em
sofrimento e riscos desnecessarios ao paciente (Fig. 9). Mais de 73
milhGes de cirurgias sdo realizadas anualmente nos Estados Unidos de
acordo com pesquisas demonstradas pelo Centro Nacional de
Estatisticas em Saude (NCHS, do inglés, National Center for Health
Statistics), e até 75% dos pacientes sentem dor apds o procedimento
cirdrgico (SCHUG; LARGE, 1993; WARFIELD; KAHN, 1995;
COUSINS; POWER; SMITH, 2000). No Brasil, o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (2011) relata que o pais é o segundo no
ranking mundial de cirurgias plasticas, com mais de 1.7 mil anualmente,
ou 71 operag0es estéticas por hora.

Um estudo australiano, estima que o encargo econdmico no
tratamento da dor crbnica, que se desenvolve a partir da dor pods-
operatdria aguda, em individuos na faixa etaria dos 30 anos, ao longo da
vida, é de aproximadamente de um milhdo de ddlares (COUSINS;
POWER; SMITH, 2000). Assim, a prevencdo e o alivio eficaz da dor
po6s-operatoria aguda podem melhorar os desfechos clinicos, evitando
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complicagdes clinicas, bem como economizando recursos com saude e
melhorando a qualidade de vida do paciente (Fig. 9).

Figura9 —  Sinais clinicos de uma incisdo nos pés.
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A Figura 9 ilustra um exemplo de cirurgia que de forma geral tem um pds-
operatério muito doloroso, gerando a chamada dor pds-operatéria. Pois a regido
dos pés é uma zona de carga na marcha e na bipedestagdo (postura em pé), que
apés procedimento cirdrgico facilmente gera edema pronunciado e coloca o
paciente em situacdo de dependéncia e afastamento do trabalho. Fonte: Huntley
(2011).

Existem evidéncias de que a dor causada pela inflamacéo, leséo
de nervos ou pela incisdo estejam relacionadas a diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos, explicando porque muitas estratégias terapéuticas sdo
eficazes somente em algumas formas de dor persistente (ZAHN;
POGATZKI; BRENNAN, 2002). No entanto, os estudos do mecanismo
neurobiolégico da dor induzida pela incisdo cirdrgica tém sido
realizadas com base em achados experimentais em modelos animais
(MARTINS et al., 2012, 2013a, 2013b; MORE et al., 2013).

Em dois estudos nacionais que avaliaram o estado de gestdo e
atitudes em relagdo a dor pds-operatéria, o primeiro obteve uma amostra
aleatdria de 500 pacientes e mostrou que, dentre estes, 77% tinham
apresentado dor ap6s a cirurgia: 19% apresentaram dor leve, 49% dor
moderada, 23% dor intensa, e 8% dor extrema (WARFIELD; KAHN,
1995). Similarmente, em outro estudo, Apfelbaum e colaboradores
(2003) com uma amostra aleatéria de 250 pacientes no total, verificaram
que 82% dos pacientes apresentaram dor apds a cirurgia, destes 13%
apresentaram dor moderada, 47% dor moderada, 21% dor intensa, e
18% dor extrema. O percentual de pacientes com dor global aumentou
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ligeiramente de um estudo para o outro, no entanto, em ambos o0s
estudos em torno de 50% dos pacientes tinham dor moderada e a
porcentagem de pacientes com dor extrema mais do que dobrou em
comparagao com os resultados de Warfield e Kahn (1995). Embora estes
estudos tenham sido realizados aproximadamente ha uma e duas
décadas atras, respectivamente, forneceram uma base para comparar a
melhoria no tratamento da dor p6s-operatoria.

2.5.1 Incisdo plantar

O modelo animal de incisdo plantar mimetiza a dor pos-
operatoria em humanos (Fig. 9). Inicialmente foi desenvolvido por
Brennan, Vandermeulen e Gebhart (1996) para ratos e adaptado para
camundongos por Pogatzki e Raja (2003), sendo que da mesma forma
gue em humanos, a incisdo cirdrgica no animal induz comportamento de
dor espontanea em resposta a hiperalgesia desenvolvida (RICHMOND;
BROMLEY; WOOLF, 1993).

A dor induzida pela incisdo cirargica resulta de lesGes da pele,
fascia, musculos e pequenas inervacles desses tecidos, levando a
inflamacéo e liberacdo de mediadores quimicos (Fig. 9). Dentre estes,
destacam-se a serotonina e a histamina que liberadas pelo processo de
degranulacdo de mastdcitos decorrente da incisdo cirdrgica,
sensibilizando terminais nociceptivos periféricos para estimulos
térmicos e mecéanicos (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, Pogatzki e
Raja (2003) mostraram que fibras A-6 e fibras C sdo sensibilizadas pela
incisdo e a hipersensibilidade primaria, que ocorre no local da incisdo é
provavelmente devido & sensibilizacdo periférica, enquanto que a
hipersensibilidade secundaria observada no tecido néo danificado, que
cerca o local da incisdo, é devido a sensibilizacdo central (RICHMOND;
BROMLEY; WOOLF, 1993).

2.6 DOR NEUROPATICA

De acordo com a IASP, a dor neuropética é desencadeada como
consequéncia direta de lesdo ou doenca que afeta o sistema
somatossensorial (LOESER; TREEDE, 2008). Em outras palavras, a dor
neuropética resulta de lesdo ou disfuncéo do sistema nervoso. A dor de
origem neuropatica tem incidéncia estimada na populagcdo mundial em
torno de 1 a 3% (DWORKIN et al, 2003; IRVING, 2005),
principalmente pelo fato de acompanhar um grande numero de
patologias e disfungdes que incluem trauma, inflamacdo, doencas
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metabdlicas (por exemplo, diabetes), infec¢des (por exemplo, herpes
zoster), tumores e doencas neuroldgicas primarias (BOUHASSIRA et
al., 2008).

Além disso, a dor neuropatica periférica pode ser induzida nao
apenas pela lesdo direta de neurbnios aferentes e seus ramos axonais,
mas também indiretamente, pelo aumento na expressdo e liberacdo de
mediadores sintetizados por células gliais e imunes durante a
degeneracao walleriana distal a lesdo do nervo. Tais mediadores incluem
citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10), fatores neurotréficos como, fator
neurotrofico derivado da glia (GDNF), fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF), fator de crescimento neuronal (NGF), neurotrofina-3
(NT-3) e quimiocinas (CXCL1 e CXCL2/3), dentre outras
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009). Estes mediadores parecem estar
envolvidos na iniciacdo de estados de dor neuroptica além de serem
capazes de influenciar diretamente a excitacdo dos neurénios aferentes e
seus axonios (XIAO et al., 2002; SORKIN, YAKSH, 2009).

Clinicamente, a terapéutica da dor neuropatica permanece
desafiadora. A dor neuropatica € geralmente crbnica e incapacitante,
sendo muitas vezes resistente ou pouco responsiva a anti-inflamatérios
ndo esteroidais (AINEs) e opioides, sendo que os considerados de
primeira linha consistem em farmacos anticonvulsivantes, como a
gabapentina ou carbamazepina, ou farmacos antidepressivos, como 0s
antidepressivos triciclicos ou inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (MOULIN et al., 2007; SAARTO; WIFFEN, 2007
ATTAL et al., 2010). Entretanto, estes farmacos apresentam limitada
eficacia e/ou significativos efeitos adversos que comprometem sua
utilizacdo por periodo prolongado (BARON, 2006). Assim, é de extrema
importancia a compreensdo dos mecanismos patofisioldgicos da dor
neuropatica para a descoberta de novos e efetivos alvos terapéuticos.

Atualmente, ha uma grande variedade de modelos animais sendo
utilizados para o0 estudo da dor neuropéatica associada a diversas
etiologias e, relacionada a um quadro extenso de manifestacdes clinicas
de neuropatias periféricas (SORKIN; YAKSH, 2009). Os modelos de
dor neuropética geralmente representam condigdes patolégicas mais
relevantes clinicamente, podendo identificar farmacos potentes e
efetivos, enquanto os animais permanecem em boa salde geral, sem
estresse excessivo, perda de peso ou mudangas comportamentais gerais
(WALKER; FOX; URBAN, 1999).
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2.6.1 Sindrome da dor complexa regional

A patogénese da Sindrome da Dor Complexa Regional (SDCR)
(Fig. 10) ainda ndo esta totalmente esclarecida, todavia é divida em dois
tipos: Tipo | (acontece depois de um trauma em uma extremidade
corpbrea, sem que ocorra lesdo nervosa) e Tipo Il (apresenta lesdo
nervosa, ainda que parcial) (FELIU; EDWARDS, 2010). A SDCR tipo |
foi o foco deste estudo usando um modelo animal que mimetiza 0s
sintomas observados em humanos (Fig. 10), o modelo de dor pds-
isquemia crénica (DPIC).

Devido a falta de esclarecimento sobre a real causa e manuten¢édo
da SDCR, surgiram outros termos para designa-la, tais como: dor
simpatico-independente, vasospasmo traumatico, distrofia  pds-
traumatica, osteoporose poOs-traumatica, algodistrofia, entre outros. Foi
somente em 1994 que um grupo designado pela Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) para revisar a nomenclatura,
chegou ao consenso de SDCR. Essa definicdo teve por base a
complexidade da sindrome, o fato de acometer primariamente uma
regido corporal e de que a dor é um componente essencial do quadro
clinico (FELIU, EDWARDS, 2010; MAIHOFNER, SEIFERT,
MARKOVIC, 2010).

Figura 10 — Sinais clinicos da sindrome da dor complexa regional em
humanos.

(A) Diferenca entre a mdo esquerda de um paciente com acometimento de
SDCR e da méo direita normal. (B) Diferenga entre a perna direita, acometida
com SDCR e da perna esquerda normal. Fonte: (A) Miguel Jr. (2013); (B)
Otroka (2014).
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Os cinco principais sinais e sintomas da SDCR sdo a dor, as
alteracBes da sensibilidade, a disfuncdo do SNS, o edema, as alteracGes
motoras e as alteragGes troficas dos tecidos. Ela ja foi descrita em todas
as regides do corpo recoberta por pele, incluindo a face e as genitélias
(CHALKLEY; LANDER; ROWLINGSON, 1986), porém é mais
frequente nas extremidades dos membros, possivelmente, porque essas
regides sd0 mais expostas aos traumatismos (Fig. 10) e/ou micro-
traumas decorrentes de distdrbios osteo-musculares relacionados ao
trabalho, fraturas e procedimentos cirirgicos (CORDON, LEMONICA,
2002; MAIHOFNER, SEIFERT, MARKOVIC, 2010).

A SDCR ¢ considerada relativamente rara, sendo que dados
epidemiolégicos mostram que na América do Norte existe uma taxa de
incidéncia de 5,46/100000/ano, com uma taxa de prevaléncia calculada
de 20,57/100000. Em um estudo realizado na Holanda encontrou uma
taxa de incidéncia de 26,2/100000/ano (ALLEN, GALER,
SCHWARTZ, 1999; SANDRONI et al., 2003; CODERRE, 2011). Na
populacdo geral, a incidéncia e a prevaléncia da SDCR, sdo maiores nas
mulheres e nos adultos jovens. Veldman e colaboradores (1993)
observaram em um estudo prospectivo envolvendo 829 casos novos
sequenciais, que trés mulheres sdo acometidas para cada homem. Nessa
casuistica a idade média foi de 42 anos, sendo que apenas 6% dos
doentes tinham menos de 19 anos e 1% menos de 10 anos de idade.

Dentre as varias formas de tratamentos, o bloqueio simpatico foi
estabelecido como tratamento padrdo durante anos, mas atualmente nao
é muito indicado. Neste sentido, sdo usadas formas nao farmacoldgicas
(fisioterapia, drenagem linfatica, entre outros) e farmacoldgicas,
incluindo principalmente anti-inflamatérios, por sua capacidade de
reduzir a producdo de citocinas pré-inflamatorias, bem como
mediadores inflamatérios em geral (BETCHER, CASTEN, 1955;
CHRISTENSEN, JENSEN, NOER, 1982; BADER, HELL, 2000;
MAIHOFNER, SEIFERT, MARKOVIC, 2010).

2.6.1.1 Dor pés-isquemia cronica

Coderre e colaboradores (2004) descreveram um modelo animal
gue mimetiza a SDCR-I e é baseado em uma prolongada isquemia na
pata do animal, seguida de reperfusdo. Isquemia é a perda do suprimento
sanguineo por redugdo do fluxo arterial de um tecido, em que héa
comprometimento da oferta de substratos metabdlicos, incluindo a
glicose (ROBBINS et al., 2000). Reperfusao é quando o fluxo sanguineo
é restabelecido ap6s um periodo de isquemia (EVORA et al., 1996). O
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dano celular induzido ap6s perfusdo de um o6rgdo isquémico €
denominado leséo de isquemia/reperfusdo (I/R).

O modelo animal de isquemia e reperfusdo da pata (IRP) gera a
dor pos-isquemia crénica (DPIC) e primeiramente foi utilizado em ratos.
Os animais submetidos a DPIC apresentam hiperemia e edema por um
periodo de 2 a 4 horas apds a reperfusdoe hipersensibilidade mecanica e
térmica. A hipersensibilidade mecénica se inicia 8 horas apds a
reperfusdo e permanece por até 4 semanas. Analises por microscopia
Optica e eletrdnica do nervo tibial, préximo ao local onde foi colocado o
torniquete, ndo demonstraram sinais de dano nervoso. Por outro lado, os
registros eletrofisiol6gicos de fibras individuais de axdnios aferentes
primarios apresentam disparos espontaneos de fibras AP, Ad ¢ C de 2 a
9 dias apds a reperfusdo (LAFERRIERE et al., 2008).

Diversos ~ mecanismos  encontram-se  envolvidos  na
fisiopatogénese da lesdo secundaria a isquemia e reperfuséo, o principal
é a formacdo de espécies reativas do oxigénio. Durante a reperfusdo,
apos poucas horas da estimulacdo dos receptores NMDA e influxo de
Ca*, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios, como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e 6xido nitrico
sintetase, 0s quais atraem e ativam células imunocompetentes, como
microglia, astrécitos e leucdcitos. As citocinas e a 6xido nitrico
sintetase, direta ou indiretamente, levam a geragdo de EROs e a
formacédo de grandes quantidades de radicais livres, como dxido nitrico,
anion superoxido (O,) peroxido de hidrogénio (H,0,) e peroxinitrito
(ONOO). Qualquer intervencdo que atenue o aumento de Ca”'
citosolico reduz a disfuncdo e morte celular (CHONG, LI, MAIESE,
2005; CODERRE, BENNETT, 2010).

Eisenberg e colaboradores (2008) encontraram aumento nos
niveis de malondialdeido (MDA), um metabédlito da peroxidacédo
lipidica, na analise da saliva e do soro de pacientes com SDCR, além de
aumento em pardmetros antioxidantes em comparacdo ao grupo de
pacientes saudaveis. Este aumento das defesas antioxidantes pode ser
devido um efeito compensatério frente ao estado oxidativo do meio.
Além disto, estudos demonstraram niveis elevados de mediadores
inflamatérios (IL-2, IL-6, IL-1pB, TL-8, TNF-a) no sangue e no exsudato
presente nas bolhas formadas no membro afetado (GECHEV et al.,
2002; EISENBERG et al., 2008). E importante ressaltar que scavengers
(sequestrador) de radicais livres como o dimetilsulfoxido (DMSQ),
vitamina C e N-acetilcisteina (NAC), tém se mostrado eficazes na
atenuacdo de sinais e sintomas da sindrome (ZUURMOND et al., 1996;
ZOLLINGER etal., 1999; CODERRE, BENNETT, 2010).
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2.6.2 Ligadura parcial do nervo isquiatico

A dor neuropatica pode ser induzida por lesdo mecanica (seccao;
esmagamento ou compressdo), quimica, metabdlica ou imunoldgica
dirigida ao nervo, ganglio ou medula espinal. A Figura 11 apresenta as
lesbes especificamente geradas por trauma fisico do nervo periférico
(KLUSAKOVA; DUBOVY, 2009).

Figura 11 — Modelos experimentais de dor neuropatica.
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llustracdo esquematica dos modelos experimentais de dor neuropética, com base
em danos as estruturas nervosas periféricas: (1) Transec¢do ou esmagamento do
nervo isquidtico (BOCCABELLA et al., 1964; WALL et al., 1979). (2) Lesdo
por constricdo cronica (BENNETT; XIE, 1988). (3) *Ligadura parcial do nervo
isquiatico (SELTZER; DUBNER; SHIR, 1990). (4) Modelo de lesdo do nervo
poupado (DECOSTERD; WOOLF, 2000). (5) Ligadura dos nervos espinais
L5/L6 (KIM, S. H.; CHUNG, 1992). (6) Constri¢do da raiz dorsal (TABO et al.,
1999). (7) Rizotomia dorsal (LOMBARD et al., 1979). (8) Rizotomia Ventral
(LI etal., 2002). Fonte: Adaptado de Klusakova e Dubovy (2009).

O isquiatico é o maior nervo do corpo humano, abrangendo a
sensibilidade do pé, a maior parte da perna, além de motricidade e
propriocep¢do dos musculos posteriores da coxa, proximais da perna e
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todos os musculos do pé (FONSECA et al.,, 2002; DOSANI et al.,
2004). A chamada “ciatalgia” em humanos (Fig. 12), na verdade é um
sintoma de outro problema. Na maioria das vezes, cerca de 90% das
gueixas, 0 motivo é uma hérnia de disco que, segundo dados do IBGE
(Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), afeta cerca de cinco
milhdes de brasileiros.

Figura 12 — Sinais clinicos da ciatalgia.

A causa mais comum da ciatalgia é
o abaulamento discal ou hérnia de disco

Nervo isquiatico

Abaulamento discal

Areas de dor
(em vermelho)

Hérnia de disco

Nervo isquiatico

Esquema ilustrando a regido de inervacdo do nervo isquidtico e a causa mais
comum de ciatalgia, a hérnia de disco, que gera uma dor irradiada para pernas e
pés. O paciente pode apresentar ainda sintomas como formigamento e dor na
regido do quadril, acompanhada de dorméncia e fraqueza que correm para as
pernas e dedos. Fonte: adaptado de Shannon (2014).
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A ciatalgia é um tipo de dor conhecida desde a Antiguidade, mas
a sua relacdo com a hérnia discal (Fig. 12), s6 foi descoberta no inicio
do século 20, quando Mixter e Barr (1934) a descreveram. O problema
acontece quando o disco intervertebral € enfraquecido ou
sobrecarregado, sofrendo pequenas fissuras e rompendo as fibras que o
constituem. Isto faz com que o nicleo pulposo (que serve como
amortecedor da coluna) ultrapasse seus limites e saia do disco,
pressionando o nervo isquiatico (Fig. 12). Em decorréncia disto, ha
isquemia e fendmenos que sensibilizam o local, gerando dor (MIXTER,
BARR, 1934; VROOMEN et al., 2002). A dor é acompanhada de
dorméncia e fraqueza que se estendem para as pernas e dedos, o
paciente pode apresentar ainda sintomas como formigamento e dor na
regido do quadril. Com o passar do tempo, o problema pode interferir na
gualidade de vida, até mesmo limitando atividades rotineiras dos
pacientes (DOSANI et al.,, 2004; KOBAYASHI, YOSHIZAWA,
YAMADA, 2004). O tratamento convencional inclue analgésicos, anti-
inflamatdrios, relaxantes muscular, e em alguns casos, opidides ou
antidepressivos triciclicos, mas em muitos casos ndo sdo eficazes para o
alivio da dor e ainda podem desenvolver efeitos adversos indesejaveis
(NEGRELLI, 2001; CHONG, BAJWA, 2003; DRAY, 2008). Assim,
dada a grande relevancia clinica da dor neuropatica que envolve lesao
no nervo isquatico, tem sido estudado modelos animais que mimetizem
0s sintomas observados em humanos, como hiperalgesia mecénica e
térmica (CHOI et al., 1994; MALMBERG, BASBAUM, 1998).

Estudos mostram que a prevaléncia de dor lombar crénica varia
entre 9% e 21% e muitos autores consideram-na como a dor que mais
provoca incapacidade e afastamentos do trabalho (WEBB et al., 2003;
SA et al., 2008). Em conformidade com estes dados, recentemente um
estudo avaliando a prevaléncia da dor lombar e cidtica em uma amostra
representativa de 674 adultos com idade acima de 20 anos, de uma
populacdo principalmente urbana (74,8% da amostra) no Mediterraneo,
demonstrou que um total de 266 (39,5%) pacientes relataram dor lombar
e 166 (24,6 %) relataram ciatica durante o periodo de 6 meses anteriores
a pesquisa (KOROVESSIS et al., 2012).

Seltzer, Dubner e Shir (1990) demonstraram que o modelo de
ligacdo parcial do nervo isquiatico em ratos, produz uma sindrome
altamente reprodutivel, incluindo a diminuigdo em limiares nociceptivos
mecanicos e térmicos, além de alteragGes prolongadas na expressao de
neurotransmissores e receptores. O mesmo foi observado quando
realizado em camundongos (MALMBERG; BASBAUM, 1998). O
nervo isquiatico de roedores é usado na maioria dos estudos que
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envolvem lesdo nervosa devido ao seu grande calibre, além de ser
facilmente acessivel e inervar a superficie plantar da pata posterior, um
local conveniente para testes sensoriais (HOGAN, 2002).

2.7 AS PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTES DE FARMACOS

A utilizac8o de plantas medicinais para o tratamento, a cura e a
prevencdo de doencas € uma das formas mais antigas da pratica
medicinal da humanidade, sendo transmitido de forma empirica de
geracdo em geracdo, desde plantas comestiveis ou de outras dotadas de
maior ou menor toxicidade que, ao serem experimentadas no combate a
doenca, revelaram, embora empiricamente, o seu potencial curativo.
Assim, a fitoterapia pode ser considerada como a forma de medicina
mais antiga da humanidade (ALONSO, 1998). Ainda hoje, no Brasil, em
regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras,
as plantas medicinais sdo muito comercializadas (Fig. 13).

Figura 13 — Comeércio popular de plantas medicinais

O comeércio popular de plantas medicinais é muno frequente principalmente
devido a dificuldade de acesso para atendimento médico, alto custo dos
medicamentos sintéticos e a facilidade de obtencdo das mesmas. Assim, a
difusdo do conhecimento popular permitiu que as plantas fossem positivamente
selecionadas para sanar a necessidade de cura de determinadas enfermidades
primarias. Fonte: Conniff (2012).
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Ademais, os produtos naturais tém sido reconhecidos como
farmacos efetivos para uma grande variedade de indicacGes terapéuticas
(Fig. 13) (KOEHN, CARTER, 2005; MISHRA, TIWARI, 2011).
Embora amplamente utilizadas na medicina popular em muitos paises,
muitas das plantas terapéuticas tém seus principios ativos
desconhecidos, sendo necessarios estudos experimentais que visem
demonstrar suas propriedades farmacolégicas (MISHRA; TIWARI,
2011). Neste sentido, estudos etnobotéanicos de registro de plantas, seus
usos e formas terapéuticas por grupos humanos, tem oferecido a base
para diversos outros estudos cientificos, especialmente no campo da
Fitoquimica e Farmacologia (SIMOES, MARIOT, 2004; RISHTON,
2008).

O uso de produtos naturais como fonte de inspiracdo aliado ao
uso dos instrumentos da quimica medicinal é ainda uma estratégia
bastante Gtil na prospec¢do de novas moléculas bioativas, devido sua
elevada diversidade quimica, especificidade bioquimica, vasta
capacidade de biossintese e outras caracteristicas que as tornam
favoraveis para a descoberta de novos farmacos. Ademais, a descoberta
de novos farmacos de origem vegetal é de relevante importancia, devido
ao surgimento de novas doencas e a tolerancia dos agentes nocivos aos
medicamentos atuais, além dos efeitos colaterais que muitas drogas
sintéticas ainda apresentam (POLLIER; MOSES; GOOSSENS, 2011).
Neste sentido, os compostos naturais podem tornar-se novamente 0s
jogadores centrais no tratamento de doengas e na compreensdo dos
mecanismos da doenga (CALIXTO et al., 2005; KOEHN, CARTER,
2005; RISHTON, 2008).

