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RESUMO

FERREIRA, F.A. AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTINOCICEPTIVA E ANTI-
INFLAMATORIA DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE PARTES AEREAS DE
Portulaca pilosa L. (PORTULACACEAE). 121f. Dissertacdo (Mestrado). Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Instituto de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Para, Belém-PA, 2012.

Este estudo investigou a toxicidade aguda oral, o efeito antinociceptivo em modelos
de nocicepcdo quimica e térmica, bem como a atividade anti-inflamat6ria em
modelos de carragenina e 0leo de croton do extrato hidroetandlico de partes aéreas
de Portulaca pilosa (EHEPp). Identificou também alguns possiveis mecanismos
envolvidos na antinocicepcdo do extrato, além dos seus efeitos sobre o sistema
nervoso central de ratos. No teste de toxicidade aguda oral, o tratamento com
EHEPp (2000 mg/kg) ndo causou oObitos. No teste de contorcbes abdominais
induzidas por &cido acético, o EHEPp (100, 200, 400 e 600 mg/kg), por via oral
(v.0.), reduziu significantemente o niamero de contor¢cdes em 18.18, 33.25, 47.27,
65.81 e 73.94%, respectivamente. No teste da placa quente, o tratamento com
EHEPp (200, 400 e 600 mg/kg, v.0.) ndo alterou a laténcia ao estimulo térmico de 50
+ 0,5 °C. No teste da formalina, o tratamento com EHEPp (200,400 e 600mg/kg, v.0.)
reduziu de maneira significativa o tempo de lambida nas fases neurogénica (12 fase)
em 38.79, 60.61 e 75.18 %, e inflamatéria (22 fase) em 49.23, 53.03 e 87.53 %,
respectivamente. A administracdo prévia de naloxona reverteu, significativamente, o
efeito do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) em ambas as fases do teste da formalina. O pré-
tratamento com o L-NAME e azul de metileno reverteu o efeito do EHEPp (600
mg/kg, v.0.) de maneira significante em ambas as fases do teste da formalina. O pré-
tratamento com o farmaco glibenclamida também reverteu de maneira significativa o
efeito do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) em ambas as fases do teste da formalina. O
EHEPp, na dose 600 mg/kg, v.0., ndo afetou a atividade locomotora dos ratos
submetidos ao teste do campo aberto. No teste de edema de pata induzido por
carragenina e edema de orelha induzido pelo 6leo créton, o EHEPp (400 e 600
mg/kg, v.0.) ndo inibiu a formacdo de edema de maneira significante em ambos o0s
testes. Os resultados deste estudo mostraram que o HEEPp, oralmente, apresentou
baixa toxicidade e sua atuacao antinociceptiva observada na fase neurogénica pode
envolver interacdes periféricas com receptores opidides e ativagcdo da via
NO/GCs/GMPc/Katp. J& a atividade antinociceptiva observada na fase inflamatoria
parece ndo depender de inibicdo da via bioquimica fosfolipase Aj/ciclo-oxigenases,
mas de interagbes periféricas com receptores opidides e com a via
NO/GCs/GMPc/Kartp.

Palavras-chave: Atividade anti-inflamatéria, atividade antinociceptiva, plantas
medicinais, Portulaca pilosa.



ABSTRACT

FERREIRA, F.A. EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE AND ANTI-
INFLAMMATORY ACTIVITIES OF HYDROETHANOLIC EXTRACT FROM AERIAL
PARTS OF Portulaca Pilosa L. (PORTULACACEAE). 121f. Thesis (Master). Post
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Institute of Health Sciences, Federal
University of Para, Belém-PA, 2012.

This study investigated the acute oral toxicity, the antinociceptive effect in chemical
and thermal nociception models as such as the anti-inflammatory activity in
carrageenan and croton oil models of the hydroethanolic extract from aerial parts of
Portulaca pilosa (HEEPp). Also identified some possible mechanism involved in
antinociception of the extract as such as the effects of HEEPp on central nervous
system of rats. In the oral acute toxicity test, the treatment with HEEPp ( 2000 mg/kg)
caused no deaths. In the acetic acid-induced writhing test, the HEEPp (100, 200, 400
and 600 mg/kg) administered by oral route (p.o.) significantly reduced the number of
contortions acetic acid-induced in 18.18, 33.25, 47.27, 65.81 e 73.94%, respectively.
In the hot plate test, the treatment with HEEPp (200, 400 e 600 mg/kg, p.o.) did not
alter the latency to the thermal stimuli of 50 £ 0,5 °C. In the formalin test, the
treatment with HEEPp (200, 400 e 600 mg/kg, p.o.) significantly reduced the licking-
time in neurogenic phase (first phase) in 38.79, 60.61 and 75.18 %, and inflammatory
phase (second phase) in 49.23, 53.03 e 87.53 %, respectively. The previous
naloxone administration, significantly reversed the effect of HEEPp (600 mg/kg, p.o.)
in both phases of the formalin test. The pre-treatment with L-NAME and methylene
blue significantly reversed the effect of HEEPp (600 mg/kg, p.o.) in both phases of
the formalin test. The pre-treatment with glibenclamide also significantly reversed the
effect of HEEPp (600 mg/kg, p.o.) in both phases of the formalin test. HEEPp (600
mg/kg, p.o.) did not affect the locomotor activity of rats in the open field test. In the
carrageenan-induced paw edema and croton-induced ear edema, the HEEPp (400
and 600 mg/kg, p.o.) did not inhibit significantly the edema formation in both the
tests. The results of this study showed that HEEPp, when administered by oral route,
presented low toxicity and its antinociceptive actuation observed in neurogenic phase
involves peripherals interaction with opioids receptors and activation of the in the
NO/GCs/GMPc/Katp pathway. Already the antinociceptive activity observed in the
inflammatory phase does not seem to depend of the inhibition on via phospholipase
As/cyclooxygenases, but interaction with peripheral opioid receptors and the NO/sGC
/CGMP/KATP pathway.

Keywords: Anti-inflammatory activity, antinociceptive activity, medicinal plants,
Portulaca pilosa.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais e produtos naturais: contexto histérico e usos

O uso de plantas pelo homem para aliviar ou curar seus males data de
tempos extensamente antigos, estimando-se que, desde a pré-histéria, 0 homem ja
aproveitava 0s principios ativos existentes nas plantas, embora o emprego desses
elementos como ferramenta terapéutica tenha sido altamente empirico e intuitivo, e
as descobertas derivadas de tais usos, ocorressem ao acaso (MORS, 1982; BERG,
1987; KIRBY, 1996; PINTO, SANTIAGO e LAMEIRA, 2002). Nesse contexto,
acredita-se que a utilizacdo de plantas medicinais pelo homem seja tdo antiga
quanto a propria civilizacdo (YAMADA, 1998).

E possivel que o registro mais antigo do uso de plantas medicinais seja na
China, por volta do ano 5000 a.C., onde os chineses ja possuiam listagens de
drogas de origem vegetal. O chinés Sheu-ing, em 3000 a.C., dedicava-se ao cultivo
de plantas medicinais, além do que o imperador Cho-Chin-Kei, o “Hipdcrates
chinés”, possuia a mais destacada obra da farmacognosia chinesa antiga, na qual &
destacada a cura de todos os males pela raiz de ginseng (MARTINS et al. 1995).
Vérios textos dessa época tratam de documentos religiosos, denotando a tradicional
associacdo entre aspectos filoséficos e espirituais aplicados as medicinas chinesa,
islamica e ayurvédica (BOTSARIS, 1995).

J& nas antigas civilizacdes ocidentais, os primeiros registros datam de 1500
a.C., quando foi escrito 0 manuscrito egipcio “Papiro de Ebers”, considerado um dos
mais importantes livros da cultura médica. A partir desse manuscrito, o velho mundo
tomou ciéncia de uma farmacopéia egipcia contendo diversas espécies vegetais, 0
qual continha aproximadamente 800 receitas e referéncias a mais de 700 drogas
(ALMEIDA, 2000). Além disso, foram encontrados alguns textos antigos caldeus,
babildnicos e egipcios que ja relatavam o uso de algumas plantas em rituais
religiosos. Varios outros papiros foram encontrados por pesquisadores contendo
receituarios médicos que incluiam plantas em mistura com outras substancias
(BERG, 1993; LOW, RODD e BERESFO, 1999).
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Nos tempos modernos, por sua vez, os produtos naturais extraidos de plantas
passaram a exercer um importante papel no processo de descoberta de farmacos,
seja como modelos estruturais para a sintese de moléculas novas ou pelas suas
propriedades farmacoldgicas. Tradicionalmente, acredita-se que produtos
formulados com essas matérias-primas, especialmente plantas, produzem acéo
desejada causando menos efeitos tdéxicos que os de origem sintética, levando ao
emprego crescente dos mesmos tanto como medicamentos quanto cosmeéticos
(YAMAMOTO et al. 2004).

No contexto brasileiro, por sua vez, os 0rgdos governamentais, inicialmente,
recomendaram a implementacdo da fitoterapia como um sélido recurso terapéutico
no atendimento de algumas necessidades basicas dos servicos de saude, mas que
deveria ocorrer segundo parametros de qualidade, eficacia e seguranca (SOUZA et
al. 2003). Dessa maneira, tornou-se essencial o estudo de plantas medicinais em
seus contextos farmacognoésticos e fitoquimico por meio do uso de ferramentas
fundamentais como os diversos métodos cromatogréaficos (cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia gasosa, etc.), para
garantir a qualidade de seus extratos, pois grande parte do conhecimento relativo a
utilizacdo de plantas medicinais no Brasil ainda é fundamentado no uso popular
(YUNES, PEDROSA e CECHINEL FILHO, 2001).

O uso de plantas medicinais como agentes analgésicos e anti-inflamatérios é
uma pratica comum entre varias comunidades no Brasil e no mundo inteiro, além do
que essas tém sido alvo de estudos em varios modelos experimentais de dor e
inflamacédo como os testes de contor¢des abdominais, formalina, placa quente e
edema induzido por carragenina (SOUSA et al. 2007b; SILVERIO et al. 2008),
ferrramentas que podem ser usadas como estratégia para a descoberta de novos
farmacos de origem vegetal (PATWARDHAN, VAIDYA e CHORGHADE, 2004;
SAMY e GOPALAKRISHNAKONE, 2008).

Assim, uma vez que dados etnomédicos mostram que P. pilosa € usada na
medicina popular como analgésico e para tratamento de inflamacgdes; em funcéo da
caréncia e insubsisténcia de estudos cientificos tecnicamente seguros sobre a
espécie e inclusdo de P. pilosa na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), este estudo buscou avaliar os efeitos do extrato
hidroetandlico de partes aéreas de Portulaca pilosa (EHEPp) em modelos animais

de nocicepcao e inflamag&o no intuito contribuir com dados que subsidiem seu uso
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racional, seguro e eficaz, parametros de Iimportancia fundamental para a
operacionalizacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos do

Sistema Unico de Saude brasileiro (SUS).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos no contexto do Sistema Unico de Satde
Brasileiro-SUS.

No que se refere ao uso de plantas medicinais no contexto da saude publica,
nas discussBes da Conferéncia Internacional sobre Atencdo Primaria a Saude de
Alma-Ata, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomendou aos governos,
meédicos e autoridades sanitarias dos paises em desenvolvimento que levassem em
consideracdo os muitos recursos da medicina popular, incorporando essas formas
culturalmente aceitas pelo povo. A OMS, preocupada com as doencas endémicas, e
com o crescimento da incidéncia de doengas cronicas e degenerativas, mostrava a
importancia das medicinas regionais como excelentes recursos auxiliares dos
sistemas organizados de saude (OLIVEIRA, 1985).

O Brasil, por sua vez, foi sensibilizado com as recomendagdes da OMS,
passando a desenvolver um crescente interesse popular e institucional no sentido da
insercao de plantas medicinais na saude publica brasileira, o que levou a realizacdes
de conferéncias que pautavam sobre o assunto, cujas deliberacbes estavam
voltadas ao desenvolvimento de uma politica brasileira de plantas medicinais e
medicamentos fitoterapicos, bem como a insercédo desses elementos na atencéo a
saude no ambito do SUS. Dessa forma, como consequéncia desse processo, O
relatorio da 82 Conferéncia Nacional de Salude ja preconizava a introducdo de
praticas alternativas no SUS e ao acesso democréatico de escolher a terapéutica
preferida (CONFERENCIA NACIONAL DE SAUDE, 1986). E, como resultado direto
desse evento, dez anos mais tarde, a 1028 Conferéncia Nacional de Saude ja
contemplava a fitoterapia e o uso de plantas medicinais como préticas alternativas
dentro da Assisténcia Farmacéutica Publica Brasileira, bem como incentivava o
fomento a pesquisa na area por parte das agéncias oficiais (CONFERENCIA
NACIONAL DE SAUDE, 1996).

Foi, entretanto, com a 12 Conferéncia Nacional de Medicamentos e
Assisténcia Farmacéutica que foram aprovadas inumeras propostas dentro da

area de Fitoterapicos/Biodiversidade/Homeopéaticos, entre as quais a
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institucionalizagéo do apoio e incentivo financeiro de pesquisas e desenvolvimento
de praticas de cultivo de plantas medicinais; apoio a criacdo de polos regionais para
a producdo de fitoterapicos, com énfase nas espeécies regionais; insercdo dos
fitoterapicos na RENAME com vistas a normatizacado desses na Politica Nacional
de Assisténcia Farmacéutica (CONFERENCIA NACIONAL DE MEDICAMENTOS
E ASSISTENCIA FARMACEUTICA, 2005).

Além desses instrumentos legais para incentivo da implantacdo de uma
politica de plantas medicinais e fitoterapicos, foi editada também a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares do SUS, instituida por meio da
portaria n°® 971 de 4 de maio de 2006, a qual, no dominio das plantas medicinais e
fitoterapia, propds varias diretrizes importantes tangentes a consolidacdo do uso de
produtos vegetais na saude publica, como é o exemplo da elaboracdo na Relacéo
nacional de Plantas Medicinais de interesse ao SUS (RENISUS) e Relacéao
Nacional de Fitoterdpicos; incentivo a pesquisa e desenvolvimento de plantas
medicinais e fitoterapicos com atencdo a biodiversidade do pais; promocéo do uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos no SUS (BRASIL, 2006).

Finalmente, em 22 de Junho de 2006 foi assinado o decreto que aprovou a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, dotada de um carater
bem mais abrangente que as normativas anteriores, alcangcando o assunto de
plantas medicinais e fitoterapicos dentro de um contexto econémico, referente a toda
cadeia produtiva; em um contexto intelectual, calcado no incentivo a pesquisa e
producéo de conhecimento cientifico, bem como, também, tendo um alcance social,
onde remete a valorizagdo do conhecimento popular e culturas regionais (BRASIL,
2006).

2.2 A familia Portulacaceae

A familia Portulacaceae inclui cerca de 30 géneros e 500 espécies, que se
distribuem principalmente no oeste da América do Norte, América do Sul e Africa,
com alguns poucos representantes sendo encontrados na Europa e Asia. E
constituida por plantas perenes ou anuais de habito herbaceo e arbustivo, muitas

vezes suculentas e, frequentemente, contendo mucilagem nas células
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parenquimaticas do caule e das folhas (METCALFE e CHALK, 1985). Outras
caracteristicas incluem a presenca de dois sepalbdides, presenca de frutos
capsulares consistindo de trés carpelos fundidos com poucas a numerosas
sementes (CAROLIN, 1993; TAKHTAJAN, 1997 e 2009). Sdo vegetais que
apresentam folhas alternadas ou raramente opostas, inflorescéncias terminais, flores
sésseis a pediculadas, numerosos estames (no minimo 4), ovario semi-inferior
unifolicular e 6vulos numerosos (NYFFELER e EGGLI, 2010).

Essa familia distribui-se largamente nos tropicos e subtrépicos, sendo rara em
climas temperados, ocorrendo no Brasil, aproximadamente, 30 espécies,
pertencentes aos géneros Portulaca e Talinum (SOUZA e LORENZI, 2005).

2.3 O género Portulaca

O género Portulaca inclui plantas de habito herbaceo, de consisténcia
carnosa, anuais ou perenes, dependendo da espécie, com folhas alternas,
inflorescéncias em cimeira, 2 sépalas, de quatro a cinco pétalas livres, estames
geralmente numerosos, ovario infero e capsula com deiscéncia longitudinal ou
transversal. Esta amplamente distribuido nos neotrépicos tropicais e subtropicais da
Africa, ocorrendo, também, algumas poucas espécies na Austrélia, Asia e Europa
(COELHO et al. 2010).

O trabalho mais amplo sobre este género reconheceu 62 espécies para as
Américas, 21 das quais eram referidas para o Brasil (LEGRAND, 1962). Apesar
dessa grande variacdo morfolégica ao nivel das espécies, o género com um todo é
de féacil reconhecimento em relacdo aos outros da familia, sendo considerado
monofilético quando submetido a analises moleculares filogenéticas (APPLEQUIST
e WALLACE, 2001).

Poucos estudos referentes a familia Portulacaceae, em especial ao género
Portulaca, tém sido realizados no Brasil e, ainda, a base para a classificacdo
taxondmica no pais, para o género, sdo os dados extraidos da “Flora Brasiliensis”,
0S quais reconhecem oito espécies (RORHBACH, 1872). Além disso, foram
realizados varios levantamentos regionais sobre o género, como para o Rio de

Janeiro (TEIXEIRA, 1959), para o municipio de S&o Joaquim, Rio Grande do Sul
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(MATTOS, 1961), para o estado de Pernambuco (LIMA e LIMA, 1968), para o
estado de Sdo Paulo (RODRIGUES e FURLAN, 2002) e para a Bahia (COELHO e
GIULIETTI, 2006).

Alguns membros desse género exibem marcantes atividades biolégicas, como
a espécie Portulaca oleracea, a qual demonstrou ser eficaz no tratamento cognitivo
de camundongos senescentes e exibiu atividade antioxidante frente a dano oxidativo
induzido por D-galactose (WANG e YANG, 2010). Outros estudos mostraram que
essa espécie exerce atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em modelos
animais experimentais (CHAN et al. 2000). Foi demonstrado também que outras
espécies desse género como Portulaca hirsutissima e Portulaca Wedermannii
exercem efeitos anti-leishmanicida e atividades imunomoduladoras em ensaios in
vivo e in vitro (COSTA et al. 2007). Além desses efeitos, a literatura também
descreve muitas outras propriedades de espécies desse género, entre as quais 0
efeito broncodilatador (MALEK et al. 2004), acBes mio-relaxantes sobre musculo
esquelético (OKWUASABA, EJIKE e PARRY, 1986 e 1987) e musculo liso intestinal
(PARRY et al. 1987), e abertura de canais de potassio (HABTEMARIAM, HARVEY e
WATERMAN, 1993).

