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RESUMO

FERREIRA, Raquel Teixeira. Efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio do extra*~
metandlico das partes aéreas da Cleome spinosa Jacq (St. hil.) (mussambé) e
compostos flavondides isolados. 2011. 91f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria,
Ciéncias Clincias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2011.

A Cleome spinosa (Brassicaceae), popularmente conhecida como mussambé ou sete-marias,
tem o chd de suas raizes utilizado no combate de processos inflamatdrios, tosse, asma ou
bronquite, e o sumo das folhas em otites e feridas. A eficacia da espécie no tratamento das
bronquites asmadticas foi caracterizada, bem como foram isolados diterpenos, flavonodides,
catequinas, chalconas e alcaldides de seus extratos. Alguns flavonoides apresentaram
atividades anti-oxidante, antifingica, antibacteriana, antimutagénica e anti-espasmodica.
Considerando estes indicativos e utilizando metodologias farmacoldgicas, esse trabalho
avaliou o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio do extrato metanélico das partes aéreas
da Cleome spinosa (EMCS) e dos flavonoides Fjg.16 € Fi1.13, administrados pela via oral, e
mecanismos de a¢do envolvidos. Na avaliagdo antinociceptiva pelo teste da formalina em
camundongos, evidenciou-se que o EMCS (lg/kg) reduziu o tempo de reatividade dos
animais na 1* (60,8%) e na 2* fase (81,5%), sugerindo o envolvimento de mecanismos de acao
central e anti-inflamatoria na antinocicep¢ao. Pelo método de Hargreaves, essa mesma dose
do EMCS inibiu a dor incisional em ratos na segunda etapa (3° dia) do experimento, nos
tempos de 3, 6, 9 e 12 horas apos o tratamento, com inibi¢do da hiperalgesia térmica de até
44,9%. De maneira semelhante, no teste de von Frey, ocorreu redugdo da alodinia mecanica
nos tempos de 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas, com inibi¢do maxima de 29,6%, bem como no 7°, 10°
e 14° dias. Na avaliagdo anti-inflamatoria através do teste da pleurisia induzida por
carragenina em camundongos, o EMCS (1g/kg) foi capaz de reduzir a migracao leucocitaria
(37,1%), bem como o extravasamento protéico para a cavidade pleural (32,1%). Estas
propriedades anti-inflamatorias do EMCS foram confirmadas através da dosagem ex Vivo
(ELISA) do TNF-a no exsudato obtido da pleurisia, observando-se reducao de 29,8% na
concentragdo deste mediador inflamatdrio. A participagdo dos flavondides Fyg.16 €/0u Fy113na
efetividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do EMCS foi investigada. No teste das
contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos, o Fjo16 (0,5; 1 e
2mg/kg) reduziu de maneira dose dependente as contor¢des (IDsp=1,47mg/kg). Na formalina,
a administragdo dos compostos Fig.16 ou Fi1.13 (2mg/kg) inibiu a 2* fase de nocicep¢do em
51,4 e 38,7% respectivamente. Nos testes da pleurisia e do edema de pata por carragenina em
camundongos, o Fig.16 ou Fi1.13 (2mg/kg) inibiram a migragdo leucocitaria (42,7% e 39,0%) e
a formac¢do do edema em até 47,1% e 43,7% respectivamente, reduzindo também a
concentragdo de TNF-o em 8,5% (F19-16) € 11,5% (Fy1-13). Na avaliagdo in vitro (ELISA) da
influéncia dos flavondides (6,75 a 200png/mL) na atividade das cicloxigenases 1 € 2, 0 Fy1a3
apresentou inibi¢ao preferencial da COX-1 enquanto que o Fyg.16 inibiu seletivamente a COX-
2. Na fosfolipase A,, os flavondides (1mg/mL) inibiram 34,6% (Fi113) € 16,7% (Fi0-16) @
atividade da enzima. Esses resultados indicam que a antinocicep¢do do EMCS envolve
mecanismos anti-inflamatérios, através da inibicdo de enzimas responsaveis pela sintese de
mediadores pro-inflamatérios € com a participagdo dos compostos flavonoides nesta
efetividade, podendo estes resultados explicar algumas das indica¢des populares da Cleome
spinosa.

Palavras-chave: Cleome spinosa, antinociceptivo, anti-inflamatorio.



ABSTRACT

FERREIRA, Raquel Teixeira. Antinociceptive and anti-inflammatory effect of methanolic
extract obtained from aerial parts of Cleome spinosa Jacq (St. Hil.) (mussambé) and
isolated flavonoids compounds. 2011. 91f. Dissertation (Master of Science in Veterinary
Medicine, Clinical Science). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Cleome spinosa (Brassicaceae) is popularly known as mussambé or sete-marias. The tea of its
roots is used to treat of inflammatory processes, cough, asthma and bronchitis, and the juice
of the leaves to ear infections and wounds. The effectiveness of this species in treatment of
asthmatic bronchitis was characterized, and from their extracts diterpenes, flavonoids,
catechins, chalcones and alkaloids were isolated. Some flavonoids showed anti-oxidant,
antifungal, antibacterial, antimutagenic and anti-spasmodic activity. Considering these
indications and wusing pharmacological methodologies, this study evaluated the
antinociceptive and anti-inflammatory potential of the methanolic extract from aerial parts of
Cleome spinosa (EMCS) and flavonoids compounds Fyg_j¢ and Fy;.3, orally administered, and
the mechanisms of action involved. In the antinociceptive evaluation through the formalin test
in mice, the EMCS (1g/kg) reduced the reactivity of animals in the 1 (60.8%) and 2™ phases
(81.5%), suggesting the involvement of central and anti-inflammatory mechanisms in the
antinociception. In the Hargeaves method, the same dose of EMCS inhibited the incisional
pain in rats in the 2™ stage (3" day) of the experiment, at 3, 6, 9 and 12 hours after treatment,
with maximum inhibition of thermal hyperalgesia of 44,9%. Similarly, in von Frey test, the
reduction in mechanical allodynia occurred 1, 3, 6, 9, 12 and 24 hours , with maximum
inhibition of 29,6%, as well in the 7, 10 and 14 days. In anti-inflammatory evaluating with
carrageenan-induced pleurisy test, the EMCS (1g/kg) was able to reduce leukocyte migration
(37.1%), as well as protein leakage to pleural cavity (32.1%). The anti-inflammatory
properties of EMCS were confirmed through ex vivo dosage (ELISA) of TNF-a present in
exudate obtained from pleurisy test, with concentration reduction (29.8%) of this
inflammatory mediator. The flavonoids (F19-16 and/or Fq1.13) involvement of antinociceptive
and anti-inflammatory activity of EMCS was investigated. In the writhing test (acetic acid in
mice), the Fo.16 (0.5, 1 and 2 mg/kg) produced dose-related inhibition of writhing (IDso= 1.47
mg/kg). In formalin test, the administration of Fyo.16 or Fy1_13 (2mg/kg) inhibited the 2™ phase
of nociception at 51.4 and 38.7% respectively. In carragenan-induced pleurisy and paw edema
tests in mice, the Fyg.16 or Fi1.13 (2mg/kg) inhibited leukocyte migration (42.7% and 39.0%)
and edema formation by up to 47.1% and 43.7% respectively, also reducing the concentration
of TNF-a by 8.5% (Fi¢.16) and 11.5% (Fy1-13). The in vitro evaluation (ELISA) of flavonoids
(6,75 to 200pg/mL) influence of cycloxygenase 1 and 2 activity, the Fy143 showed
preferential inhibition of COX-1, while Fyg.q6 selectively inhibited COX-2. In the
phospholipase A; assay, flavonoids (Img/mL) inhibited 34.6% (Fi1-13) and 16.7% (F1¢-16) the
enzyme activity. These results indicate that the EMCS antinociception involves anti-
inflammatory mechanisms, through inhibiting of enzymes responsible for synthesis of pro-
inflammatory mediators, with the participation of flavonoids compounds in this effectiveness.
These results may explain some of the popular indications of Cleome spinosa.

Key-words: Cleome spinosa, antinociceptive, anti-inflammatory.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C: Graus Celsius

A: Variagao

uL: Microlitro

ug: Micrograma
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a.C.: Antes de Cristo

AA: Acido aracdonico

Ag: Antigeno

AMPc: AMP ciclico

AB: A beta

Ad: A delta

BK: Bradicinina

13C: Carbono 13

Ca”": fon calcio

CCD: Cromatografia em camada delgada

CCF: Cromatografia em camada delgada de silica
Cg: Carragenina

CGRP: Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CINC-1: Quimiocina quimioatraente de neutrofilos 1
CINC-1/CXCL-1: Quimiocina de ratos, analoga a IL-8 em humanos
CO,: Gas carbbnico

COX: Cicloxigenase

COX-1: Cicloxigenase 1

COX-2: Cicloxigenase 2

COX-3: Cicloxigenase 3

CPME: Substancia cinzenta da medula espinhal

CS: Cleome spinosa

DNA: Acido desoxiribonucléico

EMCS: Extrato metanolico da Cleome spinosa

EPM: Erro padrao da média

F10-16: Flavonoéide (2S)-5-hidroxi-7,4" -dimetoxi-flavanona
F11-13: Flavonoide 5.,4'-diidroxi-3,7,3 -trimetoxiflavona
FPL: Funiculo postero-lateral

g: Grama

GIEMCS: Grupo incisado tratado com extrato metandlico da Cleome spinosa
GIV: Grupo incisado veiculo

GNIV: Grupo nao incisado veiculo

h: Hora

'H: fon hidrogénio

H,0: Agua

HOX = Hidroperoxidase

I.p.: Intraperitoneal

IASP: Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
ICso: Concentragao inibitoria 50%