Como o Brasil é um pais de clima tropical e apresenta grande
biodiversidade (cerca de 20-22% das plantas e microrganismos do
planeta), ha um crescente interesse da indistria farmacéutica para a
producdo de agentes terapéuticos de origem natural (CALIXTO;
SIQUEIRA JUNIOR, 2008). Atualmente, os esforcos para a descoberta
de novos farmacos sdo dirigidos no sentido de obter alternativas para
superar a dependéncia externa. No Brasil, 84% dos farmacos sdo
importados e 78% da producédo brasileira de farmacos é realizada por
empresas multinacionais (CALIXTO et al., 2005, CALIXTO,
SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Um dos marcos no que concerne ao desenvolvimento de farmacos
a partir de produtos naturais foi a descoberta dos salicilatos obtidos
através de folhas e cascas de Salix alba. Através de estudos realizados
no Instituto de Farmacologia de Munique, Johann A. Buchner isolou
uma pequena quantidade do principio ativo salicina no ano de 1828. Em
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1860 foi descoberto o &cido salicilico (Fig. 14) por Hermann Kolbe e
seus alunos, que comecou a ser produzido em larga escala e amplamente
comercializado posteriormente. Somente em 1898, Felix Hofmann
conseguiu sintetizar o acido acetilsalicilico, que foi registrado em 1899
como “aspirina” (Fig. 14). Hoje reconhecida mundialmente como
potente analgésico/antitérmico/anti-inflamatério, que atua na inibi¢éo da
atividade da ciclooxigenases e consequente inibicdo da producdo de
prostanoides, como as prostaglandinas (SIMOES, MARIOT, 2004;
RISHTON, 2008).

Figura 14 — ModificacOes a partir da estrutura do acido salicilico.
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Evolugdo do &cido salicilico natural para a aspirina sintética e o subsequente
desenvolvimento de vérios medicamentos anti-inflamatérios néo-esteroidais e
de inibidores da cicloxigenase-2. Fonte: adaptado de Rishton (2008).

O é&cido acetilsalicilico, modificado a partir do acido salicilico, foi
0 primeiro farmaco usado como antipirético, e atualmente é consumido
em grande escala por todo o mundo, como analgésico e antitérmico
(HAAS, 1983; WALKER, 1995). A sintese do 4cido salicilico pode ser
considerada ndo apenas como a descoberta de um novo medicamento, a
aspirina, porém como o estopim do desenvolvimento de uma area
grande terapéutica, visto que varios outros medicamentos foram
desenvolvidos através de modificagdes na estrutura do acido salicilico
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(Fig. 14) em busca de medicamentos com efeito terapéutico semelhante
e com efeitos colaterais menos pronunciados (HAAS, 1983; WALKER,
1995; SIMOES, MARIOT, 2004; RISHTON, 2008).

2.7.1 Metabolismo vegetal secundario

Dentre os estudos que abordam o metabolismo secundario das
plantas, a descoberta da morfina é historica. A morfina é um alcal6ide
natural extraido da planta Papaver somniferum, vulgarmente designada
papoula do Oriente ou papoula dormideira, com alto poder analgésico
usado para aliviar dores severas. Seu estudo se iniciou em 1806 com o
isolamento da morfina por Friedrich Wilhelm Sertirner e a partir disso
foram isoladas muitas outras substancias, influenciando e direcionando
muitas areas da quimica organica, particularmente a sintética, analitica e
a quimica farmacéutica (HARTMANN, 2007).

Todas as plantas produzem constituintes quimicos, os quais
fazem parte de suas atividades metabdlicas normais (Fig. 15). Estes
podem ser divididos em metabdlitos primérios (agucares, aminoacidos,
nucleotideos e lipideos; Fig 15), que estdo envolvidos no crescimento,
fotossintese, reproducdo e sdo encontrados em todas as plantas. Os
metabolitos secundarios possuem um papel ecolégico, como atrativos de
polinizadores, representando adaptacdes quimicas ao estresse do meio
ambiente, ou sdo responsaveis pela defesa quimica da planta contra
microrganismos, insetos e predadores maiores, ou mesmo outras plantas
(BUCHANAN et al., 2000). Apesar de nem todas as fungdes dos
metabdlitos secundarios serem conhecidas, pode-se assumir que todos
desempenham uma funcéo vital para o bem-estar dos organismos. Dessa
maneira, a fim de evitar um sentido pejorativo para descrever esse
metabolismo, alguns autores referem-se aos seus metabdlitos como
produtos naturais de plantas, os quais fornecem a maioria das
substancias farmacologicamente ativas na produgdo de novos farmacos
(BUCHANAN et al., 2000; DEWICK, 2009), como alcaloides, terpenos,
flavonoides e esteroides (Fig. 15) com propriedades medicinais
comprovadas (DI STASI, 1996). O homem utiliza muitos destes
compostos secundarios como alimentos de alto valor nutritivo
(nutracéuticos), temperos, aromas e fragrancias, 6leos vegetais, resinas,
inseticidas, matérias-primas agricolas, bem como medicamentos e
outros fins industriais, gerando produtos de alto valor em pequena
guantidade quando comparados aos metabdlitos  primarios
(WAKSMUNDZKA-HAINOS, SHERMA, KOWALSKA, 2008; TAIZ,
ZEIGER, 2009).
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Figura 15— Metabolismo vegetal.

&

o » N —
<___ Folossintese >

" Glucose GLICOSIDEOS

Fosfoenolpiruvato

OH
Eritrose-4-fosfato,

o
o]

Fendis, quinonas, acidos graxos,...

o]

R

|
iy
o

- c=—0

HO

POLIACETATOS

I OH/ Flavonoides ...
OH

HJ
Piruvato

Acido
chiquimico,

CHIQUIMATOS

Acetil-CoA Y- Mevalonaic>

Lignanas,
cumarinas-quinonas

S GN

o o

r

ALCAI:'OIDES
v 0 0
\, \, \,

Origem das principais categorias de metabdlitos secundéarios das plantas em
relacdo as vias metabdlicas basicas. Fonte: adaptado de Waksmundzka-Hajnos,
Sherma e Kowalska (2008).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados com base na
sua estrutura quimica (ex. possuir anel, com ou sem unidades de agucar),
composicdo (ex. conter ou ndo nitrogénio), a via pela qual é
biossintetizado, origem da planta ou sua solubilidade em varios
solventes (BRESOLIN, CECHINEL FILHO, 2003;
WAKSMUNDZKA-HAINOS, SHERMA, KOWALSKA, 2008). Uma
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classificacdo simples inclui trés grupos principais (Fig. 15): (1)
Terpenoides (originarios da via do mevalonato, compostos quase que
inteiramente de carbono e hidrogénio), (2) Fendlicos (originarios de
acucares simples, contendo anéis benzénicos, hidrogénio, e oxigénio) e
0s (3) Compostos contendo nitrogénio ou também contendo enxofre
(SIMOES, MARIOT, 2004; TAIZ, ZEIGER, 2009). A origem dos
metabdlitos secundarios pode ser resumida a partir do metabolismo da
glucose (Fig. 15), via dois intermediarios principais, o 4cido chiquimico
e 0 acetato. O acido chiquimico origina os aminoacidos aromaticos,
precursores da maioria dos metabolitos secundarios aromaticos
(SIMOES; MARIOT, 2004).

As principais substancias isoladas do género Pterodon séo
terpenoides, 0s quais constituem a maior classe de metabolitos
secundarios. Diversas substancias desta classe sdo, em geral, insolUveis
em &gua e sintetizados a partir de acetilCoA, ou de intermediarios
glicoliticos e a biossintese de terpenos e esteroides (Fig. 15 e 16) em
plantas tem uma via comum, ramificando-se apenas nas etapas finais
(Fig. 16) (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Figura 16 — Biossintese de terpenos e esteroides.
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A biossintese de terpenos e esteroides nas plantas tem uma via comum,
ramificando-se apenas nas etapas finais em diterpenos, esteroides e triterpenos,
sintetizados pela acetilCoA a partir do metabolismo da glicose. IPP - pirofosfato
de isopentenilo. Fonte: adaptado de Taiz e Zeiger (2009).
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2.8 O GENERO Pterodon

A familia Fabaceae, também chamada de Leguminosae, é a
terceira maior familia das Angiospermas, depois da Orchidaceae
(orquideas) e Asteraceae (margaridas, girasséis) (WOJCIECHOWSKI;
MAHN; JONES, 2006). Possui grande distribuicdo (cosmopolita),
incluindo cerca de 650 géneros e aproximadamente 18.000 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2005). S&o plantas de habito muito variado, desde
grandes arvores das matas tropicais a arbustos e trepadeiras, vivendo em
diferentes latitudes e altitudes (JOLY, 1993). A familia Fabaceae e sua
divisdo em subfamilias distintas tem sido alvo de divergéncias entre 0s
diferentes autores. Tradicionalmente, é reconhecida como uma familia
Unica, possuindo 4 subfamilias: Caesalpinioideae, Cercideae,
Mimosoideae e Faboideae (Papilionoideae), sendo o género Pterodon
pertencente a esta Gltima (SOUZA; LORENZI, 2005).

A discrepancia entre os autores vai além, da descri¢do da familia
Fabaceae, isto é visto também na descricdo das espécies que compdem o
género Pterodon, ocasionando confusdo em relacéo a referéncia de seus
nomes em diversas publicacdes da literatura. Parte dessa discrepancia
com relacdo ao nlimero de espécies validas de Pterodon esta relacionada
a delimitacdo das espécies Pterodon emarginatus, P. polygalaeflorus e
P. pubescens. Rocha, (2006) ressalta que Lewis (1987), em seu livro
“Legumes da Bahia”, apresentou P. pubescens e P. polygalaeflorus
como sinbnimos de P. emarginatus e desde esta publicacdo, apesar da
mesma nao se tratar de uma revisdo do género, essas espécies tém sido
tratadas de forma discrepante por autores diversos: ora como trés tdxons
distintos, ora como dois, ora como apenas um.

Importantemente, um minucioso estudo foi feito por Rocha
(2006), resolveu esta questdo, utilizando marcadores moleculares do tipo
RAPD (do inglés, Random Amplified Polymorphic DNA) e caracteres
morfolégicos para estudar a variacdo encontrada dentro de P.
emarginatus. Os resultados obtidos, tanto para dados moleculares como
para os morfoldgicos sdo concordantes e separam as duas formas (roxa e
rosea) de P. emarginatus sensu Lewis. Assim, este estudo concluiu com
as andlises feitas, juntamente com dados anteriores e os fototipos dos
trés taxons, que P. polygalaeflorus é sinonimia botanica de P.
emarginatus Vog. e contitui a morfo roxa, j& P. pubescens deve ser
mantida como espécie distinta e constitui a morfo rosea (Fig. 17).
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Figura 17 — Morfologia das espécies do género Pterodon.
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A Figura 17 apresenta as duas morfologias mais comuns dentro do género
Pterodon, sendo que as arvores que possuem suas flores com a morfo roxa (A)
correspondem a espécie P. emarginatus Vog. e as que possuem flores com a
morfo rosea (B) sdo da espécie P. Pubescens Benth. Fonte: adaptado de Rocha,
(2006).

Neste sentido, temos que o género Pterodon é composto por 5
espécies distintas nativas do cerrado brasileiro: P. abruptus, P.
apparicioi, P. emarginatus, P. macrophyllus e P. Pubescens. O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) declararam no Inventario
da Biodiversidade do Bioma Cerrado, que este é o segundo maior bioma
brasileiro, perdendo apenas para a Amazonia e ocupa uma area de 2
milhdes de km?, que corresponde a 25% do territério nacional
(RESENDE; GUIMARAES, 2007).

De forma geral o género Pterodon compreende a espécies
arbdreas aromaticas de 8-20 m de altura, que possuem caracteristicas
préprias de terrenos secos e arenosos do cerrado. A espécie vegetal P.
pubescens (Fig. 17) apresenta uma distribuicdo mais ao sul, nos Estados
de Séo Paulo, Triangulo Mineiro (MG), Distrito Federal, sul do Estado
de Goids, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso. Por outro lado, a P.
emarginatus (Fig. 17) se distribui mais ao norte, Distrito Federal,
centro-norte de Goiés, Bahia e Maranhdo. No Distrito Federal, P.
pubescens distribui-se mais ao sul, (cidade de Brasilia, Guard,
Taguatinga, Ceilandia e Gama) e P. emarginatus mais a norte
(Planaltina), ndo sendo encontradas populacdes mistas dessas duas
espécies (ROCHA, 2006).

Ademais, as espécies do género Pterodon sdo conhecidas por
diferentes nomes populares de acordo com a regido onde sao
encontradas, tais como: sucupira, sucupira-branca, faveiro, fava-de-
sucupira, fava-de-santo-inacio e sucupira-lisa. Sua dispersao é irregular
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e descontinua, ocorrendo em agrupamentos densos com populacées
puras. Suas flores variam de cores que vdo do rosa claro (quase
esbranquicado) ao roxo dependendo da espécie. A maturagdo dos frutos
se dd quando a planta estd praticamente despida da folhagem,
permanecendo, entretanto, na arvore por mais algum tempo. Os frutos
sdo vagens tipo sdmara (pterocarpo) arredondadas, indeiscentes e aladas,
contendo uma Unica semente fortemente protegida dentro de uma
capsula fibro-lenhosa e envolvida externamente por uma substincia
oleosa amarga numa estrutura esponjosa como favos de mel. Multiplica-
se apenas por sementes (FERREIRA et al., 2001; LORENZI, 2002;
ROCHA, 2006; LORENZI, DE ABREU MATQS, 2008).

Entretanto, algumas das propriedades farmacoldgicas das
espécies de Pterodon conhecidas popularmente tém sido comprovadas
cientificamente e seus efeitos bioldgicos tém sido estudados
simultaneamente com a caracterizagdo quimica. As principais
substancias isoladas desta espécie sdo os diterpenos com esqueleto
vouacapanicos (Fig. 18), estruturas pertencentes ao grupo dos terpenos,
ou terpenoides, 0s quais constituem a maior classe de metabdlitos
secundarios (NUNAN et al.,, 1982; DUARTE, FERREIRA-ALVES,
NAKAMURA-CRAIG, 1992; COELHO et al., 2005).

Figura 18 — Estrutura fundamental dos diterpenos vouacapanicos.

T

Estrutura molecular do esqueleto vouacapénico e seus radicais (R). Fonte:
Mahajan e Monteiro (1973).

Os estudos fitoquimicos com espécies do género Pterodon
também revelam a presenca de alcaldides triterpenoides nas cascas
(BUSTAMANTE et al., 2010), isoflavonas e triterpenos nos caules
(MARQUES et al., 1998; DE MORAES et al., 2012) e diterpenos (Fig.
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18) (MAHAJAN, MONTEIRO, 1973; DUARTE, FERREIRA-ALVES,
NAKAMURA-CRAIG, 1992; DUARTE et al., 1996; DE OMENA et
al., 2006; KING-DIAZ et al, 2006; EUZEBIO et al., 2009;
GALCERAN et al.,, 2011) no dleo do fruto. Além disso, Santos e
colaboradores (2010) demonstraram a presenca de esteroides nas folhas.

Devido as suas propriedades farmacoldgicas, os frutos deste
género (erroneamente chamados de sementes) sdo comumente
comercializados em mercados populares (Fig. 13) (EVANGELISTA et
al., 2007; DUTRA et al., 2009b). Devido & acdo anti-inflamatéria dos
frutos, é popularmente utilizado a infusdo ou extratos alcodlicos dos
frutos para dores na coluna, dor de garganta, doengas reumaticas, e até
mesmo como ténico (fortificante) e depurativo (CARVALHO, 2004;
EUZEBIO et al., 2009).

Dentre algumas outras atividades bioldgicas ja estudadas neste
género encontram-se: quimioprofilatica contra Schistosoma mansoni
(KATZ et al., 1993), antiproliferativa, sendo citotoxica para varias
linhagens de células cancerosas testadas (DUTRA et al., 2012),
cicatrizante (DUTRA et al., 2009c), antinociceptiva (DUARTE,
FERREIRA-ALVES, NAKAMURA-CRAIG, 1992; DUARTE et al.,
1996; DUTRA et al., 2008), anti-inflamatéria (CARVALHO et al.,
1999; GALCERAN et al., 2011; DE MORAES et al., 2012; VELOZO et
al., 2013), antiespasmodica (LEONHARDT et al., 2010), antimicrobiana
(DUTRA et al., 2009a; DE TOLEDO et al., 2011) e leshmanicida
(DUTRA et al., 2009a). Além disso, plantas do género Pterodon
parecem apresentar um potencial antioxidante (PAULA et al., 2005;
DUTRA, LEITE, BARBOSA, 2008). No entanto, o principal uso
popular esta relacionado ao efeito antiartritico que parece se encontrar
na fracdo oleosa desses frutos (PIO CORREA, 1984; CARVALHO,
2004).

Dentre alguns dos mecanismos enddgenos que podem estar
envolvidos na atividade antinociceptiva da espécie Pterodon
polygalaeflorus Benth., Duarte, Ferreira-Alves e Nakamura-Craig
(1992) demonstraram um possivel envolvimento opioide e, em 1996, foi
apresentada uma participagdo, pelo menos em parte, por meio da
ativagdo do sistema catecolaminérgico (DUARTE et al., 1996).

2.8.1 Atividade bioldgica da Pterodon pubescens Benth.
As investigacOes sobre a planta medicinal Pterodon pubescens

(Fig. 17) foram iniciadas em 1967 a partir do isolamento do
sesquiterpeno 14,15-epoxigeranilgeraniol do 6leo essencial do fruto de
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P. Pubescens, que mostrou ser um eficiente agente quimioprofilatico na
esquistossomose (MORS et al., 1967), motivando os estudos com as
espécies do género Pterodon. Em seguida, foram isolados isoflavonas
(BRAZ-FILHO; GOTTLIEB; VIEGAS ASSUMPCAO, 1971), furanos
diterpenoides (FASCIO et al., 1976). Recentemente, Miranda e
colaboradores (2013) demonstraram a presenga de dois esteroides (B-
sitosterol, estigmasterol) nas folhas. Contudo, a literatura descreve
claramente que diterpenos vouacapanicos (Fig. 18) sdo os compostos
majoritarios desta espécie vegetal, sendo identificados a partir do extrato
etandlico (NUCCI et al., 2012) ou de fracBes do extrato (COELHO et
al.,, 2005; SPINDOLA et al.,, 2009; HOSCHEID et al.,, 2012) de
Pterodon pubescens. Adicionalmente, alguns estudos demonstram a
presenca do sesquiterpeno geranilgeraniol (MENNA-BARRETO et al.,
2008; SPINDOLA et al., 2010; SPINDOLA et al., 2011).

Dentre as atividades biologicas ja estudadas nesta espécie foi
demonstrada a acdo quimioprofilatica contra Schistosoma mansoni
(SANTOS-FILHO et al., 1987; DIAS FDA et al., 1995). Calixto e
colaboradores (2007) demonstraram a atividade antiplaquetaria do
geranilgeraniol extraido de sementes da P. pubescens, relacionando este
Além disso, varios estudos vém demonstrando uma atividade anticancer
da P. pubescens. Vieira e colaboradores (2008) demonstraram, em um
ensaio preliminar, a atividade antiproliferativa do extrato bruto etandlico
das sementes da Pterodon contra uma linhagem de melanoma humano.
Spindola e colaboradores (2009) descreveram a atividade
antiproliferativa contra diversas linhagens tumorais de furanoditerpenos
obtidos da P. pubescens. Spindola e colaboradores (2010) também
analisaram o efeito dos compostos isolados geranilgeraniol e acido
6a,7p-dihidroxivouacapan-17p-oico, mostrando que 0s mesmos agem
em sinergismo e ndo apresentam atividade relevante quando testados
isoladamente, sugerindo que o efeito anti-inflamatério da Pterodon
pubescens € devido a esta interacdo entre 0s principios ativos presentes
no extrato. Pereira e colaboradores (2010) demonstraram que o extrato
da semente de Pterodon pubescens promove parada do ciclo celular em
células leucémicas por desregulagdo da ciclina D1 e dos niveis de acido
ribonucléico mensageiro (RNAm) E2. Pereira e colaboradores (2011)
também mostraram o efeito indutor de apoptose da subfracdo terpénica
de P. pubescens em células leucémicas K562 através da modulagéo da
expressao de genes envolvidos no processo de apoptose, fator apoptético
ativador de protease-1 (Apaf-1) e DNA metiltransferase (DNMT).
Finalmente, Pereira e colaboradores (2012) sugeriram que a agdo anti-
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leucémica da subfracdo SF5 da P. pubescens estd relacionada com a
inibicdo de ERKs, NF-kB e vias de sinalizagdo c-myc, resultando em
reducdo da expressdo de mRNA de ciclina E2 e parada do ciclo celular
na fase G1.

No estudo da dor e da inflamagéo foi observado que, 0 extrato
hidroalcodlico das sementes de P. pubescens apresentou efeito
antiartritico, confirmando o principal uso popular, em um modelo
experimental de artrite induzida por colageno Il (SABINO et al., 19993;
COELHO et al., 2001; COELHO, SABINO, DALMAU, 2004). Ainda,
apresenta efeito imunomodulatério (COELHO; SABINO; DALMAU,
2004), sem inducdo de toxicidade subaguda (COELHO et al., 2001) ou
de toxicidade aguda (SABINO et al.,, 1999b). Além disso, Silva e
colaboradores (2004) demonstraram que 0 6leo extraido das sementes de
P. pubescens exibe potente atividade antiedematogénica sobre o edema
de orelha induzido pelo éleo de croton. Coelho e colaboradores (2005)
ressaltam que a acdo antinociceptiva do extrato hidroalcodlico das
sementes de P. pubescens, no modelo de formalina e de constricdo
abdominal induzida de é&cido acético, em camundongos, pode ser
atribuida a presenca de derivados vouacapanicos. Também, Cardoso e
colaboradores (2008) determinaram atividade supressora de linfécitos T
e B, relacionado & atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico.
Recentemente, Hoscheid e colaboradores (2012) mostraram que a
administracdo de doses crescentes da fragdo hexanica de Pterodon
pubescens (FHPp) apresenta atividade anti-inflamatéria e isenta de
toxicidade nos modelos de pleurisia induzida pela carragenina e de
artrite induzida por CFA, em ratos.

Quanto & investigacdo dos mecanismos de agdo, Spindola e
colaboradores (2011) demonstraram, pelo teste de acido acético, que a
acao antinociceptiva do diterpeno 6a, 7p-dihidroxivouacapan 17B-oico
(isolado de Pterodon pubescens), ndo ocorreu em animais previamente
tratados com cloridrato de p-clorofenilalanina metil éster (PCPA,
inibidor de sintese 5-HT), sugerindo que o mecanismo de acdo pode
estar relacionado com a sintese e/ou liberacéo de serotonina. No entanto,
0S mecanismos subjacentes ao efeito antinociceptivo da planta medicinal
Pterodon pubescens ainda néo séo totalmente compreendidos.

Este trabalho busca fortalecer e valorizar o uso popular,
ampliando as avaliacGes sobre a atividade antinociceptiva da espécie
vegetal Pterodon pubescens e o mecanismo de acdo envolvido neste
efeito, contribuindo com mais informacgdes sobre a eficcia e seguranca
necessarias para o desenvolvimento de novos farmacos.
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2.9 OBJETIVOS
2.9.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil fitoquimico e o efeito antinociceptivo do extrato
etandlico dos frutos da Pterodon pubescens Benth. em modelos
experimentais de dor aguda e crénica, bem como o seu mecanismo de
acdo, em camundongos.