Entre os constituintes isolados a partir de espécies desse género destacam-
se acidos graxos, como o 6mega-3 (SIMOPONLOS et al. 1992), acido a-linolénico e
B-caroteno (LIU et al. 2000), compostos fendlicos (XU, YU e CHEN, 2006), e até

mesmo alcalbides tém sido relatados (XIANG et al. 2005).

2.4 A espécie Portulaca pilosa L.

Portulaca pilosa é conhecida popularmente como “amor crescido” (BERG,
1969), a qual apresenta perfil de ampla distribuicdo na América tropical e sub-
tropical (STEYEMARK, 2004) e, tratando-se do Brasil, € encontrado principalmente
na regido norte do pais (PIO-CORREA, 1969).

Botanicamente, é uma erva que possui muitos ramos prostrados, com pélos
longos e esbranquicados, folhas de formato cilindrico, consisténcia carnosa,

medindo cerca de 2 centimetros; suas flores localizam-se no apice dos ramos,
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sendo rodeadas por pélos longos; suas pétalas sdo de coloragdo que varia da
puarpura a amarelada e, seus frutos, quando maduros, sdo arredondados e de cor
marrom, 0S quais se abrem por uma fenda circuncisa e com muitas sementes
(BAILEY, 1949; STEYEMARK, 2004). E uma espécie com muitas subespécies,
variedades e formas devido & sua plasticidade fenotipica. E utilizada também como
planta ornamental (BAILEY, 1949).

Essa espécie tem sido utillizada popularmente em todo o Brasil,
principalmente na regido norte do pais, para as mais diversas finalidades
terapéuticas, por exemplo, como estomaquico, diurético, analgésico, doencas
hepaticas, maléria, Ulceras (DA SILVA et al. 1998), diarréia, disenteria, colicas,
hemoptises, nefrites e como vermifugo (REVILLA, 2002). Suas folhas sdo usadas
como cicatrizante na forma de compressas aplicadas topicamente para o tratamento
de queimaduras e erisipelas (MORS, RIZZINI e PEREIRA, 2000), feridas, eritemas e
ictericia (REVILLA, 2002).

Estudos com o extrato hidroalcodlico de P. pilosa verificaram que essa
espécie possui efeitos sobre o sistema renal como a excrecdo de ions potassio, mas
ndo apresenta acao diurética ou mudanca na excrecdo de sodio como acreditado
popularmente (ROCHA et al. 1994). A atividade de inibicdo de tirosinase de
cogumelo in vitro pode tornar a espécie passivel de ser utilizada no tratamento de
melanomas, se essa atividade for confirmada em testes que utilizem melandcitos
humanos (BAURIN et al. 2002).

Além dos efeitos anteriormente citados, a espécie em estudo também é
utilizada, no Brasil, na formulacdo de xampus para queda de cabelo e como
fortalecedor do crescimento capilar, sendo por isso encontrada no mercado do Ver-
o- Peso na forma de cremes e locbes (MORS, RIZZINI e PEREIRA, 2000). Nesse
contexto, relata-se que o xampu de “amor-crescido” apresenta propriedades para o
fortalecimento das raizes dos cabelos, estimulando seu crescimento, além de
conferir brilho e maciez, o que facilita a escovacao (UFPA, 2010).

Uma vez que dados etnomédicos indicam a espécie P. pilosa para o
tratamento de ferimentos, traumatismo e dor, este trabalho prop6s-se a verificar os
efeitos do extrato hidroetandlico dessa espécie em modelos experimentais de

nocicepcao e inflamacéo e verificar possiveis mecanismos envolvidos nessas acoes.
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Figura 1: Imagem ilustrativa da espécie Portulaca pilosa. Fonte: Disponivel em
http://www.tropicos.org/Image/100023995.

2.5 Fisiopatologia da dor

2.5.1 ADOR

Como uma das mais importantes sensacdes, a dor tem sido extensivamente
estudada ao longo dos anos. A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP- International Association for the Study of Pain) a define como “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada com dano tecidual real
ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (LOESER e TREEDE, 2008), sendo
um fenbmeno de natureza multidimensional, o qual apresenta o envolvimento de
componentes discriminativos-sensoriais, afetivos-motivacionais e cognitivos-
emocionais, sendo mediada por diferentes mecanismos e processados dentro de
uma rede neural altamente complexa (MELZACK, 1999; SEWARDS e SEWARDS,
2002). Assim, ndo é uma tarefa facil estudar fenébmenos relacionados a dor, pois
esta é fortemente influenciada por fatores diversos, sejam eles de natureza
fisioloégica, como intensidade e duracdo do estimulo (PERTOVAARA, KAUPPILA E
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HAMALAINEN, 1996; NIELSEN e ARENDT-NIELSEN, 1998 a e b; PERTOVAARA,
1999), sejam de natureza psicolégica como a atencdo (MIRON, DUNCAN e
BUSCHNELL, 1989; JONES e DERBYSHIRE, 1997; BROOKS et al. 2002) e a
empatia (KAKIGI et al. 2004).

De acordo com a etiologia, a dor pode ser classificada como dor nociceptiva,
resultante da ativacdo ou sensibilizacdo de nociceptores periféricos; dor
inflamatéria, desencadeada pela liberacdo de mediadores quimicos a partir de
células tumorais e inflamatorias, bem como pelos tecidos periféricos, os quais ativam
ou modificam as propriedades de resposta dos aferentes nociceptivos ao estimulo; e
dor neuropética, a qual surge em virtude de injaria ou anormalidades adquiridas por
parte de estruturas neurais centrais ou periféricas (ZHU e LU, 2010).

Além disso, a dor também pode ser classificada quanto a sua duragcdo. Nesse
sentido, pode apresentar-se como aguda, ocorrendo quando ha ativacédo direta dos
nociceptores, em virtude de uma lesdo real ou potencial capaz de sensibilizar o
neurdnio nociceptivo; pode ser também do tipo crénica, quando a dor persiste por
semanas a meses, podendo prolongar-se mesmo apo0s a recuperacao da leséo e
reparacao tecidual. Esta Ultima modalidade de dor também se caracteriza pela
incapacidade do organismo de restabelecer suas funcgfes fisiolégicas (LOESER e
MELZACK, 1999).

A via neuroanatdomica envolvida no processamento da dor é composta de
duas partes: o sistema nervoso periférico, no qual a dor ou nocicepcédo sao iniciados
quando os nociceptores sdo ativados por estimulos néxicos de natureza quimica,
térmica ou mecanica de intensidade suficiente para alcancar o limiar de
excitabilidade neuronal e, entdo, transmitidos por axdnios aferentes primarios a
neurdnios localizados no corno dorsal da medula espinhal e, dai, para os nucleos
hipotalamicos, os quais projetam interneurénios em direcdo ao cértex cerebral; e
pelo sistema nervoso central, o qual permite o desencadeamento da sensacdo de
dor por meio de mecanismos moduladores da atividade de regides facilitatorias e
inibitorias (Figura 2).

Estudos relativamente recentes demonstraram que algumas estruturas do
cortex cerebral como o cortex cingulado anterior, o cortex insular e o cortex orbital
ventrolateral influenciam substancialmente o processamento neural da dor,
modulando-a (TALBOT et al. 1991; CASEY, 1999; TREEDE et al. 1999; VOGT e
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SIKES, 2000; PLONNER e SCHNITZLER, 2004; GARCIA-LARREA e PEYRON,
2007; LIMA e FREGNI 2008; TANG et al. 2008).

Cartex cinaiiladn

L \ %\ ! } . Cortex
A LN somatosensorial

/ . |
Vs \\ // =
[ y/:/ \
\ ! V“ ' Cortex insular
[ , 1 = SN
/ Talamo | 0
\ ) g )
x} \,' 71\ | 1 “ &
NSt \ Y (/ ., Amigdala
e PAG
Area cinzenta /gfﬁé\/
periaguedutal

L
\(1"8 Nucleo Parabraquial

Medula rostral R |

Tronco cerebral

e ~:::L Medula espinhal

Figura 2: Representagdo esquematica das vias neuroanatdbmicas envolvidas com o processamento
da dor. Fonte: Adaptado de Basbaum et al. (2009).

Os estudos que tratam da modulacdo central da dor séo relativamente
recentes, e tais abordagens tém mostrado o0 quanto o processamento da dor é
influenciado por componentes sensoriais, cognitivos e afetivos integrados em nivel
de areas do cortex cerebral (VOGT e SIKES, 2000; SEWARDS e SEWARDS, 2002;
PLONNER e SCHNITZLER, 2004) e evidenciado os mdultiplos neurotransmissores
como opioides, glutamato, acido gama aminobutirico (GABA), dopamina e
noradrenalina, que modulam as estruturas responsaveis por tal regulacéo, os quais,
em Ultima instancia, também influenciam os impulsos dolorosos gerados nos 6rgaos
e tecidos periféricos, modulando, dessa forma, as vias que conduzem as sensacoes
da periferia para o0s centros superiores dos nucleos talamicos e corticais,
determinado, dessa forma, a dinamica do processamento da dor (OHARA et al.
2003; LOPEZ-AVILA et al. 2004; COFFEEN et al. 2008; TANG, 2008; WOOD,
2008).
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2.5.2 NOCICEPCAO: OS NOCICEPTORES E A VIA NOCICEPTIVA

A nocicepcado é percepcao ou deteccdo de um estimulo de natureza nociva
(ou nodxica), constituindo um mecanismo protetor, o qual estad direcionado a evitar
que o organismo sofra injuria, pelo desencadeamento de comportamentos reflexos
de esquiva ao estimulo e atuando como uma sensacao desagradavel que resulta em
comportamentos para evitar maior contato com o estimulo nociceptivo
desencadeante (SHERRINGTON, 1906). Além disso, configura-se como um
componente fisiol6gico de uma sensacdo de dano organico que resulta da ativacédo
e sensibilizacao de vias sensitivas periféricas por estimulos de intensidade suficiente
para causar dano tecidual (WOOLF e MA, 2007).

Deve-se assinalar que nocicepcdo e dor sdo conceitos diferentes, sendo a
nocicepcao relativa aos mecanismos neurofisiolégicos e neurobioldgicos de protecéo
desencadeados por estimulos nocivos ao organismo, ao passo que a dor
corresponde a percepcédo desses estimulos por areas especificas do cortex cerebral
no intuito de elaborar uma resposta adequada ao estimulo desencadeante (CESARE
e MCNAUGHTON, 1997; CATERINA e JULIUS, 1999; MILLAN, 1999; JULIUS e
BASBAUM, 2001; BROOKS e TRACEY, 2005).

Para que a via nociceptiva seja ativada € necessario ocorrer sensibilizacéo
dos neurdnios envolvidos na nocicepcao por estimulos nocivos, ou potencialmente
nocivos, de natureza quimica, fisica ou mecénica (JULIUS e BASBAUM, 2001).
Esses elementos receptores sdo chamados nociceptores, ou receptores da dor, que
sdo 0s primeiros elementos na série de neurdnios relacionados ao processo
nociceptivo (SHERRINGTON, 1906).

Esses componentes projetam fibras que inervam varias partes do corpo, as
guais se originam de corpos celulares localizados, principalmente, no ganglio da raiz
dorsal (JULIUS e BASBAUM, 2001). Eles transduzem estimulos quimicos, térmicos
OU mecanicos em correntes idnicas, ou seja, em potenciais de a¢cao neuronais, 0S
quais desencadeardo a despolarizacdo das membranas dos axdnios, ocasionado a
propagacdo do sinal periférico em direcdo ao sistema nervoso central através da
liberacdo de neurotransmissores nos terminais sinapticos (MCCLESKEY e GOLD,
1999).
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Os nociceptores podem ser classificados em pelo menos trés classes
principais distintas, levando-se em consideragdo critérios anatdmicos e funcionais
(JULIUS e BASBAUM, 2001): aqueles de grande diametro, que originam fibras
ricamente mielinizadas e de rapida conducdo chamadas fibras sensoriais primarias
A-a e A-3, a maioria das quais ndo estdo implicadas na dor, mas na percepcéo de
estimulos in6cuos aplicadas a pele, musculos e outros o6rgdos (DJOUHRI,
BLEAZARD e LAWSON, 1998); e as chamadas fibras fracamente mielinizadas A-6 e
as fibras ndo-mielinizadas chamadas fibras- C (MEYER, CAMPBELL e RAJA, 1994),
de médio e pequeno didmetro, respectivamente, configurando-se essas Ultimas
como 0s principais tipos de nociceptores do organismo (BASBAUM e JESSELL,
2000).

De um modo geral, as fibras A-0 sdao de médio diametro apresentam
velocidade de conducdo relativamente alta (12-30 m.s™), ao passo que as fibras-C
sdo de pequeno diametro e suas velocidades de condugéo sdo relativamente mais
lentas de que as anteriores, em torno de 0,5-2 m.s™* (HARPER e LAWSON, 1985;
MILLAN, 1999). Dessa forma, observa-se que a velocidade de conducdo esta
relacionada ao diametro e presenca ou auséncia de mielinizacao da fibra (JULIUS e
BASBAUM, 2001).

Além desses, ha também os chamados nociceptores silenciosos (silent
nociceptors, do inglés), que em geral estdo inativos (WATANABE et al. 2002), mas
que, sob condicdes inflamatérias ou injuria tecidual, tornam-se ativados por uma
variedade de mediadores quimicos, tendo grande importancia na fisiopatologia da
dor inflamatéria (SIDDAL e COUSINS, 1997); tém implicacdo, mediante condi¢cdes
patolégicas, na somacao temporal e espacial, que ocasiona progressiva diminuicdo
no limiar de excitabilidade neuronal em fibras-C no corno dorsal e, portanto,
aumenta as descargas aferentes em direcdo aos neurdnios de transmissao que se
projetam para os eixos talamicos, tendo, dessa forma, funcdo fundamental no
surgimento e estabelecimento de hiperalgesia (SCHMIDT et al. 1995 e 2000)

Conceitualmente, a hiperalgesia refere-se a um aumento na resposta a
determinado estimulo doloroso em decorréncia de um aumento na sensibilidade
nociceptiva, onde seu componente primario esta relacionado ao sitio da injuria e 0
secundario a sensibilidade dos tecidos adjacentes (LOESER e TREEDE, 2008).

De acordo com a resposta a diferentes estimulos, os nociceptores podem ser

adicionalmente  classificados como mecanoreceptores de alto limar,
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quimioreceptores, receptores termosensiveis (frio/calor), nociceptores polimodais e
nociceptores mecanoinsensiveis (ZHU e LU, 2010). Nesse contexto, alguns estudos
mostraram que as fibras nociceptivas do tipo C sdo as principais fibras responsaveis
pela polimodalidade do sistema nociceptivo, respondendo a estimulos frios, quentes,
mecéanicos e quimicos (ARENDT-NIELSEN e CHEN, 2003). As fibras A-0 e C estao
envolvidas, exclusivamente, com a transmissao da informag&o nociceptiva, com as
fiboras A promovendo uma resposta mais rapida, resultante na dor aguda ou de
primeira fase que, frequentemente, desencadeia um reflexo de retirada, cuja
integracdo neuronal ocorre em nivel medular, ao passo que as fibras C séo
responsaveis por uma dor mais difusa, geralmente, persistente a dor aguda (JULIUS
e BASBAUM, 2001).

Por sua vez, os terminais centrais de fibras aferentes primarias terminam no
corno dorsal da medula espinhal, que estd organizada em diferentes laminas. Na
superficie destas laminas, principalmente nas laminas | e Il, sdo encontradas células
especificas nociceptivas que realizam sinapses exclusivamente com fibras A-6 e C.
Nessa regido também existem células que recebem somente inervacao de fibras A-p
(proprioceptivas), as quais respondem ao toque e outras, chamadas de neurdnios de
amplas faixas dinamicas, que inervam as 3 fibras nociceptivas, recebendo qualquer
estimulo. Esses neurdnios, juntamente com os neuropeptideos, facilitam o fenémeno
de amplificacdo e transmissdo da dor, que ativam receptores glutamatérgicos e
interneurdnios inibitérios GABAérgicos, que podem inibir o impulso nervoso
(D'"MELLO e DICKENSON, 2008).

Os neurdnios inibitérios estao presentes na substancia gelatinosa da medula
espinhal, onde predominam as fibras de segunda ordem que cruzam a medula
espinhal para ascender ao trato espinotalamico (via ascendente), projetando seus
corpos celulares ao tdlamo. No talamo, os neurbnios de terceira ordem emitem
axbnios a matriz da dor (principalmente ao coOrtex somatosensorial), onde a
somatizacdo do estimulo nocivo ocorre, ou emitem axdnios ao giro cingulado
anterior (componente do sistema limbico), o qual estd envolvido com os aspectos
emocionais relacionados a da dor (RUSSO e BROSE, 1998).

As funcdes essenciais dos nociceptores dependem da presenca de canais
ibnicos localizados na superficie da membrana do neurdnio, os quais de forma
seletiva transportam determinados ions ao longo da membrana, causando

alteracdes no potencial elétrico da célula, de modo a desencadear potenciais de
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acdo neuronais (CATERINA e JULIUS, 1999). Dessa maneira, quando um estimulo
néxico é aplicado a um nociceptor, o correspondente canal idnico sofre abertura, a
qual, por sua vez, induz uma corrente ibnica transmembrana, que ocasiona a
alteracdo na diferenca de potencial na membrana axonal. Assim, exemplificando,
quando um estimulo térmico é aplicado a um nociceptor, o canal i6nico
correspondente ativado por calor sofre abertura (ZHU e LU, 2010).

Por sua vez, a nocicep¢ao que resulta de injuria tecidual altera marcadamente
a experiéncia dolorosa em virtude do aumento da sensibilidade dos nociceptores
tanto a estimulos térmicos como mecéanicos. Este fendmeno resulta, em parte, da
producédo de mediadores quimicos derivados dos terminais sensoriais primarios e de
células ndo neuronais do ambiente como fibroblastos, mastocitos, neutréfilos e
plaguetas (BEVAN, 1999). Além disso, alguns componentes da resposta inflamatoria
como prétons, adenosina trifosfato (ATP), serotonina (5-HT) e mediadores lipidicos
alteram a excitabilidade neuronal por interagir diretamente com canais ibnicos na
superficie dos nociceptores, enquanto outros, como a bradicinina (BK) e o fator de
crescimento derivado do nervo (NGF) modulam cascatas sinalizadoras de segundos
mensageiros por interagir com receptores metabotrépicos (WOOLF e SALTER,
2000).