IDsq: Dose inibitoria 50%

IFN-y: Interferon y

IHM: Indice de hipernocicep¢io mecanica



[HT: Indice de hiperalgesia térmica

IL: Interleucina

IL-1: Interleucina 1

IL-1pB: Interleucina 1-beta

IL-2: Interleucina 2

IL-6: Interleucina 6

IL-8: Interleucina 8

iNOS: Oxido nitrico sintase induzida
Ixp: Inibidor do fator de transcricdo NF«f3
K": fon potassio

KC: Quimiocina derivada de queratindcitos
kg: Quilograma

LC: Locus coeruleus;

LOX: Lipoxigenase

LPS: Lipopolissacarideo Bacteriano

m/s: Metros por segundo

MeOH: Metanol

mg: Miligrama

min: Minuto

MIP-2: Proteina inflamatoria dos macrofagos 2
mL: Mililitro

mm: Milimetro

mm”: Milimetro quadrado

NaCl: Cloreto de sodio

Neurdnios T: Trigger cells ou gatilho
NF«f: Fator de transcri¢do NF«kf3

nm: Nandmetro

NMR: Nucleo magno da rafe

NO: Oxido nitrico

NRPG: Nucleo reticular paragigantocelular
NSP: Nociceptores sensitivos primarios
p.o.: Via oral

pg: Picograma

PGE,: Prostaglandina E;

PGG;: Prostaglandina G;

PGHa: Prostaglandina H,

PGI: Prostaciclina

pH: Potencial de hidrogénio

PLA;: Fosfolipase A,
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RMN: Ressonancia magnética nuclear

s: Segundos

S.C.: Subcutaneo
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SOD: superdxido dismutase

SP: Substancia P

TNFR1: Receptor de TNF, tipo 1
TNFR2: Receptor de TNF, tipo 2

TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa
TNFR1: Receptor de TNF, tipo 1



TNFR2: Receptor de TNF, tipo 2

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
TXA,: Tromboxano A,
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UI: Unidade internacional
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WDR: Wide dynamic range neurons
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1 INTRODUCAO

Apesar de haver atualmente uma predominancia de substancias sintéticas utilizadas
no arsenal terapéutico, vem ocorrendo a retomada a valorizagdo de praticas terapéuticas
consideradas como populares ou ndo cientificas. Dentre as causas que podem explicar o
crescimento da utilizagdo de produtos originarios de plantas medicinais estdo: a ineficiéncia
da medicina convencional, o uso abusivo e incorreto dos medicamentos sintéticos, a
valorizagdo de habitos saudaveis com consequente redugdo de efeitos colaterais pelo uso de
produtos “naturais”, a descoberta de novos principios bioativos naturais € a comprovagao
cientifica da presenca de atividades farmacologicas de espécies vegetais, possibilitando gerar
novas formulagdes fitoterapicas.

A espécie Cleome spinosa (CS) ¢ popularmente conhecida como mussambé, sete-
marias e beijo-fedorento. As folhas e raizes desta espécie sdo utilizadas na medicina
tradicional para diversos fins terapéuticos, dentre eles: anti-escorbutico, anti-helmintico,
tratamento de infecgdes, tratamento de inflamacao das articulagdes, reducdao de otites
supuradas, tratamento de bronquites asmaticas, larvicida e antimicrobiana.

O processo inflamatdrio € caracterizado por um conjunto de alteracdes bioquimicas e
celulares, através das quais o organismo tenta se defender de agentes agressores e reparar
tecidos lesados. Dentre os eventos mais importantes e caracteristicos da inflamagdo estdo a
vasodilatagdo local, o aumento da permeabilidade vascular, a infiltragdo leucocitaria e de
células do sistema fagocitario mononuclear. A partir de um trauma tissular sdo liberadas
diferentes citocinas, dentre as quais podemos destacar o fator de necrose tumoral alfa, que
promove diversas mudancas pro-inflamatorias nas células endoteliais, induzindo a expressao
de moléculas de adesdo e a liberacdo de outras citocinas como a interleucina 1-beta ¢ a
interleucina 8. A interleucina 1-beta promove a ativacdo da enzima cicloxigenase, a qual ¢
responsavel pela producdo de prostaglandinas e tromboxanos.

A dor, que constitui um dos sinais cardeais de inflamacdo, ¢ definida como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou
potencial. Pode ser considerada de carater aguda ou cronica, estando relacionada a afec¢des
traumaticas, infecciosas ou inflamatorias. O estimulo inflamatério ou a lesdo tecidual irdo
promover a libera¢do de citocinas, que disparam a liberagdo dos mediadores finais, que sdo
prostanoides e aminas simpatomiméticas, responsaveis pela resposta de dor. A dor incisional
pos-operatoria ¢ uma forma particular de dor aguda, e vem sendo estudada extensivamente
através de modelos experimentais, que permitem a avaliagdo da alodinia mecanica e da
hiperalgesia térmica.

Considerando que a maior parte do uso de plantas com objetivos medicinais ¢
fundamentada no empirismo, a busca de novas descobertas sobre as atividades medicinais de
diferentes espécies através de trabalhos cientificos torna-se um campo cada vez mais
promissor. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antinociceptivo e anti-
inflamatorio do extrato metandlico das partes aéreas da Cleome spinosa (EMCS) e dos
compostos flavondides (Fio-16 € Fi1-13) isolados deste extrato, utilizando modelos de dor e
inflamacdo em ratos ¢ camundongos, bem como buscar possiveis mecanismos de agdo
envolvidos com essas atividades através de métodos ex Vivo, que quantificaram a citocina
fator de necrose tumoral alfa, ¢ métodos in vitro, a fim de avaliar a influéncia sobre as
atividades das enzimas cicloxigenases (1 e 2) e da fosfolipase A, (PLA)>).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Plantas Medicinais

Plantas medicinais sdo aquelas que tém atividade bioldgica, possuindo um ou mais
principios ativos, Uteis a saude humana, sendo muitas utilizadas atualmente como cosméticos,
com denominac¢do de cosmecéuticos. Os fitoterapicos ou fitomedicamentos sdo produtos
originados exclusivamente de material botanico integral ou de seus extratos, usados com o
proposito de tratamento médico (FERREIRA et al., 1998). O fitoterapico ¢ caracterizado pelo
conhecimento da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade. Sua eficacia e seguranca sdo validadas através de levantamentos
etnofarmacolégicos de utilizacdo, documentacdes técnico-cientificas em publicagdes ou
ensaios clinicos de fase 3 (BRASIL, 2010). Os fitoterapicos podemndo ser divididos em
plantas medicinais e extratos de plantas. Os fitofarmacos sdo substdncias medicamentosas
isoladas de extratos de plantas, como a rutina e a pilocarpina, que sdo alguns dos raros
fitofarmacos produzidos no Brasil (FERREIRA et al., 1998).

A fitoterapia ¢ a ciéncia que estuda a utilizacdo de produtos de origem vegetal com
finalidades terapéuticas, sendo para prevenir, atenuar ou curar um estado patoldgico. A
palavra fitoterapia é formada por dois radicais gregos: fito vem de “phyton” que significa
planta, e terapia vem de “therapia”, que significa tratamento, ou seja, tratamento em que se
utilizam plantas medicinais (FERREIRA et al., 1998). O principio da fitoterapia estd baseado
na alopatia, diferenciando-se apenas pelo uso de preparados tradicionais padronizados,
eficazes, com qualidade controlada, elaborados de plantas medicinais e ndo de substancias
quimicamente definidas, isoladas, purificadas e de estrutura molecular definida (DI STASI,
1995).

Apesar do avango da tecnologia, que diariamente sintetiza novos compostos e
substancias sintéticas com poderes medicinais, mais de 40% de toda matéria-prima de
medicamentos encontrados hoje nas farmacias continua sendo de origem vegetal. Visando
garantir a qualidade dos produtos fitoterapicos desde a matéria-prima até o produto acabado,
assegurando ao consumidor produtos padronizados em condigdes apropriadas para o uso, o
Ministério da Satude do Brasil, por intermédio da Secretaria de Vigilancia Sanitaria, publicou
a Portaria n° 06 de 31 de janeiro de 1995. Ela instituiu e normalizou no pais tanto o registro de
fitoterapico, quanto a regulamentacdo dos procedimentos de sua produgcdo (MIRANDA,
2001).

Embora a fabricacdo de fitoterapicos pela industria brasileira esteja fundamentada
somente no uso popular das plantas, sem nenhuma comprovagdo pré-clinica ou clinica, o
Brasil possui ainda uma grande chance de participagdo no mercado da fitoterapia (YUNES et
al., 2001). Isto ¢ possivel devido a sua vasta biodiversidade e tradicdo no uso de plantas
medicinais, que fornecem subsidios para a implementagdo de praticas de alta tecnologia e
competéncia dentro do mercado da industria farmacéutica nacional, além de buscar a
possibilidade de reducdo de custos se comparado aos farmacos obtidos por sintese
(CALIXTO, 1996).

2.1.1 Histdrico

A utilizacdo de plantas na prevengdo e cura de doencas ¢ muito antiga e data dos
primordios da civiliza¢do, e muitas delas foram ou ainda sdo utilizadas com diversos fins
terapéuticos (MESQUITA, 2002), fazendo parte de sistemas da medicina tradicional
amplamente utilizada por varios grupos étnicos (GURIB-FAKIM, 2006). Na verdade, a
utilizagdo de recursos naturais provavelmente antecede o Homo sapiens moderno, tendo sido



encontradas evidéncias em escavagdes do Paleolitico mostrando que o conhecimento de
plantas medicinais existe pelo menos ha 60.000 anos (SUMNER, 2000). Pélen e fragmentos
de flores de diversas plantas foram encontrados no sitio arqueoldégico do homem de
Neanderthal no Iraque. Dentre as espécies identificadas, estavam: Ephedra, Centaurea,
Senecio, Althea e Achillea (TYLER, 2000).

Investigagdes cientificas demonstram que, entre os anos de 5.000 a 2.800 a.C., o
homem domesticava animais, cultivava cereais e utilizava algumas plantas medicinais. Por
instinto, observando péssaros e outros animais, o homem selecionou e experimentou vegetais
com finalidade terapéutica, verificando o poder curativo de certas ervas (CARVALHO,
2004).