2.9.2 Obijetivos especificos

1) Analisar o perfil fitoquimico do EEPp;

2) Avaliar o efeito antinociceptivo do EEPp em modelos de dor
aguda e crbnica em camundongos;

3) Analisar o envolvimento do sistema glutamatérgico, de
citocinas pro-inflamatérias e de canais TRPV1 e TRPAL no
efeito antinociceptivo do EEPp em camundongos;

4) Avaliar pardmetros bioquimicos de toxicidade do EEPp em
camundongos;

5) Investigar o potencial antioxidante do EEPp.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados
camundongos Swiss machos e fémeas adultos (2 meses de idade),
pesando entre 25-35 g (Fig. 19), provenientes do Biotério Central da
UFSC, mediante aprovacdo dos protocolos experimentais pela Comissdo
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) desta mesma Universidade
(protocolo PP00745). Uma vez recebidos do Biotério Central, os
animais foram mantidos no biotério do Laborat6rio de Neurobiologia da
Dor e da Inflamagdo (LANDI), com temperatura controlada de 22 + 2
°C, em ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas as 6:00 h) e com
dgua e racdo ad libidum. Em biotério proprio os animais foram
separados pelo sexo e de acordo com seus grupos experimentais
(lesionados/tratados). Mantidos em cémaras com circulacdo de ar
(Alesco), em gaiolas de polipropileno medindo 41 x 34 x 16 cm de
didmetro (Fig. 19), com tampa superior revestida por barras de ago inox,
contendo um frasco de polipropileno com agua (500 ml) e espaco
adequado para armazenamento da racdo. O numero de animais foi
limitado a 15 por caixa, proporcionando um alojamento comodo exigido
para esta espécie. Nos dias de experimento, 0s animais foram mantidos
no laboratério para ambientacdo por pelo menos 1 hora antes da
realizacdo dos experimentos, sendo que o0s experimentos descritos foram
realizados de acordo com as normas éticas para o estudo da dor com
animais de laboratério (ZIMMERMANN, 1983).

Figura 19 — Camundongos Swiss

(A) Gaiola de polipropileno onde os animais sdo acomodados. (B) Camundongo
Swiss com aproximadamente 2 meses de idade. Fonte: Elaborado pela autora
(2014).
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3.2 DROGAS E REAGENTES

As seguintes substancias foram utilizadas: formalina (LabSynth,
Diadema, Brasil); cloridrato de acido L-glutdmico, cinamaldeido,
canfora, xilazina, cetamina, carbonato de sddio, acetato de potassio,
cloreto de aluminio, ferrozina (3-(2-piridil)-5,6-difenil-1, 2,4-triazina- p,
acido monossoédico hidrato de sal p'-dissulfénico), 2 2-difenil-1-
picrilhidrazilo, ferrocianeto de potassio e reagente de Folin Ciocalteu
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); écido cainico (cainato), acido
(x)-1-aminociclopentano-trans-1,3-dicarboxilico (trans-ACPD), 4cido o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4 isoxazolpropionico (AMPA), &cido N-metil-
D-aspartico (NMDA) e capsaicina (Tocris Bioscience, Ellisville,
Missouri, EUA); Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-1f
(IL-1B) (R&D Systems, Minneapolis, EUA); Hidrato de cloral (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil); Isoflurano (Cristélia, SP, Brasil); acido galico,
quercetina, acido ascérbico, acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
BHT (hidroxitolueno butilado) e cloreto férrico (Merck, Alemanha).
Para a determinacdo de pardmetros bioquimicos da anlise toxicoldgica
foram utilizados Kkits comerciais especificos (Gold Analisa, Belo
Horizonte - MG, Brasil). Todas as drogas foram dissolvidas em solugédo
salina isotdnica (0,9 % NaCl) com exce¢do do EEPp, que foi dissolvido
em solucdo salina e Tween 80 (5% de modo a ndo influenciar na
atividade exercida pelo extrato). Além disso, 0s grupos controles
receberam pré-tratamento intragastrico com o veiculo usado para diluir
0 EEPp (solucdo salina com 5 % de Tween 80). A administracdo
intragastrica com o EEPp ou veiculo, bem como a administracdo
subcutanea por canfora (controle positivo do teste de cinamaldeido)
foram realizadas com volume de 10 ml/kg. O EEPp foi administrado 1
hora antes dos experimentos por via intragastrica, para mimetizar a via
(oral) popularmente utilizada em seres humanos (Fig. 20).



71

Figura 20 — Administracdo por gavagem.

O extrato dos frutos de Pterodon pubescens foi administrado por via
intragastrica, para mimetizar a via (oral) popularmente utilizada em seres
humanos. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

3.3 PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL: Pterodon
pubescens Benth.

Para o presente estudo foram feitas duas coletas dos frutos de um
Unico exemplar da &rvore da espécie Pterodon pubescens Benth,
localizado no Jardim Boténico de Brasilia (Fig. 21), nas datas de
22/08/2011 e 08/09/2012. As arvores desta espécie vegetal, localizadas
no Jardim Botanico de Brasilia, foram alvo do minucioso estudo
botanico feito por Rocha (2006).

A érvore esta localizada na trilha de asfalto do Jardim Botéanico
de Brasilia, aproximadamente a 1 km da portaria principal, a esquerda
(15°52'1,01" S; 47°49'45,65" O), conforme mostra a Figura 21. Os
frutos coletados foram identificados pelo Dr. Rafael Trevisan
(Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Catarina -
Floriandpolis) e o espécime utilizado foi catalogado sob n°® 33.761 no
Herbéario FLOR da Universidade.
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Flgura 21-Arvore e frutos da Pterodon pubescens Benth.
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(A) Arvore de Pterodon pubescens localizada no Jardim Boténico de Brasilia —
DF). (B) Placa de identificacdo boténica localizada na frente da arvore. (C) Foto
da arvore obtida na época de floragdo. (D) Frutos de Pterodon pubescens
colhidos desta arvore. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

O extrato etandlico foi preparado semelhante ao produzido pela
Pastoral da Salde de Floriandpolis que é na forma de tintura.
Brevemente, os frutos (com semente) de Pterodon pubescens (200 g)
foram triturados e submetidos a maceracdo com alcool de cereais (2
litros) em temperatura ambiente, com poucos periodos de agitacdo (2
vezes ao dia), por 30 dias. Em seguida, o extrato foi filtrado e o solvente
foi evaporado em evaporador rotativo sob pressdo e temperatura
reduzida como descrito anteriormente pelo nosso grupo (NUCCI et al.,
2012). O resultado deste processo foi um Oleo viscoso, castanho e
perfumado (PEREIRA et al., 2010), denominado extrato etanélico de
Pterodon pubescens (EEPp) (Fig. 22). O rendimento final obtido foi de
47,93 g de extrato, aproximadamente 25%.
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Figura 22 — Extrato etandlico de Pterodon pubescens.

O resultado do processo de extracdo do EEPp é um dleo viscoso, castanho e
perfumado (Pereira et al., 2010). Fonte: Elaborado pela autora (2014).

3.4 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO DE Pterodon
pubescens Benth.

3.4.1 Avaliacéo por CG-EM do EEPp

A andlise do extrato foi realizada por meio de um cromatégrafo
gasoso da Agilent 5975 com detector por espectrometria de massa (CG-
EM) (Fig. 23). Foi utilizada uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25
pm) e as condicOes da analise foram as seguintes: gas carreador: He, (1
mL/min.); temperatura da coluna programada de 60-290 °C (3 °C/min)
com isoterma a 290 °C por 5/min; temperatura do injetor em 260 °C e
temperatura do detector em 280 °C. Razdo de split de 1:10. Para a
deteccdo foi aplicada a técnica de impacto eletrbnico a 70 eV. As
amostras foram diluidas em cloroférmio (5%) e foi injetado 1ul da
solucdo para anélise no CG-EM. A concentragcdo dos componentes do
extrato foi calculada utilizando as areas individuais dos picos de cada
componente. Cada componente foi identificado pela comparacdo dos
espectros de massas obtidos com os dados descritos na literatura
(ADAMS, 1995). Os indices de retencdo (IR) foram calculados através
da co-injecdo de uma mistura de n-alcanos de série (C5 - C30), usando a
equacdo descrita por Vandendool e Kratz (1963).

O perfil fitoquimico das duas coletas da planta medicinal
Pterodon pubescens foi confirmado por nosso grupo por meio da analise
de CG-EM, sendo entdo comparado com a literatura e com dados
prévios obtidos em nosso grupo (NUCCI et al.,, 2012). O efeito
antinociceptivo dos dois extratos foi testado e comparado no teste
preliminar de formalina. Em ambas as comparacdes (perfil fitoquimico e
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efeito antinociceptivo) o EEPp apresentou resultados similares,
mostrando que o extrato tem boa reprodutibilidade.

Figura 23 — Cromatégrafo gasoso com detector por espectrometria de
massas.

Cromatdgrafo gasoso da Agilent 5975 com detector por espectrometria de
massas (CG-EM), usado para verificar o perfil quimico do extrato de Pterodon
pubescens. Fonte: Elaboracéo dos autores (2014).

3.4.2 Determinag&o do contetido de compostos fendlicos totais

Para quantificacdo do contelido de compostos fendlicos totais foi
utilizado um espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda S) (Fig. 24), pelo
método de Folin-Ciocalteau (GHASEMI, GHASEMI,
EBRAHIMZADEH, 2009; NABAVI et al., 2009). As amostras do
extrato (500 pl de diferentes dilui¢cbes) foram misturadas com reagente
de Folin-Ciocalteu (5 ml, 01:10 diluida com A&gua destilada) e
armazenadas durante 5 min., depois foram adicionados carbonato de
sodio (Na,COgz) aquoso (4 ml, 1 M). A mistura foi deixada em repouso
durante 15 minutos e os fendis foram determinados por um
espectrofotdbmetro de UV-VIS a 725 nm. A curva de calibracdo foi
construida usando solugdo de 4&cido gélico (como padrdo), nas
concentragdes de 0, 50, 100, 150, 200 e 250 mg/ml de solugdes de acido
galico em metanol: agua (50:50, v/v), para comparacdo (y = 5,60X -
21,83; R2 = 0,9999). Para o valor do “branco”, utilizou-se uma solucao
preparada conforme descrito acima, porém, sem a presenga da amostra.
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O aparecimento da coloracéo azul-escuro é o indicativo da presenca de
compostos fendlicos na amostra testada. Todos o0s testes foram
realizados em triplicata. O teor de compostos fendlicos totais foi
expresso em equivalente de acido galico, ou seja, mg EAG/g de EEPp.

Figura 24 — Espectrofotémetro.

| . 5

Espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda S, utilizado para os ensaios que
avaliaram DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil), poder redutor e atividade quelante
do Fe®*. Fonte: Elaboragéo dos autores (2014).

3.4.3 Determinacao do contetdo de flavonoides

Para quantificacdo do conteldo total de flavonoides foi utilizado
um espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda S) (Fig. 24), pelo método
colorimétrico usando cloreto de aluminio, conforme descrito por Nabavi
e colaboradores (2008). Resumidamente, 500 ul de solugdo do extrato
em metanol foi misturado separadamente com 1,5 ml de metanol, 100 pl
de cloreto de aluminio a 10%, 100 pl de acetato de potassioa 1 M e 2,8
ml de agua destilada, e deixadas a temperatura ambiente durante 30 min.
A absorbéncia da mistura reacional foi medida a 415 nm no
espectrofotdmetro. Como branco, foi utilizada uma solucdo preparada
conforme o procedimento acima, sem a adi¢do da solucgdo de cloreto de
aluminio (AICI3). O aparecimento de coloracdo verde é indicativo da
presenca de flavonoides. O contelido total de flavonoides foi calculado
usando quercetina (como padrao) a partir de uma curva de calibragdo. A
curva de calibracdo foi obtida através da preparacdo de solucbes de
quercetina em concentracdes de 12,5 a 100 mg/ml em metanol, para
comparagdo (y = 10,57X — 2,29; R2 = 0,9999). Os testes foram feitos
em triplicata. O teor de flavonoides foi expresso em equivalentes de
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quercetina, ou seja, em mg EQ/g de EEPp. R= 74,48 mg EQ/ g de
extrato.

3.5 AVALIACAO LOCOMOTORA: TESTE DO CAMPO ABERTO
(OPEN-FIELD)

O teste do campo aberto foi realizado a fim de excluir a
possibilidade de que a acgdo antinociceptiva do EEPp poderia estar
relacionada com efeitos inespecificos, tanto em nivel central quanto
periférico, sobre a atividade locomotora dos animais. O comportamento
dos animais foi verificado conforme descrito previamente
(RODRIGUES et al., 2002; NUCCI et al., 2012). O aparato de avaliacdo
consiste de uma arena circular de PVC medindo 62 cm de didmetro por
29,5 altura. O piso da arena é dividido em quadrantes semelhantes (Fig.
25), e 0 nimero de cruzamentos atravessados com todas as patas, foi
contado cumulativamente durante 6 minutos. Os camundongos foram
submetidos ao teste de campo aberto em uma avaliacdo ap6s tratamento
Unico (agudo), e outra ap6s o término do tratamento prolongado no
modelo de dor neuropatica (LPNI). Na avaliacdo aguda, os
camundongos foram tratados com EEPp (30-600 mg / kg, ig) ou veiculo
(10 ml/kg, i.g.) 1 hora antes do teste. A avaliacdo conduzida com os
animais submetidos a LPNI e que receberam o tratamento prolongado
com EEPp (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10 ml/kg, i.g.) foram analisados
no 19° dia pos-cirurgia, 1 hora apos a ultima administragao.

Figura 25— O aparato de campo aberto.

Arena circular de PVC dividida em quadrantes para avaliacdo da atividade
locomotora no teste do campo aberto. Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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3.6 MODELOS DE NOCICEPCAO AGUDA
3.6.1 Nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de formalina

Para verificar o efeito antinociceptivo agudo do EEPp foi
utilizado o teste de nocicepgdo, induzida pela injecdo intraplantar de
formalina, utilizando camundongos Swiss machos (Fig. 26). Esse
modelo permite evidenciar duas fases de nocicepcéo: a primeira (F1)
ocorre durante os primeiros 5 minutos apds a injecdo da formalina
(origem neurogénica); a segunda (F2) ocorre entre 15 e 30 min apds a
injecdo, representando a resposta tonica & dor, acompanhada de uma
resposta inflamatoria relacionada com a liberacdo de mediadores
quimicos da inflamagdo. O procedimento utilizado foi similar ao
descrito anteriormente (HUNSKAAR; HOLE, 1987; MARTINS et al.,
2011). Brevemente, os animais receberam 20 pl de formalina a 2,5%
(0,92% de formaldeido) ou salina na regido ventral da pata posterior
direita, respectivamente (Fig. 26). Apdés a injecdo de formalina os
animais foram colocados, individualmente, em um funil de vidro, ao
lado de um espelho para facilitar a observagdo. O tempo em que 0
animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com
formalina foi cronometrado, sendo esse tempo considerado como
indicativo de nocicepgdo (Fig. 26). Os animais foram tratados com
solucdo contendo EEPp por via intragastrica (i.g) (1-300 mg/kg) uma
hora antes da realizacdo dos experimentos. Os grupos controles foram
tratados com solugdo de salina (10 ml/kg, i.g.).

Ao final do tempo de observagdo, foi realizada a verificacdo do
edema através da medicdo por paquimetro (Fig. 27). Nesta ultima foi
utilizado um paquimetro universal da marca Starrett (modelo: 125MEB-
6/150) para medir a espessura imediatamente proximal a linha média na
superficie plantar do animal. Logo apds, os animais foram eutanasiados
e as patas posteriores foram retiradas imediatamente proximais a
articulacéo tibio-tarsal e pesadas em uma balanca analitica (Fig. 27) para
quantificacdo do edema induzido pela injecdo intraplantar de formalina.
A diferenca de peso (mg) entre as patas direita (injetada com formalina)
e esquerda (injetada com salina) foi considerado como indice do edema.
Este método foi realizado para confirmacdo da avaliacdo anterior
(edema avaliado por paquimetro).
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Figura 26 — Teste da Formalina.

(A) Injecdo intraplantar de formalina. (B) Resposta nociceptiva de lambida da
pata injetada. (C) Resposta nociceptiva de mordida da pata injetada. (D) edema
e rubor causado pela injecdo intraplantar de formalina. Fonte: Elaborado pela
autora (2014).

Figura 27 — Aparato utilizado para mensuragdo do edema de pata.

(A) Paquimetro universal da marca Starrett (modelo: 125MEB-6/150) para
medir a espessura imediatamente proximal a linha média na superficie plantar
do animal. (B) Balanca analitica para quantificacdo do edema pelo peso da pata.
Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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3.6.2 Nocicepgdo induzida pela injecdo intraplantar de glutamato

O sistema glutamatérgico ¢ um dos mais importantes sistemas de
neurotransmissores envolvidos na estimulagdo e manutencdo da
nocicep¢do e da antinocicepgdo, tanto em nivel periférico quanto central
(FUNDYTUS, 2001; RIEDEL; NEECK, 2001). Além disso, a injecdo
i.pl. de glutamato induz a estimulacdo direta dos neurénios nociceptivos,
causando assim a liberacdo de varios mediadores inflamatorios e
neuropeptidios, também envolvidos na transmissdo nociceptiva
(DANBOLT, 2001; BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002; 2003).

Sendo assim, o modelo da nocicepcdo induzida pela injecdo
intraplantar de glutamato foi empregado com o objetivo de evidenciar a
possivel interacdo periférica do sistema glutamatérgico na acéo
antinociceptiva do EEPp. Para isto, foram utilizados camundongos
Swiss fémeas e os animais foram pré-tratados com EEPp pela via
intragastrica (30 e 300 mg/kg, i.g.), 1 hora, antes da injecdo intraplantar
(i.pl.) de 20 pul de uma solugdo pH ajustado (pH 7,4) de glutamato (20
umol/pata) (Fig. 28), de acordo com o método descrito anteriormente
(BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002; MEOTTI, COELHO IDOS,
SANTOS, 2010). O grupo controle recebeu veiculo pela via
intragéstrica (10 ml/kg, i.g.). Apds a injecdo de glutamato, o0s
camundongos foram observados em funis de vidro individuais e o tempo
que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada,
durante 15 minutos, foi quantificado e considerado como indicativo de
nocicepcao (Fig. 28).

Figura 28 — Teste do glutamato na pata.

L J

(A) Injecdo intraplantar de glutamato. (B) Respsta nociceptiva provocada pela
injecdo de glutamato na pata. Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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3.6.3 Nocicepgdo induzida pela administracdo intratecal de
aminoacidos excitatdrios e citocinas pro-inflamatérias TNF-o. e
IL-1p

Este modelo se presta ao estudo de farmacos que atuam sobre o
sistema glutamatérgico em nivel central. A fim de obter informagdes
adicionais sobre a possibilidade dos receptores glutamatérgicos estarem
envolvidos no mecanismo antinociceptivo do EEPp, nesta série de
experimentos, o efeito do EEPp foi avaliado na nocicepcdo induzida
pela injecdo intratecal (Fig. 29) de agonistas glutamatérgicos em
camundongos, de acordo com o método descrito anteriormente (URCA,
RAIGORODSKY, 1988; SAKURADA et al., 1990; BRAMBILLA et
al., 1996; BOXALL et al., 1998). Para isto, foram utilizados
camundongos Swiss fémeas e a resposta nociceptiva foi induzida pela
injecdo intratecal de 5 pl de cada uma das drogas: agonistas
glutamatérgicos (0 aminoacido excitatério, 175 nmol/i.t.), trans-ACPD
(agonista para receptores de glutamato metabotrépicos mMGLUR 1 e 5,
50 nmol/i.t), NMDA (agonista seletivo do subtipo NMDA para
receptores ionotrépicos glutamatérgicos, 450 pmol/i.t), cainato
(agonista seletivo do subtipo cainato para receptores ionotrépicos
glutamatérgicos, 110 pmol/i.t.), o AMPA (agonista seletivo do subtipo
AMPA para receptores glutamatérgicos ionotrdpicos, 135 pmol/i.t.). As
doses dos agonistas glutamatérgicos foram pré-determinadas com base
em experimentos realizados em nosso laboratério (GADOTTI et al.,
2006; LONGHI-BALBINOT et al.,, 2009; BAGGIO et al., 2010;
MARTINS et al., 2011). Para avaliar o envolvimento das citocinas pro-
inflamatdrias no mecanismo de agdo antinociceptivo do EEPp, os
animais receberam injecdo intratecal de 5 pl de TNF-a (0,1 pg/sitio) e
IL-1B (1 pg/sitio). As doses das citocinas foram pré-determinadas com
base em experimentos realizados em nosso laboratério (MARTINS et
al., 2011; GADOTTI et al., 2012). As injecdes foram administradas em
camundongos em estado de vigilia (sem utilizacdo de anestésico)
utilizando o método descrito por Hylden e Wilcox (1980). Brevemente,
0s animais foram mantidos manualmente, e uma agulha de calibre 30 G
ligada a um tubo de polietileno com uma micro-seringa de 25 pl
(Hamilton, Birmingham, Reino Unido) foi inserida através da pele e
entre as vertebras L5-L6, no espago subaracnoide espinal (Fig. 29).
Cada injecdo foi administrada por um periodo de 5 segundos e o
movimento do reflexo da cauda foi considerado como indicativo de
sucesso de administracdo. Apds a injecdo das diferentes substancias, os
camundongos foram observados em funis de vidro individuais e o tempo
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em que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a regido posterior
do corpo foi quantificado e considerado como indicativo de nocicepcéo
(Fig. 29), durante os periodos apropriados para cada substancia:
glutamato (3 min); NMDA (5 min); AMPA (1 min); cainato (4 min) e
trans- ACPD, TNF-a e IL-1B (15 min). Os animais foram pré-tratados
com EEPp (30 ou 300 mg/kg) ou veiculo (10 mi/kg) intragastricamente
(i.9.) 1 hora antes dos experimentos.

Figura 29 — Avaliacdo por injecéo intratecal.

(A) Injecdo intratecal. (B) Resposta nociceptiva caracteristica da injecdo
intratecal, onde o animal lambe e/ou morde toda a regido inferior do corpo
(abaixo do nivel onde foi aplicada a injecdo). A injecdo intratecal foi utilizada
para avaliagdo de alguns possiveis mecanismos centrais que podem estar
envolvidos no efeito antinociceptivo do EEPp, como agonistas glutamatérgicos,
citocinas pro-inflamatorias e ativadores dos canais TRPV1 e TRPAL. Fonte:
Elaborado pela autora (2014).

3.6.4 Nocicep¢do induzida pela administracdo intratecal de
capsaicina ou cinamaldeido

Para avaliar o possivel envolvimento do TRPV1 no efeito
antinociceptivo do EEPp, foram utilizados camundongos Swiss fémeas,
esses animais receberam injecdo intratecal (Fig. 29) com um ativador
especifico deste canal, a capsaicina, na dose de 100 pmol/sitio e a
resposta nociceptiva foi avaliada por 5 minutos, como anteriormente
descrito por Sakurada e colaboradores (1996). Além disso, para avaliar o
possivel envolvimento do TRPAL, nosso grupo realizou um trabalho de
padronizacdo de tempo e dose para avaliacdo da nocicep¢do induzida
pelo cinamaldeido por via intratecal, em camundongos (Fig. 30).
Previamente foi demonstrado que a injecdo intratecal de cinamaldeido
induz comportamento nociceptivo em ratos (KLAFKE et al., 2012).
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Neste sentido, a padronizacdo foi feita a partir de uma curva dose-
resposta 3-3000 pmol/sitio, onde o comportamento nociceptivo foi
avaliado de 5 em 5 minutos, por 1 hora (Fig. 30). Com os resultados
obtidos, foram escolhidos a melhor dose e tempo, a fim de evidenciar o
comportamento nociceptivo. Assim, a dose utilizada foi de 30 pmol/sitio
e 0s animais foram avaliados por 30 minutos apos a injecao (Fig. 30). A
guantidade de tempo (em segundos) em que o animal passou mordendo
ou lambendo a regido inferior a &rea injetada foi tomada como
indicativo de nocicepg¢do apds a injecdo intratecal de 5 pl de cada uma
das drogas (Fig. 29).