2.5.3 MODULACAO DA VIA NOCICEPTIVA

2.5.3.1 Modulacgéo a nivel espinhal: a teoria do controle do portao

Em 1965 foi apresentada uma teoria para a modulacédo da dor, denominada
teoria do controle do portao, fundamentada em um trabalho realizado por Mendell e
Wall (1964), onde demonstrou-se que a estimulacdo de pequenas terminacoes
nervosas aferentes resultava em um potencial positivo nos ganglios da raiz dorsal,
enquanto que a estimulagdo de mesma intensidade de grandes fibras resultara em
um potencial negativo na raiz dorsal. Essas observacdes foram interpretadas como
indicios de facilitacAo pré-sinaptica e inibicdo pré-sinaptica neuronal,
respectivamente (MENDEL e WALL, 1964; MELZACK e WALL, 1965).
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Segundo o modelo proposto pela teoria, h4 um balanco entre dois tipos de
influéncias exercidas sobre neurdnios nociceptivos espinhais nao-especificos, cujos
axbnios constituem os tratos ascendentes espinotalamico e espinoreticular.
Influéncias ativadoras sdo transmitidas por fibras de pequeno calibre A-d e C,
enquanto que influéncias inibitdrias sdo exercidas por fibras de grande calibre das
vias nédo-nociceptivas e a partir de neurdnios supraespinhais. Ou seja, caso a
atividade de fibras de pequenos diametros predomine, ocorre facilitacdo pré-
sinaptica e aumento da atividade de células centrais, o que resulta em fenbmenos
dolorosos (portdo aberto). O inverso se aplica a atividade de fibras de grande
diametro, predominando, assim, o portao fechado (CALVINO e GRILO, 2006).

As implicacfes dessa teoria conduzem a compreensao de que a ativacao de
fibras ndo-nociceptivas de baixo limiar (A-a e A-B) aumenta a atividade inibitéria de
interneurdnios inibitorios presentes na substancia gelatinosa, fechando, dessa forma
0 portdo e bloqueando os impulsos nociceptivos, tendo como resultado, em Ultima
analise, a analgesia, enquanto que, a ativacao de fibras nociceptivas A-d e C, por
inibir a atividade de interneurénios inibitérios da substancia gelatinosa, leva a
abertura do portdo e, portanto, promove a facilitacdo da transmissdo sinptica para
estruturas supraespinhais de processamento da dor (NATHAN e RUDGE, 1974;
CALVINO e GRILO, 2006). Essa € a classica compreensdo do modelo da teoria do

controle do portao (Figura 3).

Controle central

- Sistema de controle do portédo

Fibras de arande
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Entrada @ T sistémica |

Fibras de Pequeno

-

T: 1° célula transmissora para 0 SNC

SG: Interneurdnio na substancia gelatinosa

Figura 3: Diagrama do modelo da teoria de controle do portdo sugerida por Melzack e Wall em 1965.
Fonte: Adaptado de MELZACK e WALL (1965).
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Entretanto, essa teoria ndo explicava todos os dados experimentais e, além
disso, alguns trabalhos da época contradizem alguns componentes da teoria, por
admitirem a existéncia de outros componentes que nédo teriam sido demonstrados.
Por isso, a teoria foi reformulada, por assumir a existéncia de duas familias de
interneurdnios, sendo um inibitério, ativado por fibras A-a e B, e outro excitatorio,
ativado por fibras A-0 e C (Figura 4). Segundo ele, ambas as familias seriam

controladas por vias descendentes de origem supraespinhais (WALL, 1978).

Controle
Central

Fibras de g J_+ \

Grande Diametro

Acéo
S
Entrada ‘/+ sistémica
Fibras de Peaueno diametro /:

- [

T: 12 célula transmissora para o0 SNC
SG: Interneurénio na substancia gelatinosa

Figura 4: Modelo da teoria de controle do portdo revisada. O sistema de controle da dor envolve duas
familias de interneurdnios. Fonte: Adaptado de WALL (1978).

2.5.3.2 Modulacgéo central das vias nociceptivas: as vias descendentes inibitorias

Influéncias inibitérias descendentes sdo oriundas principalmente da éarea
cinzenta periaguedutal (ACP) no mesencéfalo e da medula rostral ventromedial
(MRVM), a qual compreende o nucleo magno da rafe (NMR) (ver Figura 2) e os
nacleos gingantocelular (NG) e paragigantocelular (NPG) (KWIAT e BASBAUM,
1992). A estimulacdo dessas regides induz analgesia, que esta relacionada a efeitos
inibitérios de vias serotoninérgicas sobre neurdnios nociceptivos espinhais, como
resultado do bloqueio da transmissao nociceptiva periférica, mecanismo que seria

mediado por ativacdo das vias GABAaeérgicas e glicinérgicas inibitdrias em nivel
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medular (CUI et al. 1999; DOLY et al. 2005; CALVINO e GRILO, 2006; BRENCHAT,
2009). Os axb6nios de neurdnios serotoninérgicos vindos do NMR projetam-se, em
cada segmento espinhal, diretamente sobre a medula espinhal e o corno dorsal,
ocasionado efeitos inibitorios (BASBAUM E FIELDS, 1984). A administracao
intratecal de agonistas serotoninérgicos também induz analgesia atraves,
possivelmente, desse mecanismo (YAKSH e WILSON, 1979).

Além dessa via, também tem sido estudada a funcao inibitéria descendente
que envolve a transmissdo noradrenérgica, a qual tem origem a partir dos locus
ceruleus e subceruleus (PROUDIFT e CLARK, 1991).

Alguns estudos identificaram receptores a-2 adrenérgicos nas laminas Il e IV
do corno dorsal, onde esses receptores seriam ativados por noradrenalina liberada a
partir das vias noradrenérgicas inibitérias descendentes, o que explicaria o
mecanismo de acdo analgésico de determinados farmacos, como os agonistas de
receptores a-2 adrenérgicos como a clonidina (BONNET e VEZINET, 1997). Além
disso, had uma forte correlacdo entre estimulacdo da ACP e MRVM e aumento dos
niveis de noradrenalina no liquido cerobroespinhal, o que indica uma contribuicdo
das vias noradrenérgicas para 0 mecanismo antinociceptivo associado com a via
inibitéria serotoninérgica, uma vez que a antinocicep¢do foi revertida quando foi
utilizado antagonista adrenérgico espinhal (HAMMOND e YAKSH, 1984;
HAMMOND, TYCE e YAKSH, 1985; CUI et al. 1999).

2.5.4 A DOR INFLAMATORIA

A dor corresponde a um dos sinais classicos do processo inflamatorio,
processos que compartiham um componente comum, ou seja, a capacidade de
sensibilizar ou ativar nociceptores. Em modelos animais, essas estruturas ndo sao
capazes de discriminar o componente emocional, apenas a sensa¢cado nociceptiva
(MILLAN, 1999), a qual ocorre mediante uma lesao tecidual, que, por sua vez, induz
a formacdo de mediadores quimicos envolvidos na dor inflamatdria local,
ocasionando danos celulares. Tais mediadores compreendem a histamina (HIS),
bradicinina, a 5-HT, o Oxido nitrico (NO), o ATP, produtos da ativacdo da via de
acido aracdoénico (AA)/fosfolipase A, (PLA;), que leva a biossintese de
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prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs), ions (K* e H), recrutamento de células
imunes que liberam mediadores, tais como citocinas e fatores de crescimento. Parte
desses mediadores atuam perifericamente de maneira direta, produzindo dor
espontanea, e outros agem indiretamente via estimulacdo de células inflamatérias,
induzindo a liberagdo de agentes algogénicos, podendo, assim, modificar a
propriedade da resposta de neurbnios nociceptivos periféricos, amplificando assim
percepcao da dor (KIDD e URBAN, 2001).

2.6 Vias bioguimicas moduladoras do processamento nociceptivo

2.6.1 A VIA OXIDO NITRICO/GUANILATO CICLASE/GMPc

O 6xido nitrico (NO) é um importante mensageiro bioldgico que esta envolvido
na transmissao sinaptica tanto no sistema nervoso central quanto no periférico
(FERREIRA, SANTOS e CALIXTO, 1999). Esse géas inorganico € biossintetizado
enzimaticamente a partir do aminoacido L-arginina pela acdo catalitica de trés
isoformas da enzima 6xido nitrico sintase (NOS): a neuronal (nNOS), a endotelial
(eNOS) e a induzida (INOS). As enzimas nNOS e eNOS séo constitutivas, enquanto
a INOS ¢ induzida por varios estimulos. Contrariamente as NOS constitutivas, que
dependem do célcio (Ca*"), a atividade da iNOS ndo depende do influxo desse fon
na célula e a sua expressao é aumentada por estimulos inflamatérios (MELLER e
GEBHAR, 1993). Depois de sintetizado, o NO ativa a enzima guanilato ciclase (GC),
tida como seu receptor fisioldgico, que por sua vez converte a guanosina-5’-trifosfato
em guanosina-3’-5’-monofosfato ciclico (GMPc). O GMPc, como segundo
mensageiro, pode ativar proteinas quinases, canais ionicos e fosfodiesterases
(MOORE et al. 1991).

O NO pode ser liberado apés a estimulacdo direta de fibras aferentes
primarias de pequeno diametro, contribuindo para sua excitabilidade apds o estimulo
nociceptivo, além de sensibilizar nociceptores (MOORE et al. 1991; HALEY,
DICKENSON e SCHACHTER, 1992; BABBEDGE, HART e MOORE, 1993; MELLER
e GEBHART, 1993; YAMAMOTO, SHIMOYAMA e MIZUGUCHI, 1993). Tem sido



39

sugerido o uso de inibidores da sintese de NO em casos nos quais a dor ou
hiperalgesia sdo mediadas por receptores de glutamato do subtipo N-metil-D-
aspartato (NMDA), ja que o NO € um dos principais mediadores produzidos apés o
aumento da concentracdo de calcio intracelular causada pela ativacdo desse
receptor (MALMBERG e YAKSH, 1993; RIVOT et al. 1999).

Por outro lado, uma caracteristica marcante do NO é sua dualidade, ou seja,
sua capacidade de apresentar efeitos antagbnicos em estados patoldgicos diversos,
como por exemplo, na dor. De fato, quando se utiliza ativadores ou inibidores da
cascata L- arginina/NO/GMPc, o NO pode agir como um agente pro-nociceptivo ou
antinociceptivo, tanto em sitios periféricos quanto em supraespinhais (ALEY,
MCCARTER e LEVINE, 1998). Por exemplo, tanto inibidores da NOS e/ou da
guanilato ciclase solavel (GCs) quanto substratos da NOS exibem atividade
antinociceptiva (DUARTE, LORENZETTI e FERREIRA, 1990; MOORE et al. 1991,
KAWABATA, UMEDA e TAKAGI, 1993; ABACIOGLU et al. 2000; SOUZA e PRADO,
2001).

Contribuindo para a controvérsia sobre a dualidade de efeitos do NO, diversos
estudos mostram que a administracao de inibidores da NOS e da guanilato ciclase
reduzem o efeito antinociceptivo causado por varias drogas, como por exemplo, a
dipirona, o sildenafil, o diclofenaco, a nimesulida, o meloxicam, a morfina, entre
outras e, possivelmente, esse efeito deva-se a inibicdo da via NO/Guanilato
Ciclase/GMPc (LORENZETTI e FERREIRA, 1996; GRANADOS-SOTO et al. 1997,
ISLAS-CADENA, AGUIRRE-BANUELOS e GRANADOS-SOTO, 1999; AGUIRRE-
BANUELOS e GRANADOS-SOTO, 2000; JAIN et al. 2001; ORTIZ et al. 2003a e
2006).

Por outro lado, existem drogas e/ou farmacos que exibem atividade
antinociceptiva por inibicdo da sintese de NO, pois quando um precursor do NO é
administrado em animais, a atividade desses agentes é revertida (MEOTTI et al.
2003; SANTOS et al. 2005). Assim, uma explicacdo para esses efeitos contraditérios
do NO pode ser devido a diferencas dos modelos de dor experimental utilizados,
pois diferentes tipos de neurbnios sensoriais primarios podem estar envolvidos,
como também dos niveis de NO teciduais, o conteudo intracelular de GMPc, as
diferencas de drogas e doses utilizadas e também ao uso de diferentes espécies
animais (SAVEGNAGO et al. 2007).
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2.6.2 CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS A ATP

Esses canais foram descobertos pela primeira vez no musculo cardiaco e,
posteriormente, em uma variedade de outros tecidos, incluindo as células [-
pancreaticas, musculo-esqueléticas, musculo-lisas, células dos tubulos renais e no
sistema nervoso central. Os canais de potassio sensiveis a ATP (Karp) sé@o
pertencentes ao grupo dos canais iénicos retificadores de entrada fracos, que tém
suas atividades bioquimicas inibidas pelo ATP intracelular (ATP;) e ativadas pelos
difosfatos nucleosidicos intracelulares. Dessa forma, esses canais fornecem um elo
entre o metabolismo e a excitabilidade celular (FUJITA e KURACHI, 2000).

Dependendo dos tecidos onde sdo encontrados, 0s Katp estdo associados a
diversas funcdes celulares, tais como na regulacédo da secrec¢do de insulina a partir
das células B do pancreas, relaxamento de musculo liso, regulagcéo da excitabilidade
muscular esquelética e liberacdo de neurotransmissores. No sistema cardiovascular,
0s Kartp desempenham uma funcéo fisiolégica na modula¢do da funcdo cardiaca,
particularmente sob condi¢cdes de estresse metabolico como hipdxia, eventos
isquémicos e inibicio metabdlica quando o metabdlito adenosina trifosfato
intracelular (ATP;) estd reduzido. Farmacologicamente, esses canais podem ser
seletivamente inibidos pelos farmacos antidiabéticos orais glibenclamida e
dolbutamida, entre outros, e ativados por certas classes de vasorelaxantes como o
pinacidil, o cromacalim e nicorandil, os quais sdo coletivamente denominados de
abridores de canais de potassio (FUJITA e KURACHI, 2000).

Por sua vez, canais de potassio neuronais, de maneira seletiva, permitem um
fluxo difusivo extremamente rapido de ions ao longo da membrana plasmatica
neuronal, promovendo alteragcdo em seu gradiente eletroquimico e, dessa forma,
desempenham uma importante fungdo no controle da atividade neuronal e na
propagacdo de sinais elétricos ao longo do sistema nervoso central (SHIEH et al.
2000; MACKINNON, 2003). Nesse contexto, numerosos estimulos regulam a
abertura de canais de K, tais como as alteragdes na voltagem da membrana ou nos
niveis intracelulares de certos ions, pequenas moléculas organicas e proteinas
(como o Ca'", ATP, adenosina monosfosfato ciclico (AMPc) ou subunidades de
proteinas G) (MACKINNON, 2003; ROOSILD, LE e CHOE, 2004).
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Para padronizar a nomenclatura dos canais de K*, a Unido Internacional de
farmacologia (IUPHAR- do inglés International Union of Pharmacology) propds uma
classificacdo baseada em critérios estruturais e filogenéticos de proteinas que
compdem esses canais (GUTMAN et al. 2003). Nessa classificacdo foram
distinguidos diferentes tipos de canais de K, conhecidos como operados por
voltagem (K,), ativados por célcio (Kcy), retificadores de entrada (K;;) e canais de K*
de dois poros (Ky,). Neste estudo, € dado énfase somente aos canais de
retificadores de entrada, particularmente ao Katp,

Os K; compreendem um grupo numeroso de canais de K'. Eles s&o
constituidos de sete diferentes familias (Kil- K;7) e véarias dessas familias
compreendem diferentes subtipos de canais de K" (Ki3.1- K;3.4) (NICHOLS e
LOPATIN, 1997; GUTMAN et al. 2003). Estruturalmente, sdo mais simples que os K,
e Kca, Uma vez que contém somente o motivo formador de poro do canal K*, isto &,
dois dominios transmembrana e uma regido P. As por¢des carboxi € amino terminais
desses canais estdo localizadas no citoplasma e o canal funcional € um tetramero
dessas subunidades formadores do poro (NICHOLS e LOPATIN, 1997; GUTMAN et
al. 2003).

Duas familias desses canais de Kj tém particular relevancia para o estudo da
nocicepcao: os canais de K* retificadores de entrada regulados por proteina G (GIRF
ou Ki3) e o canal de K" sensivel a ATP (Karp-formado com K;6) (MARK e
HERLITZE, 2000).

Os canais Katp funcionais sao constituidos por duas subunidades, o canal K;6
e a subunidade denominada SUR (do inglés Sulfunylurea receptor-receptor de
sulfoniluréias), um dominio protéico transmembrana, que contém duas alcas
ligadoras de nucleotidios (AGUILAR-BRYAN et al. 1998). Varios subtipos de
subunidades K;6 (K;6.1 e K;;6.2) e SUR (SUR1, 2A e 2B) foram identificadas. Isso
permite varias combinacdes para construir o canal de Karp funcional, os quais,
estruturalmente, sdo tetrameros de complexos K;6-SUR. As proteinas SUR
permitem o blogqueio dos canais de Karp por sulfoniluréias como a glibenclamida,
bem como sua abertura mediada por varios tipos de abridores de Karp COMoO 0
cromacalim, pinocidil, minoxidil e nicorandil (AGUILAR-BRYAN et al. 1998) e a
regulacdo da atividade dos canais de Katp por proteinas G (WADA et al. 2000).

Os Katp classicos séo regulados principalmente pelo ATP intracelular (ATP;), o

qual apresenta basicamente duas fungdes: o fechamento do canal e a manutencao
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da atividade do canal na presenca dos fons Mg? (TRUBE e HESCHLER, 1984;
OHNO-SHOSAKU et al. 1987; TAKANO, QIN e NOMA, 1990; FINDLAY e DUNNE,
1996).

A primeira acdo do ATP; é referida como acéo ligante, uma vez que a ligacao
do ATP; ao canal é considerada ser necessaria para a acao e persiste enquanto o
ATP; estiver ligado ao canal. Tipicamente, os canais de Katp tem baixa probabilidade
de serem abertos em concentracdes fisiologicas de ATP. Por outro lado, a segunda
acdo do ATP; é referida como dependente de hidrolise, uma vez que este,
aparentemente, requer a hidrélises de ATP na presenca de Mg** e pode durar até
dezenas de minutos apdés a remoc¢do do ATP;. O efeito do ATP; sobre os canais de
Katp depende do estado da proteina do canal e, dessa forma, quando o canal esta
ativo, os niveis intracelulares de ATP inibem a abertura do canal. Por outro lado,
quando o0s canais nao estdo ativos, o tratamento com complexo ATP-Mg?* restaura a
abertura do canal (FUJITA e KURACHI, 2000).