Em uma época conhecida pelos chineses como periodo Sheng Nung (2.800 a.C.), apos
o desenvolvimento de uma sociedade agraria, foi descoberto que a ingestdo de plantas poderia
ser util na cura de certas doengas. Neste periodo, centenas de plantas foram experimentadas e
o povo da época aprendeu como utiliza-las, evitando as substincias venenosas. Existem
relatos citando pessoas que utilizaram essas plantas e viveram mais de 70 anos (HUANG,
1999).

Os antigos babilonicos, egipcios e tantos outros povos no passado faziam uso de
minerais e de plantas medicinais (LIMA, 1994). Os antigos egipcios, que se desenvolveram
na arte de embalsamar os cadaveres para preserva-los da deterioragdo, experimentaram muitas
plantas e descobriram inimeros poderes curativos. O critério de escolha das plantas baseava-
se em seu aroma, acreditando-se que afugentavam os espiritos das enfermidades. Plantas ndo
aromaticas também eram utilizadas pelos egipcios, destacando-se a papoula, a cila e a babosa
(MACIEL, 1997).

No papiro de Edwin Smith (1700 a.C.) estdo descritos tratamentos dos feridos de
guerra com a aplicagdo de uma combinacdo de mel e ungiientos sobre as feridas (LIMA,
1994). No papiro de Ebers (1555 a.C.), do Egito Antigo, estdo relacionadas 160 plantas,
muitas das quais ainda em uso atualmente (SANTOS, 1998). Crateus (século I a.C.) publicou
a primeira obra que se tem conhecimento na historia — o Rhizotomikon — sobre plantas
medicinais (MACIEL, 1997). O rei assirio Assurbanipal foi tido como um séabio de sua época,
e deixou blocos relacionando trezentas plantas medicinais, como o Opio e a mirra. Neste
bloco, expds diversas receitas e referéncias a varios medicamentos que os médicos dispunham
na época: heléboro, meimendro, mandragora, papoula, canhamo, canela, assa-fétida, mirta,
timo, salgueiro, figo, tdmara, leite, peles de serpentes, carapagas de tartarugas, cloreto de
sodio e salitre entre cerca de 250 plantas medicinais, 120 substincias minerais e 180 de
origem animal (CARVALHO, 2004).

Em todas as partes do mundo, povos indigenas descobriram e desenvolveram o uso
medicinal de plantas nativas, mas foi com as plantas medicinais utilizadas na medicina da
Grécia antiga que as bases da medicina ocidental se estabeleceram (KONG et al., 2003).
Hipocrates (460-377 a.C.), da Grécia, considerado o pai da medicina, acreditava que as
doengas eram o resultado de um desequilibrio dos humores corporais (SUMNER, 2000). Ele
utilizou e catalogou centenas de drogas de origem vegetal (CARVALHO, 2004).

Theophrastus (371-287 a.C.) considerado “o pai da botanica”, foi estudante de Platao e
Aristoteles e escreveu extensivamente sobre plantas. Ele determinou as peculiaridades e
qualidades médicas das ervas, observando cuidadosamente os aspectos farmacéuticos e
farmacoldgicos da mirra, do incenso, da cassia, do mentrasto, da beladona e do timo. Seu
trabalho “Historia Plantarum” englobava a coleta ¢ o preparo de plantas medicinais,
condimentos e plantas e foi utilizado como uma confiavel fonte de referéncia durante 2000
anos (SUMNER, 2000).



Com o declinio da cultura grega, durante o Império Romano, os tratamentos voltaram
mais uma vez a ser uma mistura de magia e religido, influenciando o desenvolvimento da
medicina ocidental através das escrituras romanas (KONG et al., 2003).

Somente com os estudos de Pedanios Dioscoérides (40-90 d.C.), durante o reinado de
Nero, foi observado um avango nos estudos das plantas medicinais (YAMADA, 1998). As
propriedades, usos e cultivos de 600 plantas medicinais foram reunidos no “De Materia
Medica” no primeiro século depois de Cristo. Viajando como cirurgido junto com o exército
de Nero, ele pode espalhar suas experiéncias com as plantas medicinais européias. Discorides
defendeu o uso do salgueiro no tratamento da gota, pratica que seria utilizada para o
tratamento da dor nos proximos séculos, antecedendo o uso da aspirina que seria utilizada em
1899 pela companhia alemda Bayer. O “De Materia Medica” foi usado como fonte de
referéncias nos 15 séculos seguintes, sendo considerado uma referéncia-padrdo na Idade
Média, época em que os médicos adquiriram pouco conhecimento adicional sobre plantas
medicinais (SUMNER, 2000).

Por volta de 1545, surgia na Europa o primeiro jardim destinado exclusivamente ao
estudo e a producdo de plantas medicinais, na Escola Médica de Padua, na Italia. No final do
século X VI, esses jardins encontravam-se distribuidos por toda a Europa (YAMADA, 1998).

William Withering foi o primeiro médico a investigar cientificamente um remédio
popular. Seus estudos (1775-1785) sobre o uso da dedaleira (Digitalis purpurea) no
tratamento da faléncia cardiaca congestiva fixaram um padrdo para a quimica farmacéutica
(KONG et al., 2003).

A nocdo bésica do entendimento de substidncias responsdveis pela atividade
farmacoldgica e a resposta terapéutica como potencial caracteristico de uma certa espécie
vegetal ¢ acreditada por Paracelso. Este fisico suico pode ser considerado o introdutor de
substancias quimicas no preparo de medicamentos, sob a forma de extratos alcodlicos e de
tinturas, com utilizacdo do 6pio, do enxofre, do merctrio, do ferro, do arsénico, do sulfato de
cobre, do sal. Pode ser considerado, portanto, como um verdadeiro farmacologista. No inicio
do século XVI, comegou a praticar a extragdo de substancias bioativas que foram
denominadas “Quinta Essentia”, representando provavelmente a primeira no¢ao de principio
bioativo (ALMEIDA, 2003).

No final do século XVIII, o progresso rapido das ciéncias modernas veio enriquecer €
diversificar grandemente os conhecimentos sobre as plantas (CARVALHO, 2004).

Apds a chegada de Cristovao Colombo a América, muitas plantas no Novo Mundo
tornaram-se disponiveis aos europeus (KONG et al., 2003). Com a chegada de Dom Jodo VI
ao Brasil, o naturalista francés Augustin Frangois César Prouvengal de Saint-Hilaire (1799-
1853), foi um dos primeiros cientistas estrangeiros a receber permissdo da Coroa Portuguesa
para percorrer livremente os territorios do Brasil colonial. Ele desembarcou no Rio de Janeiro
em 1816 para coletar amostras da flora nativa. Saint-Hilaire era um critico incansavel sobre o
modo destrutivo com que os brasileiros tratavam sua biodiversidade e apontou intimeras
sugestdes de como se poderia melhor aproveitar a os recursos naturais disponiveis. Em suas
viagens, coletou 7 mil exemplares de plantas, sendo 4.500 delas desconhecidas na época
(MATTOS, 1980). Seu nome tornou-se comum na descricao de diversas espécies, dentre elas:
Lafoensia pacari Saint-Hilaire, Solanum lypocarpum A. Saint-Hilaire, Anacardium humile
Saint-Hillarie, Talauma ovata Saint-Hilaire. A espécie Cleome spinosa, base deste estudo, foi
uma das espécies coletadas por este viajante francés.

Com o progresso do conhecimento cientifico, ocorre uma divisdo entre a medicina
baseada no uso de plantas medicinais e a medicina tradicional (KONG et al., 2003). As
primeiras substancias quimicas foram isoladas de extratos vegetais a partir do século XIX,
quando varias substancias bioativas foram isoladas (MACIEL et al., 2002a; 2002b). Friedrich
Serturner isolou a morfina da Papaver somniferum em 1806. Devido ao aumento do



conhecimento das substancias quimicas ativas, a primeira droga sintética baseada em um
produto natural foi formulada em meados do século dezenove. Em 1839, o 4cido salicilico foi
identificado como substancia ativa em varias plantas conhecidas por suas a¢des analgésicas, e
foi pela primeira vez sintetizado em 1853 levando ao desenvolvimento da aspirina, que esta
entre os medicamentos sintéticos mais utilizados atualmente (KONG et al., 2003).

Vale ressaltar, que a primeira fonte para o desenvolvimento de medicamentos surgiu
com a Farmacognosia, disciplina farmacéutica que proporcionou um novo aspecto ao estudo
de plantas medicinais a partir do século XIX (CRAGG et al., 1997).

Atualmente, sabe-se que o poder das plantas ¢, na verdade, proveniente da sua
composicdo e das caracteristicas das substancias que sintetizam. Entretanto, muito tempo se
passou até que se reconhecesse a verdadeira origem do poder das plantas (YAMADA, 1998).
A pratica milenar da utilizacdo de plantas medicinais ultrapassou todas as barreiras durante o
processo evolutivo e chegou até os dias atuais, sendo amplamente utilizada por grande parte
da populacdo mundial como fonte de recurso terapéutico eficaz (DI STASI, 1995).

2.1.2 Plantas como fonte de medicamentos

As plantas medicinais representam uma reserva praticamente inexplorada de
substancias Uteis a humanidade. Das mais de 420 mil espécies vegetais conhecidas, muito
poucas foram avaliadas quanto as suas atividades bioldégicas (BRAMWELL, 2000;
VERPOORTE et al., 2000), significando que plantas medicinais ainda sdao consumidas com
pouca ou nenhuma comprovacgdo de suas propriedades farmacolégicas (VEIGA-JUNIOR et
al., 2005).