Figura 30 — Padronizagdo do cinamaldeido intratecal
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-+ Cinamaldeido (3 pmol/it.) - Cinamaldeido (300 pmol/it.)#
# Cinamaldeido (30 pmol/it.)# -e Cinamaldeido (3000 pmol/i.t.)

800
£ 700
]
Z 600
o
8 500+
8 400
=
= 300
w
S 200-
& 1001

- a
o -]
. . U

Resposta nociceptiva (s)
N
i

o
L

——r— 77T S S S e S s S s e s s
1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min) Tempo (min)

Os animais receberam injecdo intratecal de salina ou cinamaldeido (ativador
TRPAL) e o nocicepcéo foi avaliada cumulativamente por até 1 hora (A) ou a
diferenca da resposta foi registrada a cada 5 minutos (B). Cada coluna
representa a média de 10 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M.. Os
asteriscos (*) denotam a significancia, quando comparado com o grupo controle
salina (*P<0,05; *P<0,01 e ***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam diferencas
significativas dos grupos que receberam as concentracGes de 30 e 300 pmol de
cinamaldeido intratecal, quando comparado com o grupo controle salina
(###P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas
vias seguido pelo teste de Bonferroni. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

3.6.5 Incisdo plantar (dor pds-operatoria)

A dor poés-operatdria foi induzida por uma cirurgia de incisdo
plantar (CIP) em camundongos (Fig. 31), como descrito previamente
por Pogatzki e Raja (2003). Para isto, foram utilizados camundongos
Swiss machos e os animais foram anestesiados com 1-2% de Isoflurano
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a 100% de O,, administrado por meio de uma mascara nasal. Apo6s a
preparacdo estéril da pata traseira direita, foi realizada uma inciséo
longitudinal de 5 mm através da pele e fascia da superficie plantar,
usando um bisturi com ldmina ndmero 11. A inciséo foi iniciada a 2 mm
da extremidade proximal do calcanhar em dire¢do aos dedos. O musculo
plantar foi elevado com uma pinga, mantendo a origem e inser¢do do
musculo intacto. Apos a incisdo, a pele foi suturada com um fio de
sutura de polipropileno 6.0 ndo absorvivel, e coberta com 10% de
solucdo povidine-iodo® (Fig. 31) (NUCCI et al., 2012; CIDRAL-
FILHO et al., 2013; MARTINS et al., 2013a).

Os animais do grupo controle para a cirurgia foram submetidos a
um falso procedimento (grupo Sham — falso operado) cirdrgico, que
consiste apenas na aplicacdo da anestesia. Apds os procedimentos 0s
animais permaneceram em suas gaiolas para recuperagdo. As suturas
foram removidas no 2° dia pds-operatério. O comportamento
nociceptivo foi verificado por meio da avaliagdo da hiperalgesia
mecanica e térmica dos animais, a partir de 24 horas apdés CIP
(descrigdo detalhada no item 3.7.1 e 3.7.2, bem como na Fig. 32).

Figura3l - Os diferentes estagios do procedimento cirlrgico de
incisdo plantar.

Os diferentes estagios do procedimento cirdrgico de incisdo plantar, segundo
Brennan, Vandermeulen e Gebhart (1996). A: incisdo longitudinal de 5 mm
feita através da pele e fascia iniciando a 0,5 cm da extremidade proximal do
calcanhar se estendendo pela linha média do pé; B: O mdsculo plantar é elevado
sendo realizada uma incisdo longitudinal; C: Depois da hemostase a incisdo €
suturada; D: Cicatrizacdo, 5 dias ap6s a incisdo. Fonte: adaptado de Brennan,
Vandermeulen e Gebhart (1996).
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Figura 32 — Esquema cronoldgico das avaliagGes da dor pds-operatoria.
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A hiperalgesia mecanica, induzida por dor p6s-operatdria, foi avaliada a partir
de 24 horas apds a cirurgia de incisdo plantar (CIP). Primeiramente foi realizada
uma avaliacdo do efeito antinociceptivo do EEPp (0,1-100 mg/kg., i.g) no
decurso temporal. Depois um tratamento diario com o EEPp (100 mg/kg., i.g.),
durante 6 dias consecutivos (1° ao 6° dia) apds a CIP. A hiperalgesia térmica ao
calor e ao frio foi avaliada no 1° e 2° dias pds-operatdrio, respectivamente.
Fonte: Elaborado pela autora (2014).

P e —

3.7 MODELOS DE NOCICEPCAO CRONICA
3.7.1 Dor pés-isquemia crdnica (isquemia e reperfuséo da pata)

A dor pos-isquemia crénica (DPIC) é desenvolvida ap6s 3 horas
de isquemia e reperfusdo da pata (IRP), e é descrita como um modelo
animal de sindrome da dor complexa regional do tipo | (SDCR-I) (Fig.
33). A IRP foi realizada conforme descrito previamente por Millecamps
e colaboradores (2010). Para isto, foram utilizados camundongos Swiss
machos. Para realizacdo da isquemia, os animais foram anestesiados
com uma injecdo intraperitoneal de hidrato de cloral (7%, 0,6 mi/kg)
(QUINTAO et al., 2006; NUCCI et al., 2012; MARTINS et al., 2013c).
Apos a verificacdo do estado de consciéncia do animal, foi colocado, um
anel elastico com 1,2 mm de didmetro interno (Elastico Ligadura 000-
1237 marca: Uniden), no maléolo medial de modo a fazer um torniquete
na pata posterior direita (Fig. 33) dos animais. Para facilitar o
deslizamento do elastico, a pata foi introduzida numa ponteira de pipeta
de 1000 pl cortada na extremidade maior, obtendo 4 mm de didmetro. O
animal foi mantido sob anestesia com reforgos de 20% da dose inicial
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por trés horas e entdo o anel foi cortado, permitindo a reperfusdo da
pata. Os animais do grupo Sham (falso-operado) receberam exatamente
0 mesmo procedimento com a anestesia, porém, o anel elastico foi
cortado de modo a envolver o tornozelo sem obstruir o fluxo sanguineo
da pata traseira direita. Apds a isquemia, 0s animais permaneceram
préximos a uma lampada até voltarem a deambular pela caixa,
retornando para o biotério do laboratério. O comportamento nociceptivo
foi verificado por meio da avaliacdo da hiperalgesia mecénica dos
animais, a partir do 2° dia apds DPIC (descricdo detalhada no item 3.7.1,
bem como na Fig. 34).

Figura 33 — Pata de camundongos antes, durante e ap6s a isquemia e
reperfusdo.

A =] C

A Figura acima ilustra a pata dos camundongos antes, durante e apds a isquemia
e reperfusdo (IR). A: antes da exposi¢do ao torniquete; B: durante a isquemia,
quando a pata se apresenta cian6tica e fria, mostrando hipdxia tecidual; C: cinco
minutos apos a isquemia a pata se mostra ingurgitada com sangue e edematosa,
refletindo uma hiperemia reativa intensa; D: quatro dias apds a reperfusao, a
hiperemia e 0 edema ainda estdo presentes, e a pele da pata parece ressecada.
Fonte: adaptado de Bratti (2011).
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Figura 34 — Esquema cronoldgico das avaliagdes da isquemia e
reperfusdo da pata.
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A hiperalgesia mecénica, induzida por DPIC, um modelo animail de sindrome
da dor complexa regional tipo-1. Primeiramente foi realizada uma avaliacdo do
efeito antinociceptivo do EEPp (0,1-100 mg/kg., i.g) no decurso temporal, no 2°
(infcio da fase inflamatdria) e 7° (inicio da fase neuropatica) dias pos-isquemia.
Depois um tratamento prolongado com o EEPp (100 mg/kg., i.g.), durante 5
dias consecutivos (7% ao 11° dia) apds a IRP. O tratamento foi interrompido 12°
dia e reiniciado 14° dia ap6s IRP e continuou até o 15° dia. Fonte: Elaborado
pela autora (2014).

3.7.2 Ligadura parcial do nervo isquiatico (dor neuropatica)

Para a realizagdo da ligadura parcial no nervo isquiatico (LPNI)
foi utilizado camundongos Swiss fémeas e seguido o procedimento
descrito por Malmberg e Basbaum (1998) (Fig. 35). Resumidamente, 0s
camundongos foram anestesiados com uma inje¢do intramuscular (1
ml/kg, i.m) de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (80 mg/kg). Apds a
verificacdo do estado de consciéncia do animal (através da auséncia de
resposta ao pincamento da pata e/ou da cauda), efetuou-se a tricotomia
na area que foi operada (coxa direita). Em seguida, fez-se uma inciséo
medial e curvilinea na coxa direita do animal. A exposi¢do do nervo
isquiatico foi realizada apés a divulsdo muscular (musculo biceps
femoral). Foi utilizado um fio de sutura de polipropileno 8.0 ndo
absorvivel, para amarrar firmemente l/3 — Y, do nervo isquidtico direito
(Fig. 35). Logo apos foi feita a sutura da pele usando um fio de sutura de
polipropileno 6.0 ndo absorvivel e a assepsia no local foi feita com uma
solucdo de 10% povidine-iodo®. Os animais do grupo Sham (falso-
operado) passaram por todo procedimento cirdrgico, porém 0 nervo
isquiatico foi exposto, mas nédo foi ligado. A incisdo da pele foi suturada
e esterilizada com solucdo de iodo. Imediatamente ap6s a cirurgia, 0s
animais foram mantidos em uma sala quente até a recuperacdo completa
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da anestesia (MAZZARDO-MARTINS et al., 2012; CORDOVA et al.,
2013). Uma vez que todos os animais voltaram a deambular dentro da
caixa, eles foram levados de volta para o biotério do laboratério. O
comportamento nociceptivo foi verificado por meio da avaliagdo da
hiperalgesia mecanica, a partir do 8° dia apds LPNI, e térmica, a partir
do 10° dia ap6s LPNI. Esta descricdo esta detalhada no item 3.7.1 e
3.7.2, bem como na Fig. 36.

Figura 35 — Ligadura parcial do nervo isquiatico.

=
(A) Apos anestesia, foi feita a tricotomia, uma incisdo medial e curvilinea na
coxa direita do animal e a divulsdo do musculo biceps femoral, assim o nervo
isquitico foi exposto. (B) Foi utilizado um fio de sutura 8-0 para ligar */s— '/,
do nervo isquidtico direito. (C) O nervo foi ligado com dois nés. (D) Foi
realizada a sutura da pele com dois pontos e dois no6s. Fonte: Elaborado pela
autora (2014).
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Figura 36 — Esquema cronoldgico das avaliagdes da ligadura parcial do
nervo isquiatico.
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A hiperalgesia mecanica induzida pela ligadura parcial do nervo isquiético foi
avaliada a partir do 8° dia poéscirurgia. Primeiramente foi realizada uma
avaliacdo do efeito antinociceptivo do EEPp (30-300 mg/kg, i.g.) no decurso
temporal. Depois foi feito um tratamento prolongado com o EEPp (300 mg/kg,
i.9.), durante 7 dias consecutivos (8% ao 14° dia) apds LPNI, e interrompido no
15° dia. Em seguida, o tratamento foi reiniciado no 16° dia e continuou até o 17°
dia. A hiperalgesia térmica ao calor e ao frio foi avaliada no 10° e 11° dias pds-
cirurgia, respectivamente. No 19° dia foi feito o teste do campo aberto (Open-
field) e logo apds retirado o sangue dos animais para posterior analise
toxicolégica. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

3.8 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.8.1 Auvaliacéo da hiperalgesia mecénica (von Frey)

A frequéncia de resposta frente a um estimulo mecénico foi
avaliada como descrito por Bortalanza e colaboradores (2002),
utilizando monofilamentos de von Frey (Fig. 37). A frequéncia de
retirada da pata para 10 aplicacBes do filamento de von Frey (0,4 g —
CIP e DPIC) e (0,6 g — LPNI) (VFH, Stoelting, Chicago, USA), foi o
valor percentual utilizado como indicativo de resposta. No dia anterior
as cirurgias os animais foram submetidos ao teste para caracterizacdo da
resposta basal. Apenas 0s animais que apresentaram uma porcentagem
de resposta em torno de 20% foram selecionados. O teste foi aplicado
utilizando uma plataforma de (70 x 40 cm), que consiste em uma tela de
arame com malha de 6 mm (Fig. 37). Para facilitar a aplicacdo do
filamento na superficie ventral da pata posterior, os animais foram
colocados individualmente em uma camara de observacdo feita em
acrilico (9 x 7 x 11 cm), sem fundo e coberta com tampa, posicionada
sobre a plataforma (PITCHER; HENRY, 2004). O filamento foi
aplicado na pata posterior direita (operada), atendendo alguns critérios
como: aplicacdo feita perpendicularmente a superficie plantar, com
pressdo suficiente para proporcionar a curvatura do filamento, obtendo-
se assim pressdo total; os animais foram avaliados quando as quatro
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patas estavam acomodadas sobre a tela; a resposta de retirada foi
considerada quando o animal removeu totalmente a pata da tela de apoio
(Fig. 37).

Para verificar a resposta de poténcia e duracdo das doses do EEPp
frente a hiperalgesia mecénica nos experimentos com as cirurgias, foram
realizadas curvas de dose-resposta, utilizando doses e dias especificos
para cada modelo e observado o decurso temporal do efeito
antinociceptivo do EEPp. Depois de determinada a melhor dose em cada
modelo estudado, foi feito um tratamento diario, com duracéo especifica
para cada modelo, para investigar o desenvolvimento de um possivel
efeito cumulativo e/ou de tolerdncia do EEPp.

No modelo de dor pos-operatdria, o decurso temporal foi
realizado 24 horas ap6s a incisdo da pata. O tratamento com o EEPp foi
feito nas doses 0,1-100 mg/kg., i.g., e avaliado nos tempos de 1, 2,3 e 4
horas apds o tratamento. O tratamento diério foi feito com EEPp (100
mg/kg, i.g.), durante 6 dias consecutivos (1° ao 6° dia) apds a CIP (Fig.
32).

No modelo de dor pos-isquemia cronica (DPIC) o decurso
temporal foi realizado nos 2° e 7° dias apds o procedimento de isquemia.
O tratamento com o EEPp foi feito nas doses 0,1-100 mg/kg., i.g., e
avaliado nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds o tratamento. O tratamento
diario foi feito com EEPp (100 mg/kg, i.g.), durante 5 dias consecutivos
(7° ao 11° dia ap6s IRP). O tratamento foi interrompido 12° dia e
reiniciado no 14° dia ap6s IRP e continuou até o 15° dia (Fig. 34).

No modelo de dor neuropatica, o decurso temporal foi realizado
no 8° dia apds a ligadura. O tratamento com o EEPp foi feito nas doses
30, 100 ou 300 mg/kg, i.g. e avaliado nos tempos de 1, 2, 3,4,5,6¢e 7
horas ap6s o tratamento. O tratamento diario foi feito com EEPp (300
mg/kg, i.g.) durante 7 dias consecutivos (8% ao 14° dia) apds LPNI, e
interrompido no 15° dia. Em seguida, o tratamento foi reiniciado no 16°
dia e continuou até o 17° dia. As doses utilizadas no modelo de LPNI
tiveram uma escala diferente, em comparacdo aos outros dois modelos
de cirurgia empregados neste estudo, com dose mais alta (300 mg/kg,
i.g.) para investigar se havia interferéncia na atividade locomotora do
animal, bem como um possivel efeito toxico no final do tratamento
prolongado com esta dose (Fig. 36).

A hiperalgesia mecénica foi avaliada antes e 1 hora depois de
cada tratamento intragastrico (oral), realizados uma vez por dia em
todos os modelos estudados: na dor pos-operatéria (CIP), dor pos-
isquemia crbnica (DPIC) e na dor neuropética (LPNI). Em todos os
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modelos, os animais do grupo controle receberam apenas veiculo
(solucéo salina diluida com 5 % de Tween 80, 10 ml/kg, i.g.).

Figura 37 — Teste de von Frey.

(A) Animais em ambientacdo na plataforma de von Frey, que consiste em uma
tela de arame com malha de 6 mm. (B) Utilizacdo do monofilamento de von
Frey na avaliacdo da hiperalgesia mecénica nos animais. A aplicacdo foi feita
perpendicularmente & superficie plantar do animal, com pressdo suficiente para
proporcionar a curvatura do filamento. A resposta de retirada foi considerada
qguando o animal removeu totalmente a pata da tela de apoio. (C) Visdo ampla
da plataforma de von Frey e do ambiente de avaliacdo. Fonte: Elaborado pela
autora (2014).

3.8.2 Andlise do limiar sensorial térmico ao calor e ao frio (teste da
placa fria e quente)

Para estabelecer o possivel envolvimento dos canais i6nicos
TRPV1 (sensivel ao calor) e TRPAL (sensivel ao frio) no efeito
antinociceptivo do EEPp, foram feitos os testes da placa quente e fria,
respectivamente (Fig. 38).

Nas avaliagdes da hiperalgesia térmica ao calor e ao frio em
camundongos foi utilizada a placa quente/fria (AVS — CQF, Brasil)
conforme descrito por Bennett e Xie (1988), com pequenas
modificacdes do método. Os animais foram ambientados na sala de
experimentacdo por 1 hora antes do teste. Os camundongos foram
colocados individualmente sobre a placa, contidos por um cilindro de
acrilico (40 cm de altura por 20 cm de diametro) (Fig. 38). Para analisar
a hiperalgesia térmica ao calor, os camundongos foram colocados sobre
uma placa quente (48 + 1 °C) e o tempo de corte para este teste foi de 60
s, a fim de evitar danos teciduais. Para analisar a hiperalgesia térmica ao
frio, os camundongos foram colocados sobre placa fria (10 + 1 °C) e 0
tempo de corte para este teste foi de 120 s (NUCCI et al., 2012).
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Em todas as avaliagBes os camundongos foram tratados com
EEPp 1 hora antes dos testes, sendo que no modelo de incisdo plantar, o
tratamento foi feito com a dose de 100 mg/kg, i.g. e no modelo de
ligadura, 300 mg/Kkg, i.g., respeitando as doses utilizadas no tratamento
diério das respectivas cirurgias. A hiperalgesia foi avaliada pela laténcia
de retirada da pata traseira direita. O comportamento nociceptivo foi
testado a partir de 24 horas ap6s CIP (Fig. 32) e do 10° dia ap6s LPNI
(Fig. 36).

Figura 38 — Placa quente-fria.

Aparelho usado para fazer as avaliacOes de hiperalgesia ao calor e ao frio nos
modelos animais de dor pds-operatéria e de ligadura parcial do nervo isquiatico.
Fonte: Elaborado pela autora (2014).

3.9 ANALISE TOXICOLOGICA PRELIMINAR: DETERMINAGAO
DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os animais submetido ao modelo de LPNI que receberam
tratamento prolongado com EEPp (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo (10
ml/kg, i.g.) foram avaliados no 19° dia, 1 hora apds a dultima
administragdo do EEPp e veiculo, no modelo do campo aberto (Open-
field). Os camundongos foram individualmente anestesiados com
isoflurano e sacrificados por decapitacdo. O sangue foi recolhido e
transferido para tubos eppendorf de 1,5 ml, centrifugado a 4000 g
durante 10 minutos, a 23 °C e, em seguida o soro obtido foi congelado
para futura avaliagdo com marcadores bioquimicos de funcdo hepatica e
renal. Além disso, alguns drgaos nobres como o figado, o coragdo, o
baco, o rim e o pulm&o foram retirados para avaliagdo macroscopica
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como cor, textura e peso (CRUZ et al., 2006; WALKER et al., 2013).
Os parametros bioquimicos analisados foram a atividade das enzimas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e
gama-glutamil transferase (GGT), e as concentracBes séricas de
creatinina, uréia e acido Urico através da utilizacdo de kits comerciais
especificos, conforme descrito por Tietz (1995), Burger e colaboradores
(2005) e Wintola, Sunmonu e Afolayan (2011).

3.10 ANALISE DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
DE Pterodon pubescens Benth

A mensuracdo do potencial antioxidante do EEPp é necessério,
pois sdo 0s agentes antioxidantes 0s responsaveis por minimizar
diversas disfungdes, atuando contra a formacgdo de radicais livres e a
consequente geracdo de EROs, na homeostase tidlica, na manutengdo do
balanco redox da célula e na defesa contra agentes eletrofilicos (SIES,
1993; ROVER JUNIOR et al., 2001). Desta forma, a partir de um
equilibrio entre as defesas antioxidantes e os efeitos toxicos das EROs
em biomoléculas, é possivel manter o0 metabolismo e o funcionamento
celular inalterados (HALLIWELL, BARRY, 2006).

3.10.1 Captura de radicais livres usando DPPH

Para realizagdo do ensaio de determinagdo da atividade
antioxidante utilizando o radical livre DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil),
foi utilizado um espectrofotdmetro (Perkin Elmer Lambda S) (Fig. 24),
pelo método descrito por Foti, Daquino e Geraci (2004) e Villano e
colaboradores (2007), com algumas modificacGes. O ensaio consiste em
fazer uma solucdo metandlica de DPPH 0,004% preparada momentos
antes do uso e de solugbes de diferentes concentracdes de compostos
isolados ou extrato bruto de planta (500; 250; 125; 62,5; 31,25 pg/ml).
A mistura de 2 ml de solucdo de DPPH com 1 ml de solugdo do
composto ou extrato, foi agitada e apés 30 minutos, foi realizada a
leitura em um espectrofotdmetro a 517 nm, comparando-se esta leitura
ao branco, que consiste na solu¢do de DPPH na auséncia do composto
ou extrato. A porcentagem de atividade antioxidante foi dada pela
férmula (Ao — Ai / Ao) x 100, onde, Ao e Ai correspondem a
absorbancia da solucdo na auséncia e presenga do composto ou extrato,
respectivamente. O grafico da porcentagem de decréscimo na
absorbancia do DPPH em func¢do da concentragdo do composto fornece
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a ECx, que corresponde a concentracdo de EEPp necessaria para causar
50% de atividade antioxidante.

3.10.2 Determinacéo do poder redutor

Para a andlise da atividade antioxidante através da determinacao
do potencial redutor, foi utilizado um espectrofotémetro (Perkin Elmer
Lambda S) (Fig. 24), pelo método de Price e Butler (1977) e Waterman
e Mole (1994), com adaptacBes. Neste teste foram preparadas, em
triplicata, misturas reacionais compostas por 100 pl do extrato a uma
concentracdo de 1000 ppm, neste foi adicionado 8,5 ml de agua
deionizada. Subsequentemente, foram adicionados 1 ml de solucdo de
cloreto férrico (FeClz) a 0,1 M, e depois de 3 minutos, 1 ml de
ferricianeto de potéssio a 0,08 M. Ap6s 15 minutos foram feitas as
leituras das absorbancias em espectrofotdmetro de UV-VIS a 720 nm. O
aparecimento da cor azul da Prissia é indicativo de extrato com
potencial de atividade redutora. Como branco foi usada uma solugédo
preparada de acordo com o procedimento acima, sem a adi¢do do EEPp.
Foi realizada uma curva de calibracdo usando solucdes padrédo de acido
ascorbico (como padrdo), para comparagdo (y = 2,33X + 39,63; R2 =
0,9999). O potencial redutor do extrato foi expresso em equivalente de
acido ascorbico, mg EAA/g de EEPp.