Durante as décadas de 1970 e 1980 numerosos estudos demonstraram que
agonistas de varios receptores acoplados a proteina G (como u e 6-opdides, a-2
adrenérgicos e receptores GABAg) promoviam abertura de canais de K* especificos
em neurdnios, produzindo antinocicepcdao (NORTH, 1989). Assim, esses
antecedentes levaram a hipétese de que a abertura de certos tipos de canais de
potassio esta envolvida no efeito antinociceptivo de certos agonistas de receptores
acoplados a proteina G; como consequéncia, especulou-se que bloqueadores de
canais de K' especificos revertessem a antinocicepgédo induzida por tais agonistas
(OCANA et al. 1990).

No final de década de 1990, novas estratégias experimentais foram utilizadas
na identificacéo de canais K* envolvidos na antinocicepcdo. Dessa forma, os efeitos
antinociceptivos de farmacos foram testados em animais que sofreram supresséo da
expressdo génica de canais de K" particulares por meio de infra-regulacio com
sequéncias antisenso ou delegcéo génica, e os resultados obtidos mostraram que 0s
efeitos antinociceptivos dos agonistas foram significativamente reduzidos (CLARK e
TEMPEL, 1998).

Assim, nos ultimos anos, tornou-se evidente que a abertura de canais de
potassio esta envolvida na antinocicep¢do induzida por varios agentes. Portanto,
esses canais tém, progressivamente, se tornado importantes alvos para o

desenvolvimento de novos agentes analgésicos, e farmacos que se ligam aos canais
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de maneira direta (abridores diretos) tém sido usados em varios modelos de dor
acuda e cronica (OCANA et al. 2004). Dessa forma, uma vez que esses tipos de
canais ionicos tém sido implicados no desencadeamento de analgesia e
antinocicepc¢ao, este estudo propds-se a avaliar o seu envolvimento no efeito de P.

pilosa em modelo de nocicepcéao induzida quimicamente (formalina).

2.7 Inflamacé&o: aspectos gerais

A inflamacéo € um processo regulatorio iniciado como consequéncia de leséo
tecidual ou infeccdo. A principal funcdo da inflamacdo é eliminar o estimulo
patogénico para remover o tecido danificado com o objetivo de restaurar a
homeostase (SOEHNLEIN e LINDBOM, 2010). Nesse contexto, 0 sucesso na
remocao do estimulo desencadeante leva ao término da resposta aguda, ensejando
0 processo de reparacido completo (JUNIOR et al. 2011).

Por outro lado, a inflamacé&o pode ocasionar graves complicagdes organicas,
como resultado de lesdes teciduais e descompensacdes fisioldgicas, ou mesmo
morte, se houver cronificacdo do processo, como ocorre na artrite reumatéide, no
lUpus eritematoso sistémico e na asma, por exemplo, estados caracterizados pela
alta prevaléncia de incapacitacdo funcional (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004).

2.7.1 COMPONENTES CELULARES E VASCULARES DAS RESPOSTAS
INFLAMATORIAS

Eventos vasculares relacionados com a fase aguda da inflamag&o incluem
vasodilatacdo das pequenas arteriolas com aumento do fluxo sanguineo, aumento
da permeabilidade e extravasamento de liquido. A vasodilatagdo pode ser mediada
por histamina, prostaglandinas (PGE;) e prostaciclina (PGl,;), que podem agir
juntamente como citocinas na producédo de aumento da permeabilidade vascular. O

extravasamento de fluidos durante o processo origina-se a partir de cascatas
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proteoliticas (sistema complemento, sistema de coagulacdo, sistema fibrinolitico e
sistema de cininas). Esse exsudato inflamatoério local é constituido de proteinas
plasmaticas e leucdcitos (predominantemente neutrdéfilos), que normalmente ficam
restritos aos vasos sanguineos e, com o aumento da permeabilidade, tém acesso,
através de vénulas pds-capilares, ao sitio da infeccdo ou lesdo (ROCK e KONO,
2008).

A ativacdo endotelial vascular permite a transmigracdo de neutrdéfilos, ao
passo que hemacias ndo conseguem atravessar o endotélio (EMING, KRIEG E
DAVIDSON, 2007), os quais deslocam-se para o tecido inflamado através de um
processo que envolve seis etapas: marginacdo, rolamento, ativacdo, adeséo,
diapedese com penetracdo através da membrana basal dos pericitos (transmigracao
através do endotélio) e quimiotaxia (migracdo no tecido intersticial em resposta ao
estimulo quimiotético) (LEY et al. 2007).

A adesao e transmigracdo de leucocitos sdo produzidas pela interacao de
moléculas de adesdo de células endoteliais com receptores de quimiocinas e
integrinas em leucoécitos na superficie endotelial, bem como nos espacos
extravasculares (EMING et al, 2007). Mediadores quimiotaticos e certas citocinas
medeiam o processo regulando a expressao superficial das moléculas de aderéncia.
Os receptores de aderéncia envolvidos pertencem a quatro familias moleculares:
selectinas, imunoglobulinas, integrinas e glicoproteinas. As selectinas séo lectinas
gue interagem com acucares e/ou glicoproteinas, sdo responsaveis pela adesdo de
leucécitos ao endotélio vascular na cascata precoce de eventos que levam aos
processos de inflamacgéo. Compreendem a E-selectina que é confinada ao endotélio;
a P-selectina presente no endotélio e nas plaquetas; e L-selectina presentes em
muitos tipos de leucocitos (KAKKAR, 2004).

As glicoproteinas de membrana tais como a molécula de adesao vascular-1
(VCAM-1) e a molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1) sdo exemplos de
moléculas de adesao que fazem parte da superfamilia das imunoglobulinas. VCAM-
1 é expressa em células endoteliais ativadas por citocinas, como fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a), por exemplo, enquanto ICAM-1 € expresso por uma variedade
de células hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, incluindo células T e B, células
dendriticas, macroéfagos, fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais. Integrinas
constituem o principal grupo de moléculas de adesao, presentes em muitas células,

cujo dominio citoplasmatico se liga ao citoesqueleto. Elas s&o proteinas
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heterodiméricas compostas de duas cadeias polipeptidicas, a e B, ligadas de forma
nao covalente (SIMON e GREEN, 2005).

No tecido alvo, os neutréfilos tornam-se ativados pelo contato direto com
patdogenos ou por meio da acdo de citocinas secretadas pelas células residentes, e
tentam combater agentes invasores liberando o contetdo toéxico de seus granulos,
que incluem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e
elastase. Tais efetores sdo altamente potentes, ndo discriminando entre o agente
agressor e células do hospedeiro, causando, inevitavelmente, danos ao tecido
hospedeiro (NATHAN, 2002).

2.7.2 ALGUNS MEDIADORES E EFETORES DAS RESPOSTAS INFLAMATORIAS

O processo inflamatério envolve uma série de mediadores, além de células e
enzimas, responsaveis pelo desenvolvimento da resposta inflamatoria. Dentre eles,
pode-se destacar a histamina, serotonina, cininas, Oxido nitrico, neuropeptideos,
produtos do acido araquidénico, etc. (WARD, 2004).

2.7.2.1 Histamina

A histamina € um dos mediadores pré-formados liberados primeiramente no
processo inflamatério através da desgranulacdo de mastdcitos e basofilos por acédo
de mediadores inflamatérios como substancia P, interleucina-1 (IL-1) e fator de
crescimento neural (NGF). A histamina, uma vez liberada, ativa receptores
histaminérgicos promovendo aumento da permeabilidade a ions célcio (Ca™) em
neurdnios sensoriais e a consequente liberacdo de neuropeptideos, bem como de
prostaglandinas por células endoteliais, levando a hiperalgesia e outros efeitos proé-
inflamatorios (DRAY, 1995).

A histamina desempenha um papel importante em doencas alérgicas e

autoimunes. Dos seus quatro receptores, os receptores Hi, H, e Hy mostram ter
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acao sobre inflamacé&o e respostas imunes e podem ser usados como alvos no

tratamento de doencas imunes e inflamatorias (YU et al. 2010).

2.7.2 .2 Serotonina

Serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € uma amina sintetizada a partir do
aminoécido triptofano por agdo da enzima triptofano sintetase. Esta rea¢do ocorre
principalmente em células enterocromafins intestinais, mas pode ocorrer em
plaguetas humanas, mastécitos de ratos, mas ndo de humanos, e sistema nervoso
central (BISCHOFF et al. 2009).

Em tecidos periféricos, 5-HT é liberada a partir de mastdcitos e plaquetas
simultaneamente a histamina por desgranulacdo induzida por mediadores, como
substancia P. Esta amina é hiperalgésica por acdo direta em receptores de 5-HT
localizados em neurdnios aferentes sensoriais primarios, sendo dotada, também, de
acOes semelhantes as da histamina, ou seja, vasoconstricao inicial, e juntamente
com outros mediadores, vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular
(KOPP, 1998).

2.7.2.3 Bradicinina

A bradicinina é peptidio formado durante um processo inflamatério em fungéo
da ativacdo da cascata proteolitica de producdo deste mediador, na qual ha a
liberagéo de bradicinina a partir de a-globulinas denominadas cininogénios por agéo
de calicreinas sobre estes. A bradicinina € um importante mediador envolvido tanto
na etapa inicial quanto no progresso de um processo inflamatério (AHLUWALIA e
PERRETTI, 1999).

Este peptidio é considerado um autacoide (horménio local), produzindo dor,
vasodilatagcdo, aumento da permeabilidade vascular e sintese de prostaglandinas.
Seus efeitos endoégenos estdo relacionados com dois receptores, o receptor B1, que

€ induzido durante processo inflamatorio e o0 receptor Bj, expresso
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constitutivamente. Na inflamacédo, os receptores B; presentes em macrofagos
desencadeiam a producdo de IL-1 e de TNF-a. Além disso, podem levar a
hipersensibilizacdo de fibras nociceptivas e a hiperalgesia, com estimulacdo da
liberacdo de substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina por
neurdnios nociceptivos (GOODMAN e GILMAN, 2006).

2.7.2.4 Eicosanodides

Sao os mediadores e moduladores mais importantes da reacédo inflamatoria e
regulam diversos processos celulares, tendo como principal precursor, em
mamiferos, o acido araquiddnico, que € liberado por acdo da enzima fosfolipase A;
sobre fosfolipideos de membrana. O &cido araquiddnico pode ser metabolizado por
diversas vias, mas duas sdo as principais: via das ciclooxigenases e via das
lipoxigenases (FUNK, 2001).

Pela via das ciclooxigenases, o acido araquiddénico € convertido nos
endoperéxidos PGH, ou PGG, pela acdo das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2).
Esses intermediarios sofrem rapida isomerizacdo para formar as prostaglandinas
PGE,, PGl,, PGD,, PGFy, e troboxanos por acdo enzimatica de isomerases ou
sintases (SCHOLICH e GEISSLINGER, 2006).

Existe no organismo humano, duas principais isoformas de ciclooxigenase, a
COX-1 que é expressa constitutivamente e age como regulador homeostético e a
COX-2 que é induzida principalmente por estimulos inflamatérios (RANG et al.
2007).

As prostaglandinas da série E (PGES) sao as mais importantes no processo
inflamatorio. Esses mediadores lipidicos sdo moléculas pequenas que agem
localmente, sendo rapidamente inativadas. O papel de PGE, como mediador pré-
inflamatorio inclui o aumento da permeabilidade vascular, hiperalgesia,
vasodilatacdo e edema. A PGD, esta envolvida com a resolucdo do processo
inflamatério por ativar a regulagdo transcricional de enzimas que degradam
eicosanoides e estimula a producédo de lipoxinas (SERHAN, CHIANG e VAN DIKE,
2008).
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Outros mediadores lipidicos importantes do processo inflamatorio sdo os
leucotrienos (LTs), os quais sdo sintetizados a partir do acido araquidénico por
enzimas chamadas lipoxigenases, principalmente a 5-lipoxigenase. O principal
leucotrieno envolvido com a resposta inflamatéria aguda é o leucotrieno B4 (LTB,), 0
qual esté relacionado com o controle do fluxo sanguineo, vasodilatagdo e aumento
da permeabilidade, além de ter acBes quimiotéticas para neutréfilos e macréfagos
(FUNK, 2001).

Outro mediador produzido pela via das lipoxigenases séo as lipoxinas (LXs),
as quais sdo sintetizadas a partir da acdo enzimatica da 15-lipoxigenase. Estas
representam um grupo de derivados do &cido araquidénico que agem interferindo
com acBes na microvasculatura, tendo propriedades vasorreguladoras,
antagonizando o efeito do LTB,4. Além desses efeitos, elas diminuem a adeséo de
leucécitos por moléculas de adesdo (HEDQVIST, GAUTAM e LINDBOM, 2000), e
infiltracdo de eosindfilos, portanto, tendo propriedades anti-inflamatérias (SERHAN,
CHIANG e VAN DIKE, 2008).

2.7.2.5 Citocinas

Citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes
tipos de células do sistema imune como as células T, macrofagos e células
dendriticas. Sua producdo ocorre por diferentes estimulos, como agentes
infecciosos, tumores ou estresse. Essas agem em comunicagdo com outras células,
promovendo a inducdo ou regulacdo da resposta imune (ROCHMAN, SPOLSKI e
LEONARD, 2009).

O efeito das citocinas ocorre ap0s a ligacdo a receptores especificos
expressos na superficie da célula-alvo, desencadeando a transducdo de sinais no
interior da célula. Estes receptores quando ligados a citocinas ativam proteina JAKs
(Janus kinase) que fosforilam residuos de tirosina, gerando sitios para a ligacdo dos
fatores de transcricdo STAT (signal transducers and activators of transcription). Apés
a fosforiliacdo da tirosina, STAT é dissociado das subunidades do receptor e sofre
translocacado para o nucleo, onde induz a transcricdo de genes especificos (RANG at
al. 2007).
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As atividades fisiol6gicas das citocinas sao inimeras, porém se destacam a
ativacdo da resposta imune celular e humoral, regulacdo da hematopoiese e controle
da proliferacdo e diferenciacdo celular. As citocinas também desempenham papel
fundamental na diferenciacdo de linfécitos T e na ativacdo de seus diferentes
subtipos (BILATE, 2007).

Dentre as principais citocinas que participam ativamente do processo
inflamatorio, destacam-se o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a interleucina 1- 3
(IL-1B). O TNF-a é uma citocina produzida e liberada principalmente por macrofagos
e € considerada um dos principais mediadores inflamatérios (BROWN et al. 2010). A
IL-18 é a principal citocina envolvida na inflamacao, sendo sintetizada principalmente
por mondcitos e macréfagos. IL-1B age sinergicamente com TNF-a ativando a
resposta inflamatoria, aumentando a expressao de moléculas de adesdo nas células
endoteliais e nos leucécitos e promovendo a diapedese leucocitaria na resposta
inflamatdria aguda (BARKSBY et al. 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato hidroetandlico

das partes aéreas de Portulaca pilosa L. (EHEPp).

3.2 Especificos

Avaliar a toxidade aguda oral do extrato hidroetandlico de partes aéreas de P.
pilosa L. (EHEPp) em camundongos;

Avaliar a atividade antinociceptiva preliminar do EHEPp no modelo de
contor¢des abdominais induzidas pela injecao intraperitoneal de acido acético
a 0,6%;

Avaliar a atividade antinociceptiva mediada centralmente do EHEPp na
nocicepcao induzida pelo estimulo térmico da placa quente;

Avaliar a atividade antinociceptiva do EHEPp no modelo de nocicepcao
qguimica induzida pela injecao intraplantar de formalina a 1%;

Investigar o envolvimento de receptores opidides no efeito do extrato;
Investigar o envolvimento da via NO-Guanilato ciclase-GMP ciclico na
antinocicepcao induzida por EHEPp;

Investigar o envolvimento de canais de potassio sensiveis a ATP (Katp) na
antinocicepc¢ao induzida por EHEPp;

Verificar a ocorréncia de alteragdes locomotoras induzidas pelo EHEPp no
teste do campo aberto (Open Field);

Verificar o efeito antiedematogénico do EHEPp em modelos experimentais

induzidos por carragenina em ratos e 6leo de créton em camundongos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Materiais e reagentes utilizados

4.1.1 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS

Aparelho de GPS ETREX H (GARMIN, USA)

Arena em madeira medindo 100x100x40 cm

Balanca analitica eletrdbnica Modelo 802- BIOPRECISA
Balanca para pesagem de animais mod. 1d-1500 -FILIZOLA
Beckers

Erlen Meyer

Estufa MEDICATE, modelo MD 12

Funis de Vidro (d= 22 cm)

Kitasato

Luvas de procedimento

Moinho de facas (MARCONI)

Placa quente modelo 35100- UGO BASILE
Pletismometro mod. 7140- UGO BASILE

Papel de filtro
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Pipetadores automaticos GILSON, EPPENDORF e DIGIPET
(10-100 pL, 100-1000 pL.).

“Punch” de bidpsia
Rota-evaporador modelo 802- FISATOM
Tubos de ensaio

Tubos tipo Falcon

Aparelho de Ultrason modelo 1450/2210- MAXICLEAN/BRASON
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4.1.2 REAGENTES E SUBSTANCIAS UTILIZADAS

e Acido acético Glacial P.A - VETEC-QUIMICA FINA®

e Alcool Comercial 96° GL (92,8° INPM) - SANTA CRUZ®
e Alcool n-butilico P.A.-VETEC-SYNTH®

e Acetona comercial -FARMAX®

e Agua destilada

e Azul de Metileno - MERCK-SCHUCHART ®©

e Carragenina Lambida - SIGMA®

e Cloridrato de Ketamina - VETANARCOI®

e Cloridrato de Naloxona 0,4 mg/MI - CRISTALIA®

e Cloridrato de Xilazina - ROMPUN®

e Dexametasona - ACHE®

e Formaldeido P.A - IMPEX®

e Glibenclamida - DAONIL-SANOFI®

e Indometacina - SIGMA®

e NCL-Nitro arginina metil ester (L-NAME) - SIGMA®

e Oleo de créton - SIGMA®

e Polioxietilensorbitanmonoleato (Tween 80)- MERCK-SCHUCHART®
e Soro fisiolégico comercial - HEMAFARMA®

e Sulfato de morfina 10mg/mL - CRISTALIA®

4.2 Coleta do material botanico e obtencéo do extrato

As amostras frescas das partes aéreas do vegetal foram coletadas no més de
Fevereiro de 2011 na comunidade Santa Helena, Municipio de Acara, estado do
Para, as proximidades de Belém (Figura 6). A area da coleta caracteriza-se por ser

de terra firme, de vegetacao tipica amazobnica.
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Posteriormente, uma fracdo da planta foi destinada a identificagcdo botanica
por meio de comparagdo auténtica com um exemplar do Herbéario “Jodo Murga
Pires” Museu Paraense Emilio Goeldi (MG 131457).