A descoberta de novos farmacos a partir de plantas conduziu ao isolamento de muitas
substancias que ainda hoje sdo utilizadas clinicamente (BALUNAS; KINGHORN, 2005) ou
entdo serviram como prototipos para a sintese de novos farmacos (FABRICANT et al., 2001;
VIEGAS et al., 2006). Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual
foram desenvolvidos a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de micro-organismos e
3% de animais. Dos farmacos aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de 60% eram
produtos naturais ou foram desenvolvidos a partir destes (CALIXTO, 2003; NEWMAN;
CRAGG, 2007). Dos 252 medicamentos considerados basicos e essenciais pela OMS, 11%
sdo exclusivamente originados de plantas e um numero significativo sdo medicamentos
sintéticos obtidos de precursores naturais (Tabela 1).

Atualmente, tem se verificado que apesar da predominancia de substancias sintéticas
no arsenal terapéutico, vem ocorrendo a retomada a valorizagdo de praticas terapéuticas
consideradas como populares ou ndo cientificas (CONTRERA et al., 1985), destacando-se os
fitoterdpicos, que sdo utilizados principalmente como anti-inflamatorios, analgésicos e
cicatrizantes. Dentre as causas que podem explicar o crescimento da utilizagdo de produtos
originarios de plantas medicinais, estdo: a ineficiéncia da medicina convencional, o uso
abusivo e incorreto dos medicamentos sintéticos (RATES, 2001), a valorizacdo de hébitos
sauddveis com consequente reducdo de efeitos colaterais pelo uso de produtos “naturais”, a
descoberta de novos principios bioativos naturais € a comprovagdo cientifica de espécies
vegetais que geram novas formulacdes fitoterapicas (CONTRERA et al., 1985).



Tabela 1. Exemplos de alguns medicamentos obtidos a partir de plantas (adaptado de MANS

et al., 2000).

MEDICAMENTOS DESENVOLVIDOS A PARTIR DE PLANTAS
MEDICAMENTO USO MEDICO PLANTA
acido acetilsalicilico | analgésico, anti-inflamatério | Salix alba
atropina dilatador de pupila Atropa belladona
benzoina desinfetante oral Styrax tonkinensis
cafeina estimulante Camellia sinensis
codeina analgésico, antituss igeno Papaver somniferum
digoxina fibrilagdo atrial, ICC Digitalis purpura
eugenol dor de dente Syzygium aromaticum
hiosciamina anticolin érgico Hyoscyamus niger
morfina analgésico Papaver somniferum
papaverina antiespasmédico Papaver somniferum
pilocarpina glaucoma Pilocarpus jaborandi
quinina profilaxia da mal aria Cinchona pubescens
reserpina anti-hipertensivo Rauwolfa serpentia
escopolamina distarbios do movimento Datura stramonium
toxiferina relaxante em cirurgias Strychnos guianensis
xantotoxina vitiligo Ammi majus

Observa-se que, principalmente entre populagdes de baixa renda de paises em
desenvolvimento, as quais t€ém pouco ou nenhum acesso aos medicamentos alopaticos, o uso
de medicamentos tradicionais tornou-se uma pratica corriqueira (OMS, 2002). Nao obstante, a
aceitacdo da medicina tradicional como uma forma de tratamento terapéutico tem aumentado
entre todos os grupos sécio-econdmicos, € a fitoterapia tem se tornado um importante setor
econdmico no Brasil (LIMA et al., 20006).

Apesar da transferéncia de conhecimento de uma geracao a outra, a maior parte do uso
de plantas medicinais ¢ fundamentada no empirismo (OLIVEIRA, 2001). Muitas vezes,
devido a crescente consciéncia ecologica (RATES, 2001), e tentando-se minimizar os
desconfortaveis e até nocivos efeitos colaterais de farmacos sintéticos, nota-se um aumento na
procura pelos produtos naturais (SANTOS, 1998). Contudo, ¢ importante ressaltar que o uso
indiscriminado de fitoterapicos torna-se um risco a populagdo, visto que estes apresentam
iniimeras propriedades terapéuticas, mas podem também ser dotados de grande toxicidade
(OLIVEIRA, 2001).

O potencial das plantas como fonte de medicamentos ¢ ainda pouco explorado.
Estima-se que existam de 250.000 a 500.000 espécies de plantas no mundo, tendo sido
realizados estudos fitoquimicos em apenas uma mintscula parcela. A andlise fitoquimica de
uma planta pode revelar apenas uma pequena porcentagem de seus constituintes, uma vez que
as plantas contém centenas ou milhares de metabolitos (HAMBURGER; HOSTETTMANN,
1991). Desta maneira, o nimero de trabalhos cientificos em busca de novas descobertas e
comprovagao sobre as atividades de plantas medicinais, torna-se cada vez maior e mais
promissor, sendo atualmente o grande alvo de companhias farmacéuticas e institui¢des de
pesquisa (KONG et al., 2003).



Muitos farmacos analgésicos utilizados na medicina moderna foram descobertos a
partir de espécies vegetais, os quais foram gerados durante a investigagdo de inimeras plantas
medicinais. Um grande exemplo destes compostos ¢ a morfina, que foi isolada em 1806, pelo
farmacéutico alemao Sertiiner, como um composto ativo do opio (Papaver somniferum). A
morfina comecou a ser utilizada por volta do ano de 1850 em pequenos procedimentos
cirirgicos, em situagdes de pos-operatorio, para o tratamento da dor cronica e como adjuvante
em anestesias gerais. Alguns anos mais tarde, a codeina foi também isolada do 6pio, sendo
um importante agente analgésico e antitussigeno utilizado na clinica médica atual
(BROWNSTEIN, 1993; BENYHE, 1994).

A espécie Cordia verbenacea (erva baleeira) foi alvo de extensa investigagdo de suas
propriedades analgésicas e anti-inflamatdrias, tendo originado o primeiro anti-iflamatério
feito com base no extrato de uma planta nativa brasileira, conhecido como Acheflan”. Na
forma de creme, o produto ¢ indicado para dores musculares cronicas e para tendinites, e ja
pode ser comparado com o Cataflan® (diclofenaco), um outro anti-inflamatério considerado
de referéncia para o mercado farmacéutico neste segmento.

Porém, o marco historico no processo de desenvolvimento da industria farmacéutica
mundial foi a descoberta da salicina, utilizada como analgésico e antitérmico, por Rafaele
Piria em 1829, obtida originalmente das cascas do tronco do salgueiro (Salix alba, Salicaceae)
(VIEGAS et al., 2006; CALIXTO; SIQUEIRA JR, 2008). A partir da salicina foi realizada a
primeira modificacdo estrutural, originando o 4&cido salicilico em 1839, utilizado no
tratamento da artrite reumatoide. A partir do acido salicilico, Felix Hoffman sintetizou a
Aspirina® (acido acetilsalicilico) em 1897, sendo um dos farmacos anti-inflamatorios mais
antigos e ainda utilizado na terapéutica médica atual. Esta espécie vegetal esta entre outras 71
espécies relacionadas na RENISUS -Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do
Sistema Unico de Saude (SUS) (RENISUS, 2009).

2.2 A familia Brassicaceae / Capparaceae e 0 Género Cleome

A familia Capparaceae ¢ amplamente reconhecida por estar relacionada a familia
Brassicaceae, e vem sendo questionada em funcdo de muitas espécies terem sido classificadas
de maneira equivocada. Resultados recentes, baseados em dados de DNA desenvolvidos em
cloroplastos, permitiram comprovar a filogenia entre as familias Brassicaceae e Capparaceae.
Estes estudos foram realizados de acordo com os critérios de monofilia (habitat, folhas, flores,
estames e frutos) e permitiram o reconhecimento de ambas em uma s¢ familia (Brassicaceae)
(HALL et al., 2002).

Atualmente, a familia Brassicaceae compreende aproximadamente 4000 espécies
distribuidas em 400 géneros, resultado este em fungdo da fusdo com a familia Capparaceae. A
realizacdo de analises filogenéticas usando morfologia e dados moleculares indicaram que
algumas espécies do género Cleome mostravam-se intimamente relacionadas com a familia
Brassicaceae (RODMAN et al., 1998; HALL et al., 2002). Como exemplo, destaca-se a
espécie medicinal Cleome spinosa Jacq., rica em flavonoides.

Como caracteristicas botanicas da espécie, podemos citar que sdo ervas perenes que
possuem folhas alternadas, podendo apresentar flores em ramos ou solitarias, em sua maioria
actinomorfas (isto €, que apresentam semelhan¢a morfologica entre si) e que se prolongam em
um gindforo ou androgindforo (porgao reprodutiva). Possuem fruto do tipo siliqua de formato
alongado, que se caracteriza por um fruto seco e deiscente, constituido por 2 carpelos. Os
carpelos caracterizam-se como folhas modificadas que se fecham sobre os 6vulos, formando o
ovario. No interior dos frutos ha um septo plano onde se inserem as sementes, em ambas as
suas faces. Este septo, na abertura do fruto, destaca-se de ambos os carpelos, expondo as
sementes (Figura 1) (BOELCKE; VIZINIS, 1987).



Figura 1. A) Flor de Cleome sp.; B) Flor sem pétalas, mostrando o ovario elevado por um
ginoforo; C) Detalhe do ovario e fruto (BOELCKE; VIZINIS, 1987).

O género Cleome, que consta de 150 espécies, ¢ formado por plantas herbaceas,
arbustivas e arboreas, sendo vinte e oito destas nativas e amplamente distribuidas,
preferencialmente em 4reas abertas. S3o usadas com objetivos medicinais e ornamentais
(PEREIRA et al., 2007) (Figura 2).

Figura 2. Cleome spinosa Jacq.

Como exemplos de espécies que sdo utilizadas na medicina tradicional destacam-se:
Cleome spinosa Jacq, Cleome rutidosperma DC, Cleome droserifolia Forssk, Cleome viscosa
L., Cleome amblycarpa Hassk, Cleome africana Botsch, Cleome brachycarpa Vahl ex DC, e
Cleome chrysantha Decne.