3.10.3 Ensaio de atividade quelante de Fe?*

Para 0 ensaio de atividade quelante do Ferro Il (Fe®"), foi
utilizado um espectrofotdbmetro (Perkin Elmer Lambda S) (Fig. 24),
como descrito anteriormente por Wang e colaboradores (2008). As
solugdes do extrato bruto (1 ml) em diferentes concentracGes foram
misturadas de forma homogénea com 50 ul cloreto de ferro (FeCly) (2
mM), adicionando-se 200 ul de solucédo ferrozina (5 mM). As misturas
foram agitadas e deixadas em repouso a temperatura ambiente durante
20 min. Os valores de absorbancia (Amostra) das misturas foram
medidas em 562 nm em espectrofotdmetro. A atividade de quelagdo
utilizando ferrozina como agente de coloragdo, torna a solucdo résea, de
acordo com a quantidade de ferro disponivel em solucdo. Assim, quanto
menor a quelacdo de ions pelo extrato, maior o numero de ions
disponiveis para reagdo com a ferrozina e maior serd a absorbancia
observada. O metanol foi utilizado como controle (Branco). O
Na,EDTA foi utilizado como padrdo. Para determinacdo da taxa
quelante do Fe** (%) = 100 x [(Branco - Amostra) / Branco].
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da normalidade e homocedasticidade dos dados
foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Todos os resultados foram
apresentados como média * erro padrdo da média (E.P.M.). No teste de
formalina foi calculada a Dls (doses do EEPp necessérias para reduzir a
resposta nociceptiva em 50%, quando comparados ao grupo controle),
que foi expressa como a média geométrica acompanhada pelo limite de
confianca de 95% e os valores foram determinados por regressao ndo-
linear. As avaliacbes da hiperalgesia mecanica nos trés modelos
cirtrgicos (CIP, DPIC, LPNI) foram realizadas pela analise de variancia
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni, para multiplas
comparagdes. Todos os outros experimentos foram analizados por
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls,
exceto no teste do AMPA (agonista glutamatérgico) que foi analizado
pelo Teste-t de Student. Em todas as analises, os valores de P foram
considerados estatisticamente significantes, apenas quando inferior a
0,05 (P<0,05). Para todos os calculos estatisticos foi utilizado o software
GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE FITOQUIMICA DO EXTRATO DE Pterodon
Pubescens Benth

A anélise GC-MS do EEPp mostrou duas regifes distintas, onde
foi possivel identificar dois grupos de componentes, nove
sesquiterpenos na regido com tempo de retencdo (TR) entre 20,914 e
28,495 min, totalizando 29% dos compostos do EEPp (Tabela 1), dos
quais trés mostraram maior concentracdo (E-cariofileno, y-muuroleno e
biciclogermacreno) e sete diterpenos vouacapanos na regidao com TR
entre 51,109 e 64,258 min., totalizando 55% dos compostos do EEPp
(Tabela 1), onde quatro deles mostraram maior concentragdo (60-
acetoxivouacapano, 6a,7p-dimetoxivouacapan-17-eno, 6a-acetoxi-7p-
hidroxivouacapano e 6a,7p-diacetoxivouacapano), representando um
total de dezesseis compostos presentes no EEPp (Tabela 1 e Fig. 39).

Tabelal— Composicdo quimica do EEPp.

Tempo~de Concentracao
Componente reter_lgao IR* (%)
(min)

o-elemeno (1) 20,914 1336 0,9

a-copaeno (2) 22,533 1375 1,3

S B-elemeno (3) 23226 1391 1,7
‘é-’_ (E)-cariofileno (4) 24,393 1420 10,1 °
L a-humuleno (5) 25,697 1453 1,1 c83|

> alloaromadendreno (6) 25,989 1459 0,5

§ y-muuroleno (7) 26,888 1482 8,8

biciclogermacreno (8) 27,471 1497 3,9

o-cadineno (9) 28,495 1523 0,4

vouacapano (10) 51,109 2198 1,2

., 6a-hidroxivouacapan-7,17B-lactona (11) 54,330 2312 0,6
e 6a-acetoxivouacapano (12) 58,021 2450 16,3 .
QE’. Acido 6a-hidroxivouacapan-817-oico (13) 58,685 2477 0,7 ‘E}
% 6a,7B-dimetoxivouacapan-17-eno (14) 59,800 2504 25,2 o

6a-acetoxi-7B-hidroxivouacapano (15) 61,912 2522 4,8
6a,7B-diacetoxivouacapano (16) 64,258 2542 6,2

Pela analise de CG-EM foi possivel identificar nove sesquiterpenos na regido
com tempo de retencdo (TR) entre 20,914 e 28,495 min, e sete diterpenos
vouacapanos na regido com TR entre 51,109 e 64,258 min. *indice de retengo
(IR). Fonte: Elaboragdo dos autores (2014).
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A identificacdo dos componentes foi possivel através dos indices
de retencdo (IR) calculados (Tabela 1 e 2 / Fig.39) e por comparacao aos
dados dos espectros de massa obtidos por GC-MS e os dados da
literatura (Tabela 2) (ADAMS, 1995). As substancias identificadas no
extrato de Pterodon pubescens e suas respectivas porcentagens sao
apresentados na Tabela 1 e os dados espectrais do extrato de Pterodon
pubescens determinado por CG-EM estdo apresentados na Tabela 2.

Figura 39 — Perfil quimico do extrato de Pterodon pubescens por CG-
EM.
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Regido de sesquiterpenos (TR entre 20,914 e 28,496) e regido de diterpenos
vouacapanos (TR entre 51,120 - 64,235) Fonte: Elaboragdo dos autores (2014).
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Tabela2 -~ Dados espectrais do extrato de Pterodon pubescens
determinado por CG-EM.

:ei?n%%ge Dados espectrais (m/z)
20.914 121 (100); 204 (1,2); 189 (8,4); 161 (15,6); 147 (4,8); 136
' (20,5); 107 (40,9); 93 (57,8); 91 (28,9); 79 (27,7); 67
29 533 161 (100); 204 (19,3); 189 (6,0); 147 (6,0); 133 (12,0);
' 119 (96,4); 105 (84,3); 93 (42,2); 81 (18,1); 69 (6,0); 55
23226 93 (100); 204 (1,2); 189 (36,1); 175 (8,4); 161 (38,6); 147
' (53,0); 133 (36,1); 121 (48,2); 107 (68,7); 81 (90,4); 67
24393 133 (100); 204 (9,7); 189 (24,4); 175 (12,2); 161 (42,7);

' 147 (32,9); 120 (47,5); 105 (60,9); 93 (97,5); 79 (69,5); 69
25 697 93 (100); 204 (7,2); 189 (3,6); 161 (8,4); 147 (20,5); 136

' (3,6); 121 (30,1); 107 (16,8)
25,989 91 (100); 204 (48,2); 189 (33,7); 175 (8,4); 147 (60,2);

' 133 (74,7); 119 (63,8); 105 (90,3); 91 (96,4); 79 (68,7); 69
26.88 161 (100); 204 (15,7); 189 (1,2); 147 (6,0); 133 (16,9);

' 119 (24,1); 105 (47,0); 91 (39,7); 81 (24,7); 67 (9,6); 55
27 471 121 (100); 204 (18,1); 189 (9,6); 161 (25,3); 147 (6,0);

' 136 (18,1); 107 (48,2); 93 (65,1); 79 (30,1); 67 (14,4); 55
28 495 161 (100); 204 (55,4); 189 (19,3); 159 (8,4); 145 (7,2);

' 134 (54,2); 119 (55,4); 105 (44,6); 91 (28,9); 81 (16,8); 69
51109 108 (100); 286 (72,3); 271 (18,1); 253 (1,2); 211 (1,2);

' 183 (1,2); 177 (14,5); 133 (10,8); 85 (26,5); 71 (37,3); 57
54 330 132 (100); 330 (6,0); 284 (1,2); 270 (69,9); 227 (4,8); 199

' (3,6); 185 (7,2); 137 (10,8); 91 (25,3); 69 (10,8)
58 021 147 (100); 344 (9,6); 301 (3,6); 284 (18,1); 269 (7,2); 256

' (1,2); 199 (1,2); 171 (3,6); 131 (14,5); 108 (9,6); 91 (6,0);
58 685 271 (100); 330 (93,9); 284 (1,2); 253 (1,2); 201 (2,4); 177

: (36,1); 152 (13,2); 131 (42,2); 121 (18,1); 105 (12,1); 95
59.800 108 (100); 344 (72,3); 288 (12,5); 269 (18,1); 213 (1,2);

' 199 (10,8); 157 (18,1); 133 (20,5); 79 (9,6); 53 (7,2)
61912 147 (100); 360 (38,6); 285 (20,5); 211 (10,8); 197 (27,7);

' 108 (60,2); 69 (27,7); 133 (66,3); 81 (26,5); 53 (21,7)
64.258 282 (100); 446 (1,20); 402 (12,0); 342 (1,2); 300 (1,2);

’ 211 (7,2); 197 (72,3); 157 (25,3); 145 (21,7); 133 (43,4);

Os valores na tabela demonstram o tempo de retencdo de cada componente do
EEPp, obtidos por GC-MS. Os valores dos espectros de massa demonstram as
porcentagens de cada pico e a fragmentacdo de cada componente do extrato.
Fonte: Elaborag&o dos autores (2014).
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4.1.1 Determinacéo do contetido de compostos fenélicos e flavonoides

O contetdo fendlico foi calculado usando uma curva de
calibracdo de &cido galico e o conteldo de flavonoides foi calculado
utilizando uma curva de calibracdo de quercetina. Os resultados séo
apresentados na Tabela 3. Numa analise quantitativa, observou-se que
dos compostos fendlicos presentes no EEPp, apenas 6,67 % séo
flavonoides. Apesar da quantidade de flavonoides ser modesta, ja é bem
descrito na literatura que compostos polifendlicos, tais como
flavonoides, acidos fendlicos e taninos sdo considerados os principais
contribuintes para a atividade antioxidante de plantas medicinais, frutas
e legumes (PEREIRA et al., 2009).

Tabela3 - Conteldo total de fenois e de flavonoides do extrato de
Pterodon pubescens.

Amostra Contelido de Conteudo de
fendis totais* flavondides totais?
Extrato de Pterodon pubescens 678,2 + 02,3 452 +0,1

1. Resultados em mg de &cido galico/g de EEPp. 2. Resultados em mg de
quercetina/g de EEPp. Cada valor é a média + E.P.M. de trés medicdes
independentes. Fonte: Elaboracéo dos autores (2014).

4.2 AVALIACAO PRELIMINAR AGUDA DA ATIVIDADE
LOCOMOTORA DOS ANIMAIS

A avaliagdo preliminar da atividade locomotora dos animais no
teste do campo aberto foi realizada em camundongos sadios que néo
foram submetidos a nenhum tipo de procedimento nocivo. Os resultados
apresentados na Figura 40 mostram que a administragdo intragastrica
aguda do EEPp, nas doses de até 300 mg/kg, ndo alterou a atividade
locomotora dos animais, quando comparado ao grupo controle (veiculo
10 ml/kg, i.g.). J& a dose de 600 mg/kg no tratamento agudo, alterou
significativamente a locomocdo dos animais em relagdo ao grupo
controle, apresentando inibi¢do de 71 + 11%. Assim, esta dose ndo foi
utilizada nas avaliacdes experimentais. As médias + E.P.M. para o
nimero de cruzamentos na avaliacdo (aguda) foram de 117 £+ 7 para o
grupo controle e 109 £ 11; 112 + 5; 113 + 12, 35 + 12 para 0S grupos
tratados com EEPp: 30, 100, 300 ou 600 mg/kg, respectivamente (Fig.
40). Sugerindo que o EEPp ndo induz perda e/ou comprometimento das
fungdes motoras quando administrado em doses até 300 mg/kg em
camundongos.
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Figura 40 — Efeito do tratamento agudo do EEPp sobre a atividade
locomotora espontanea dos animais.

8 150-

100+

*k%

i

(51
o
L

Numero de cruzamento
o
L

\'% 30 100 300 600

EEPp (mg/kg, i.g.)

Efeito do tratamento agudo com o EEPp (30-300 mg/kg, i.g.) sobre a atividade
locomotora dos animais no teste de campo aberto, quando comparado aos
camundongos que receberam somente veiculo. Cada coluna representa a média
dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas verticais indicam E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o
grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Fonte:
Elaborado pela autora (2014).

43 EFEITO DO EEPp NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
FORMALINA

Os resultados apresentados na Figura 41 demonstram que o EEPp
(3-300 mg/kg), administrado por gavagem intragastrica (i.g.), foi capaz
de inibir significativamente a nocicepcdo de origem neurogénica
(primeira fase) e inflamatoria (segunda fase), induzida pela formalina
guando comparados ao grupo controle. As inibi¢des observadas foram
de 43 + 9% na dose de 100 mg/kg para a primeira fase (Fig. 41A) e 57 £
5%, 64 + 10% e 65 £ 7% na dose de 10, 30 e 100 mg/kg, e para a
segunda fase (Fig. 41B), respectivamente, quando comparado com o
grupo controle. Os valores calculados de Dlsp para estes efeitos foram:
9,9 (9,4-10,3) mg/kg. Além disso, o EEPp na dose de 100 mg/kg
também foi capaz de reduzir o edema de pata induzido por formalina,
com inibi¢bes de 52 + 11% (espessura da pata, Fig 41C), 50 £ 11%
(peso da pata, Fig. 41D) em relagdo ao grupo controle, respectivamente.
Sugerindo que o EEPp apresenta importante efeito na dor inflamatoria.
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Figura4l— EEPp reduz a nocicepcdo induzida pela injegdo
intraplantar de formalina em camundongos.
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Os animais foram tratados com o EEPp nas doses de 3-300 mg/kg (colunas
abertas) ou veiculo (controle: V, barra fechada), 1 hora antes por via
intragastrica e depois receberam uma injecéo intraplantar de formalina 2,5%. A
nocicepcdo foi avaliada na primeira (A) e segunda (B) fases, dor de origem
neurogénica e inflamatoria, respectivamente. O edema foi avaliado através da
mensuracdo da espessura da pata (C) e do peso da pata (D). Cada coluna
representa a média de 8 - 10 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os
asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado com o
grupo controle (*P<0,05 e ***P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.4 EFEITO DO EEPp NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELO
GLUTAMATO

Os resultados apresentados na Figura 42 mostram que o
tratamento sistémico dos animais com o EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.)
inibe de forma significativa e dependente da dose a nocicep¢do induzida
pela injecdo de 20 pumol/i.pl. de glutamato, sugerindo que o EEPp
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apresenta importante efeito terapéutico para o tratamento da dor
induzida por glutamato. As inibi¢6es observadas séo de 41 + 7% e 75 +
6% para as doses de 30 e 300 mg/kg, respectivamente.

Figura42 - EEPp reduz a nocicepcdo induzida pela injecdo
intraplantar de glutamato em camundongos.
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Os animais foram tratados com o EEPp nas doses de 3 e 300 mg/kg (colunas
abertas) ou veiculo (controle: V, barra fechada), por via intragéstrica, 1 hora
antes de receberem uma injecédo intraplantar de glutamato e a nocicepcao foi
avaliada. Cada coluna representa a média de 8 - 10 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado com o grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

45 EFEITO DO EEPp NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO  INTRATECAL DE  AGONISTAS
GLUTAMATERGICOS OU DE CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS

Foi investigado diretamente o envolvimento central de agonistas
glutamatérgicos (Fig. 43) e citocinas pro-inflamatérias (Fig. 44) na acéo
antinociceptiva do EEPp. O tratamento com o EEPp (30 e 300 mg/kg,
i.g.) reduz significativamente o0 comportamento nociceptivo
(lamber/morder) induzido pela injecdo intratecal de glutamato,
apresentando inibicdes de 51 + 9% e 74 = 8% (Fig. 43A), NMDA (29 £
9% e 45 + 9%; Fig. 43B), cainato (77 = 7% e 90 + 4%; Fig. 43D) e de
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trans-ACPD (22 + 9% e 68 + 7%; Fig. 43E), respectivamente. Em
contraste, 0 EEPp na dose de 300 mg/kg ndo foi capaz de reduzir de
forma significativa a nocicepcdo induzida por AMPA (Fig. 43C). O
EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.) também inibiu as respostas do
comportamento nociceptivo (lamber/morder) induzido pela injecéo
intratecal do TNF-a (53 £ 11% e 65 + 8%; Fig. 44A) e IL-1B (77 + 7% ¢
87 + 5%; Fig. 44B), respectivamente.

Figura 43 — EEPp reduz a resposta nociceptiva provocada pela inje¢do
intratecal de agonistas glutamatérgicos.
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Os animais foram tratados com o EEPp nas doses de 3 e 300 mg/kg (colunas
abertas) ou veiculo (controle: V, barra fechada), por via intragastrica, 1 hora
antes de receberem uma injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos. O
comportamento nociceptivo foi avaliado frente ao glutamato (A), NMDA (B),
AMPA (C), cainato (D) e trans-ACPD (E). Cada coluna representa a média de
8-10 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam
0s niveis de significancia, quando comparado com o grupo controle (*P<0,05 e
***P<(0,001). A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de uma
via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls, exceto pelo teste do AMPA
que foi analisado pelo Teste-t de Student. Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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Figura 44 — EEPp reduz a resposta nociceptiva provocada pela injecéo
intratecal de citocinas pré-inflamatorias.
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Os animais foram tratados com o EEPp nas doses de 3-300 mg/kg (colunas
abertas) ou veiculo (controle: V, colunas fechadas), por via intragastrica, 1 hora
antes de receberem uma injecdo intratecal de citocinas pré-inflamatérias. O
comportamento nociceptivo foi avaliado frente ao TNF-a (A) e IL-1p (B). Cada
coluna representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais indicam o
E.P.M.. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado
com o grupo controle (***P<0,001). A significancia estatistica foi determinada
por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Fonte:
Elaborado pela autora (2014).

4.6 EFEITO DO EEPp NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
ADMINISTRACAO INTRATECAL DE CAPSAICINA E
CINAMALDEIDO

Foi investigado diretamente o envolvimento central dos canais
TRPs na acdo antinociceptiva do EEPp (Fig. 45). O tratamento com
EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.) reduziu as respostas do comportamento
nociceptivo (lamber/morder) induzido pela injecéo intratecal capsaicina
(ativador TRPV1), com inibicBes de 47 + 11% e 61 + 13% ,
respectivamente (Fig. 45A). O EEPp também reduziu as respostas do
comportamento  nociceptivo  (lamber/morder)  induzido  pelo
cinamaldeido (ativador TRPA1) com inibi¢cdo de 100% para ambas as
doses, 30 e 300 mg/kg (Fig. 45B). Da mesma forma, o controle positivo
canfora produziu inibicdo de 90 + 8% da resposta causada pela injecao
intratecal de cinamaldeido (Fig. 45B).



104

Figura45—- EEPp diminui a resposta nociceptiva provocada pela
injecdo intratecal de capsaicina e cinamaldeido.
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Os animais foram tratados com o EEPp nas doses de 3-300 mg/kg (colunas
abertas), veiculo (controle: V, colunas fechadas), por via intragastrica (1 hora
antes) ou com canfora na dose de 7.6 mg/kg (colunas abertas pontilhadas), por
via subcutdnea (30 min antes), de receberem uma injecdo intratecal de
capsaicina ou cinamaldeido. O comportamento nociceptivo foi avaliado frente
ao capsaicina — ativador TRPV1 (A) e cinamaldeido — ativador TRPAL (B).
Cada coluna representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais indicam o
E.P.M.. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado
com o grupo controle (*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001). As cerquilhas (#)
indicam diferencas significativas do grupo controle, quando comparado com o
grupo salina ((##P<0,01 e ###P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

47 EFEITO DO EEPp NA HIPERALGESIA MECANICA E
TERMICA INDUZIDA PELA INCISAO PLANTAR

4.7.1 Hiperalgesia mecéanica (CIP)

Os resultados apresentados na Figura 46 mostram que o EEPp
(0,1-100 mg/kg) administrado por via intragastrica (i.g.), causou
inibicdo significativa da nocicepc¢ao induzida pela cirurgia de incisdo
plantar (CIP), quando comparado ao grupo controle. O efeito foi
mantido por 2 horas apds o tratamento com as doses de 10 e 100 mg/kg.
As inibicBes observadas na 1° hora apos o tratamento foram 41 + 14% e
50 £ 12% para as doses de 10 e 100 mg/kg, respectivamente (Fig. 46A).
Quando administrado diariamente (uma vez por dia) por 6 dias, o EEPp
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(100 mg/kg, i.g.) reduziu significativamente a nocicepcdo mecanica
causada pela CIP e a inibicdo maxima (80 + 15%) observada foi no 5°
dia ap6s CIP (Fig. 46B). Sugerindo que o EEPp apresenta importante
efeito terapéutico para o tratamento da dor pds-operatdria.

Figura 46 — EEPp diminui a hiperalgesia mecanica no modelo animal
de dor pds-operatéria induzida por CIP.
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Efeito do tratamento com o EEPp (0,1-100 mg/kg, i.g.) no modelo de dor pos-
operatdria, induzida pela CIP. Decurso temporal (A) e tratamento diario (B)
com o EEPp sobre a hiperalgesia mecanica em camundongos. Cada ponto
representa a média dos valores obtidos em 8-10 animais e as linhas verticais
indicam E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado com o grupo controle (*P<0,05 e ***P<0,001). As cerquilhas (#)
indicam diferencas significativas do grupo controle, quando comparado com o
grupo sham (###P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. B: limiar basal de
retirada da pata. Fonte: Elaborado pela autora (2014).

4.7.2 Hiperalgesia térmica (CIP)

Os resultados da Figura 47 mostram que a CIP induz uma
diminuicdo na laténcia de retirada da pata ao estimulo térmico (calor e
frio) em comparacdo aos camundongos ndo lesionados, 24 horas ap6s
CIP. O pré-tratamento intragastrico com o EEPp (100 mg/kg) reduziu a
hiperalgesia térmica induzida pela incisdo e a laténcia de resposta
aumentou em 66 + 19% e 90 + 15%, para as avalia¢Oes de calor e frio,
respectivamente (Fig. 47 A-B). Estes resultados sugerem que o EEPp
apresenta importante efeito terapéutico para o tratamento da hiperalgesia
térmica (sensivel ao calor e ao frio) induzida pela CIP.
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Figura 47 — EEPp reduz a hiperalgesia térmica (calor e frio) induzida
pela CIP.
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Efeito do tratamento com o EEPp (100 mg/kg, i.g.) sobre a hiperalgesia térmica
24 horas apds CIP em camundongos. A hiperalgesia ao calor e ao frio foram
avaliadas 1 hora apés o tratamento intragastrico com EEPp (A e B,
respectivamente). Cada coluna representa a média dos valores obtidos a partir
de 8-10 animais e as linhas verticais indicam E.P.M.. As colunas grafite
correspondem aos animais sham (falso-operados) e as colunas fechadas indicam
o valor do grupo controle (V), ambos tratados com veiculo (10 ml/kg, i.g.). As
colunas abertas correspondem aos animais tratados com EEPp (100 mg/kg.,
i.g.). Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando comparado
com o grupo controle (*P<0,05 e ***P<0,001). As cerquilhas (#) indicam
diferencas significativas do grupo controle, quando comparado com o grupo
sham (#P<0,05 e ###P<0,001). A significancia estatistica foi determinada com
ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Fonte:
Elaborado pela autora (2014).