Foram coletados cerca de 12 Kg de material fresco, o qual foi pesado e, em
seguida, lavado em &gua corrente para retirada dos residuos soélidos, seguido de
lavagem com alcool a 70% (v/v). ApOs esse procedimento, o material foi deixado
secar a sombra por algumas horas e novamente pesado, correspondendo a uma
massa de 10,5 kg de material. Esse material foi submetido & secagem em estufa a
40 °C durante 7 dias. Apés essa etapa o material seco foi triturado em moinho de
facas. O material obtido, 1.4 kg, foi submetido a extracdo por meio de percolacdo em
etanol/agua a 70% (v/v), submetendo-se todo o material a um volume de 4 litros de
liquido extrator. Nesse processo, o material fora agitado diariamente para otimizar a
extracao, onde cada extracao durou 3 dias. Apos 3 dias, o material era filtrado e o
extrato fluido coletado e armazenado em frascos de cor &mbar de 5 litros de volume.

Foram realizadas quatro extracdes no total, rendendo aproximadamente 4,5
de extrato fluido. Em seguida, o extrato fluido obtido foi concentrado em rota-
evaporador para eliminagdo do contetido de etanol, seguido de evaporacao de agua
com auxilio de &lcool n-butilico, sendo em seguida submetido a liofilizacdo para
obtencéo do extrato seco, que rendeu 30 g (2,14 %).
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Area de coleta da espécie Portulaca pilosa L.

Ty anwow Ty ew arTw

Legenda
4 Llocalidades
Ponto de Coleta

Malna Viaria

D Limites Municipais
[:] Nuvem

- Cobertura Vegetal
- Nao Floresta
- Hidrografia

Projecao: Lat/Long
Dstum: SAD-69

Naotz de Crécto: Cants eladorads = partr de g
Imagem de Satélite Landsat 5 -TM.obtide em 2000 &
stravés do Insttuto de Pesaulsas Espacials (INPE) = .

Elzborag80: Karen Noguelra (2011) @y

Figura 5: Representacao geoespacial da area de coleta da espécie Portulaca pilosa L. obtida com
auxilio de aparelho de GPS.

4.3 Animais Experimentais

Foram utilizados camundongos albinos machos e fémeas da espécie Mus
musculus adultos, pesando entre 25 e 35 g. Também utilizou-se ratos albinos
machos da espécie Rattus norvergicus pesando entre 130 e 180 g. Os animais,
provenientes do biotério do Instituto Evandro Chagas-IEC-(Belém) e do Biotério da
Faculdade de Ciéncias Biologicas da UFPA, foram alojados no Biotério Setorial da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Para (UFPA), sendo mantidos
em gaiolas em numero maximo 10 (camundongos) e 5 (ratos) animais por gaiola e
acondicionados sob condi¢cdes controladas de temperatura (25°C) e ciclo de
claro/escuro de 12h com a fase clara iniciando-se as 6h e terminando as 18h, com
livre acesso a agua e racdo. Antes da realizacdo de cada teste, os animais foram
submetidos a jejum por um periodo de 12 horas. O manuseio dos animais obedeceu
as normas institucionais aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais-
CEPAN- do Instituto Evandro Chagas por meio do Parecer de Aprovacdo N°
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014/2010/CEPAN/IEC/SVS/MS referente ao Projeto “Contribuicdo para a Ampliagao
do Conhecimento acerca de Plantas Medicinais da RENISUS”. Todos os
experimentos foram realizados na fase clara do ciclo no intervalo entre as 07:00 h e
16:00 h.

4.4 Avaliacao de Toxicidade Aguda

Na avaliagdo da toxicidade aguda oral utilizou-se as diretrizes de guias para
testes de substancias quimicas da Organizacdo de Cooperacdo e de
Desenvolvimento Econdmico (OECD) numero 423, onde foram utilizados
camundongos albinos fémeas Mus muscullus pesando entre 20-30 g. Este grupo
(n=3) foi mantido em jejum noturno sendo, em seguida, tratado com a dose de 2000
mg/kg do extrato diluido em Tween 80 a 5% em solucéo salina 0,9% (v/v) por meio
da utilizacdo de canula de administracdo orogastrica. Em seguida, os animais foram
observados por um periodo de 4 h para avaliacdo de possiveis alteracdes
comportamentais, como: atencéo, alerta, analgesia, atividade motora espontanea,
locomocéo, falta de apetite, apatia, resposta ao tato, secrecdo nasal, piloerecéo,
estereotipia, agressividade, ataxia, sudorese, mic¢do, diarréia e convulsédo
(MALONE e ROBICHAUD 1962). Apés esse periodo, os animais foram tratados com
racdo e agua livre e observados por um periodo adicional de 24, 48 e 72 h, seguidos
de observacdo por um periodo de até 14 dias com o intuito de verificar ocorréncia de
Obito (OECD, 2001).
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4.5 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.5.1 CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELA INJECAO
INTRAPERITONEAL DE ACIDO ACETICO A 0,6%

As contor¢fes abdominais foram induzidas em camundongos machos através
da administracéo intraperitoneal de solucéo &cido acético a 0.6% (v/v) em volume de
0.1 mL para cada 10 g de peso corporeo do animal segundo o método estabelecido
por Koster et al. (1959). Nesse ensaio, a reacao do animal ao estimulo algogénico é
o desenvolvimento de movimentos repetidos de contracdo da parede abdominal,
rotacdo do corpo e extensdo das patas traseiras. Esse conjunto de reacdes €
denominado contor¢des abdominais e a intensidade da nocicepc¢do é quantificada
como o numero total de contor¢cdes abdominais durante o periodo de observacédo de
20 minutos, iniciando-se a contagem 10 minutos ap6s a administracdo do acido
acético. Os animais, durante o tempo de observacao, foram contidos em funis de
vidro com diametro de aproximadamente 22 centimetros. O extrato P. pilosa (50,
100, 200 e 400 e 600 mg/kg, por via oral (v.0.) foi administrado uma hora antes da
administracdo do estimulo nociceptivo. O grupo controle recebeu oralmente o
veiculo (tween 80 a 5% em salina (v/v). Outro grupo recebeu o farmaco de
referéncia indometacina (5 mg/kg, v.0.), administrado 60 minutos antes do &cido
acético. Antes da realizacdo de cada série experimental, os animais foram
aclimatizados durante o periodo de uma hora.Todos os grupos foram constituidos de

7-10 animais.

4.5.2 TESTE DA PLACA QUENTE

Neste teste, foi utilizado o modelo estabelecido por MacDonald et al. (1946).
Um dia antes da avaliacdo, os animais foram pré-selecionados aleatoriamente, onde
o tempo de resposta de corte considerado foi de 20 segundos, de maneira que

animais que apresentam tempo de resposta superior a 20 segundos foram
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descartados. Assim, os camundongos foram colocados sobre uma placa de aluminio
aguecida a temperatura fixa (50 = 0.5° C), registrando-se o tempo, em segundos,
para que o animal manifestasse alguma reacdo em resposta ao estimulo térmico.
Esta reacdo é esterotipica, consistindo no ato de pular ou lamber as patas
posteriores, bem como sapatear na placa. Os experimentos foram iniciados
imediatamente apos a administracdo EHEPp (200 e 400 e 600 mg/kg, v.0.), do grupo
controle (tween 80 a 5% em salina, v.0.) e da administracdo subcutanea (s.c.) do
farmaco morfina (10 mg/kg), no volume de 0,1 mL/kg de peso de animal, consistindo
entdo, esse inicio ao tempo 0 (T0). Registros da laténcia dos animais ao estimulo
térmico foram realizados subsequentemente nos tempos T30, T60, T90 e T120, os
quais correspondem, respectivamente, a 30, 60, 90 e 120 minutos apos o

tratamento. Todos os grupos foram constituidos de 7-10 animais.

4.5.3 TESTE DA FORMALINA

Para confirmacéo do efeito antinociceptivo de P. pilosa foi utilizado o teste de
nocicepcao induzido pela injecdo subcutanea intraplantar de 20 pL uma solucéo de
formalina a 1% (HUNSKAAR, BERGE e HOLE, 1985). Apés administracdo desse
agente, o camundongo desenvolve respostas comportamentais tipicas de
nocicepgao, que consistem em lamber as patas posteriores injetadas com formalina.
Dessa forma, o tempo em que o animal passou lambendo a pata traseira foi
cronometrado em duas fases distintas e tomado como parametro indicativo de
nocicepcao (ABBOTT, FRANKLIN e WESTBROOK, 1995), com a 1° fase de 0-5
minutos e a segunda de 15-30 minutos apds o estimulo. O EHEPp (100, 200, 400 e
600 mg/kg, v.0.) foi administrado 60 minutos antes da injecdo de formalina. O grupo
controle recebeu apenas veiculo (Tween 80 a 5% em salina v/v, v.0.) uma hora
antes da administracdo de estimulo. Antes da realizacdo dos experimentos, 0S
animais foram submetidos a um periodo de aclimatizacédo de 1 h. Todos 0s grupos

foram constituidos de 7-10 animais.
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4.6 Estudo do mecanismo de a¢gdo do EHEPp

Para investigar alguns mecanismos pelos quais o EHEPp inibe a nocicepcéo
induzida pela administragdo de formalina intraplantar, os camundongos foram
tratados com diferentes farmacos. A escolha das doses de cada farmaco foi
baseada em dados consultados na literatura. O modelo da formalina foi escolhido
com esse objetivo em funcdo da especificidade e sensibilidade que oferece no

estudo do mecanismo de acado de farmacos analgésicos (LE BARS et al. 2001).

4.6.1 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO SISTEMA OPIOIDE

Com o objetivo de verificar 0 envolvimento do sistema opidide no efeito do
extrato, foi realizada a co-administracdo do EHEPp (600 mg/kg, v.0., 60 minutos
antes da formalina, n=07) juntamente com o farmaco antagonista opidide n&o
seletivo naloxona (0,4mg/kg, s.c.) 15 minutos antes do extrato (FEINBERG,
CREESE e SNYDER, 1976). Ap6s 60 minutos da administracdo do EHEPp os
animais foram submetidos ao estimulo da formalina por via subplantar. Outro grupo
animal recebeu o farmaco de referéncia morfina (4 mg/kg, s.c.) 30 minutos antes da
formalina.

Além disso, um grupo recebeu o antagonista opidide naloxona (0,4 mg/kg,
s.c.) isoladamente 45 minutos antes da formalina e outro grupo recebeu o co-
tratamento de naloxona/morfina (0,4 mg/kg s.c. /4mg/kg s.c./,respectivamente, 45 e
30 minutos antes da formalina). Todos os grupos foram constituidos de 7-10

animais.
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4.6.2 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS A
ATP

Para este objetivo, camundongos machos foram pré-tratados por via
intraperitoneal (i.p.) com glibenclamida (10 mg/kg), um blogueador do canal de
potassio sensivel a ATP, 30 minutos antes do extrato (600 mg/kg v.0.). Uma hora
apos a administracdo do EHEPp, os animais foram submetidos ao estimulo quimico
da formalina. Outro grupo de animais recebeu a glibenclamida isoladamente (10
mg/kg, i.p.) e, apos 30 minutos, recebeu o estimulo nociceptivo. Os procedimentos e
doses foram usados, essencialmente, de maneira similar a descrita previamente na
literatura (EDWARDS e WESTON, 1993; MOHAMAD et al. 2010).

4.6.3 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA VIA OXIDO NIiTRICO/GUANILATO
CICLASE/GMPc

Nesta série de experimentos, camundongos machos foram pré-tratados com
o inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase L-NAME (20 mg/kg i.p.) e com o
inibidor ndo seletivo da guanilato ciclase soluvel Azul de metileno (1 mg/kg i.p.),
ambos administrados 30 minutos antes do extrato (600 mg/kg v.0.). Apés 1 hora da
administracdo do EHEPp, os animais foram submetidos a injecdo intraplantar da
formalina. Outros grupos de animais receberam o0s farmacos inibidores
isoladamente, bem como o extrato, sendo as respostas a formalina registradas 30 e
60 minutos ap6s a administracdo dos inibidores e do extrato, respectivamente. Os
procedimentos e doses utilizadas do azul de metileno (MONCADA, PALMER e
HIGGS, 1991; JAIN et al. 2001; JESSE, SAVEGNAGO e NOGUEIRA, 2007) e L-
NAME (REES et al. 1990; JESSE, SAVEGNAGO e NOGUEIRA, 2007) foram

baseadas em estudos anteriores descritos na literatura.
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4.7 Avaliagéo dos efeitos do EHEPp sobre o sistema nervoso central de ratos

Para avaliar alguns efeitos mio-relaxantes e sedativos n&o-especificos
associados ao tratamento oral com EHEPp, ratos machos receberam a dose de 600
mg/kg do extrato de P. pilosa e (volume de 1mL/kg) e, apdés uma hora, foram
submetidos ao teste do campo aberto. O grupo controle recebeu apenas o veiculo
por via oral, ou seja, Tween 80 a 5% diluido em solucéo salina 0,9% (1 mL/kg) por
via oral.

Para este teste, utilizou-se uma arena em madeira medindo 100x100x40 cm,
pintada com tinta impermeavel de cor preta, com assoalho dividido por linhas
brancas em 25 quadrantes iguais de 20x20 cm (Figura 6). Os animais foram
colocados no quadrante central do aparato, sendo entdo permitido o livre
deslocamento dos mesmos durante um periodo de 5 minutos, onde o
comportamento explorativo foi avaliado segundo o protocolo padronizado
previamente por Pandolfo et al. (2007), consistindo, principalmente, no cruzamento
dos quadrantes com as quatro patas, com o0 objetivo principal de avaliar a atividade
locomotora total dos animais submetidos ao tratamento.

Figura 6: Representacdo esquematica de arena para a realizacéo do teste do campo aberto.



61

Nesta série de experimentos comportamentais utilizou-se local proprio e com
niveis de ruido e iluminacdo adequados ao ensaio. Além disso, antes da realizacdo
do teste os animais foram submetidos a um periodo de aclimatizacdo e ambientacao
de 1 h. E, com o objetivo de evitar influéncias de variacdes circadianas nos

resultados, os experimentos foram conduzidos entre 08:00 e 12:00 h.

4.8 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

4.8.1 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

O edema de pata baseia-se na variacdo do volume das patas traseiras dos
ratos (Rattus novergicus) apés a aplicagdo de algum estimulo inflamatério (WINTER,
RISELY e NUSSI, 1962; CARVALHO et al. 1999). Para a realizacdo de tal teste, os
animais foram separados em grupos de sete e, uma hora antes da aplicacdo do
agente inflamatorio (0,1mL de carragenina 1%, via intraplantar (i.pl.)), foram pré-
tratados, por via oral, com o EHEPp nas doses de 400 e 600 mg/kg, com
indometacina (10 mg/kg) e com o veiculo (Tween 80 5% em salina) em volume final
de 0,1 mL/100 g de peso do animal. Na regido intraplantar da pata direita foi
administrado carragenina e igual volume de solucdo salina na pata esquerda. O
desenvolvimento do edema foi avaliado com o auxilio de pletismémetro, o qual foi
medido imediatamente apds a administracdo de carragenina e solucdo salina, em
intervalos regulares de uma hora, durante cinco horas. A diferenca entre as patas

direita e esquerda em cada tempo correspondeu ao edema formado em mL.

4.8.2 DERMATITE INDUZIDA PELA APLICACAO TOPICA DE OLEO DE CROTON

Foi utilizado o método descrito por Tubaro et al. (1985). Este teste consiste
em aplicar um volume de 20uL de uma solucdo de 6leo de créton 2,5 % (v/v) em

acetona na superficie interna da orelha direita dos camundongos. Na orelha
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esquerda foi aplicado o mesmo volume de acetona. Uma hora antes da aplicag&o foi
realizado o tratamento com EHEPp (400 e 600mg/kg, v.0.) e com o farmaco
corticostedide dexametasona (10 mg/kg, v.0.), € 0 grupo controle tratado com Tween
80 a 5% em salina também por via oral.

A avaliagdo da resposta edematogénica foi feita com a utilizagdo de balanga
analitica, realizada 6 horas apds a aplicacdo do estimulo. Os camundongos foram
sacrificados e uma amostra de 6 mm de didmetro da orelha foi retirada com auxilio
de “punch” de biopsia e estabelecida a diferenca do peso entre a amostra da orelha
controle (esquerda) e orelha estimulada (direita), e os resultados obtidos foram
expressos em miligramas (mg). Os animais que constituiram os grupos (n=07)

pesavam entre 20 e 30 g.

4.9 Analise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média = erro padrdao da média
(E.P.M.), onde n representa o numero de animais. Para comparacdo das médias
utilizou-se teste t ndo-paramétrico e analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas
vias seguido de um teste de mudltiplas comparacdes (Teste de Bonferroni). Os
valores que apresentaram probabilidade de ocorréncia de hipétese de nulidade
menor que 5% foram considerados significantes (valor de p < 0,05). A andlise
estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Graphpad Prisma®

versao 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade aguda oral

Neste estudo ndo houve 0Obitos entre camundongos que receberam a dose de
2000 mg/kg de EHEPp, por via oral, no transcurso de 14 dias subsequentes a
administracdo da droga vegetal. Dessa forma, é possivel classificar o EHEPp como
pertencente aos agentes xenobidticos de baixa toxicidade (OECD, 2001). Entretanto,
foram observadas algumas alteracdes comportamentais como piloerecdo e ptose
palpebral. Por outro lado, como ndo foram observados sinais evidentes de toxicidade
aguda oral, como de morte dos animais tratados, ndo foi possivel calcular o valor da
dose letal mediana (DLso) para o EHEPp (TAIWE et al. 2012).