De acordo com o uso tradicional, espécies do género Cleome sdo utilizadas como
estimulantes, anti-escorbutico, anti-helmintico e rubefaciente (BOSE et al., 2007). O extrato
aquoso da espécie C. rutidosperma demonstrou atividades antibacteriana e diurética, sendo
encontradas ainda atividades analgésica e depressora da atividade motora em outros extratos
(metanol, cloroférmio e éter de petroleo) (BOSE et al., 2006; 2007). Os extratos cloroférmico,
etanolico ¢ aquoso de C. droserifolia mostraram-se eficazes na redugao de indices glicémicos;
sendo confirmados efeitos adicionais para o extrato etandlico, como hepatoprotetor, anti-
histaminico e diurético (EL-NAGAR et al., 2005; MOTHANA et al., 2008). A espécie C.
viscosa ¢ utilizada popularmente no combate a febre, inflamagdes, hepatopatias, bronquite,



diarréias e convulsdes infantis. Seu extrato aquoso demonstrou atividade analgésica sem
evidéncias de toxicidade (SING; WEST, 1991). As espécies C. cynophallophora e C. spinosa
tém sido usadas para tratamento de infec¢des e inflamagdo das articulagoes (RIBEIRO, 1999).

A espécie Cleome spinosa ¢ popularmente conhecida como mussambé, mussambé-
branco, mussambé-miudo, mussambé-de-espinho, sete-marias, planta-aranha e beijo-
fedorento. Dentre as sinonimias botanicas utilizadas para descrever a mesma espécie, estdo:
Cleome hasslerana, Cleome houtteana, Cleome pungens, Cleome arbérea, Cleome
pubescens, Cleome tonduzii e Tarenaya spinosa.

As folhas e raizes de Cleome spinosa sao utilizadas na medicina tradicional, sendo as
folhas maceradas e aplicadas sobre a pele e agem como rubefacientes. Em infusdo, sdo
estomaquicas e estimulantes do aparelho digestivo, e sdo eficazes no combate a leucorréia.
Utiliza-se o suco das folhas para a reducdo de otites supuradas e as raizes sdo eficazes no
tratamento de bronquites asmaticas (COLLINS et al., 2004). Foi observado ainda, potencial
citotoxico frente as larvas de Aedes aegypti quando foram testados extratos das raizes e das
flores de C. spinosa, sugerindo possivel atividade larvicida natural desta espécie. Em estudos
in vitro, as bactérias Staphylococus aureus e Escherichia coli foram sensiveis ao extrato
etanolico das raizes da C. spinosa, indicando sua atividade antimicrobiana (SANTOS;
MENEZES, 2005).

2.2.1 Constituintes quimicos do género Cleome

Embora tenha ocorrido uma jun¢do de géneros das familias Brasicaceae e
Capparaceae, existe ainda um baixo percentual de trabalhos fitoquimicos relacionados as
espécies pertencentes a estas familias. O género Cleome foi um dos poucos a ter sua
constitui¢do quimica investigada (ABEL-MOGIB, 1999). Dentre as classes de substancias
predominantes estao os terpendides e os flavondides.

No género Cleome destacam-se classes de metabdlitos como os alcaldides
(DELAVEAU et al., 1973); flavonoides (SHARAF et al., 1997, NASSAR; GAMAL-
ELDEEN, 2003); fenoxicumarina (RAMACHANDRAN, 1979); diterpenos cembranos
(COLLINS et al., 2004); cumarinas lignoides (ANIL et al., 1985); esterdides glicosilados;
triterpenos damaranos e sais de amonio quaterndrio (McLEAN et al., 1996; AHMED et al.,
2001). No estudo de Collins e colaboradores (2004) foram isolados diversos diterpernos do
tipo cembrano da espécie Cleome spinosa, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 3. Diterpenos cembranos isolados da espécie Cleome spinosa Jack (COLLINS et al.,
2004).
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O estudo de quatro espécies de Cleome (C. amblycarpa Hassk, C. brachycarpa Vahl
ex DC, C. chrysantha Decne e¢ C. droserifolia Forssk) levou ao isolamento de onze
flavondides na forma de agliconas e quatorze flavonoides glicosilados (SHARAF et al.,
1997). O levantamento de C. spinosa (1950-2008) revelou apenas um estudo fitoquimico com
isolamento de diterpenos cembranos e flavonoides (COLLINS et al., 2004). Mais
recentemente, Leal (2008) isolou diterpenos, flavondides, catequinas, chalconas e alcaldides
de seus extratos. Este mesmo autor verificou atividade anti-oxidante positiva para o extrato
hidro-alcoodlico da C. spinosa.

2.3 Flavonoides

Os flavonoides sdo caracterizados estruturalmente como difenilpropanos (Ce-C3-Cg)
que ocorrem naturalmente nos vegetais (BRAVO, 1998), sendo um dos grupos fendlicos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural. Sdo encontrados em frutas, e
em diferentes partes dos vegetais, como nas sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e
em seus produtos de preparagao, tais como os chas e vinhos (NIJVELDT et al., 2001). Mais
de 4000 diferentes flavondides j& foram descritos (HOLLMAN; BATAN, 1997), sendo
classificados como: flavonois, flavonas, catequinas, flavanonas, antocianidinas e
isoflavondides (FORMICA; REGELSON, 1995).
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A funcdo dos flavondides nas espécies vegetais tem sido relacionada a protecao da
planta, principalmente a luz ultravioleta B (UV-B), atividade antimicrobiana e prote¢do contra
alguns tipos de insetos. Desta forma, os flavonoides atuam como filtros de ultravioleta (UV),
protegendo os tecidos fotossintetizantes. As isoflavonas, flavanas e flavonas sdo conhecidas
por possuirem atividade antifingica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Os flavonodides possuem uma ampla variedade de efeitos biologicos em sistemas
celulares de mamiferos, tanto in vivo como in vitro. Dentre estas atividades estdo a
antimicrobiana, antiviral, anti-ulcerogénica, citotdxica, antineopldsica, mutagénica, anti-
inflamatoria, anti-oxidante, anti-hepatotdxica, anti-hipertensiva, hipolipidémica e
antiplaquetaria (FORMICA; REGELSON, 1995), o que lhes confere significativa importancia
farmacologica.

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, estudos demonstram que os flavonoéides
atuam modulando células envolvidas com a inflamagao (por exemplo, inibindo a proliferagao
de linfocitos T), inibindo a produ¢do de citocinas pro-inflamatdrias (por exemplo, fator de
necrose tumoral alfa - TNF-a e interleucina 1 - IL-1), modulando a atividade das enzimas da
via do 4cido aracdonico, tais como fosfolipase A, (PLA;), cicloxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX), além de modularem a enzima formadora de 6xido nitrico, a 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) (MIDDLETON et al., 2000; HAVSTEEN, 2002; KIM et al., 2004;
BIESALSKI, 2007; CAZAROLLI et al., 2008; LOPEZ-POSADAS et al., 2008).

Diversos métodos sdo utilizados na triagem da acdo anti-inflamatoria de compostos
flavonodides. Os ensaios in vitro podem ser realizados em cultura de células e objetivam
verificar se o flavonodide ¢ capaz de reduzir ou até mesmo inibir a formacao de mediadores, a
produgdo de enzimas e citocinas envolvidas, a proliferacdo de linfocitos, dentre outros. Na
regulacdo da sintese de prostaglandinas, a cicloxigenase ¢ uma enzima que representa um
ponto critico de controle (NARABA et al., 1998), sendo o principal alvo de a¢do das drogas
anti-inflamatorias ndo esteroidais. Alguns flavondides, como a quercitina, bloqueiam ambas
as vias da cicloxigenase e lipoxigenase em concentracdes relativamente altas, enquanto que
em baixas concentracdes a via da lipoxigenase torna-se alvo primario de sua atividade anti-
inflamatoria (LANDOLFI et al., 1984).

Os ensaios in Vvivo utilizam agentes indutores de inflamag@o em animais de laboratorio
como, por exemplo, a carragenina, visando avaliar se o flavondide ¢ capaz de reduzir ou até
mesmo de inibir a formacdo do edema, a migracdo das células de defesa, a formagdo de
mediadores e enzimas, dentre outros (COUTINHO et al., 2009).

Estes compostos ja foram investigados em modelos de inflamagao in vivo em ratos,
sendo observada significante atividade nas fases proliferativa e exsudativa da inflamacao
(HANDA et al., 1992), como por exemplo na demonstracdo da inibi¢do do edema de pata e do
edema provocado pelo 6leo de créton no estudo de Di Carlo e colaboradores (1999). Em
2001, Guardia e colaboradores observaram que, apos a indugdo experimental da artrite em
ratos, flavondides como a quercitina, rutina e hesperidina possuem habilidade em inibir a
inflamacdo aguda cronica que ocorre nesta condi¢ao patoldgica.

Além disto, varios estudos demonstram a atividade anti-oxidante exercida pelos
flavondides, principalmente a capacidade de sequestrar varias espécies oxidantes, tais como
anion superoxido, radical hidroxila e radical peroxila (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Dentre os 40 farmacos anti-inflamatérios aprovados entre 1983 e 1994, 12 foram
derivados ou baseados em polifenodis de origem natural (YOON; BAEK, 2005). Os géneros
Cleome e Capparis sdo os mais representativos pela ampla ocorréncia desta classe de
metabolitos secundarios (LEAL, 2008).

Os flavonoides investigados no presente trabalho foram avaliados em estudos
anteriores, sendo encontradas diversas atividades. O flavonoide Fji.13, uma flavanona,
apresentou as seguintes atividades biologicas: anti-espasmddica (WEIMANN et al., 2002),
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antimutagénica (MIYAZAWA et al., 2003), antifungica (LAGO et al., 2007) e bactericida
(WANG et al., 1992). J& o Fy¢-16 apresentou reduzida atividade anti-oxidante; porém, analogos
mais hidroxilados apresentaram maior atividade anti-oxidante, bem como atividade
antimicrobiana (WANG et al., 1992).