48 EFEITO DO EEPp NA HIPERALGESIA MECANICA
INDUZIDA PELA DOR POS-ISQUEMIA CRONICA

4.8.1 Hiperalgesia mecanica (DPIC)

Os resultados apresentados na Figura 48 mostram que o EEPp
(0,1-100 mg/kg) administrado via intragéstrica (i.g.) causou uma
inibicdo significativa da hiperalgesia mecanica induzida pela isquemia e
reperfusdo da pata (IRP), isso ocorreu tanto na fase inflamatoria (2° dia,
Fig. 48A) quanto na fase neuropatica (7° dia, Fig. 48B), quando
comparado ao grupo controle. Observou-se também que o efeito anti-
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hiperalgésico do EEPp no 2° e 7° dia, pds-isquemia/reperfusio, se
manteve por 3 horas apds o tratamento com as doses de 10 e 100 mg/kg
no 2° dia, e na dose de 100 mg/kg no 7° dia, respectivamente (Fig.48 A-
B). As inibicdes observadas na 12 hora apds o tratamento foram 58 +
17% e 43 + 11% para as doses de 10 e 100 mg/kg, respectivamente, no
2° dia. Além disso, no 7° dia as inibicGes de 60 + 11% e 50 + 11% para
as doses de 10 e 100 mg/kg, foram observadas na 12 hora ap6s o
tratamento. Notamos que embora a dose de 10 mg/kg apresentou maior
inibicdo na 1% hora apds o tratamento, no 2° e 7° dia ap6s IRP, foi a dose
de 100 mg/kg que manteve o efeito anti-hiperalgésico constante por até
3 horas ap6s tratamento, no 7° dia apés IRP. Neste periodo ja esta
instalada a fase mais cronica desta lesdo, que é o foco do nosso estudo
neste modelo.

No tratamento prolongado, o EEPp (100 mg/kg, i.g.) foi
administrado diariamente por 5 dias e as avaliagdes foram sempre feitas
1 hora ap6s o tratamento. O tratamento reduziu significativamente a
hiperalgesia mecanica e a inibicdo maxima (66 + 17%) observada foi no
10° dia ap6s IRP (Fig. 48C). Quando o tratamento foi interrompido, os
camundongos imediatamente exibiram o0 restabelecimento da
hiperalgesia mecéanica, mostrando que ndo houve efeito cumulativo com
as administragdes diarias ou alteracdo do liminar sensorial. Além disso,
no 14° dia o tratamento foi reiniciado e, mais uma vez, foi observado
uma significativa inibicdo da hiperalgesia mecénica (inibicdo de 55 +
13%,; Fig. 48C). Ao final das avaliagGes foi possivel concluir também
qgue as administracBes didrias com o EEPp (100 mg/kg, i.g.) ndo
causaram tolerancia, tendo em vista que o efeito do EEPp ndo foi
alterado ao longo do tratamento prolongado (Fig. 48C). Sugerindo que o
EEPp apresenta importante efeito terapéutico para o tratamento da
sindrome da dor complexa regional tipo-I.
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Figura 48 — EEPp diminui a hiperalgesia mecanica no modelo animal
de dor p6s-isquemia cronica induzida pela IRP.
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Efeito do tratamento com o EEPp na dor pés-isquemia cronica (DPIC), um
modelo animal de sindrome de dor complexa regional tipo I, induzida por
isquemia e reperfusdo da pata posterior direita. Resultados do 2° dia (A) e do 7°
dia (B) do decurso temporal (decurso temporal) do efeito antinociceptivo do
EEPp (0,1-100 mg/kg, i.g.) sobre a hiperalgesia mecénica. O grafico C mostra o
efeito da administracdo prolongada do EEPp (100 mg/kg., i.g.) na hiperalgesia
mecanica. Cada ponto representa a média dos valores obtidos em 8-10 animais e
as linhas verticais mostram o E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de
significancia, quando comparado com o grupo controle (*P<0,05; **P<0,01 e
***P<(0,001). As cerquilhas (#) indicam diferengas significativas do grupo
controle, quando comparado com o grupo sham (###P<0,001). A significancia
estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo teste de
Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. Fonte: Elaborado pela autora
(2014).
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49 EEPp REDUZ HIPERALGESIA MECANICA E TERMICA
INDUZIDA PELA LPNI

4.9.1 Hiperalgesia mecanica (LPNI)

A lesdo do nervo produz um desenvolvimento acentuado da
hiperalgesia mecéanica do lado ipsilateral ap6s 8 dias da LPNI,
observado nos grupos controle (LPNI + veiculo 10 ml/kg, i.g.) e LPNI +
EEPp (30, 100 ou 300 mg/kg, i.g.) que foram submetidos a cirurgia (Fig.
49). No entanto, o grupo que ndo foi submetido a cirurgia (Naive) ou 0s
gue foram submetidos a um falso procedimento cirargico (grupos Sham
e Sham + EEPp) mantiveram a frequéncia de resposta em niveis basais
em todas as avaliagdes (Fig. 49C). Assim, o EEPp (300 mg/kg, i.g.) ndo
foi capaz de alterar o limiar sensorial per se (Fig. 49C) .

O tratamento agudo com EEPp (30 mg/kg, i.g.) reduziu
significativamente hiperalgesia mecanica na 22, 3% e 5% hora ap0s a sua
administragdo. No entanto, a dose de 100 mg/kg apresentou um efeito
menor, diminuindo a hiperalgesia mecénica apenas na primeira e
segunda hora apés a administracdo do EEPp. Ja a dose de 300 mg/kg,
foi a mais eficaz, uma vez que produziu um intenso efeito anti-
hiperalgésico em 1 hora (95 + 10% inibi¢cdo mé&xima) apds o tratamento
e o efeito se manteve constante por até 5 horas (Fig. 49A). O tratamento
diario foi estendido do 8° ao 14° dia ap6s a LPNI, produzindo
significativa reducdo da hiperalgesia mecéanica, com média de inibicéo
entre 73 + 12% e 95 + 10% (Fig. 49B). E importante ressaltar que o
tratamento foi interrompido no 15° dia devido a um efeito cumulativo
(44 £ 10%) de até 24 horas ap6s o Ultimo tratamento com o EEPp.
Finalmente, foi reiniciado (16° e 17° dia) e, novamente o EEPp mostrou-
se efetivo em reduzir a hiperalgesia mecénica induzida pela LPNI
(Figura 49B). Além disto, conforme demonstrado anteriormente, o
tratamento didrio e prolongado com o EEPp ndo promoveu o
desenvolvimento de tolerancia(Fig. 49B). Sugerindo que o EEPp
apresenta importante efeito terapéutico para o tratamento da dor
neuropaética.
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Figura 49 — EEPp reduz a hiperalgesia mecéanica no modelo animal de
dor neuropética induzida pela LPNI.
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Efeito do tratamento com o EEPp na dor neuropatica, induzida pela LPNI.
Decurso temporal do efeito anti-hiperalgésico agudo do EEPp (30, 100 e 300
mg/kg, i.g.) na hiperalgesia mecénica (A). A administragdo prolongada do EEPp
(300 mg/kg, i.g.) sobre a hiperalgesia mecéanica (B) em camundongos. Cada
ponto representa a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas
verticais indicam E.P.M. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia,
quando comparado com o grupo controle (*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001).
As cerquilhas (#) indicam diferencas significativas do grupo controle, quando
comparado com o grupo naive, sham e sham-operados (###P<0,001). A
significancia estatistica foi determinada com ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Bonferroni. B: limiar basal de retirada da pata. Fonte: Elaborado pela
autora (2014).
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4.9.2 Hiperalgesia térmica (LPNI)

As avaliacOes da hiperalgesia térmica foram feitas a partir do 10°
dia pos-cirurgia. Os resultados apresentados na Figura 50 mostram que a
LPNI induziu uma diminuicdo na laténcia de retirada da pata ao
estimulo térmico (calor e frio) em comparacdo aos camundongos nao
lesionados. No entanto, o pré-tratamento com o EEPp (300 mg/kg, i.g.)
reduziu a hiperalgesia térmica induzida pela LPNI. Como resultado da
avaliacdo de calor, as laténcias de retirada da pata foram 165 + 17%,
122 + 26% e 91 + 12% para os grupos LPNI + EEPp (300 mg/Kkg, i.g.),
sham + EEPp (300 mg/kg, i.g.) e sham + veiculo (10 ml/kg, i.g.),
respectivamente (Fig. 50A). Como resultado da avaliagdo da
hiperalgesia ao frio, as laténcias de retirada da pata foram de 90 + 15%,
134 + 3% e 99 + 21% para os grupos, LPNI + EEPp (300 mg/kg, i.g.),
sham + EEPp (300 mg/kg, i.g.) e os grupos sham + veiculo (10 ml/kg,
i.g.), respectivamente (Fig. 50B). Assim, foi possivel observar que o
EEPp (300 mg/kg, i.g.) foi capaz de reverter completamente a
hiperalgesia térmica ao calor e ao frio induzida pela LPNI (Fig. 50 A-B).
Sugerindo que o EEPp apresenta importante efeito terapéutico para o
tratamento da hiperalgesia térmica (sensivel ao calor e ao frio) induzida
pela LPNI.
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Figura 50 — EEPp diminui a hiperalgesia térmica (calor e frio) induzida
pela LPNI.
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Efeito do EEPp na hiperalgesia térmica a partir do 10° dia ap6s a cirurgia LPNI
em camundongos. A hiperalgesia ao calor e ao frio foram avaliadas 1 hora apds
0 tratamento intragastrico com EEPp (A e B, respectivamente). Cada coluna
representa a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas verticais
indicam E.P.M.. As colunas fechadas indicam o valor do grupo controle (V) e as
colunas grafite correspondem aos animais que receberam um falso
procedimento cirlrgico, chamados de sham (Sh), ambos tratados com veiculo
(10 ml/kg, i.g.). As colunas grafite pontilhadas representam os valores do grupo
sham que recebeu o EEPp (Sh+EEPp) e as colunas abertas correspondem aos
animais tratados com o extrato; ambos receberam o EEPp na dose de 300
mg/kg, por via intragéstrica. As colunas cinza claro indicam os valores dos
grupos naive. Os asteriscos (*) denotam os niveis de significancia, quando
comparado ao grupo controle (**P<0,01 e ***P<0,001). As cerquilhas (#)
indicam diferencgas significativas do grupo controle, quando comparado ao
grupo naive (##P<0,01 e ###P<0,001). A significancia estatistica foi
determinada com ANOVA de uma via seguido pelo teste de Student-Newman-
Keuls. Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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4.9.3 Avaliacdo da atividade locomotora apds LPNI

Os resultados apresentados na Figura 51 mostram que a
administracdo intragastrica prolongada do EEPp ap6s LPNI, na dose de
300 mg/kg, ndo alterou a atividade locomotora dos animais no teste do
campo aberto, quando comparado ao grupo controle (veiculo 10 ml/kg,
i.0.). Na avaliacdo prolongada (p6s-LPNI), as médias + E.P.M. para o
numero de cruzamentos foram de 157 + 14 para 0 grupo controle e 126
+ 6; 126 £ 7 ou 133 + 5 para o grupo tratado com EEPp (300 mg/kg,
i.g.); Sham + EEPp (300 mg/kg, i.g.) ou veiculo Sham + (10 ml/kg, i.g.),
respectivamente (Fig. 51). Sugerindo que o EEPp (300 mg/kg) nédo
induz perda e/ou comprometimento das fungdes motoras apos 10 dias de
tratamento em camundongos.

Figura51 — Efeito do tratamento prolongado com o EEPp sobre a
atividade locomotora dos animais ap6s LPNI.
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Efeito do tratamento prolongado com o EEPp (300 mg/kg, i.g.) sobre a
atividade locomotora dos animais no teste de campo aberto, quando comparado
aos camundongos que receberam somente veiculo apés LPNI. Cada coluna
representa a média dos valores obtidos a partir de 8 animais e as linhas verticais
indicam E.P.M. A significancia estatistica foi determinada com ANOVA de
uma via seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls. Fonte: Elaborado pela
autora (2014).
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410 EFEITO DO EEPp SOBRE ALGUNS PARAMETROS
BIOQUIMICOS

Para investigar se o tratamento prolongado com EEPp (300
mg/kg) promove alguma alteracdo funcional de 6rgdos importantes, o
soro foi coletado para andlise da atividade de algumas enzimas e de
metabdlitos indicadores de funcdo hepética e renal (Tabela 4). Além
disto, foi realizada a analise macroscdpica como cor, textura e peso de
alguns 6rgdos vitais como figado, coracdo, baco, rins e pulmdes dos
animais com LPNI tratados com EEPp ou veiculo. Os dados
apresentados na Tabela 4 mostram que o tratamento prologado dos
animais, por 10 dias com o EEPp (300 mg/kg, i.g.), ndo promoveu
nenhuma alteracdo tanto no comportamento geral dos animais, quanto
nos parametros bioquimicos ou macroscépicos dos Orgdos, quando
comparados com 0s animais que receberam somente veiculo (10 ml/kg,
i.g.). Os niveis de séricos de indicadores de lesdes hepaticas (atividade
de AST e ALT, IU/ml) e de indicadores de lesdes renais (concentracdo
séricas de creatinina, uréia e acido Urico, mg/dL) ndo foram modificados
de forma significativa pelo tratamento diario com o EEPp, quando
comparados com 0s animais tratados com veiculo (Tabela 4). Observou-
se apenas uma diminui¢do da atividade da GGT em animais tratados
com o EEPp em relagdo a animais tratados com veiculo (Tabela 4), o
gue pode indicar um possivel efeito hepatoprotetor, porém, seriam
necessarios ensaios futuros para confirmagdo desta hipGtese. Assim,
estes dados sugerem que o EEPp ndo promove perda e/ou
comprometimento das fungdes dos 6rgdos avaliados neste estudo.

Tabela4 — Efeito do extrato etanolico de Pterodon pubescens, em
parametros de funcdo hepética e renal de camundongos swiss, apds
LPNI.

Pterodon pubescens

(mg/kg, i.g.)

Parametros Naive Veiculo 300 Sham + 300 Sham

AST (U/L) 54,2+9,0 56,3+3,6 63,0+6,3 62,5+8,1 58,0+ 7,7
ALT (U/L) 354+9,1 42,7+8,6 49,0+5,7 46,1 +7,2 42,4 +£9,0
GGT (U/L) 96,0+5,1 96,2+55 14,7 +£6,7*** 442 +7,9** 109,7+7,7
Creatinina (mg/dL) 20+04 14+0,2 19+0.3 1,6+0,5 22+0,6
Uréia (mg/dL) 26,8+1,0 28,0+2,0 32,7+3,6 33,0+1,8 34,6 +2,7
Acido rico (mg/dL) 21+03 28+04 3,003 33+04 29+0,5

Os valores médios de 8 animais representam a média + E.P.M. ***P<0,001 vs
grupo controle (ANOVA de uma via seguido pelo teste Student-Newman-
Keuls). Fonte: Elaborado pela autora (2014).
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4.11 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EEPp

Para avaliar a capacidade antioxidante do extrato de Pterodon
pubescens, trés ensaios complementares foram realizados: DPPH, poder
de reducdo e de quelante de metal.

A Figura 52 mostra a porcentagem de inibicdo do DPPH por
extrato de Pterodon pubescens, em diferentes concentragcbes. A
capacidade da amostra testada para eliminar DPPH foi avaliada com
base nos seus valores de ECsq que foram inversamente relacionados com
as suas capacidades antioxidantes. Os valores de ECs, obtidos neste
estudo estdo listados na Tabela 5. O extrato de Pterodon pubescens
apresentou atividade relevante, considerando a complexidade da matriz
correspondente ao extrato da planta. Os valores obtidos para o EEPp
estdo proximas aos padrbes que sdo usados com atividade antioxidante
reconhecida.

Figura 52 — Efeito do extrato de Pterodon pubescens na eliminagéo do
radical DPPH.
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Efeito do EEPp na eliminacdo do radical livie DPPH, em diferentes
concentracdes. A quantidade de antioxidante exigida para diminuir a
concentracdo inicial de DPPHe para 50% (concentracdo eficaz ou EC50) indica
a atividade antioxidante do extrato. Fonte: Elaboracdo dos autores (2014).
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O ensaio do poder de reducdo mede a capacidade doadora de
elétrons de antioxidantes, utilizando o método de reducéo de ferricianeto
de potassio (PRASAD et al., 2009). Nossos resultados demonstram que
0 EEPp analisado apresentou excelente potencialidade de reducdo
(Tabela 5), sendo que o valor encontrado para mensurar a atividade do
extrato foi melhor que os dos padrfes utilizados, rutina e BHT
(VLADIMIR-KNEZEVIC et al., 2011).

Além disso, as atividades antioxidantes dos extratos de plantas
sdo também atribuidas a sua capacidade de quelar ions de metais de
transic&o, tais como os de Fe®*, conhecido como um potente indutor de
peroxidacdo lipidica, possuindo a capacidade de mover elétrons
individuais por permitir a formacdo e propagacdo de muitas reagdes
radicais, mesmo comegando com radicais relativamente ndo reativos
(GUO et al., 1996; LOPES, SCHULMAN, HERMES-LIMA, 1999;
ABOUL-ENEIN et al.,, 2003; SHAHIDI, LIYANA-PATHIRANA,
WALL, 2006). Quantitativamente, o0 composto ferrozine, usado para o
teste de quelante de metal, pode formar complexos com Fe*". Na
presenca de agentes quelantes, a formagdo do complexo é interrompida
resultando em uma diminuigdo na cor vermelha do complexo. Assim, a
medicdo da reducédo da intensidade da cor no comprimento de onda 562
nm permite estimar a atividade quelante de metal do quelante
coexistente (GULCIN, 2006). Os valores de ECsy obtidos neste estudo
estdo listados na Tabela 5. O EEPp demonstrou uma excelente
capacidade de quelar Fe®*, e demonstrou ser o mais ativo dos dois
padrdes utilizados, rutina e BHT, e apenas 3 vezes menos potente do que
0 mais ativo dos padrdes EDTA, sugerindo que o EEPp apresenta
elevada atividade antioxidante.

Tabela5—  Atividade antioxidante do extrato de Pterodon pubescens.

Amostra Poder redutor Atividade quelante Atividade
(mg EAA/g)* de metal (ECso sequestradora

Hg/ml) de DPPH (ECso

pg/ml)

Extrato de P. pubescens 1878,2 + 02,3 13,4+0,4 235+0,2
Rutina 1622,1 + 11,8 41,3+0,2 2,8+0,2
BHT 1641,9 + 14,2 20,6 £ 0,3 6,7+0,2
EDTA e 46+01 --m--omeeeeee-

1. Resultados em mg de &cido ascérbico/g de EEPp. Valores expressos como
média + E.P.M. Fonte: Elaboracédo dos autores (2014).
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5 DISCUSSAO

O alivio da dor é atualmente visto como um direito humano
béasico, sendo ndo somente uma questdo clinica, mas também algo ético
gue envolve todos os profissionais de salde, na preocupacdo com a
qualidade de vida do paciente (COUSINS; POWER; SMITH, 2000).
Atualmente, a procura por novas substancias que possam ser aplicadas
na melhoria da qualidade de vida de pacientes com dor, continua sendo
um dos grandes alvos da medicina moderna com o objetivo de tentar
desenvolver substancias que sejam capazes de atenua-la ou suprimi-la,
ou mesmo a descoberta de farmacos com eficacia semelhante, ou maior
gue aqueles usados na terapéutica atual, mas com menor incidéncia de
efeitos colaterais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006; DRAY, 2008). Dessa
forma, o estudo de novas substancias com potencial analgésico é
fundamental no incremento de novos recursos que auxiliem no manejo
do que é considerado o quinto sinal vital.

De acordo com Calixto (2000), apesar dos grandes avangos na
medicina, 0s produtos naturais, principalmente o0s metabdlitos
secundarios originados de plantas, contribuiram decisivamente para a
terapéutica moderna e para importante conhecimento sobre mecanismos
relacionados com o processo de transmissdo e o tratamento da dor, como
a caracterizacdo dos tipos de receptores e dos ligantes enddgenos
envolvidos no processo nociceptivo.

As plantas sempre desempenharam, e continuam a desempenhar
um papel fundamental na manutencdo da vida humana, pelo
fornecimento de alimentos, energia térmica e medicamentos (ALONSO,
1998). Calixto (2003) ressalta que o Brasil possui a maior
biodiversidade do mundo, estimada em cerca de 20% do nimero total de
espécies do planeta. Esse imenso patrimdnio genético, ja escasso nos
paises desenvolvidos, tem na atualidade valor econdmico-estratégico
inestimavel em varias atividades, mas € no campo do desenvolvimento
de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade. Campo
este que vem sido bem aceito pela populagdo mundial, pois segundo a
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), 80% desta populagdo recorrem
as medicinas tradicionais para atender suas necessidades primérias de
assisténcia médica (VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006).

A abordagem etnofarmacoldgica é de grande importancia, pois
combina informagdes adquiridas nas comunidades locais que fazem uso
da flora medicinal com estudos fitoquimicos e/ou farmacoldgicos. Desta
forma, a planta medicinal Pterodon pubescens Benth., uma &rvore nativa
da regido central do Brasil, popularmente conhecida como "sucupira-
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branca" ou "faveira", parece ser uma opcdo terapéutica para a dor
persistente, pois esta espécie vegetal tem sido usada hd muitas décadas
na medicina popular brasileira por suas atividades farmacoldgicas anti-
inflamatorias, analgésicas e antirreumaticas (PIO CORREA, 1984;
COELHO et al., 2001; CARVALHO, 2004).

Dentre o0s metab6litos secundarios produzidos pela planta
medicinal Pterodon pubescens, ¢ amplamente relatado na literatura a
presenca de diterpenos voucapanos (BRAZ-FILHO, GOTTLIEB,
VIEGAS ASSUMPCAO, 1971; FASCIO et al., 1976; SILVA et al.,
2004; COELHO et al., 2005; VIEIRA et al., 2008; SPINDOLA et al.,
2009; HOSCHEID et al.,, 2012). O EEPp apresentou um perfil
fitoquimico semelhante ao descrito anteriormente pelo nosso grupo
(NUCClI et al., 2012). Assim, foram identificados a partir da analise GC-
EM sete diterpenos vouacapano, sendo o 6a-acetoxivouacapano; 6a, 7f3-
dimetoxivouacapan-17-eno e 6a, 7B-diacetoxivouacapano sa0 0S
compostos majoritarios deste extrato. No entanto, difere do estudo
anterior pela presenga do componente de 4-elemeno e a auséncia dos
diterpenos voucapanos 18a-hidroxivouacapan-f7,17-lactona e 6a-
acetoxivouacapan-17-eno. Além disso, entre os compostos identificados,
nove sesquiterpenos sdo semelhantes ao relatado na literatura sobre
plantas do género Pterodon por Santos e colaboradores (2010) (o-
capaeno, B-elemeno, (E)-cariofileno, a-humuleno alloaromadendreno, y-
muuroleno, biciclogermacreno, acifilleno e d-cadineno) e Dutra e
colaboradores (2009b) (8-elemeno, p-elemeno, E-cariofileno, o-
humuleno, y-muuroleno, germacreno-D, biciclogermacreno, espatulenol,
oxido de cariofileno e cis farnesil-etilo). Entre os sesquiterpenos
identificados no extrato, y-muuroleno e (E)-cariofileno sdo o0s
compostos majoritarios. Claramente, a literatura demonstra que a
presenca destes diterpenos com esqueleto vouacapan sd0 0S
responsaveis pelo efeito anti-inflamatério (NUNAN et al., 1982;
SABINO et al., 1999a; COELHO et al., 2001; HOSCHEID et al., 2013)
e antinociceptivo (COELHO et al.,, 2005; SPINDOLA et al., 2010;
NUCCI et al., 2012) da planta medicinal Pterodon pubescens.