O teste de toxicidade aguda é uma etapa que antecede a realizacao de testes
farmacoldgicos, sendo desenvolvido com a intencéo de se obter dados preliminares
sobre as propriedades toxicas de uma substancia e seus efeitos adversos num
organismo submetido a um tratamento de curta duragdo (LITCHFIELD e
WILCOXON, 1949). Além disso, é de importancia fundamental o estabelecimento da
toxicidade experimental de produtos fitoterapéuticos com o objetivo de se evitar ou
prevenir dano organico ao organismo humano (LAPA et al. 1983), além de contribuir
para a determinacdo de doses para a elaboracdo de perfis dose-resposta em
estudos farmacologicos (BRITO, 1994; OECD, 1999).

Silva e colaboradores (2001) estudaram o efeito de um extrato de P. pilosa
sobre a reatividade uterina em ratos a ocitocina, e seus resultados evidenciam que a
espécie promove relaxamento da musculatura lisa uterina via antagonismo do tipo
misto com a ocitocina, resultados que refutam a indicagcéo popular de P. pilosa como
abortivo (SILVA, PETROVICK e LANGELOH, 2001), o que subsidia os resultados

deste estudo na garantia de uma baixa toxicidade oral para o EHEPp.
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5.2 Avaliagédo da atividade antinociceptiva

5.2.1 TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO
0,6 %

Os resultados apresentados (Figura 7 e tabela 1 - apéndice) mostram que o
EHEPp, administrado oralmente uma hora antes do estimulo pelo acido acético,
reduziu o numero de contor¢des abdominais em camundongos de maneira
significativa em comparacdo ao grupo controle nas doses de 100, 200, 400 e 600
mg/kg, cujos percentuais de inibicdo foram de 18.18, 33.25, 47.27, 65.81 e 73.94%,
respectivamente. O valor de DEsg calculado foi de 295,52 mg/kg. Apenas a dose de
50 mg/kg néo reduziu as contorcbes de maneira significante em comparacdo ao
grupo controle. A indometacina (5 mg/kg, v.0.), um farmaco anti-inflamatério néo-
esteroidal, foi utilizado como farmaco de referéncia, promovendo reducédo no nimero

de contor¢des em torno de 65,81% em comparagao ao grupo controle.
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Figura 7: Efeito do EHEPp (50, 100, 200, 400 e 600 mg/kg) e da indometacina, por via oral, sobre as
contor¢gfes abdominais induzidas pela administragdo intraperitoneal de acido acético a 0,6%. No eixo
das ordenadas é expresso 0 numero de contor¢bes abdominais durante 20 min.; no eixo das
abscissas estdo representados 0s grupos experimentais utilizados. Os valores sédo apresentados
como média + E.P.M. de 7-10 animais. * denota significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos
tratados em comparacgédo ao grupo controle. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni.
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As contor¢gdes abdominais induzidas pela administracdo intraperitoneal de
acido acético consistem em um modelo experimental cldssico de dor inflamatoria
visceral bastante util para avaliar as propriedades antinociceptivas e anti-
inflamatorias de novos agentes farmacologicos (KOSTER, ANDERSON e DEBEER,
1959; COLLIER et al. 1968; LE BARS et al. 2001; SAVEGNAGO et al. 2007), na
qual as acdes estimulatérias do acido acético desencadeiam alteracbes
comportamentais esterotipicas em ratos e camundongos, que consistem em fortes
contracdes abdominais, contracbes da musculatura principalmente das patas
traseiras e musculos da regido dorso-abdominal, entre outras alteragfes, que podem
ser consideradas como reflexos resultantes de uma dor de ordem inflamatoria
ocasionada pelo desenvolvimento de uma peritonite aguda (VINEGAR, 1979;
TIJDLSEN e HOLE 1997; LE BARS et al. 2001).

Este método tem particular interesse na descoberta de drogas ou farmacos
que exercam efeito analgésico de natureza preferencialmente periférica (GENEE et
al. 1998), embora o0 método seja sensivel a farmacos que agem tanto periférica
guanto centralmente, como a morfina e compostos relacionados (FUKAWA et al.
1980; PIETROVSKI, 2004), a anti-histaminicos e anticolinérgicos de acéo central e
periférica (PERAZZA et al. 2007) e tenha como uma caracteristica marcante a sua
baixa especificidade, uma vez que as contor¢des abdominais podem ser suprimidas
por outros agentes ndo analgésicos, como agentes mio-relaxantes, bloqueadores
adrenérgicos, entre outros (PEARL, ACETO e HARRIS, 1968; LOUX, SMITH e
SALEM, 1978), podendo, dessa forma, conduzir o experimentador & interpretacées
equivocadas (LE BARS et al. 2001). Apesar disso, este método ainda é uma
ferramenta experimental que demonstra boa sensibilidade, pois permite avaliar os
efeitos de farmacos analgésicos fracos (LE BARS et al. 2001).

Estudos fitoquimicos com P. pilosa mostraram que entre outros contituintes,
esta apresentou em sua composicdo alguns tipos de moléculas de natureza
diterpénica, os diterpenos undecanos e clerodano pilosanonas A/B e C,
respectivamente (OHSAKI et al. 1987 e 1995), os quais sdo estruturalmente
semelhantes ao diterpeno alucinégeno da salvia salvinorina A, um composto
reconhecido por sua forte atividade agonista sobre receptores opidides do tipo K
(JOHN, FRENCH e ERLICHMAN, 2006; MCCURDY et al. 2006). Por sua vez,
agonistas de receptores k demonstraram efetiva atividade antinociceptiva em
modelos de dor visceral (HERRERO e HEADLEY, 1991; BURTON e GEBHART,
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1995), como este modelo de estudo, cuja eficacia demonstrou ser dependente tanto
de mecanismos periféricos quanto supraespinhais (DIOP et al. 1994; DANZEBRINK,
GREEN e GEBHART, 1995).

Assim, os resultados obtidos neste ensaio sugerem uma acéo antinociceptiva
do EHEPp que pode ser mediada pela ativacdo de receptores K, possivelmente de
origem periférica, pois a ativagdo central desses receptores leva a alucinacao,
sedacéo e disforia (SHANNON et al. 2007; VANDERAH et al. 2008), efeitos que néo
foram observados no estudo dos efeitos do extrato em modelo experimental de
comportamento. Além disso, foram realizados testes adicionais, utilizando outros

modelos experimentais, no intuito elucidar melhor o efeito antinociceptivo do EHEPp.

5.2.2 TESTE DA PLACA QUENTE

Os resultados apresentados (Figura 8 e tabela 2-apéndice) mostram que o
EHEPp (200, 400 e 600 mg/kg, v.0.) ndo alterou a laténcia dos animais submetidos
ao estimulo da placa aquecida a 50 + 0,5 °C nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
guando comparado ao grupo controle. Por outro lado, o farmaco de referéncia
morfina (10 mg/kg, s.c.) prolongou significativamente a laténcia dos animais ao
estimulo térmico quando comparado ao grupo controle nos tempos de 30, 60, 90 e

120 minutos.
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Figura 8: Efeito do tratamento com EHEPp nas doses de 200, 400 e 600 mg/kg, por via oral, e da
morfina, via subcutanea, sobre a resposta nociceptiva termicamente induzida pela placa quente a 50
°C + 0,5 °C. No eixo das ordenadas € representada a laténcia em segundos e no eixo das abscissas
sd0 expressos o0s tempos de avaliagdo em minutos. Os valores representam a média + E.P.M. de 7-
10 animais. * denota significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados em compara¢ao ao grupo
controle. ANOVA de duas vias seguido de teste de Bonferroni.

O teste da placa quente tem a propriedade de permitir a avaliacdo de
antinocicepcao mediada centralmente, uma vez que as respostas comportamentais
dos animais submetidos a avaliacdo nesse aparato (lambidas das patas, sapateio e
saltos na placa), sdo integradas em centros neuronais supraespinhais, sendo o
tempo necessario para responder a estimulacdo térmica altamente sensivel a acéo
de farmacos que exercem efeitos centrais, como o faz a morfina (LE BARS et al.
2001).

O calor € um agente néxico frequentemente utilizado em modelos de dor
aguda (ANTONIOLLI e VILLAR, 2003), a qual € mediada pela ativacao de fibras
nociceptivas (Fibras C e A-8), que conduzem o impulso da periferia até o corno
dorsal da medula espinhal, e posteriormente aos centros corticais (PIETROVSKI,
2004). Assim, neste modelo, o EHEPp nao foi capaz de alterar os movimentos
estereotipados dos animais (saltar ou lamber as patas) nos periodos de tempos
avaliados. Por outro lado, a morfina, um farmaco analgésico narcético,
reconhecidamente dotado de atividade analgésica periférica e central, elevou
significativamente a laténcia dos camundongos nos tempos de 30, 60, 90. Esse

efeito da morfina € mediado pela sua atuacdo sobre receptores opiodides,
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ocasionando hiperpolarizagdo neuronal, que leva a um aumento do limiar de
excitabilidade do neurbnio e maior resisténcia para a iniciagdo de um potencial de
acao (HAESELER, 2006).

Portanto, os resultados deste teste sugerem que o efeito antinociceptivo do
EHEPp, observado em outros testes do estudo, pode ndo envolver mecanismos
centrais, o que é reforcado pela auséncia de efeitos depressores sobre o0 sistema
nervoso central pelo extrato quando o efeito do EHEPp foi avaliado no teste do
campo aberto (dados ndo apresentados).

Por outro lado, a avaliagdo antinociceptiva do extrato hidroetandlico de partes
aéreas de Portulaca oleracea var. sativa, uma planta do mesmo género de P. pilosa,
e gque compartilha algumas caracteristicas botanicas com esta, mostrou-se eficaz em
prolongar a laténcia dos animais experimentais tanto no modelo da placa quente
guanto no teste de retirada de cauda (CHAN et al. 2000), demonstrando, portanto,
antinocicepc¢édo através de um mecanismo de agao central, resultado que mostra que
atividades biolégicas similares nem sempre sdo compartilhadas entre espécies de
mesmo género (KAHIYA, MUKARATIRWA e THAMSBORG, 2003), uma vez que,
nem sempre a constituicdo fitoquimica entre espécies mostra um perfil de
regularidade dentro do género (MORO et al. 2010), o que, portanto, pode acarretar
diferencas nas ac¢des sobre o mesmo sistema biolégico.

5.2.3 TESTE DA FORMALINA

Os resultados deste estudo (Figura 9 e tabela 3-apéndice) mostram que o
EHEPp, por via oral, reduziu de maneira significativa o tempo médio de lambida dos
camundongos nas duas fases do teste da formalina em comparagdo ao grupo
controle. Os percentuais de inibicdo na 12 e 22 fases foram de 38.79 e 49.23 % (200
mg/kg, v.0.), 60.61 e 53.03% (400 mg/kg, v.0.) e 75.18 e 87.53 % (600 mg/kg, v.0.),
e os valores de DEsy, foram 347,49 e 307,80 mg/kg para a 1% e 22 fases,
respectivamente. A dose de 100 mg/kg n&o reduziu de maneira significante o

tempo de lambida em relagdo ao grupo controle em ambas as fase do teste.
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Figura 9: Efeitos do tratamento oral com EHEPp (100, 200, 400 e 600 mg/kg) sobre a resposta
nociceptiva induzida pela injec@o intraplantar de formalina a 1%. No eixo das ordenadas é
representado o tempo de lambida em segundos e no eixo das abscissas sd0 expressos 0S grupos
experimentais utilizados. Os valores representam a meédia + E.P.M. de 7 animais. * denota
significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados comparados ao grupo controle. ANOVA de
uma via seguido de teste de Bonferroni.

O teste da formalina € um modelo classico de dor induzida por injaria tecidual
em roedores (DUBUISSON e DENNIS 1977; FRANKLIN e ABBOTT, 1989;
TIZLSEN et al. 1992), o qual permite avaliar a resposta comportamental dos
animais a injecao subcutanea de solucdo de formalina diluida (ADER, 1968), embora
haja diferencas na sensibilidade a formalina entre as varias espécies experimentais
(ABBOTT, FRANKLIN e WESTBROOK, 1995).

A resposta nociceptiva a formalina mostra um perfil bifasico dividido em 12 e
22 fases, onde a primeira compreende o tempo de 0-5 minutos apos a aplicacéo
formalina, sendo resultado da estimulacdo direta quimica das fibras nociceptivas
ndo-mielinizadas (Fibras C) e mielinizadas (A-8), respectivamente, ocorrendo
liberacdo de neuropeptidios como a substancia P (SP) e o peptidio relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) e de bradicinina (SHIBATA et al. 1989; VENEGAS e
SCHAIBLE, 2000), os quais causam vasodilatacdo, extravasamento plasmatico,

ativacdo de fibras simpaticas, processo que ira induzir a biossintese e liberacdo de
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mais mediadores quimicos pro-inflamatérios, como prostaglandinas e citocinas,
importantes na fase inflamatoria do teste (CORREA e CALIXTO,1993).

A 22 fase do teste compreende o periodo entre 15-30 minutos, sendo
caracterizado por intensa reacdo inflamatoria deflagrada pela producédo tecidual
periférica de varios mediadores pro-inflamatérios como PGs, 5-HT, HIS e
bradicinina, os quais induzem alteracbes nas propriedades eletrofisiolégicas das
estruturas nociceptivas, levando ao aumento da sensibilidade dos neurdnios
sensitivos periféricos e do corno dorsal, permitindo o estabelecimento de fenbmenos
de facilitagdo central (somacdo temporal) na transmissdo dos impulsos para 0s
centros superiores de integracdo dos processos dolorosos (TJALSEN et al. 1997), o
gue é traduzido num aumento significativo do nimero de lambidas observadas na 22
fase relativamente a 12 fase, bem como inchago das patas injetadas (HUNSKAAR,
BERGE e HOLE, 1985; CORREA e CALIXTO, 1993; FRANCA et al. 2001;
OLIVEIRA, SOUSA e ALMEIDA, 2008).

Uma das caracteristicas de farmacos e substancias que causam
antinocicepcao na 12 fase do teste da formalina e em outros modelos de dor, como a
nocicepcao induzida por glutamato e capsacina, é a sua capacidade de atuarem
sobre um ou mais sistemas moduladores da dor neurogénica, como o fazem
agentes como morfina e a dipirona (HUNSKAAR e HOLE, 1985; BEIRITH et al.
1998; RODRIGUES e DUARTE, 2000; JESSE, SAVEGNAGO e NOGUEIRA, 2007;
CUNHA et al. 2010). Dessa maneira, uma vez que o EHEPp exerceu antinocicepcao
na 12 fase, é possivel que tal acdo ocorra via mecanismos semelhante a esses
farmacos.

Por outro lado, a maioria dos compostos que demonstram antinocicepcéo na
22 fase do teste da formalina, o fazem pela atuacdo sobre um ou mais componentes
da resposta inflamatoria observada nessa fase do teste, de maneira que, seu efeito
antinociceptivo resulta, provavelmente, de uma acgao anti-inflamatoria, que por sua
vez, reduz a sensibilizacdo dos terminais nociceptivos periféricos, bem como as
trasmissbes de potenciais de acdo a raiz dorsal da medula espinhal,
consequentemente, reduzindo a hiperalgesia resultante (FERREIRA, 1972).

Nesse contexto, embora os efeitos antinociceptivos do EHEPp observados na
22 fase do teste da formalina e no modelo de contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético sugiram fortemente que essa acdo ocorra sobre componentes da
resposta inflamatoria (FRANCA et a. 2001; VANEGAS e SCHAIBLE, 2000), essa
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hipotese ndo é sustentada pelos resultados obtidos com o estudo dos efeitos do
extrato as respostas inflamatdrias induzidas por carragenina e pelo 6leo de croton
(Figuras 13 e 14, respectivamente). Esses modelos experimentais permitem avaliar,
entre outros componentes, o envolvimento de eicosandides, particularmente de
metabdlitos prostaglandinicos, os quais tém importancia fundamental no
processamento nociceptivo tanto no modelo de contor¢bes abdominais quanto na 22
fase do teste da formalina e que atuam como os principais alvos finais da acao de
farmacos anti-inflamatérios ndo-esteroidais, os agentes mais amplamente utilizados
para o tratamento da dor leve e moderada (ISRAF et al. 2007; LU et al. 2007; KIM et
al. 2008; RAO, FANG e TZENG, 2009).

Assim, uma vez que os dados deste estudo sugerem que antinocicepc¢ao do
EHEPp pode néo resultar de uma acao inibitéria sobre o sistema de mediadores
eicosanoides, particularmente sobre os mediadores prostaglandinicos, realizou-se
testes adicionais para a elucidacao dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito

do extrato.

5.3 Estudo do mecanismo de agdo do EHEPp

5.3.1 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DO SISTEMA OPIOIDE

A administracdo prévia do antagonista opioide naloxona (0,4 mg/kg, s.c.)
reverteu, de maneira significante, o efeito do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) em ambas as
fases do teste da formalina (Figura 10). O farmaco opidide morfina (4 mg/kg, s.c.),
administrado 30 minutos antes da formalina também reduziu, significativamente, o
tempo de lambida em ambas as fases do teste. A naloxona, administrada
isoladamente 45 minutos antes do estimulo, n&o apresentou diferenca
estatisticamente significante comparada ao grupo controle (NORTH, 1978; LIN et al.
1989). O tratamento prévio com naloxona reverteu completamente a antinocicepgéo

desencadeada pela morfina nas duas fases.
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Figura 10: Efeito do pré-tratamento com o antagonista opidide naloxona (0,4 mg/kg, s.c.) sobre o
efeito antinociceptivo do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) e da morfina (4 mg/kg, s.c.) no teste da formalina
em camundongos. O eixo das ordenadas representa o nimero de lambidas em segundos e no eixo
das abscissas sdo expressos 0s grupos utilizados. Os valores representam a média = E.P.M. de 7-10
animais. * denota significAncia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados comparados ao grupo
controle. * denota significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados na presenca do antagonista
versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni.

Clinicamente, os farmacos opidéides como a morfina permanecem como
ferramentas padrdo para o tratamento da dor severa (GUTSTEIN e AKIL, 2001;
MCNALLY e AKIL, 2002). A morfina, como farmaco de referéncia na maioria dos
estudos envolvendo opidides, também é efetiva em inibir a resposta nociceptiva em
varios modelos animais experimentais de dor severa, como no estudo de alodinia
térmica e mecanica mediada por injuria do nervo ciatico e em muitos modelos de dor
neuropatica (HERVERA et al. 2011). Devido as suas acdes em varios sitios no SNC
e na periferia, a morfina e farmacos relacionados causam inibicdo da resposta
nociceptiva a formalina em ambas as fases do teste, refletindo sua capacidade de
interferir em diferentes aspectos fisiopatoldgicos relacionados a dor e nocicepcéo,
uma vez que cada etapa desse ensaio envolve mecanismos neurofisiolégicos
distintos, embora a resposta comportamental seja a mesma (HUNSKAAR, BERGE e
HOLE, 1985; ABBOTT, FRANKLIN E WESTBROOK, 1995).