2.4 INFLAMACAO

A inflamagdo ¢ um fendmeno patologico conhecido e estudado desde os tempos antigos,
sendo definida como uma “reagdo dos tecidos a um irritante”. Os sinais clinicos que
caracterizam a inflamacao, definidos por Celsius (30 a.C. — 38 d.C.) sdo: “rubor et tumor cum
calore et dolore”, expressdo que traduzida significa: “rubor e tumefagdo, acompanhados de
calor ¢ dor”. Estes sinais ¢ sintomas sdo conhecidos como os sinais cardeais da inflamagao
(JONES et al., 2000).

Durante séculos a inflamagao foi reconhecida através destes sinais (KUSHNER, 1998),
que sdo garantidos por componentes celulares e vasculares (Figura 4) que ocorrem no tecido
lesionado. Em nivel tecidual, o termo inflamagao refere-se a dilatagdo vascular, alteracdes na
permeabilidade capilar com aumento da exsudacdo de fluidos e proteinas para o sitio
inflamatorio, acimulo de células de defesa e aparecimento de tecido de granulagdo em
algumas circunstancias.

MEDIADORES ORIGEM
Células
e g Mediadores pre- —— Histamina Mastocitos, basofilos, plaquetas
D AR g - fomaados em _ Sarloiiia Plaquetas
\ granul_os de Enzimas lisossomiais Neutrofilos, macrofagos
secreco —
 DProstaglandinas Leucocitos, plaquetas, células endoteliais (CE)
Leucotrienos Leucocitos
Mediadores recém | Fator de ativagao plaquetaria  Leucocitos, CE
sintetizados Espécies reativas de oxigenio  Leucocitos
Oxido nitrico Macrofagos
L Citocinas Linfocitos, macrofagos, CE

Fator de ativacio Sistema cinina (bradicinina)
XII (Fator de Sistema coagulagao/fibrinolise
| \ Plasma| . )
5 - ageman)
| 1 (3a
Figado (5a
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(Principal fonte) b
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} anafilatoxinas

Ativagao do
complemento

Figura 4. Principais mediadores liberados por fatores celulares e plasmaticos durante o
processo inflamatorio (adaptado de KUMAR et al., 2010).

O rubor € causado por um grande aumento do influxo sanguineo no local inflamado. A
tumefacdo provém nao so6 deste evento mas também da presenga de substancias que
extravasam dos vasos sanguineos para os tecidos circunjacentes. O calor também ¢
decorrente do aumento da circulagdo sanguinea, que transporta o calor existente nas
temperaturas mais elevadas das partes internas do organismo até a periferia do corpo.
Atribui-se a dor a um aumento de pressdo nas terminagdes nervosas, mas pode-se incluir
ainda como fatores determinantes da percepcdo da dor os efeitos irritantes dos produtos
toxicos e de mediadores sintetizados no processo inflamatdrio (JONES et al., 2000). A perda
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da func¢do foi inclusa por Galeno como o quinto sinal cardeal da inflamacdo, durante o
segundo século depois de Cristo (RATHER, 1971). A inibig¢do reflexa dos movimentos
musculares, iniciada pela dor, a tumefa¢do mecanica e a destrui¢ao do tecido sdo eventos que
contribuem para a perda da fun¢ao (JONES et al., 2000).

Com a introduc¢do da microscopia optica, a inflamagdo comecgou a ser definida também
em termos histologicos, particularmente no que tange a infiltracdo de células inflamatorias.
Atualmente, pode-se observar através de métodos moleculares a expressao da inflamacao
associada a citocinas, genes inflamatérios, e a transcricao de fatores associados a inflamagao
propriamente dita (KUSHNER, 1998).

2.4.1 Fisiopatologia da inflamacao

O processo inflamatério € caracterizado por um conjunto de alteracdes bioquimicas e
celulares, através das quais o organismo tenta se defender de agentes agressores e reparar
tecidos lesados. E, portanto, inicialmente, um processo fisiologico e desejavel (LAWRENCE
et al., 2002). Entretanto, apesar de extremamente necessario, esse processo poderd em
determinadas situacdes se exacerbar, levando a efeitos deletérios (GILMAN et al., 2011).

Pode-se dividir a inflamacdo em trés fases distintas, cada uma resultante de
mecanismos diferentes: uma fase aguda, caracterizada por vasodilatacdo local e aumento da
permeabilidade vascular; uma segunda fase, subcronica, caracterizada por infiltracao
leucocitaria e de células do sistema fagocitdrio mononuclear; e uma terceira fase, cronica
proliferativa, onde ocorre lesdo permanente, com substitui¢do de células funcionais por
células fibrosas, afuncionais (ROTELLI et al., 2003). Todos os mecanismos decorrentes do
inicio do processo inflamatdrio ocorrem a partir de eventos originados nos vasos sanguineos,
seja induzindo sua dilatagdo e/ou permitindo a migracdo de células a partir de seu endotélio.

Os eventos vasculares iniciais incluem a dilatagdo das pequenas arteriolas, resultando
em aumento do fluxo sanguineo. Este processo ¢ seguido por uma redugdo do fluxo e
eventualmente estase do sangue, e um aumento na permeabilidade das vénulas pos-capilares
com exsudac¢do de liquido. A vasodilatacdo ocorre a partir da liberacdo de mediadores como
a histamina, prostaglandina (PGE) e prostaciclina (PGI), produzidas através da interacdo de
agentes agressores com o tecido em questdo. Alguns destes mediadores atuam juntamente
com as citocinas promovendo o aumento da permeabilidade vascular (RANG et al., 2007).

Existem quatro fatores derivados do plasma que se inter-relacionam para mediar
muitos dos efeitos da inflamacdo, sendo todos envolvidos com cascatas enzimaticas
proteoliticas: o sistema complemento, o sistema da coagulagdo, o sistema fibrinolitico e a
cascata das cininas. A ativagdo da cascata do complemento, que ¢ constituido por nove
componentes enumerados de 1 a 9 (C1 a C9), ¢ iniciada por substancias derivadas dos
microorganismos, como paredes celulares de leveduras ou endotoxinas. Assim como nas
demais cascatas, existem proteases inativas que sdo ativadas por diversas clivagens
proteoliticas, onde cada componente ¢ ativado para ativar o componente seguinte. Desta
forma, o complemento pode mediar a destrui¢do de microorganismos invasores, o que,
algumas vezes, pode provocar lesdes no proprio hospedeiro. As principais enzimas das
cascatas da coagulacdo e fibrinolitica, a trombina e a plasmina, podem também ativar a
cascata do complemento, assim como enzimas liberadas pelos leucocitos. O sistema das
cininas constitui outra cascata extremamente relevante para o processo inflamatorio,
produzindo diversos mediadores importantes como a bradicinina (RANG et al., 2007).

Os eventos celulares da inflamacdo envolvem a participagdo de diversos tipos
celulares. Algumas destas células estdo presentes normalmente nos tecidos (células
endoteliais, macrofagos teciduais e mastocitos) e outras (plaquetas e leucéceitos) t€m acesso a
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partir do sangue. Os leucocitos sao células ativamente moéveis, sendo divididos em duas
classes: polimorfonucleares e mononucleares. Os polimorfonucleares sdo os primeiros
leucdcitos sanguineos a alcangar a area inflamada, realizando o processo de transmigragdo
leucocitaria através do endotélio vascular (Figura 5). Neste evento, os leucdcitos realizam
primeiramente o rolamento ao longo do endotélio ativado, e entdo aderem e finalmente
migram para fora do vaso sanguineo em dire¢do ao espago extra-vascular. Este processo,
denominado diapedese, ¢ regulado pela ativacdo de diferentes familias de moléculas de
adesdo (selectinas, moléculas de adesdo intracelular e integrinas) no endotélio inflamado,
interagindo com contraligantes correspondentes presentes nos neutrdfilos e capturando-os
para a margem endotelial e dai ao espago extravascular. Esta atracdo dos neutrofilos em
dire¢do ao agente invasor ¢ mediada por substancias quimicas denominadas quimiotaxinas
(ou quimiocinas), que podem ser liberadas por microorganismos ou produzidas localmente
por células como os macrofagos, como € o caso da IL-8. A partir deste evento, os neutréfilos
sdo entdo capazes de englobar, matar e digerir microorganismos através de produtos toxicos
do oxigénio e de enzimas proteoliticas. Se um neutréfilo for inadequadamente ativado, estas
substancias podem danificar os tecidos do proprio hospedeiro (RANG et al., 2007).

Leucdcito

Qétj Relamento

Transmigragio

Limen vascular

Tecido

@
Ouimicatratratores o L]

Figura 5. Transmigragdo leucocitaria (KUMAR et al., 2010).

Os neutrofilos sdo células secretoras, e pela interagdo com uma ampla variedade de
estimulos (mediadores produzidos pelas células residentes, componentes do antigeno ou o
proprio antigeno) no foco inflamatdrio liberam agentes microbicidas e pro-inflamatorios.
Dentro de segundos apos a interagao dos neutrofilos com seus estimulos agonistas, ocorre
liberagdo de espécies reativas do oxigénio e produtos lipidicos. Logo depois, dentro de
segundos a minutos, ocorre liberacdo de enzimas pré-formadas e proteinas que estavam
armazenadas dentro de vesiculas. Finalmente, a ativa¢do da transcricdo de genes resulta
(dentro de poucas horas) na producao e secre¢dao de citocinas pro-inflamatorias (BERTON;
LOWELL, 1999).
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2.4.2 O acido aracdonico e as prostaglandinas

A enzima fosfolipase A, (PLA;) hidroliza os fosfolipidios de membrana celular
iniciando a cascata do acido aracddnico, acarretando um aumento na producao de mediadores
inflamatorios como as prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxano A, e leucotrienos. Esta
enzima pode ser ativada por diversos estimulos como quimico, inflamatoério, traumatico e
mitogénico. A inibi¢do da fosfolipase A, pode ser considerada uma excelente atividade anti-
inflamatoria (CARVALHO et al., 1997).