Além disso, tem sido demonstrado que o extrato hidroalcodlico
das sementes de Pterodon pubescens (HEPp), administrado por via oral,
inibe eficazmente o edema e dor causados pela artrite induzida por
colageno (SABINO et al., 1999a) e pelo indice artritico (COELHO et
al.,, 2001), apresentando assim efeito antiartritico, fortalecendo o uso
popular desta planta. Outros estudos demonstraram que plantas do
género Pterodon também possuem um potencial antioxidante (DUTRA,;
LEITE; BARBOSA, 2008).
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Os resultados do presente estudo ampliam os dados da literatura
sobre a agdo antinociceptiva da planta medicinal Pterodon pubescens
demonstrando pela primeira vez que o EEPp, administrado por via oral,
inibe eficazmente a hiperalgesia mecanica e térmica no modelo animal
de dor pos-operatéria e de dor neuropatica, bem como a hiperalgesia
mecéanica no modelo animal da sindrome da dor complexa regional do
tipo I, no modelo de dor experimental em camundongos. Também
fornece evidéncias inéditas sobre o envolvimento do sistema
glutamatérgico no efeito antinociceptivo do EEPp.

Spindola e colaboradores (2010) analisaram o efeito dos
compostos isolados geranilgeraniol e o acido 6a,7B-dihidroxivouacapan-
17B-oico, administrados intraperitonealmente, mostrando que 0s
mesmos agem em sinergismo e ndo apresentam atividade relevante
guando testados sozinhos, sugerindo que o efeito anti-inflamatério da
Pterodon pubescens seja devido a presenca deles no extrato e
possivelmente a um efeito sinérgico. Neste sentido, o presente estudo
optou por usar o extrato bruto desta planta, também porque é a forma
usada empiricamente pela populagdo. Os mesmos autores também
iniciaram a investigacdo do possivel mecanismo de agdo envolvido no
efeito antinociceptivo desses compostos, demonstrando o envolvimento
periférico de receptores vanildides VR1 (TRPV1) e receptores para
glutamato. Ademais, Spindola e colaboradores (2011) verificaram que o
efeito antinociceptivo dos compostos majoritarios isolados da Pterodon
pubescens se deva a sintese ou liberagdo de serotonina, principalmente
via receptores 5-HTs3. Ja estd bem estabelecido na literatura que as vias
serotonérgicas sdo implicadas na modulacdo do controle descendente da
dor, podendo estimular e/ou inibir a sensacéo dolorosa (MARKS et al.,
2009). No entanto, 0 mecanismo envolvido neste efeito ainda permanece
pouco compreendido.

Para a realizagdo de um screening inicial utilizou-se o0 modelo da
formalina. Este é um modelo classico e preliminar no estudo de
farmacos com acdo analgésica e antiinflamatoria, por gerar uma dor
intensa produzida pela injecdo intraplantar da solucdo de formaldeido. A
andlise deste teste é dividida em duas fases, sendo que a primeira é
caracterizada pela estimulagdo direta dos neurbnios nociceptivos,
podendo ser suprimida pela administracdo de analgésicos de acédo
central, como por exemplo, morfina, petidina e codeina (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987; ROCHA et al., 2008). J& a segunda fase pela liberacdo de
mediadores proé-inflamatorios, tais como prostaglandinas, histamina,
serotonina, somatostatina, bradicinina (SHIBATA et al., 1989;
MALMBERG, YAKSH, 1992), bem como estimula¢do dos receptores
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opioides periféricos (OLUYOMI, HART, SMITH, 1992) e TRPAl
(MCNAMARA et al.,, 2007). Assim, a segunda fase € inibida por
AINEs, glicocorticoides e analgésicos de acdo central (OHKUBO et al.,
1990; DOAK, SAWYNOK, 1997; PARADA et al., 2001).

Neste sentido, a literatura demonstra que extratos e fragdes
extraidos de plantas do género Pterodon sdo capazes de inibir ambas as
fases, neurogénica e inflamatéria, observadas no teste de formalina
(COELHO et al., 2005; GALCERAN et al., 2011). Corroborando esses
dados, também foi encontrado o mesmo perfil no presente estudo. O
EEPp causou significativa antinocicepgéo, de forma dependente da dose,
guando administrado por via oral, contra ambas as fases, neurogénica
(fase inicial — F1) e inflamatdria (fase final — F2) da dor causada pela
injecdo intraplantar de formalina. Também, o EEPp atenuou
parcialmente, mas significativamente, a formacdo do edema associado
com a fase final da resposta a formalina (NUCCI et al., 2012). Como
citado anteriormente, esse resultado observado provavelmente deva-se
interacdo dos compostos presentes no extrato de Pterodon pubescens
gue atuam em sinergismo (Spindola et al., 2010), sugerindo assim, que 0
EEPp atua inibindo componentes neurogénicos, bem como inflamatérios
(citocinas/quimiocinas) durante um processo nociceptivo.

O presente investigou se uma possivel inibi¢do do mecanismo
estimulatério central, via neurotransmissdo glutamatérgica, pode
contribuir para o efeito antinociceptivo da Pterodon pubescens (Fig.
53A). Nosso interesse em investigar os receptores de glutamato, se deve
ao fato de que eles sdo os principais mediadores da neurotransmissao
excitatoria no sistema nervoso central de mamiferos (TRAYNELIS et
al., 2010). Dados da literatura demonstram que a injecdo intratecal de
glutamato ativa e sensibiliza diretamente os neur6nios na medula
espinal, promovendo um comportamento da dor imediata (morder e
lamber) (BATISTA et al., 2008; BAGGIO et al., 2010; MARTINS et
al., 2011). Este fendbmeno pode estar relacionado com a inducdo de
liberacdo de glutamato e substancia P a partir de terminais nervosos
centrais e indiretamente pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
(Fig. 53C), facilitando e/ou prolongando-a a instala¢do de quadros como
a hiperalgesia e alodinia. Kleinschnitz e colaboradores (2004) reforca
que o bloqueio do receptor de NMDA, reduz significativamente a
expressao de citocinas pré-inflamatdrias TNF-o e IL-1 ap6s constricao
do nervo isquiatico. Ademais, diversos estudos de farmacos com agéo
antinociceptiva, tanto periférica quanto central, demonstram uma
interacdo com mecanismos dependentes dos receptores glutamatérgicos
ionotrépicos ou metabotropicos (SCHEIDT et al., 2002; ROSA et al.,
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2005; BATISTA et al., 2008; FREITAS et al., 2009). Este fato confirma
ndo somente a participacdo dos receptores NMDA, mas também dos
outros subtipos de receptores glutamatérgicos no processo nociceptivo
(Fig. 53). Também, outro estudo, realizado por Fisher; Coderre (1996)
sugeriu uma interacdo dos receptores metabotrépicos com os receptores
NMDA na nocicepcdo induzida pela formalina. Estes dados refor¢cam
nossos achados anteriores, no teste de formalina, que nos indicam que o
sistema glutamatérgico poderia estar implicado no efeito antinociceptivo
induzido pelo EEPp.

Embora o mecanismo exato subjacente ao efeito antinociceptivo
da planta medicinal Pterodon pubescens permane¢a ainda pouco
compreendido, é possivel que a inibicdo periférica e central do sistema
glutamatérgico possa contribuir para este efeito (Fig. 53A). Essa
observacdo ¢ reforcada por resultados prévios da literatura que
demonstram que um diterpeno vouacapano majoritario, isolado desta
planta foi capaz de inibir a nocicepcdo induzida pela injecéo intraplantar
de glutamato (Spindola et al., 2010). Assim, para verificar se o extrato
bruto também produziria 0 mesmo efeito, neste estudo foi reproduzido o
teste de glutamato na pata e também obtivemos o mesmo perfil de
resultado (Fig. 53B). Neste sentido, partimos para investigacdo dos
mecanismos de agdo central. Em nossos resultados demonstramos que o
EEPp reduz a resposta nociceptiva induzida pela injecéo intratecal de
agonistas  glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA, cainato) e
metabotrépico mGLUR 1 e 5 (pelo agonista trans-ACPD), em
camundongos (Fig. 53C).

Em conjunto, nossos resultados sugerem a importancia dos
receptores glutamatérgicos ionotrdpicos e metabotrépicos no efeito
antinociceptivo da EEPp e indicam pela primeira vez, que o extrato pode
atuar como um antagonista glutamatérgico espinal (Fig. 53C). Estudos
mostram que a liberacdo de glutamato é a forma mais importante para
controlar a excitagdo dos neurbnios no corno posterior da medula
espinal, como resultado de impulsos que chegam em fibras nociceptivas.
Estd bem estabelecido (HILL, 2001) que a ativacdo do receptor NMDA
induz despolarizagdo prolongada, sendo que este mecanismo pos-
receptor envolve a ativagio de proteinas cinases, mobilizacdo de Ca®*
intracelular, inducdo dos genes e ainda a producdo de mediadores
nociceptivos e/ou inflamatdrios, tais como prostaglandinas e Oxido
nitrico. Classicamente, o glutamato atua por meio de receptores
ionotrépicos AMPA para produzir uma despolarizacdo rapida, o que
elimina o fon Mg?* do poro do canal do receptor de NMDA (Fig. 53C)
(HILL, 2001). Porém, dados da literatura demonstram que 0s receptores
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Cainato também tém uma potente atividade despolarizante em fibras da
raiz dorsal da medula espinhal (Agrawal; Evans, 1986) o qual surgem a
partir de uma sub-populacdo de neurdnios do ganglio da raiz dorsal que
expressam predominantemente receptores cainato em vez de receptores
AMPA ou NMDA (Huettner, 1990), isto demonstra a importancia dos
receptores cainato na transmissdo nociceptiva. Além disso, os receptores
para AMPA e NMDA (LIU et al., 1994; LEE et al., 2002) ou 0s
receptores cainato localizados no terminal pré-sinaptico do neurénio
sensorial priméario, no corno posterior da medula espinal, regulam a
liberacdo de glutamato vesicular (Fig. 53C) (KERCHNER et al., 2001).

Os resultados do presente estudo sobre as avaliacdes do sistema
glutamatérgico, demonstraram que o EEPp sé néo foi capaz de reduzir a
nocicepg¢do induzida pela injecdo intratecal de AMPA, mostrando uma
especificidade do mecanismo de agdo da planta sobre este sistema.
Neste sentido, estes dados sugerem a influéncia da inibicdo do sistema
glutamatérgico no efeito antinociceptivo do EEPp, e que este efeito se
deva em parte, pelo blogueio dos receptores ionotrépicos NMDA e
cainato e metabotrépicos MGLUR 1 e 5 (por meio do agonista trans-
ACPD). Assim, sua acdo no neurdnio pré-sinaptico inibe a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios, prevenindo a hiperexcitabilidade do
neurdnio pds-sinaptico. Ademais, a acdo do EEPp pode ser no neur6nio
pos-sindptico, reduzindo a frequéncia de despolarizag¢do deste neurdnio,
bem como uma possivel diminuicdo da ativacdo das vias de sinalizacdo
intracelular responsaveis pela sensibilizacdo neuronal, como ativacdo de
proteinas cinases. Além disso, estas duas a¢Bes ainda podem ocorrer de
forma sinérgica inibindo a transmissdo nociceptiva no corno posterior da
medula espinal (Fig. 53A e C).

Esta estabelecido que o TRPA1 é um canal de cations ndo-
seletivo, expresso nas fibras C e Ad que também expressam TRPV1, que
demonstra uma possivel interacdo funcional desses canais. De fato, 97%
dos neurdnios que expressam TRPA1 também expressam TRPV1,
enquanto apenas 30% de fibras expressando TRPV1 também expressam
TRPAL1 (STORY et al.,, 2003; KOBAYASHI et al., 2005; JULIUS,
2013). Pode-se entdo sugerir que os canais TRPALl e TRPV1 sdo
importantes para a excitagdo neuronal levando a liberacdo de
neuropeptideos inflamatdrios e ao aumento da sensibilidade dolorosa.
Ambos os canais também sdo ativados pela liberagdo de agentes
inflamatdrios a partir de células ndo neuronais (como queratindcitos,
mastdcitos, dentre outras) na area da lesdo do tecido (Fig. 53B)
(HUANG, ZHANG, MCNAUGHTON, 2006; BAUTISTA,
PELLEGRINO, TSUNOZAKI, 2013). Curiosamente, as evidéncias



123

genéticas e farmacolégicas fazem do TRPAL um alvo preferencial para
o0 desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatorios que podem ser
usado em condicdes agudas e cronicas (ANDRADE, MEOTTI,
CALIXTO, 2012; BAUTISTA, PELLEGRINO, TSUNOZAKI, 2013).

Mcnamara e colaboradores (2007) ressaltam que o0 TRPAL é o
principal local onde a formalina interege para produzir a dor
caracteristica do teste da formalina “in vivo”. Estes autores
demonstraram que o formol excita neurdnios sensoriais ativando
diretamente TRPA1, um canal de cations que desempenha um papel
muito importante na dor inflamatéria. No mesmo estudo foi mostrado
gue a formalina induziu influxo de célcio nas células que expressam
canais TRPA1L, sendo estas respostas atenuadas por um antagonista
seletivo de TRPAL, o HC-030031. Assim, considerando os dos dados da
literatura descritos anteriormente sobre o papel dos canais TRPV1 e
TRPA1 na dor, 0s nossos resultados obtidos no teste de formalina,
um estudo prévio que demonstra que a Pterodon pubescens reduz a
nocicepcdo causada pela injecdo intraplantar de capsaicina (ativador
TRPV1) na pata (Spindola et al., 2010), o presente estudo foi investigar
0 envolvimento central de canais TRPA1 e TRPV1 no efeito
antinociceptivo do EEPp.

Estudos tém demonstrado que a ativacdo do sistema
glutamatérgico pode modular positivamente a funcdo dos receptores
TRPV1, como por exemplo, o grupo de receptores para glutamato do
tipo metabotrdpico | (MGLUR 1 e 5), estdo envolvidos no aumento da
sensibilidade térmica pelo aumento da funcdo do TRPV1 (Fig. 53B)
(HU; BHAVE; GEREAU, 2002). Outros estudos sugerem que 0S
agonistas seletivos para o receptor de TRPAL, isotiocianato de alilo
(AITC) e cinamaldeido modulam a transmissdo glutamatérgica em
subpopulagdes de neurbnios na lamina | e Il do corno posterior da
medula espinal (WRIGLEY; JEONG; VAUGHAN, 2009), sendo que
estes agonistas atuam aumentando a transmissdo sinaptica excitatdria,
levando a liberacdo de glutamato na fibra nervosa terminal (Fig. 53 C)
(KOSUGI et al., 2007). Em conjunto, nossos resultados e os dados da
literatura, permitem sugerir que a injecdo intratecal de cinamaldeido e
capsaicina ativa diretamente os neurénios na lamina | e Il do corno
dorsal da medula espinal, que expressam os receptores de TRPAL e
TRPV1, podendo contribuir para maior liberagéo de glutamato na fenda
sinaptica. Em contrapartida, o tratamento por via oral com EEPp leva a
um blogueio dos termo-canais TRPV1 e TRPAL, o que pode colaborar
com o efeito antinociceptivo do extrato (Fig. 53B e C).
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Figura 53 — Provavel mecanismo de acdo do EEPp.

Para imagem
detalhada da sinapse no
corno posterior da
medula espinal, ver
ampliagdo da Figura 53 C

Trato

~—_Ganglio sensorial

do nervo espinal

T T——_Fibras aferentes

do tipo C e Ad

Estimulo nocivo ( anico, térmico,

Para imagem
detalhada da terminagao
nervosa livre, ver
ampliagao da Figura 53 B
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A lesdo tecidual e/ou inflamagdo promovida por estimulos nocivos (mecanico
térmico e/ou quimico) na periféria induz a produgdo de mediadores quimicos
como o glutamato, entre outros, que ativa e sensibiliza nociceptores periféricos
(1), transmitindo o sinal nociceptivo pelas fibras sensoriais primérias até o
corno posterior da medula espinal (2). Nesta regido, a liberacdo sustentada de
glutamato pode gerar quadros de hipersensibilidade, que se manifesta
clinicamente como alodinia e hiperalgesia. Também, é no corno posterior da
medula espinal que ocorrem as sinapses com 0s neurdnios de segunda ordem
(ou neurdnios sensoriais secundarios), que por sua vez formam vias ascendentes
(3) que transmitem a informacdo a centros supraespinais, como o talamo e o
cortex cerebral, onde primeiramente ocorre a sensagdo e localizagdo da dor no
cortex somatossensorial, area primaria das sensibilidades gerais no giro pés-
central (4), depois a percepcdo da dor na &rea secundaria das sensibilidades
gerais, no giro parietal superior (5). Fonte: Elaborado pela autora (2014);
Criacéo e arte por Rene Juliano Martins (2014).
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Figura 53 (continuagdo) — Provavel mecanismo de acéo do EEPp.
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Visdo ampliada dos eventos que ocorrem em uma terminacao nervosa livre apos
estimulo nocivo e/ou tratamento com EEPp. (1) Apds lesdo e/ou inflamagéo
células ndo-neuronais (ex. macréfagos e queratindcitos) estimulam a liberacdo
de glutamato pela terminagéo do neurdnio periférico. (2) O glutamato liberado
estimula receptores glutamatérgicos periféricos. (3) O EEPp (30 e 300 mg/kg,
i.g.) inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepgéo induzida
pela injecdo intraplantar de glutamato. (4) Receptores glutamatérgicos
metabotropicos (NGLUR 1 e 5) estimulam a fungdo do TRPV1. (5) TRPV1
estimula a liberagdo de glutamato vesicular. (6) O EEPp (300 mg/kg, i.g.)
reduziu a hiperalgesia térmica, ao calor e ao frio, apés CIP e LPNI, sugerindo
uma inibicdo dos termo-canais TRPV1 e TRPAL, respectivamente. (7) Apos
procedimento de IRP ocorre um aumento na producdo de EROs pelo tecido
epitelial e muscular. (8) EROs levam a estimulagdo do receptor glutamatérgico
NMDA. (9) EEPp tem capacidade antioxidante, o que pode auxiliar no efeito
antinociceptivo mostrado no modelo de SDCR-I, por reduzir EROs na periferia.
Fonte: Elaborado pela autora (2014); Criacdo e arte por Rene Juliano Martins
(2014); Baseado em Gangadharan e Kuner (2013).
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Figura 53 (continuacdo) — Provavel mecanismo de acdo do EEPp.
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e/ou tratamento EEPp. (1) A liberagdo de glutamato na fenda sinaptica ativam
receptores glutamatérgicos ionotrépicos e metabotropicos pré e pos-
sinapticamente. (2) NMDA estimula a liberagdo de glutamato vesicular. (3)
Glutamato é recaptado pelo EAAT e convertido a glutamina no astrocito. (4)
Glutamina é transportada do astrocito para o neurdnio pré-sinaptico. (5)
Glutamina é convertida a glutamato e vesiculado no neurénio pré-sinaptico. (6)
Glutamato liberado na fenda sinaptica estimula a microglia, liberando TNF-a e
IL-1B. (7) TNF-a liberado pela microglia estimula JNK no astrocito, inibindo
EAAT, que consequentemente vai levar a um acimulo de glutamato na fenda
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sindptica e a hipersensibilidade neuronal. (8) O EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.)
inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepcdo induzida pela
injecdo intratecal de agonistas glutamatérgicos do tipo ionotrépico cainato (9) e
NMDA, e (10) metabotrépico (MGLUR 1 e 5). (11) O EEPp pode agir inibindo
0 receptor para TNF-o no astrécito, isto acarreta uma reducgéo na ativagao da
JNK, desinibindo o EAAT, aumentando a recaptacdo de glutamato da fenda
sindptica e diminuindo a excitagdo neuronal. (12) A estimulagdo da ERK no
astrocito aumenta a liberagdo de IL-1f. (13) O EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.)
inibiu de forma significativa e dependente da dose a nocicepcao induzida pela
injecdo intratecal de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1B. (14) A
estimulagdo dos receptores para citocinas pré-inflamatérias TNF-o. e IL-1B
aumentam a fungdo do TRPV1 e TRPAL. (15) Ativagdo do receptor cainato
estimula o receptor TRPV1. (16) TRPV1 e TRPA1 aumentam a liberacdo de
glutamato vesicular. (17) O EEPp (30 e 300 mg/kg, i.g.) inibiu de forma
significativa e dependente da dose a nocicepcao induzida pela injecéo intratecal
de ativadores dos canais TRPV1 e TRPAIL, capsaicina e cinamaldeido,
respectivamente. (18) EROs aumentam a liberagc&o espontanea de glutamato em
terminais pré-sinapticos através da ativacdo de canais TRPV1 e TRPAL. (19)
EROs presentes em processos de dores cronicas/neuropatica aumentam a fungéo
do receptor NMDA.. (20) O EEPp tem potencial antioxidante, podendo inibir a
geracdo de EROs nos neur6nios do corno posterior da medula espinal. Fonte:
Elaborado pela autora (2014); Criacdo e arte por Rene Juliano Martins (2014);
Baseado em Gangadharan e Kuner (2013).

O mecanismo preciso pelo qual o EEPp promove os seus efeitos
ainda ndo esta totalmente esclarecido, mas é importante ressaltar que
este estudo mostra que este efeito pode ser mediado, pelo menos em
parte, pelo antagonismo da sinalizacdo glutamatérgica, reduzindo a
ativagdo dos receptores de citocinas pro-inflamatérias e canais TRPV1 e
TRPAL. Desta forma, o conjunto de resultados apresentados nesta
dissertacdo fornece evidéncias inéditas na literatura sobre 0 mecanismo
gue envolve as propriedades analgésicas do extrato dos frutos de
Pterodon pubescens. Somado ao fato de que esta espécie vegetal ja é
utilizada empiricamente no tratamento de dor cronica, levou-nos a
investigar o efeito do EEPp em modelos de dor aguda e cronica
relevantes clinicamente, como exemplo de dor aguda, a dor pOs-
operatéria e, de dor cronica, a sindrome da dor complexa regional do
tipo I e a LPNI.

Vérias abordagens tém sido utilizadas para reduzir a dor pos-
operatoria, incluindo a administracdo de opioides sistémicos e AINEs,
infusdo peridural ou raquidiana de anestésicos locais, e bloqueio do
nervo periférico. Sugere-se também que a inibicdo da recaptacdo de
noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) (milnaciprano) na medula
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espinal inibe a dor pés-operatéria (OBATA et al., 2010). De acordo com
estes resultados, estudos anteriores usando o teste de &cido acético
demonstraram 0 envolvimento serotoninérgico na ac¢do antinociceptiva
da Pterodon pubescens (SPINDOLA et al., 2011). Assim investigamos a
acdo antinociceptiva do EEPp no modelo de dor pds-operatdria.

Neste relevante modelo, foram encontrados resultados muito
interessantes, 0s quais demonstram que o tratamento oral agudo ou
prolongado com o EEPp reduz, de forma significativa, a hiperalgesia
mecénica no modelo de dor pds-operatdria em camundongos (Fig. 53A).
Além disso, este efeito anti-hiperalgésico agudo durou até 2 horas
guando analisados na hiperalgesia mecanica da pata com incisdo.
Brennan, Vandermeulen e Gebhart (1996) ressaltam que este modelo
animal de dor pos-operatéria mimetiza a dor pés-operatéria em
humanos. Assim, o modelo incisdo plantar também pode ser util para
prever efeitos analgésicos no pds-operatdrio de agentes de investigacgao.