Por sua vez, os efeitos analgésicos dos opidides dependem da ligacdo dos
farmacos aos seus receptores, os receptores opiodides (principalmente do tipo u), 0s

quais pertencem a classe dos receptores acoplados as proteinas G, principalmente
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a do subtipo inibitério G; (STEIN et al. 2009). Uma vez ativados, esses receptores
induzem uma cascata sinalizadora que culmina com a dissocia¢do do trimero em
duas unidades sinalizadoras, a subunidade G4 e o complexo Ggy, as quais,
respectivamente, inibem a acdo da enzima adenilato ciclase, reduzindo os niveis
intracelulares AMPc, e interagem com canais ibnicos de calcio e potassio na
membrana, modulando a atividade desses canais (HERLITZE et al. 1996).

Todos os trés tipos de receptores opidides (U, & € K) promovem modulagéo da
atividade de varios tipos de canais de calcio (N, T, P/Q), suprimindo o influxo
neuronal deste ion, tendo como consequéncia a inibicdo pré-sinaptica via supressao
da liberacdo de neurotransmissores, ocasionado interrupcdo da propagacdo de
potenciais de acdo, como por exemplo, a inibicdo da liberacdo de substancia P, um
neuropeptidio que apresenta funcdo central na fase neurogénica do teste da
formalina (YAKSH, 1988; JULIUS e BASBAUM, 2001; KONDO et al. 2005; STEIN,
2009). Pés-sinapticamente, a ativacdo de receptores opidides também ativa alguns
tipos de canais de potassio, resultando em hiperpolarizacdo celular e, portanto, em
inibicdo da excitabilidade neuronal, dificultando, dessa forma a propagacao de
potenciais de ac¢io (ZOLLNER AND STEIN, 2007).

Por sua vez, os efeitos dos opidides em modelos experimentais de
nocicepcao podem ser bloqueados ou diminuidos pela utilizacdo de antagonistas
contra seus receptores. Por isso, neste estudo utilizou-se o antagonista nao seletivo
de receptores opidides naloxona, o qual, mesmo sendo dotado de acdo antagonista
nao-seletiva, tem-se mostrado efetivo em competir com os opidides pelos sitios de
ligag@o nos seus respectivos receptores (MAXWELL et al. 2005).

N&do obstante a falta de dados espectroscépicos sobre a composicao do
EHEPp, é possivel que a atividade antinociceptiva exibida pelo EHEPp seja devido a
presenca dos diterpenos biciclicos em sua composi¢ao reportada por Ohsaki et al.
(1987 e 1995). Esses tipos de diterpenos tém exibido atividade agonista sobre
receptores opidides, principalmente do tipo k (BEGUIN et al. 2008; PRISINZANO e
ROTHMAN, 2008), causando antinocicep¢ao, que pode ser bloqueada pelo uso de
antagonistas seletivos k (JOHN, FRENCH e ERLICHMAN, 2006; MCCURDY et al.
2006) ou pela utilizacdo de camundongos transgénicos (“knockout”) para esses
receptores (ANSONOFF et al. 2006).

De fato, estudos tém evidenciado que agonistas de receptores opibides

periféricos do tipo k tém se mostrado eficazes em desencadear antinocicepgdo em
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modelos experimentais (KIVELL e PRISINZANO, 2010), bem como tém surgido
como farmacos analgésicos promissores na terapia de alguns estados dolorosos,
como ocorre na artrite reumatoéide, por exemplo (BINDER e WALKER, 1998).

Por sua vez, demonstrou-se que diterpenos biciclicos do tipo clerodano, a
exemplo da salvinorina A (ANSONOFF et al. 2006), também atuam como agonistas
de receptores kK em modelos de dor, a qual é estruturalmente relacionada aos
diterpenos encontrados por Ohsaki et al. (1987 e 1995), os quais podem constituir 0s
principios ativos de P. pilosa responsaveis pelo efeitos neste estudo.

Além disso, também foi demonstrado que agonistas de receptores k ativam
perifericamente a via NO-GC-GMPc na producéo de antinocicepcéo (CUNHA et al.
2012), de maneira que, os resultados obtidos no estudo dos possiveis mecanismos
de acdo do EHEPp sédo compativeis com a presenca de diterpenos neste extrato
relatados por aquele autor, sugerindo que o EHEPp possa atuar de maneira
inespecifica sobre mais de um tipo de receptor opidide (HERVERA et al. 2011), pois
na presenca de naloxona o extrato teve seu efeito revertido (Figura 10), o que
requereria a utilizacdo de antagonistas especificos para elucidar os tipos de
receptores envolvidos. Por outro lado, o EHEPp também pode esta inibindo a funcéo
de um ou mais subtipos de canais de célcio, possibilidade que necessitaria ser
avaliada através da ampliacdo deste estudo.

5.3.2 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA VIA OXIDO NIiTRICO/GUANILATO
CICLASE/GMPc

O pré-tratamento experimental com os inibidores inespecificos da 6xido nitrico
sintase L-NAME (20 mg/kg, i.p.) e da guanilato ciclase solavel azul de metileno (1
mg/kg, i.p.) reverteu o efeito do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) de maneira significante em
ambas as fases do teste da formalina (Figura 11). Além disso, o tratamento com 0s
inibidores isoladamente ndo alterou de maneira significante a resposta
comportamental a formalina em comparacdo ao grupo controle, demonstrando que
esses agentes, quando isoladamente, ndo s&o capazes de promover alteracdées na

resposta basal dos animais a estimulagéo nociceptiva pela formalina.



75

250
Bl 1°%fase
200 ] 2%fase
z - T
3 # #
<] i
£ 150
(3]
-l
3
o 1004
g
g # #
50
*
*
o m
controle AM L-NAME AM L-NAME

1mg/kg 20mg/kg 1 mg/kg 20mg/kyg

EHEPp 600 mg/kg

Figura 11: Efeito do pré-tratamento com os inibidores da 6xido nitrico sintase (L-NAME 20 mg/kg, i.p.)
e da guanilato ciclase soluvel (azul de metileno (AM) 1 mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo do
EHEPp (600 mg/kg, v.0.) no teste da formalina. O eixo das ordenadas representa o niamero de
lambidas em segundos e no eixo das abscissas SA0 expressos 0S grupos experimentais utilizados.
Os valores representam a média + E.P.M. de 7 animais. * denota significAncia estatistica (p < 0,05)
dos grupos tratados comparados ao grupo controle. * denota significancia estatistica (p < 0,05) dos
grupos tratados na presenca do antagonista versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via
seguido de teste de Bonferroni.

Ha evidéncias experimentais de que o efeito analgésico periférico do farmaco
opibéide morfina assim como de outros agentes analgésicos tradicionalmente
utilizados na pratica clinica como a dipirona (LORENZETTI e FERREIRA, 1985) e o
diclofenaco (TONUSSI e FERREIRA, 1994) estd associado com a estimulagéo
periférica da via oxido nitrico-guanilato ciclase soluvel-GMP ciclico (NO-GCs-GMPc).

A participacdo da via NO-guanilato ciclase-GMPc no efeito antinociceptivo de
opibdides € sustentada por varias observacdes, entre as quais a reversao do efeito
antinociceptivo periférico da morfina tanto por inibidores da sintese de NO (L-NAME
e N"-nitro-monometil-L-arginina, L-NMMA) quanto por inibidores da guanilato ciclase
soltuvel (Azul de metileno ou H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3,-alquinoxalin-1-ona, OQD),
além da observagdo da potencializacdo do efeito da morfina pela administracéo
periférica de inibidores da fosfodiesterase do GMPc como o sildenafila, capazes de
aumentar as concentracgdes intracelulares do GMPc e portanto, a transmisséo da via
(FERREIRA, DUARTE e LORENZETTI, 1991; MIXCOATL-ZECUATL, AGUIRRE-
BANUELOS e GRANADOS-SOTO, 2000). Além disso, esta claramente estabelecido
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o fato de o NO ser uma molécula sinalizadora liberada em resposta a acdo da
morfina (WELTERS et al. 2000; CADET, 2004).

A via NO-GC-GMPc depende da sintese e liberacdo de NO desencadeada
pela ativacdo da NO sintase, que pode ser inibida experimentalmente pelo L-NAME
(FERREIRA, DUARTE e LORENZETTI, 1991), o que leva a ativacdo da enzima
guanilato ciclase, resultando na formacdo do mais importante mensageiro do
sistema, o GMPc (SOARES DE MOURA et al. 2004). As concentracoes
intracelulares de GMPc séo reguladas tanto pela acédo da guanilato ciclase quanto
pela taxa de degradacdo do GMPc pela acdo de fosfodiesterases especificas para
esse mensageiro (JAIN et al. 2001). Nessa transmissdo, o NO ativa a GC, que
catalisa a formacdo de GMPc a partir de GTP, ao passo que as fosfodiesterases
catalisam a hidrolise do GMPc e, dessa forma, finalizam a transducdo do sinal
(PYNE, ARSHAVSKY e LOCHHEAD, 1996).

Por sua vez, o azul de metileno (AM) € um inibidor inespecifico da GCs, o
qual, de maneira indireta, oxida o ferro hémico desta enzima, inativando-a
(MARUNA, MASEK e SCHREIBER, 1994; HOLTHUSEN, 1997) o qual tem sido
aplicado frequentemente em investiga¢des do envolvimento do GMPc nos efeitos do
NO sobre os mecanismos da dor (ZAKARIA et al. 2006), de maneira que uma
diminuicdo no acumulo de GMPc produzida pelo AM consiste em forte indicio de
possivel envolvimento da via NO/GC/GMPc no processo (HOLTHUSEN, 1997).

Além disso, demonstrou-se que o NO periférico desempenha uma funcéo
dupla na modulagdo nociceptiva no teste da formalina. Assim, seus resultados
podem refletir uma difusdo diferencial de concentracbes aumentadas de agentes
sobre subgrupos de aferentes primarios que se projetam para diferentes laminas do
corso dorsal medular (KAWABATA et al. 1994). Por sua vez, na estimulacéo
nociceptiva quimica que ocorre no teste da formalina, o estimulo se difunde mais
para o0s tecidos cutaneos, determinando, portanto, efeitos marcadamente
antinociceptivos (MELLER et al. 1992a,b), ao contrario do que ocorre no teste de
contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético, onde o estimulo quimico se
projeta mais predominantemente sobre os nociceptores dos tecidos intradérmicos,
de maneira que, neste modelo, o NO atua como transmissor excitatorio, causando,
portanto, nocicepgdo ao invés de antinocicepcao (ZAKARIA et al. 2006; PERIMAL et
al. 2010).
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Assim, os dados apresentados indicam a participacdo da via NO/GC/GMPc
na antinocicepcdo mediada por P. pilosa, sugerindo que o EHEPp possa exercer

efeito antinociceptivo de origem relativamente mais periférica do que central.

5.3.3 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DE CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS A
ATP

O pré-tratamento com o inibidor seletivo de canais potassio sensiveis a ATP
glibenclamida (10 mg/kg i.p.), 30 minutos antes, reverteu completamente e de
maneira significativa o efeito do EHEPp (600 mg/kg v.0.) sobre nocicepcéo induzida
pela formalina (Figura 12). A glibenclamida administrada isoladamente nédo alterou,
de maneira significante, a resposta a formalina quando comparada ao grupo controle
(RODRIGUES e DUARTE, 2000).
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento com o bloqueador de canais de potassio sensiveis a ATP
glibenclamida (GLIB, 10 mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo do EHEPp (600 mg/kg, v.0.) no
teste da formalina. O eixo das ordenadas representa o nimero de lambidas em segundos e no eixo
das abscissas sdo expressos 0s grupos experimentais utilizados. Os valores representam a média +
E.P.M. de 7 animais. * denota significancia estatistica (p < 0,05) do grupo tratado comparado ao
grupo controle. * denota significancia estatistica (p < 0,05) do grupo tratado na presenca do
blogueador versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni.
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Muitos estudos mostram que a glibenclamida, um farmaco antidiabético
pertencente ao grupo das sulfoniluréias, bloqueia seletivamente o subtipo de canal
de potassio Katp, Ndo exercendo efeito sobre outros tipos de canais de potassio,
como 0s canais de potassio ativados por calcio e os operados por voltagem
(AMOROSO et al. 1990; LAZARO-IBANEZ, TORRES-LOPEZ e GRANADOS-SOTO,
2001; ALVES e DUARTE, 2002).

Os canais de potassio sensiveis a ATP (Katp) estdo presentes em quase
todos os tipos de células excitaveis e nao-excitaveis (AMARANTE, ALVES e
DUARTE, 2004). A atividade desses canais exibe, basicamente, correntes inibitorias
gue regulam a excitabilidade neuronal (RUDY, 1988), propriedade essa que tem sido
associada a varios processos fisiologicos, incluindo a dessensibilizacdo neuronal e
analgesia (KURIYAMA, KITAMURA e HIROYUKI, 1995; GARCIA et al. 1997).

Outros estudos evidenciaram que 0s Karp estdo envolvidos no efeito
antinociceptivo periférico de uma série de agentes como morfina, codeina,
diclofenaco, produtos naturais e muitos outros agentes (RODRIGUES e DUARTE,
2000; ORTIZ, GRANADOS-SOTO e CASTANEDA-HERNANDEZ, 2003; JESSE,
SAVEGNAGO e NOGUEIRA, 2007; ROMERO E DUARTE, 2009; PERIMAL et al.
2010). Por sua vez, sugeriu-se como um dos mecanismos moleculares de acdo da
morfina a ativagcdo da via NO/GC/GMPc (FERREIRA, DUARTE e LORENZETTI,
1991; DUARTE e FERREIRA, 1992). Adicionalmente a esses achados, demonstrou-
se, também, que a antinocicepcao periférica da morfina é altamente dependente da
ativacdo de canais de potassio sensiveis a ATP (RODRIGUES e DUARTE, 2000).
Por sua vez, estudos mostraram que a antinocicepcdo periférica do doador de NO
nitroprussiato soédico e do analogo do GMPc diburil GMPc esta associada com a
abertura dos Karp (SOARES et al. 2000; SOARES e DUARTE, 2001),
estabelecendo, assim, um elo entre a participagdo da via NO/GC/GMPc na
analgesia induzida por certos farmacos e a ativagdo dos canais de potassio Karp
(RODRIGUES et al. 2005).

Demonstrou-se gque 0s mecanismos que levam a analgesia opidide envolvem
a via das fosfatidilinositol-3-quinases/ (PI3K/Akt), cuja ativagao ocorre pela atividade
do complexo By da proteina G acoplada aos receptores opidides (DIMMELER et al.
1999; FULTON et al. 1999), a qual sequencialmente pode ativar a NO sintase
neuronal e levar a biossintese de NO e portanto, a ativagdo da GC, que uma vez

atuando sobre o GTP forma GMPc, o qual ativa a proteina quinase dependente de
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GMPc (PKG), que por fim, pode fosforilar os Karp € ativando-os, ocasionar
hiperpolarizagdo neuronal, aumentando, assim, o limiar de excitabilidade, tendo
como consequéncia o0 bloqueio do disparo de potenciais de acdo, produzindo
analgesia, principalmente de origem periférica (CUNHA et al. 2010).

Portanto, tomando em conjunto os resultados do envolvimento opidide, do
sistema NO/GC/GMPc e de canais de potassio Katp ha antinocicepcédo do EHEPpP, e
confrontando-os com dados descritos na literatura, € possivel sugerir que o0 extrato
objeto deste estudo pode atuar, pelo menos parcialmente, através dessa via, uma
vez o0 EHEPp teve seu efeito antinociceptivo revertido na presenca dos antagonistas
e inibidores enzimaticos experimentais utilizados no estudo, assemelhando-se a
acao periférica de farmacos como a morfina, dipirona e diclofenaco, por exemplo
(ORTIZ, GRANADOS-SOTO e CASTANEDA-HERNANDEZ, 2003; SACHS, CUNHA
e FERREIRA, 2004; CUNHA et al. 2010).

Além disso, essa hipotese é reforcada em virtude de haver descricdo na
literatura mostrando que diterpenos biciclicos, como 0s encontrados em partes
aéreas de P. pilosa (OHSAKI et al. 1987 e 1995), sdo capazes de ativar receptores
opdides do tipo Kk (LEE et al. 2005) e, em conseguéncia levar a ativacdo da via
sinalizadora PI3Kg/AKT (CUNHA et al. 2012), culminando na formagdo de NO e
ativacdo da GCs e por fim, formagcdo de GMPc, resultando em ativacdo de PKG e
finalmente abertura de Karp por meio da atividade quinase dessa enzima (CUNHA et
al. 2010). Assim, os resultados aqui apresentados constituem fortes indicios da
participacdo da via NO/GCs/GMPc/Karp no efeito inibitério do EHEPp sobre a

transmissao nociceptiva.

5.4 Avaliagédo dos efeitos do EHEPp sobre o sistema nervoso central de ratos

Os resultados deste estudo mostram que o EHEPp (600 mg/kg, v.0.) ndo foi
capaz de alterar significativamente a atividade locomotora dos animais tratados em
comparacao ao grupo controle (dados ndo mostrados).

O teste do campo aberto € um modelo que permite avaliar a atividade
exploratoria de animais a um novo ambiente, a ansiedade, atividade estimulante,
além da sedacao e atividade locomotora (PRUT e BELZUNG, 2003; ENNACEUR,
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MICHALIKOVA e CHAZOT, 2006). Assim, neste teste, animais tratados que tém
atividade exploratéria diminuida constitui forte indicio de acdo sedativa (PRUT e
BELZUNG, 2003; HUANG et al. 2007). Portanto, uma vez que o EHEPp, por via oral,
nao promoveu alteracdo na atividade locomotora dos animais tratados, sugere-se
gue este extrato, por essa via, possa nao exercer acao depressora significativa
sobre o sistema nervoso central de ratos.

Assim, os dados deste estudo concordam com os resultados obtidos na placa
guente na sugestado de que a antinocicepcdo do EHEPp possa néo esta relacionada
a atividade inibitéria inespecifica sobre componentes centrais, mas sendo possivel
que tal efeito deva-se a uma acdo marcadamente periférica.