O acido aracdonico ¢ um acido graxo, inicialmente composto de 20 carbonos, que pode
ser convertido pela enzima cicloxigenase nos compostos intermediarios PGG, e PGH,
(prostaglandinas G, ¢ H; respectivamente) (KUMMER; COELHO, 2002) (Figura 6).

As prostaglandinas sdo membros de uma grande familia de compostos endogenos,
conhecidos como eicosanodides, e derivados de acidos graxos e insaturados que apresentam
20 atomos de carbono (como o AA). Estas moléculas foram descobertas por dois
ginecologistas americanos, Kurzok e Lieb, no inicio da década de 30, no sémen humano. Em
1935, um pesquisador sueco, von Eiiler, observou que extratos de liquido seminal e de
glandulas acessorias afetavam a pressdo sanguinea ¢ a fungdo contratil da musculatura lisa,
Foram entdo denominadas prostaglandinas (PGEs), provavelmente por terem niveis elevados
em extratos de prostata (SPINOSA et al., 2011).

Ao contrario de muitos autacoides, as prostaglandinas ndo estdo armazenadas em
vesiculas ou outros compartimentos organicos; sua presenga no organismo depende
exclusivamente de sua sintese a partir de acidos graxos disponiveis que, como os complexos
fosfolipidicos, fazem parte de membranas celulares (SPINOSA et al., 2011).

Pela existéncia de inimeros receptores especificos e varios mecanismos reguladores,
explica-se a variedade clinica de atuagdo das prostaglandinas: papel central na inflamagao, na
coagulacdo sangiiinea, na ovulacdo, no parto, no metabolismo 6sseo, no crescimento e
desenvolvimento neuronal, na cicatriza¢do de feridas, na funcdo renal, no tonus vascular e
nas respostas imunes (KUMMER; COELHO, 2002).
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Figura 6. Cascata inflamatdria a partir do acido araquidonico (adaptado de SPINOSA et al.,
2011).

As prostaglandinas desempenham papel importante como agentes pro-inflamatérios
promovendo a dilatagdo das arteriolas, o que leva a um aumento do fluxo sanguineo para a
area de lesdo e, embora sua capacidade de aumentar a permeabilidade capilar a proteinas
plasmaticas por agdo direta seja limitada, elas agem sinergicamente com outros mediadores,
tais como a histamina e a bradicinina, que também aumentam a permeabilidade vascular. Em
segundo lugar, as PGs, principalmente PGE,, potencializam as a¢des de varios mediadores
que induzem a dor, incluindo a bradicinina e a histamina, que sdo liberados nos locais da
inflamagao promovendo a estimulagdo dos nociceptores (LEES et al., 2004).

A potencializagdo do efeito algésico da bradicinina pela PGE; ja foi demonstrada no
estudo de Mense (1981), no qual foi observada a reposta de um neuronio aferente frente a
estimulacdo com ambos os mediadores (Figura 7).
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Figura 7. Efeito potencializador da prostaglandina E, (PGE,) sobre a atividade algésica da
bradicinina (BK) em um neuro6nio aferente (MENSE, 1981).

2.4.3 Citocinas e quimiocinas

Citocinas sdo pequenas moléculas protéicas produzidas por leucdcitos e células
estruturais, envolvidas na diferenciacdo das células imunocompetentes e na regulagao dos
mecanismos efetores das respostas imune e inflamatdéria. Uma mesma citocina pode ter varias
acOes em contextos biologicos diferentes, podendo atuar em sinergismo ou antagonismo com
diversas outras citocinas. As quimiocinas sdo consideradas citocinas de um grupo particular,
com propriedades quimicas e funcionais especificas, importantes nos processos de
quimiocinese, capazes de estimular o movimento leucocitario e a quimiotaxia (KUMAR et al.,
2010). Esses mediadores sao fundamentais para desenvolvimento da dor e da inflamacao.

A partir de um trauma tissular sdo liberadas uma série de citocinas, dentre as quais
podemos destacar o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que induz a liberagdo de outras
citocinas como a interleucina 1-Beta (IL-1PB) e a interleucina 8 (IL-8). A IL-1p promove a
ativacdo da enzima cicloxigenase (COX), a qual ¢ responsavel pela producdo de
prostaglandinas e tromboxanos (TXs). Por sua vez, a IL-8 promove a producdo local de
aminas simpatomiméticas, histamina e serotonina. O acumulo local destes e outros
mediadores quimicos, bem como alteragdes na temperatura, pH tecidual, concentragdo de
eletrolitos locais, como o K', e a superexpressdo (upregulation) de enzimas como
cicloxigenase, protease e fosfolipase (BASBAUM; JULIUS, 2006; DRIESSEN, 2007),
induzem a sensibilizacdo de receptores sensitivos primarios (NSP) provocando sensagdo de
dor (Figura 8).
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Figura 8. Liberacao de mediadores inflamatorios por diferentes estimulos, como carragenina
(Cg), lipopolissacarideos (LPS) ou antigenos (Ag) (Adaptado de VERRI JR et al., 20006).

As primeiras citocinas descritas na fisiopatologia do processo inflamatério foram: IL-
1B, TNF-a, IL-6 e as quimiocinas IL-8, quimiocina quimioatraente de neutréfilos 1 (CINC-1)
e quimiocina derivada dos queratinocitos (KC) (VERRI JR et al., 2006).

A IL-1 8 ¢ produzida principalmente por macrofagos, linfocitos e células da glia; esta
envolvida em muitas caracteristicas do processo inflamatério, sendo responsavel pela
producdo de outros mediadores deste processo. Esta citocina estimula o recrutamento de
células da série branca sanguinea, auxilia na producdo de febre (pir6geno endogeno), na
liberagcdo de proteinas de fase aguda e no aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos
(DINARELLO et al., 1984; 1998). A IL-1p estimula a expressdo de cicloxigenase 2 (COX-2)
e, como consequéncia, a formacdo e liberagdo de prostandides que tém importante papel na
sensibilizacdo do nociceptor, atuando indiretamente como mediador hipernociceptivo (VERRI
JR et al., 2006).

A IL-6 é uma citocina com varias células alvo e muitas atividades biologicas, estando
envolvida principalmente na regulagcdo das respostas inflamatdria e imune. Estudos anteriores
demonstraram que o anticorpo contra IL-6 inibe a hipernocicep¢do mecanica causada pelo
TNF-a, em ratos (CUNHA et al.,1992).

Duas vias participam na hipernocicepcao inflamatdria envolvendo a formacgao final de
prostanodides e de aminas simpatomiméticas, sendo a participagdo desses mediadores finais
decorrentes dessas vias dependente do tipo de estimulo: enquanto a IL-1p induz a liberagao de
prostanoides, a quimiocinas IL-8 medeia a participagdo do componente simpatico. Os ratos
ndo produzem IL-8, mas sim um analogo que ¢ CINC-1/CXCL-1, ambos exercendo as
mesmas funcdes, € o uso de soro anti IL-8 inibe a hipernocicepcdo causada pelo CINC-
1/CXCL-1, e vice-versa (CUNHA et al., 1991; LORENZETTI, et al., 2002). Em
camundongos, as quimiocinas produzidas sao quimiocinas derivada dos queratindcitos (KC) e
proteina inflamatéria dos macréfagos 2 (MIP-2), relacionadas com IL-8 de humanos e a
CINC-1/CXCL-1 de ratos (CUNHA et al., 2004).
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2.43.1 TNF-a

O TNF-a ¢é também uma potente citocina pro-inflamatéria, que ¢é produzida
rapidamente e em grande quantidade, principalmente por macrofagos, apds o estimulo
inflamatorio. Essa citocina interage com a célula alvo através de uma ligagdo de alta afinidade
com os receptores TNFR1 (receptor de TNF, tipo 1) e TNFR2 (receptor de TNF, tipo 2). A
ligacdo do mediador ao TNFR1 garante principalmente a migragdo de neutréfilos, o choque
induzido por endotoxinas e a dor neuropatica apds lesdo do nervo, enquanto que a ligacdo ao
TNFR2 influencia a apoptose celular e necrose. O TNF-a induz hipernocicep¢ao em ratos
através de duas vias, independentes e paralelas, uma envolvendo o estimulo a produgao de IL-
1B, com conseqiiente liberacdo de prostandides e a outra através ativagdo da quimiocina
CINC-1 (quimiocina de ratos, andloga a IL-8 em humanos), com conseqiiente libera¢do de
aminas simpatomiméticas. Desta forma, os prostanoides e as aminas simpatomiméticas sao os
mediadores finais da hipernocicep¢ao inflamatéria (VERRI JR et al., 2006).

Sugere-se que o TNF-a e as IL-6 e IL-1 precedem, sequencialmente, a liberacdo de
prostanoides (VERRI JR et al., 2006). Os maiores indutores da biossintese de IL-6 sdo TNF-
a e IL-1B (CHAI et al., 1996).

Em meados dos anos 80, a citocina TNF- a foi purificada, sequenciada e teve seu gene
clonado. Desde entdo, varias propriedades atribuidas a esta citocina tém sido demonstradas
(EIGLER et al., 1997). E uma citocina multifuncional que possui fungdes centrais na
inflamacdo aguda e cronica, na resposta antitumoral ¢ nas infecgdes (PALLADINO et al.,
2003). O TNF-a exerce um papel essencial na rede de citocinas, especialmente com relagao a
patogénese de muitas doencas infecciosas e inflamatérias (EIGLER et al., 1997). Dentre as
inimeras fungdes desta citocina, pode-se citar as seguintes descritas na Figura 9.
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Figura 9. Atividades biologicas do TNF-a (EIGLER et al., 1997).




Devido a sua multipla agdo em diversos sistemas do organismo, o TNF-a possui tanto
efeitos benéficos quanto maléficos, sendo responsavel, por exemplo, pela destruicio de
células tumorais exercida pelos macrofagos e, em sinergismo com o interferon gama (IFN-y),
tem alto poder de destrui¢do de tumores susceptiveis (ROITT et al., 1999).