Dados da literatura destacam que os neurotransmissores liberados
por estimulos nocivos podem contribuir para o aumento da
excitabilidade apds lesdo cirtrgica. HA muito tempo, vem sendo dada
uma atencdo especial para a acdo de aminoacidos excitatorios (EAAS),
como o glutamato (MELZACK; KATZ; CODERRE, 1992). Vérios
resultados foram obtidos a partir de experimentos realizados com o
modelo de dor pds-operatéria usando antagonistas dos receptores de
EAAs espinais (ZAHN; BRENNAN, 1998; ZAHN; UMALLI;
BRENNAN, 1998). Assim, a ativagdo de receptores ndo-NMDA,
AMPA e cainato espinais medeiam comportamento de dor e o
tratamento intratecal com antagonista ndo-NMDA reduz o limiar de
retirada da pata, que se desenvolve ap6s uma incisado, atingindo valores
préximos aos da pré-cirurgia (ZAHN; UMALI; BRENNAN, 1998). Na
cirurgia, apés a lesdo de tecidos e inflamacdo, os nociceptores sdo
sensibilizados de modo que uma ligeira estimulacdo torna-se dolorosa
(Fig. 53A). Na dor p6s-operatoria, a sensibilizacdo de fibras do tipo C e
Ad ocorre na mesma intensidade do estimulo mecédnico. Tem sido
sugerido que o canal TRPV1 é importante para a geracdo de hiperalgesia
térmica apés a incisdo (POGATZKI-ZAHN et al., 2005). Assim, visto
que o EEPp pode inibir canais TRPV1 e, assim diminuir
significativamente a nocicepcdo causada pela CIP, avaliamos a
hiperalgesia térmica neste modelo. Nossos resultados corroboram com
0s dados da literatura e demonstram que o EEPp retornou a laténcia de
retirada da pata quase em valores de pré-cirurgia.

O segundo modelo escolhido para avaliagdo do efeito
antinociceptivo do EEPp, foi 0 modelo de DPIC que mimetiza a SDCR-I
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em humanos. A literatura demonstra que esta sindrome grave,
incapacitante e dolorosa que pode ocorrer em uma extremidade apos um
trauma ou lesdo. Os sinais clinicos incluem estimulos espontaneos e
evocados de dor, edema, distirbios vasomotores e sudomotores,
disfungdo motora e alterag@es troficas sem evidéncia de lesdo do nervo
periférico (STANTON-HICKS et al., 1995; CORDON; LEMONICA,
2002). O modelo experimental de SDCR-I produzido por IRP em ratos
ou camundongos € capaz de imitar sintomas importantes observados em
pacientes com neuropatia periférica e sdo empregados na pesquisa
comportamental (CODERRE et al., 2004; MILLECAMPS et al., 2010).
A SDCR-I causa enorme sofrimento ao individuo acometido e como
discutido anteriormente, a fisiopatologia desta sindrome ainda nédo foi
completamente esclarecida. Além disso, o tratamento farmacolégico
ainda ndo estd bem estabelecido, sendo baseado no uso de anti-
inflamatdrios, scavengers de radicais livres, opioides e farmacos
gabaérgicos (ZUURMOND et al., 1996; ZOLLINGER et al., 1999;
CODERRE, BENNETT, 2010). Neste contexto, a busca por novas
substancias para o tratamento de SDCR-l torna-se importante e
necessario.

Neste sentido, os resultados obtidos em nosso laboratério
demonstram, pela primeira vez, que o tratamento (oral) sistémico, agudo
ou prolongado, com o EEPp foi eficaz em reduzir a hiperalgesia
mecanica induzida por IRP. Levando em conta que a SDCR-I em
humanos, tem um breve periodo sensivel aos medicamentos anti-
inflamatérios e morfina, e um periodo posterior semelhante para
pacientes com dor neuropatica, na qual é desenvolvida uma resisténcia a
estes tratamentos. Pode-se supor um potencial clinico do EEPp como
um fitoterdpico anti-inflamatério e antineuropético eficaz no tratamento
da SDCR-I. No presente estudo demonstrou-se que o EEPp foi capaz de
reduzir a hiperalgesia mecanica no segundo dia p6s-IRP (periodo agudo)
e sétimo dia apds a IRP (inicio do periodo crénico deste modelo). Neste
modelo, a a¢do anti-hiperalgésica do EEPp durou até 3 horas apés
tratamento. A terapia com EEPp também foi eficaz em reduzir
significativamente a hiperalgesia mecénica dos animais, em todos 0s
dias do tratamento prolongado, sem produzir efeito cumulativo e/ou de
tolerancia.

Outro modelo muito relevante abordado em nosso trabalho foi o
modelo de dor neuropética induzido pela LPNI. Basbaum e
colaboradores (2009) enfatizam que, dentre as condi¢Bes cronicas e
debilitantes de dor, talvez a mais comumente experenciada é a dor
lombar ou isquiatica. Outros estudos indicam que a lesdo causada pela
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LPNI induz a nocicepgéo cronica e a liberagdo de multiplos mediadores
inflamatdrios e nociceptivos, que por sua vez aumentam a sensibilidade
das vias sensoriais periféricas e centrais (BASBAUM, 1999; CHU et al.,
2005). O envolvimento das vias glutamatérgicas nas mudancas plasticas
e reorganizacdo da rede nociceptiva espinal tem sido relatado apds lesdo
do nervo (JI; WOOLF, 2001). Assim, o aumento do glutamato e
citocinas proé-inflamatdrias, tais como TNF-a e IL-1B no corno posterior
da medula espinal contribui para a sensibilizacdo neuronal (BAGGIO et
al., 2010; CORDOVA et al., 2013). Em consonancia com isso,
Kleinschnitz e colaboradores (2004) demonstraram que 0s receptores
NMDA modulam a expressdo de citocinas pro-inflamatorias, tais como
TNF-a e IL-1B, em modelos de lesdo do nervo periférico. Este processo
ocorre através da abertura direta de canais ibnicos, por ativacdo de
mediadores intracelulares, além de inducdo de 6xido nitrico, bradicinina
e PGE2. Estes eventos estdo envolvidos na transmissdo e manutencgao da
dor cronica (JI, WOOLF, 2001; JI, STRICHARTZ, 2004; SOMMER,
KRESS, 2004).

Modelos experimentais de neuropatia produzidos pela lesdo do
nervo isquiatico em animais mimetizam sintomas observados em
humanos com lesdo do nervo e esses modelos sdo amplamente utilizados
na pesquisa comportamental (BENNETT, XIE, 1988; CIDRAL-FILHO
et al., 2011; MAZZARDO-MARTINS et al., 2012; CORDOVA et al.,
2013). Dessa forma, o0s sinais comportamentais que representam
diferentes componentes da dor neuropéatica foram examinados neste
trabalho: a hiperalgesia mecanica e térmica (Fig. 53A). Os resultados do
presente estudo demonstram que o tratamento agudo com o EEPp
diminui a hiperalgesia mecanica induzida pela LPNI, evidente logo ap6s
1 hora de tratamento, durando por até 5 horas pos-tratamento. Além
disso, o tratamento prolongado com EEPp diminuiu significativamente a
hiperalgesia mecénica causada pela LPNI em camundongos,
apresentando efeito cumulativo de 24 horas no 15° dia ap06s a ligadura. E
importante mencionar também que o efeito anti-hiperalgésico do EEPp
ndo foi suscetivel a tolerancia, pois 0 EEPp manteve sua eficacia quando
administrado repetidamente.

Tem sido demonstrado que os canais de TRPV1 e TRPAl
desempenham um papel chave na sensibilizacdo central em relacdo a
hipersensibilidade mecénica e térmica (ECKERT, JULIUS,
BASBAUM, 2006; MAZARIO, BASBAUM, 2007; DA COSTA et al.,
2010), e na capacidade de detectar temperaturas frias ou quentes (abaixo
de 17 °C ou acima de 43 °C), particularmente as temperaturas nocivas
(Fig. 53B e C) (CATERINA et al., 1997; CATERINA et al., 1999;
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CATERINA et al., 2000; OBATA et al., 2005). Considerando que todos
estes modelos escolhidos para avaliar o potencial clinico do EEPp na
dor causam sensibilizagdo central, tem envolvimento central com os
termo-canais TRPV1 e TRPAL (Fig. 53C) além de gerarem hiperalgesia
térmica (calor e ao frio), avaliamos a hiperalgesia térmica no tratamento
prolongado do EEPp, no modelo agudo (dor pds-operatdria) e no
cronico (dor neuropatica). Corroborando os dados da literatura, nossos
resultados mostram claramente que o EEPp é capaz de reduzir a
hiperalgesia térmica, ao calor e ao frio, em ambos os modelos. Assim, 0s
resultados da CIP e da LPNI reforcam os dados encontrados nos
experimentos agudos, indicando o possivel envolvimento de canais de
TRPV1 e TRPA1 no efeito analgésico do extrato (Fig. 53B).

Ao analisar 0o comportamento dos animais em modelos de
nocicepcdo, faz-se necessario também excluir a possibilidade de que o
extrato estudado esteja agindo ndo somente como analgésico, mas
também como relaxante muscular ou depressor do sistema nervoso
central, causando alteracBes ndo especificas sobre a atividade
locomotora dos animais. Em ambos os casos, o comportamento do
animal pode encontrar-se alterado, como por exemplo, no ato de lamber
a pata, caracterizando um viés no estudo. Diante disso, foi realizado o
teste do campo aberto para excluir a possibilidade de alguma dessas
interferéncias na acdo antinociceptiva do EEPp.

A literatura  demonstra que  medicamentos  como
benzodiazepinicos e outros ansioliticos diminuem o comportamento
exploratorio do animal (ONAIVI et al., 1992; RODRIGUES et al., 2002;
HAZIM et al., 2014). Em contrapartida, nossos resultados demonstram
gue em ambos os tratamentos, agudo (Unica adminstracdo) e/ou
prolongado (p6s-LPNI) com o EEPp nas doses de 30-300 mg/kg, ndo
afetou a atividade locomotora dos camundongos. Por outro lado, o
tratamento agudo com uma dose de 600 mg/kg afetou a agdo locomotora
dos animais. Assim, esta dose ndo é interessante, pois parece ndo ser
segura para ser utilizada na clinica e por isto ndo foi utilizada nos testes.
A este respeito, Coderre e Van Empel (1994) mostraram que as doses de
diversos antagonistas do receptor de NMDA, tais como MK-801, que
produzem efeitos antinociceptivos significativos, também resultam em
alteracdes da coordenacdo motora. Portanto, parece possivel que os
efeitos que prejudicam a motricidade de antagonistas do receptor
NMDA, podem influenciar no efeito antinociceptivo dos medicamentos.
Assim, o efeito que prejudica a motricidade de antagonistas do receptor
de NMDA é produzido concomitantemente com antinocicepcao, sendo
que os dois efeitos ndo podem ser separados, sugerindo que 0s
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antagonistas do receptor NMDA podem ter um intervalo terapéutico
limitado. Os dados deste estudo reforcam a ideia de que o EEPp pode
ser um antagonista glutamatérgico, especialmente via receptor NMDA,
mas com base nos resultados do teste do campo aberto podemos notar
gue em contraste com dado reportado por MK-801, com doses mais
elevadas do EEPp (até 300 mg/kg) ele é capaz de produzir um efeito
antinociceptivo significativo, sem causar qualquer disfun¢cdo motora
detectivel. Neste sentido, o EEPp com doses até 300 mg/kg tem um
potencial analgésico interessante para tratar algesias, sem causar
sedagdo no sistema nervoso central.

Para investigar um possivel efeito toxico do EEPp na dose de 300
mg/kg, foi realizada uma anélise toxicoldgica com 0s animais que
receberam o tratamento prolongado do extrato apds as avaliagdes da
LPNI. Nossos resultados revelaram que os indicadores de lesdo hepatica
(atividade de AST e ALT, Ul/mL) e indicadores de lesdo renal
(concentragdes séricas de creatinina, uréia e acido Urico, mg/dL) nédo
foram modificados. Além disso, depois de 10 sessdes de tratamento, 0s
animais ndo apresentaram qualquer alteracdo no comportamento geral,
bem como na observacdo macroscépica de alguns 6rgaos vitais como o
figado, o coracdo, 0 bago, os rins e os pulmdes. Estes resultados indicam
que o tratamento didrio apresentou boas condi¢des de seguranca e
eficacia. Assim, os resultados deste estudo ampliam as conclusdes de
estudos anteriores, 0s quais mostram que a administracdo de extratos e
fracbes obtidos a partir da planta medicinal Pterodon pubescens
parecem ndo apresentar efeitos toxicos importantes (SABINO et al.,
1999b; COELHO et al., 2001; HOSCHEID et al., 2013).

Outro parametro analisado em nosso estudo foi o potencial
antioxidante do EEPp. A literatura demonstra o sistema nervoso
apresenta caracteristicas que o tornam particularmente suscetivel ao
estresse oxidativo (Fig. 53 B e C). As altas concentraces de ferro em
algumas regides e o grande consumo de oxigénio sdo algumas dessas
caracteristicas. Também, o tecido nervoso é constituido de uma grande
guantidade de é&cidos graxos poliinsaturados e, dessa forma, é alvo
consideravel da lipoperoxidacdo mediada por radicais livres (Fig. 53B e
C) (WARNER, SHENG, BATINIC-HABERLE, 2004; DUGAN, KIM-
HAN, 2006).

Além disso, estudos mostram que espécies reativas de oxigénio
(EROs) também estdo criticamente envolvidas na geracdo de dor em
varias condicGes dolorosas, incluindo dor neuropatica persistente
(KHALIL, KHODR, 2001; CHUNG, 2004; KIM et al., 2004;
SINISCALCO et al., 2007). Isto pode ser devido ao envolvimento de
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EROs na sensibilizacdo central (Fig. 53C) (KIM et al., 2006; PARK et
al., 2006; LEE et al., 2007). Recentemente, Nishio e colaboradores
(2013) demonstraram que EROs aumentam a liberagdo espontanea de
glutamato em terminais pré-sinapticos em neurénios do ganglio espinal
através da ativacdo de canais TRPV1 e TRPAL (Fig. 53C). Assim, a
ativacdo excessiva destes canais ionicos por EROs pode induzir
sensibilizacdo central na medula espinal e resultar em dor cronica. No
entanto, os agentes antioxidantes sdo muito eficazes no alivio da
hiperalgesia mecénica e termica (TAL, 1996; LEE et al., 2007).
Também tem sido descrito que a isquemia e reperfusdo causa um
aumento na producdo de EROs (Fig. 53B) e na producdo de citocinas
pré-inflamatorias, levando a uma disfuncdo microvascular nos tecidos
adjacentes (CODERRE, BENNETT, 2010; CODERRE, 2011). Em
contrapartida, recentemente, Park e colaboradores (2013), demonstraram
gue a administracdo intraperitoneal de vitamina C e E reduziram a
hiperalgesia mecanica induzida por dor pés-isquemia cronica (IRP) em
ratos. Também, ja estd bem estabelecido na literatura que as atividades
antioxidantes dos extratos também séo atribuidas a sua capacidade de
quelar fons de metais de transicdo, tais como os de ferro e cobre, que
tém sido propostos como catalisadores para a formacdo inicial de EROs
(Fig. 53B) (SHAHIDI; LIYANA-PATHIRANA; WALL, 2006).

O ferro é um catalisador importante de reacGes de radicais
oxidativos e promove a formagdo do radical hidroxila, do &nion
superdxido e da molécula peréxido de hidrogénio. O efeito estimulador
do radical hidroxila na peroxidagao lipidica levou a especulagbes de que
o ferro livre pode promover diretamente a inflamacéo e, que os agentes
guelantes de ferro podem ter propriedades anti-inflamatérias Uteis
(ROBBINS, COTRAN, KUMAR, 2000; FRANCHINI, 2006). Esta
hipotese foi testada em modelos animais de inflamacdo aguda e crénica
com um agente quelante de ferro especifico, a desferrioxamina, que se
mostrou eficaz em doses de 100 e 200 mg/kg administradas por via
intraperitoneal (BLAKE et al., 1983). No ensaio do poder de redugéo, os
compostos mais antioxidantes convertem a forma de oxidacdo do ferro
(Fe*®) em cloreto férrico para ferroso (Fe*?). A principal estratégia para
evitar a geracdo de EROs que estd associada com a catalise redox de
metal ativo envolve a quelacdo de ions metalicos. Os agentes quelantes
podem estabilizar fons metélicos pré-oxidantes em sistemas vivos por
complexacdo dos mesmos (SHAHIDI; LIYANA-PATHIRANA,;
WALL, 2006). Além disso, o poder de reducdo estd geralmente
associado com a presenca de redutores que exercem agdo antioxidante,
quebrando a cadeia de radicais livres. Também, os redutores podem
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reduzir os intermediarios oxidados de processos de peroxidacao lipidica,
de modo que eles podem atuar como antioxidantes primarios e
secundarios.

A limpeza (clearance) do radical DPPH é considerada do ponto
de vista metodoldgico, um dos mais faceis, reprodutivos e precisos
métodos na avaliacdo da atividade antioxidante dos sucos de frutas,
extratos vegetais e compostos puros, tais como flavonoides e
terpenoides (SZABO et al., 2007). Entre os compostos naturais que
exibem uma boa atividade antioxidante, estdo os compostos fendlicos,
tais como os flavonoides, acidos fendlicos, antocianinas dentre outros.
Ademais, a atividade antioxidante dos polifendis pode ser atribuida as
suas propriedades redox, que Ihes permitem agir como agentes doadores
de hidrogénio, por sua capacidade de quelar metais, ou por sua
capacidade para inibir algumas enzimas envolvidas na geracdo de
radicais, tais como isoformas diferentes do citocromo P450,
lipoxigenases, cicloxigenase e xantina oxidase (PEREIRA et al., 2009).
Com isso, apesar dos nossos resultados demostrarem que o EEPp tem
uma quantidade reduzida de flavonoides em sua composigdo, Halliwell e
Gutteridge (2007) ressaltam que uma substancia antioxidante é capaz de
diminuir ou inibir a oxidacdo, ainda que presente em baixas
concentracBes em relagdo ao seu substrato.

Assim, considerando o0s dados da literatura, descritos
anteriormente, que reportam a ocorréncia de um aumento da producdo
de EROs ap0s processos de dores cronicas de origem inflamatoria e/ou
neuropatica, somados aos nossos resultados que demonstram boa
capacidade antioxidante do EEPp, podemos sugerir que o fato de agir
como antioxidante pode também contribuir para o efeito antinociceptivo
do extrato. As analises com o EEPp mostraram bons resultados por trés
diferentes métodos de avaliacdo da atividade antioxidante, o que garante
resultados mais confidveis, demonstrando que o EEPp possui
composi¢do com compostos fenolicos, inclusive de flavonoides, tem boa
capacidade quelante, em reduzir o Fe** a Fe?" e de capturar o radical,
reduzindo-o a hidrazina.

Pelo exposto, 0s nossos resultados demonstram que EEPp produz
efeito antinociceptivo em modelos pré-clinicos de nocicepgdo aguda e
em modelos relevantes de nocicepcdo crbnica (sindrome da dor
complexa regional do tipo | e lesdo traumética do nervo isquiatico,
LPNI). O mecanismo exato pelo qual EEPp promove seus efeitos ainda
ndo é totalmente compreendido. No entanto, nossos resultados
fortalecem os dados existentes na literatura até o momento por
demonstrar que este efeito pode ser mediado, pelo menos em parte, pelo
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blogueio dos receptores glutamatérgicos ionotropicos (NMDA e
cainato) e metabotrépicos mMGLUR 1 e 5 (pelo agonista trans-ACPD),
reduzindo a ativacdo dos receptores de citocinas pro-inflamatérias e
canais TRPV1 e TRPAL (Fig. 53B e C). Destacamos também que o fato
do EEPp, ter caracteristicas antioxidantes também contribui para o efeito
analgésico da planta medicinal Pterodon pubescens. Tomados em
conjunto, os nossos resultados indicam que EEPp pode apresentar
importante e potente efeito terapéutico para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento da dor aguda e cronica. Estudos adicionais
sd0 necessarios para aprofundar o mecanismo de agdo deste extrato, bem
como fornecer subsidios para realizacdo de ensaios clinicos controlados.
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6 CONCLUSOES

Resumidamente, as seguintes observagdes baseiam as conclusdes

deste trabalho:

1)

2)

3)

4)

5)

O extrato dos frutos da Pterodon pubescens apresenta
compostos fendlicos e flavonoides (6,67%) e uma composi¢do
rica em sesquiterpenos e diterpenos com esqueleto vouacapano,
sendo 6a-acetoxivouacapano, 6a,7p-dimetoxivouacapan-17-
eno, 6a-acetoxi-7p-hidroxivouacapano e 60.,7p-
diacetoxivouacapano 0s compostos majoritarios;

O EEPp foi capaz de reduzir a nocicep¢édo (dor) aguda e crbnica
em camundongos.

O efeito antinociceptivo do EEPp se deve, em parte, pelo
blogueio dos receptores glutamatérgicos do tipo ionotrépico
(NMDA e cainato) e metabotrépico (NGLUR 1 e 5), além da
inibicdo da sinalizacdo mediada por citocinas pro-inflamatdrias
e por canais idnicos do tipo TRPV1 e TRPAL,;

A administracdo diaria do EEPp durante 10 dias ndo promoveu
alteragdes macroscopicas de 6rgdos vitais (figado, coragdo,
baco, rins e pulmdes), bem como de pardmetros bioquimicos no
sangue, indicadores de toxicidade.

O EEPp apresenta boa atividade antioxidante avaliada por
diferentes métodos que refletem a sua habilidade de reduzir o
Fe** a Fe**, complexar atomos de ferro e ainda doar 4tomos de
hidrogénio para reduzir o radical livre DPPH a hidrazina.

Desta forma, o conjunto de resultados apresentados nesta

dissertacdo fornece evidéncias inéditas na literatura sobre as
propriedades analgésicas do extrato dos frutos de Pterodon pubescens.
Ademais, podemos sugerir que o EEPp apresenta boa eficécia e relativa
seguranca para o tratamento da dor aguda e cronica, destacando o
potencial terapéutico da planta medicinal Pterodon pubescens no
desenvolvimento de um fitoterapico, especialmente para o tratamento da
dor persistente. Assim, este estudo agrega novas evidéncias cientificas e
valoriza o uso popular desta espécie vegetal.
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7 PERSPECTIVAS

v

Aprofundar o estudo sobre os mecanismos de acdo do EEPp,
para outras moléculas enddgenas que sdo diretamente
relacionadas com o estado de dor aguda e crbnica, dosando por
exemplo a concentragdo na medula espinal das citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-o; IL-1p e IL-6) e anti-inflamatorias (IL-
1RA e IL-10) no modelo de LPNI;

Fazer andlises bioguimicas in vivo para demonstrar mais
claramente a funcdo antioxidante do EEPp na dor, verificando
por exemplo a concentracdo e atividade de agentes
antioxidantes enddgenos (SOD, CAT, GPx) entre outros;
Avaliar através de um tratamento prologando (3 meses) com o
EEPp as possiveis alteragdes toxicoldgicas em 6rgdos nobres e
no sangue;

Ampliar os estudos sobre a atividade analgésica do EEPp
usando modelo experimental de artrite cronica, onde se faz o
principal uso popular da planta;

Utilizar drogas que inibem os receptores glutamatérgicos, bem
como, TRPV1 e TRPAL, a fim de elucidar melhor o potencial
terapéutico (poténcia e eficacia) do EEPp nestas vias discutidas
no presente trabalho;

Para aprofundar o estudo do mecanismo de acdo do efeito
antinociceptivo do EEPp, outras abordagens podem ser feitas
no sentido de investigar outros mecanismos envolvidos no
controle (ex: participacdo de canais de potassio) ou na inducéao
da dor (ex: ativagdo de PKA e PKC, bem como outros
mediadores inflamatérios, como bradicinina, prostaglandina e
histamina);

Investigar farmacologicamente os efeitos de uma fragdo
enriquecida de compostos fenolicos da planta;

Importantemente, extrapolando o estudo para humanos, levando
em conta que a Pterodon pubescens é uma planta medicinal
nativa do Brasil e j& é utilizado h4d muito tempo pela populagéo,
seria interessante fazer um estudo em populagdes que ja fazem
uso desta espécie vegetal, a fim de encontrar indicios
bioquimicos que elucidem cientificamente sua acéo analgésica.
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