5.5 Avaliacado da atividade anti-inflamat6ria do EHEPp

5.5.1 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

Os resultados deste estudo mostram que o EHEPp (doses de 400 e 600
mg/kg, v.0.) ndo reduziu a formacdo de edema induzido por carragenina em nenhum
dos tempos avaliados em comparacdo ao grupo controle. Por outro lado, a
indometacina (10 mg/kg, v.0.) reduziu, significativamente (p < 0,05), a formacéo de
edema em todos os tempos avaliados (12, 22, 32, 42 e 5° h) em comparagao ao grupo

controle (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com o EHEPp (400 e 600 mg/kg, v.0.) ou indometacina (10 mg/kg,
v.0.) sobre a resposta inflamatéria induzida pela injecdo intraplantar de carragenina a 1%. O eixo das
ordenadas expressa o edema formado (em mL) e o eixo das abscissas representa os tempos de
avaliagdo expressos em horas. Os valores representam a média + E.P.M. de 7 animais. * denota
significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados comparados ao grupo controle. ANOVA de
duas vias seguido de teste de Bonferroni.

Este ensaio farmacoldgico, apesar de tradicional, € complexo, pois envolve
iniumeros mediadores quimicos como as citocinas pro-inflamatérias indutoras como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas (IL-6, IL-1B e IL-8), bem como
mediadores finais ou efetores como as prostaglandinas (PGs) e aminas
simpatomiméticas, estas Ultimas moduladas pelas primeiras (CUNHA et al. 1991 e
1992). Além desse fator, a resposta a carragenina envolve diferentes fases (CUNHA
et al. 1991 e 1992), com a fase inicial (1-2 h) tendo envolvimento preponderante de
serotonina (5-HT), histamina (HIS) e bradicinina (BK) (DI ROSA e SORRENTINO,
1968), e uma fase tardia (3-5 h), como atuacdo marcante de PGs, que atuam na
sustentacdo do edema (DI ROSA, WILLOUGHBY e GIROUD, 1971; DI ROSA,
1972).

Por sua vez, o NO tém importancia fundamental neste modelo de inflamacéo
aguda como potencializador da resposta inflamatéria, seja através de sua potente
acdo vasodilatadora no aumento do fluxo sanguineo local (MONCADA e HIGGS,
1993) ou aumentando a producdo de prostaglandinas pro-inflamatérias (SAUTEBIN

e DI ROSA, 1994), bem como reagindo com anions superoxido para formar
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peroxinitrito, uma potente molécula oxidante capaz de desencadear peroxidacéo
lipidica e dano celular (RUBBO et al. 1994).

Além disso, o NO esta envolvido tanto na fase inicial (0-2 h), com
predominéancia da atividade da isoforma constitutiva endotelial da NO sintase quanto
na fase tardia (3-5 h), com predominio da atividade da NO sintase induzida
(SALVEMINI et al. 1996), o que, quando comparado aos resultados obtidos neste
estudo, leva a compreenséao de que o EHEPp, quando testado neste modelo, pode
nao esta inibindo de maneira significante ambas as vias do NO, constitutiva e
induzida, no contexto da inflamacdo, onde o NO exerce acdo estimulatéria, ao
contrario dos efeitos do extrato no teste da formalina (Figura 11), onde o NO
apresenta efeitos inibitérios sobre a transmissao sinaptica (MELLER et al. 1992a, b),
o que pode refletir uma acéo diferencial do extrato sobre vias diferentes que levam a
formacao de NO.

Dessa forma, uma vez que o EHEPp, administrado oralmente, n&o inibiu de
maneira significante o desenvolvimento de edema, sugere-se que essa droga pode
nao esta exercendo efeitos anti-inflamatérios/antiedematogénicos neste modelo de
inflamag&o aguda, de maneira que os dados obtidos neste estudo corroboram com
os resultados dos testes nociceptivos preliminares e do estudo do mecanismo de
acao na sugestao de que a antinocicepcdo demonstrada pelo EHEPp possa nao
esta relacionada a efeitos inibitérios sobre componentes inflamatérios, ou seja, é
provavel que o EHEPp, nas doses e via de administracdo utilizadas, possa nao
atuar sobre a biossintese de mediadores quimicos inflamatdérios, particularmente
sobre derivados do &cido aracdbnico como as PGs, como o fazem os anti-
inflamatorios néo-esteroidais ou sobre citocinas, como o fazem os glicocorticoides
(ROCHA et al. 2006); € provavel que sua acdo ocorra devido a estimulagéo
periférica do sistema opidide e da via NO/GC/GMPc/Katp, Vias essas que tem sido
reconhecidas como importantes alvos farmacologicos para agdo analgésica de
substancias (CUNHA et al. 2010).
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5.5.2 DERMATITE INDUZIDA PELO OLEO DE CROTON

Neste teste, o EHEPp (400 e 600 mg/kg, v.0.) ndo foi capaz de inibir o
desenvolvimento de edema induzido pelo 6leo de créton em comparagcdo ao grupo
controle (Figura 14). Por outro lado, o farmaco de referéncia do estudo, a
dexametasona (10 mg/kg, v.0.), um anti-inflamatorio esteroidal, inibiu a formacéo e o
desenvolvimento de edema de maneira altamente significante em comparacdo ao

grupo controle (p < 0,05) 6 horas apo6s o estimulo inflamatério do 6leo de créton.

Edema (mg)
¢

*

[T

Controle 400 600 Dexametasona
10 mg/kg

EHEPp mg/kg

Figura 14: Efeito do pré-tratamento com o EHEPp (400 e 600 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (10
mg/kg, v.0.) sobre o processo inflamatério induzido pela aplicacéo topica de éleo de créton em orelha
de camundongos. No eixo das ordenadas € expresso o edema formado (em mg) e no eixo das
abscissas sao representados 0s grupos experimentais utilizados. Cada coluna representa a média +
E.P.M. de 7 animais. * denota significancia estatistica (p < 0,05) dos grupos tratados comparados ao
grupo controle. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni.

O modelo de inducéo inflamatéria aguda em orelha de camundongos pelo
Oleo de croton tem sido amplamente utilizado como ferramenta de avaliacdo da acéo
antiedematogénica de varios agentes, entre 0os quais os farmacos anti-inflamatorios
nao-esteroidais (FAINEs), bem como os esteroidais, os glicocorticoides (TUBARO,
1985).
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A resposta inflamatéria gerada pela aplicacdo topica deste agente,
caracterizada por estresse oxidativo, proliferagédo e ativacdo de oncogenes ocorre
devido aos efeitos bioldgicos de seu principal constituinte bioativo, o éster de forbol
denominado TPA ou 4R-12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (GARBOR, 2003;
GARG, RAMCHANDANI e MARU, 2008).

Os ésteres de forbol tém a propriedade de mimetizar as a¢fes do segundo
mensageiro diacilglicerol (DAG) em ativar a proteina quinase C (PKC),
desencadeando varios efeitos biologicos como a inducdo de tumores, migracao
celular, irritacdo cutanea, sendo capaz de induzir liberagdo de HIS, citocinas como
IL-2 e proteases (GOEL et al. 2007). Assim, no contexto inflamatério, o TPA, dotado
de natureza fisico-quimica anfifilica, promove varias a¢cfes, entre as quais alteracao
da adeséo celular bem como inducgéo e liberacdo de AA, tendo como um dos efeitos
finais a producdo de PGs (WEINSTEIN et al. 1979), através de um mecanismo
dependente da acdo da PKC e, principalmente, da acdo da enzima fosfolipase A,
(PL A,) sobre os lipidios de membrana (FURSTENBERGER et al. 1981).

Portanto, uma vez que a dexametasona foi capaz de inibir o edema resultante
da acdo do TPA, pois exerce efeito anti-inflamatério através de varios mecanismos,
como inibicdo da formacéo de citocinas pré-inflamatorias como TNF-a e IL-1B3 via
inibicdo de fatores transcricionais para proteinas inflamatorias dependentes da acao
do NF-kB (UMEZAWA e CHACHARENPONG, 2002), bem como inibe a biossintese
de PGs via mecanismo dependente da acéo inibitéria da anexina | sobre a PLA,,
com bloqueio da liberacdo do AA necessario a biossintese de PGs (SOLITO et al.
1998; KIM, RHEE e KO, 2001), os resultados deste estudo mostram que o EHEPp
nado exerceu efeito antiedematogénico neste modelo e, portanto, é possivel que nédo
atue significativamente sobre os mediadores inflamatérios supracitados envolvidos
na resposta ao TPA, 0 que juntamente com o0s resultados obtidos no estudo da
resposta a carragenina, refor¢ca a sugestdo de que a acdo antinociceptiva periférica
do EHEPp pode nédo ocorrer devido a inibicdo de componentes pro-inflamatérios

envolvidos nos modelos experimentais estudados.
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6 CONCLUSAO

O extrato foi considerado de baixa toxicidade;

O EHEPp (200, 400 e 600 mg/kg, v.0.) demonstrou efeito antinociceptivo
preliminar no teste de contorcbes abdominais induzidas por acido acético
0,6%;

O EHEPp (200, 400 e 600 mg/kg, v.0.) ndo exerceu antinocicep¢cao no teste
da placa quente a 50 °C, sugerindo que seu efeito antinociceptivo possa nao
relacionar-se a efeitos mediados centralmente;

O EHEPp, nas mesmas doses, foi eficaz em ambas as fases (neurogénica e
inflamatéria) do teste da formalina;

E possivel que a antinocicep¢do mediada pelo EHEPp seja origem periférica
e nao dependente de uma acdo anti-inflamatéria sobre a cascata de
metabdlitos prostaglandinicos ou de efeito inibitério sobre a fosfolipase A,
sistemas de mediadores predominantes nos modelos inflamatérios avaliados;
O EHEPp nédo apresentou efeitos depressores sobre o sistema nervoso
central de ratos no teste do campo aberto;

Héa envolvimento de receptores opidides no efeito do EHEPp;

E provavel que ocorra ativacdo periférica da via NO/GC/GMPc/Kare nNa

antinocicepcao mediada pelo EHEPp.

Com base nesses resultados, aventou-se uma hipétese de mecanismo de

acdo do EHEPp (Figura 15), mecanismo esse que seria similar a acéo

antinociceptiva periférica do farmaco opidide morfina descrito na literatura.



86

EHEPD

Figura 15: Representacdo esquemaética da base molecular da antinocicepcéo periférica do EHEPp. A
ativacado de receptores opiéides nos neurbnios nociceptivos primarios leva a ativacdo da nNOS,
culminando com a producdo de NO. Por sua vez, o NO, indiretamente, ativa o sistema GMPc/PKG,
ocasionando, por ultimo, abertura dos Karp € hiperpolarizagdo do neurdnio nociceptivo primario.

Figura adaptada de CUNHA et al. (2010).
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Tabela 1: Efeito do EHEPp (v.0.) e da indometacina (v.0.) sobre as contor¢ées abdominais induzidas por acido
aceético intraperitoneal a 0,6% em camundongos.

Grupos Dose mg/kg N° de % de inibicao
(n=7-10) contorcdes
(20min)

Controle (v.0.) 55+2,712 e
EHEPp (v.0.) 50 45,88 + 2,53 16,58
EHEPp (v.0.) 100 36,71+ 4,35 33,25*
EHEPp (v.0.) 200 25,33 +5,65 53,94*
EHEPp (v.0.) 400 16,14 + 2,05 70,65*
EHEPp (v.0.) 600 14,33 + 2,36 73,94*
Indometacina (v.0.) 5 18,80 + 1,28 65,01*

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa o numero de
animais utilizados por grupo.
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Tabela 2: Efeito do EHEPp (v.0.) e da morfina (s.c.) sobre a nocicepcdo induzida termicamente (placa quente a
50 £ 0,5 °C) em camundongos.

Grupos Dose Tempo O Tempo 30 Tempo 60 Tempo 90 Tempo 120
(n=7-10) mg/kg
Controle (v.0.) - 10,34 £ 0,12 9,8+0,74 8,8+0,33 9,31+1,26 84+1,21
EHEPp (v.0.) 200 8,83+0,78 8,45 + 0,56 8,07 + 0,34 10,45 + 2,15 9,32+ 1,67
EHEPp (v.0.) 400 10,32 + 0,28 8,68 + 0,31 9,75+ 0,46 8,2+ 0,50 10,5+ 0,72
EHEPp (v.0) 600 10,57 +0,72 11,67 +1,39 13,30 +1,11 11,53+0,80  11,78+0,82
Morfina (s.c.) 10 6,98+ 1,11 28,16*+ 3,65  27,52*+3,87  2500*+4,28  16,72* + 3,02

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle. ANOVA de duas vias seguido de teste de Bonferroni. n representa o numero de
animais utilizados por grupo.



115

Tabela 3 - Efeito do EHEPp (v.0.) sobre a nocicepc¢éo induzida pela injecédo intraplantar de formalina a 1% em
camundongos.

Grupos Dose N° de % inibigéo N° de % inibicéo
(n=7) mg/Kg lambidas (1@ fase) lambidas (28 fase)
(1@ fase) (22 fase)

Controle (v.0.) - 70,25 + 2,66 - 188,1 + 10,48 -

EHEPp (v.0.) 100 59,43 + 3,18 15,40 152,6 + 9,41 18,82
EHEPp (v.0.) 200 43 + 3,27 38,79 * 95,43 + 14,72 49,27 *
EHEPp (v.0.) 400 27,66 + 1,56 60,62 * 88,28 + 18,74 53,06*
EHEPp (v.0.) 600 17,42 + 3,98 75,18* 23,43 £ 6,05 87,54*

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa o niumero de
animais utilizados por grupo.
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Tabela 4: Efeito do EHEPp (v.0.) e da morfina (s.c.) no teste da formalina a 1% em camundongos pré-tratados
com o antagonista opidide naloxona (s.c.).

Grupos Dose N° de lambidas N° de lambidas
(n=7-10) mg/kg (1@ fase) (22 fase)
Controle (v.0.) - 70,25 + 2,66 188,1 + 10,48
EHEPp (v.0.) 600 17,42 + 3,98* 23,43 + 6,05*
Nalox (s.c.)/EHEPp 0,4/600 48,50 + 3,59" 205,33 + 7,60"

(v.0)
Morfina (s.c.) 4 25,66 + 6,14* 14,12 + 2,98*
Nalox (s.c.)/Morfina 0,4/4 50,70 + 3,53" 128,33 + 14,99"
(s.c)
Naloxona (s.c.) 0,4 65,30 + 5,79 161,66 + 16,37

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle e * denota significancia estatistica (p < 0,05) do grupo tratado na presenca do
antagonista versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa
0 numero de animais utilizados por grupo.
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Tabela 5: Efeito do EHEPp (v.0.) no teste da formalina 1% em camundongos pré-tratados com inibidores da NO
sintase e guanilato ciclase solavel (L-NAME (i.p.) e Azul de metileno (AM, i.p.), respectivamente).

Grupos Dose N° de lambidas N° de lambidas
(n=7) mg/kg (1@ fase) (22 fase)
Controle (v.0.) - 70,25 + 2,66 188,1 + 10,48
EHEPp (v.0.) 600 17,42 + 3,98* 23,43 + 6,05*
AM (i.p.)/EHEPp (v.0.) 1/600 54,22 + 6,14" 145,28 + 18,98"
L-NAME (i.p.)/EHEPp (v.0.) 20/600 49,33 + 8,60 146,33 + 13,58"
AM (i.p.) 1 63,60 + 8,56 175,40 + 14,85
L-NAME (i.p.) 20 74,50 + 4,13 164,40 + 19,17

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle e * denota significancia estatistica (p < 0,05) do grupo tratado na presenca do
antagonista versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa
0 numero de animais utilizados por grupo.
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Tabela 6: Efeito do EHEPp (v.0.) no teste da formalina a 1% em camundongos pré-tratados com o bloqueador de
canais de potéassio sensiveis a ATP Glibenclamida (Glib, i.p.).

Grupos Dose N° de lambidas N° de lambidas
(n=7) mg/kg (1@ fase) (22 fase)
Controle (v.0.) - 70,25 + 2,66 188,1 + 10,48
EHEPp (v.0.) 600 17,42 + 3,98* 23,43 + 6,05*
Glib (i.p.)/EHEPp (v.0.) 10/600 85,28 + 13,59% 170,80 + 32,67
Glib (i.p.) 10 64,71 + 4,18" 169,00 + 27,70"

Os valores sdo a média * erro fadréo da média (E.P.M), onde * denota significAncia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle e * denota significaAncia estatistica (p < 0,05) do grupo tratado na presenca do
antagonista versus o grupo tratado isoladamente. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa
0 numero de animais utilizados por grupo.
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Tabela 7: Efeito do EHEPp (v.0.) e da indometacina (v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecdo de
carragenina (i.pl.) a 1% em ratos.

Grupos Dose 12 hora 22 hora 32 hora 43 hora 52 hora
(n=7) mg/kg
Controle (v.0.) - 0,40+0,045 0,640+0,051 0,86+ 0,040 0,66 +0,040 0,50+ 0,032
EHEPp (v.0.) 400 0,36+ 0,068 0,54+ 0,068 0,76 + 0,08 0,60+ 0,08 0,50 + 0,09
EHEPp (v.0.) 600 0,36 £ 0,12 0,52+ 0,09 0,74 + 0,09 0,60 + 0,05 0,50 + 0,05
Indometacina (v.0.) 10 0,12 + 0,02* 0,28* + 0,02 0,32* + 0,06 0,30* + 0,07 0,24* + 0,06

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)
comparado ao grupo controle. ANOVA de duas vias seguido de teste de Bonferroni. n representa o nimero de
animais utilizados por grupo.
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Tabela 8: Efeito do EHEPp (v.0.) e da dexametasona (v.0.) sobre o edema de orelha em camundongos induzido
pela aplicacéo topica de 6leo de croton.

Grupos Dose mg/kg Edema (mgQ)
(n=7)

7,30+ 0,80
Controle (v.0.)

EHEPp (v.0.) 400 5,50 + 1,07
EHEPp (v.0.) 600 6,32 £ 0,93
Dexametasona (v.0.) 10 0,81 £+ 0,15*

Os valores representam a média * erro padrdo da média (E.P.M), onde * denota significancia estatistica (p < 0,05)

comparado ao grupo controle. ANOVA de uma via seguido de teste de Bonferroni. n representa o niumero de
animais utilizados por grupo.
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