Durante os ultimos anos varias revisdes tem sido descritas sobre a citocina TNF-a,
principalmente sobre o seu papel nas doencas (DINARELLO et al.,, 1993; TRACEY;
CERAMI, 1994; GIBSON et al., 2004; METHE et al., 2004; SCHACHNA, 2004). Em
diversas doencas inflamatorias e infecciosas foram identificadas altas concentragdes
plasmaticas de TNF-a, como por exemplo na sepse, meningite bacteriana, malaria cerebral,
sindrome da angustia respiratoria do adulto, sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
e artrite reumato6ide (EIGLER et al., 1997).

Dentre as alteragdes promovidas pelo TNF-a podemos citar diversas mudangas pro-
inflamatorias nas células endoteliais, incluindo a produgdo de outras citocinas, a expressao de
moléculas de adesdo, a liberagdo de substancias pro-coagulantes e a indugdo de iNOS. Essas
alteracdes podem levar, dentre outros fatores, ao choque séptico. Além disto, o TNF-a
estimula linfocitos T e B, induz a febre, estimula hepatocitos a produzirem proteinas de fase
aguda e ainda suprime a lipase lipoprotéica, contribuindo assim para a caquexia (EIGLER et
al., 1997).

A sintese de TNF-a ¢ realizada principalmente por mondcitos/macrofagos sob estimulo
de diferentes substancias exdgenas como LPS e B-glucanas, ou por mediadores endogenos
como a IL-1. A expressio de TNF-a também ¢é dependente da ativagdo do fator de
transcricdo NFxf (EIGLER et al., 1997). O NF«p ¢ um fator de transcrigdo que possui um
papel critico na expressdo de mediadores inflamatérios. Esta sequestrado no citosol formando
um complexo com seu inibidor Ik (FORMAN; TORRES, 2002). O NF«f apresenta uma
gama de a¢do maior quando comparado a outros fatores de transcri¢do ja caracterizados, ¢
isto ocorre devido a grande variedade de estimulos que o ativam, bem como a intimeros
genes e fendmenos que ele regula. Entre esses estimulos estdo os neurotransmissores (como o
glutamato), neurotrofinas, proteinas neurotdxicas (como a b-amiloide), citocinas (IL-1 e
TNF-a), glicocorticoides, ésteres do forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos
provenientes de virus e bactérias, radiacdo ultravioleta, produtos de reacdes de enzimas como
a iINOS e a COX-2. Independente do estimulo, parece haver participagdo de espécies reativas
de oxigénio (estresse oxidativo) e o aumento do célcio intracelular para a ativagdo do NF«f.
Este fator de transcri¢do regula uma grande variedade de genes, que podem estar envolvidos
em eventos como desenvolvimento, plasticidade, morte e defesa celular. Dentre estes genes,
estdo os envolvidos na producao de enzimas como a iNOS, a COX-2 ¢ a SOD, ¢ de citocinas
como o TNF-a (GLEZER et al., 2000).

2.4.4 Cicloxigenase (COX)

A cicloxigenase (COX) ¢ a enzima responsavel pela sintese de prostaglandinas a partir
do acido aracdonico (BOTTING, 2006; KVATERNICK et al., 2007). As prostaglandinas G, e
H; s@o compostos intermediarios e quimicamente instdveis e sdo convertidas pelas isomerases
tissulares especificas em multiplos prostandides (PGD,, PGE,, PGF,,, PGI,, TXA, e TXB,).
Entretanto, a maioria dos tecidos ¢ capaz de converter PGH, em apenas alguns desses
produtos finais, dependentemente do tipo de isomerase presente em cada tecido (HILARIO et
al., 2006; FILHO; RAHAL, 2008; KING et al., 2009).

As PGs possuem grande diversidade de receptores especificos e varios mecanismos
reguladores, atuando no papel central na inflamacdo, coagulacdo sangiiinea, angiogénese,
ovulacdo, parturi¢do, metabolismo dsseo, crescimento e no desenvolvimento neuronal, na
cicatrizacdo de feridas, na funcdo renal, no tonus vascular e nas respostas imunes
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(KUMMER; COELHO, 2002; KVATERNICK et al, 2007). A prostaglandina ou
prostaciclina I, ¢ um composto instavel, com meia-vida de trés minutos, sendo convertida em
um composto com menor atividade, a PGF,, (BOTTING, 2006).

Nos ultimos anos, tem se tornado claro que existem duas isoformas homologas da
COX, sendo referidas como COX-1 e COX-2 (JONES, 2001). Estas enzimas desempenham
diferentes funcdes fisiologicas e, embora sejam muito semelhantes na estrutura protéica
(sendo a COX-1 composta de 17 aminoacidos em sua cadeia peptidica amino-terminal, ¢ a
COX-2 de 18 aminoacidos na porc¢do carboxi-terminal) essas enzimas sdo codificadas por
genes diferentes. A COX-1 e a COX-2 tém aproximadamente 60% de homologia genética e
seus genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1, respectivamente. Por ter um sitio ativo
mais largo que a COX-1, a COX-2 permite uma maior acessibilidade de drogas ao seu
receptor (KVATERNICK et al., 2007).

Em quase todos os tecidos normais foi detectada a presenga estrutural da COX-1
(DUBOIS et al.,1998), e baixos a ndo detectaveis niveis da COX-2, a qual pode ser expressa
em maior quantidade mediante presenca de citocinas, fatores de crescimento e estimulantes
tumorais (FITZGERALD; PATRONO, 2001; HARRIS; BREYER, 2001), sugerindo sua
relevancia no cancer e em processos inflamatorios. Desta forma, a COX-1 foi dado o nome
de constitutiva e a COX-2, indutiva. Foi proposta ainda, a existéncia de uma terceira
isoforma desta familia enzimatica, denominada COX-3, a qual, ao contrario da COX-1 ¢
COX-2, ndo produziria prostandides pro-inflamatorios, mas sim substincias anti-
inflamatorias (WILLOUGHBY et al., 2000).

A COX-1 esta presente em quase todos os tipos de células, exceto no eritrocito, sendo
denominada constitutiva. Promove a sintese das PGs, principalmente as relacionadas com
acoes fisiologicas como protecdo gastrica, agregacdo plaquetdria, homeostase vascular e
manuten¢do do fluxo sanguineo renal. No trato gastrointestinal esta associada a producao de
muco protetor e inibi¢do da secrecdo acida géstrica, e nas plaquetas leva a sintese do
tromboxano A;, um mediador que favorece a agregacdo e a adesdo plaquetaria. Assim,
farmacos que inibem essa isoforma podem levar a diversos distirbios no trato gastrointestinal,
estando associadas ao risco de sangramento desta regido como efeito adverso (KUMMER;
COELHO, 2002; LEES et al., 2004; BRICKS; SILVA, 2005; FRANCO et al., 2006;
HAZEWINKEL et al., 2008; STEAGALL et al., 2009).

A expressdao da COX-2 ocorre apos o estimulo inflamatorio nas células migratdrias e
tecidos lesados, sendo assim chamada de indutiva. Esse estimulo esta relacionado a presenca
de citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-2, TNF-a, fatores de crescimento, endotoxinas e
estimulantes tumorais, sugerindo sua relevancia no cancer ¢ em processos inflamatdrios
(KUMMER; COELHO, 2002; FRANCO et al., 2006; HAZEWINKEL et al., 2008).

A COX-2 também esta relacionada as acgdes fisioldgicas que mantém a homeostase em
tecidos como: utero, cartilagens, ossos, rins, ovario e endotélio vascular (KUMMER;
COELHO, 2002; BRICKS; SILVA, 2005; HILARIO et al, 2006; PAPICH, 2008;
STEAGALL et al., 2009). Também foi identificada no sistema nervoso central, sendo
expressa de forma fisioldgica no cortex, no hipocampo, no hipotalamo e no corddo espinhal.
Esta isoforma auxilia no desenvolvimento das funcdes cerebrais normais da atividade
sinaptica (neurotransmissao) e na consolidacdo da memoria (VANE et al., 1998; KUMMER;
COELHO, 2002; SPINOSA et al., 2011). J& no tecido renal ela estd presente na macula densa
e nas células intersticiais da medula renal, responsabilizando-se pela manutencdo dos niveis
de reabsorcdo de sodio e de agua, devido a liberagdo de renina da macula densa. No sistema
vascular assegura a produgdo de prostaciclinas, que produzem efeitos vasodilatadores e que
evitam a agregacdo plaquetdria, mantendo taxa de filtragdo glomerular e o fluxo sanguineo
renal (MATHEWS et al., 1990; KUMMER; COELHO, 2002; CLARK, 2006; SPINOSA et
al., 2011).
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2.5 DOR

A dor, definida pela Associa¢do Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como
percepgao de uma sensagdo nociceptiva desagradavel (IASP, 2011), é parte integrante da
vida, estando presente ao longo de todo o ciclo de desenvolvimento, desde o nascimento até a
morte (TURK; MELZACK, 1992; WILLIAMS et al., 1993). Sendo um dos principais
problemas em nossa sociedade, a dor tem representado um alto custo social devido ao
elevado prejuizo ou ainda a incapacidade permanente de milhdes de pessoas (VERRI et al.,
2006).

A dor depende da percepgdo consciente da ativagdo do sistema sensorial nociceptivo e
existe um relativo consenso de que, ao nascer, o sistema nociceptivo ja esta desenvolvido
(LOWERY et al., 2007). E um fenémeno fisiolégico, que produz respostas que servem para
avisar e proteger o individuo, ajudando a manter a integridade corporal ou minimizando os
danos (WOOLF; MANNION, 1999). Pode ser aguda ou cronica, e estd relacionada a
afeccdes traumadticas, infecciosas ou inflamatorias, havendo expectativa de desaparecimento
apos a cura da lesdo.

A dor aguda apresenta um inicio subito e, geralmente, ndo dura muito. Quando a dor
¢ intensa, pode causar acelera¢do do ritmo cardiaco, aumento da freqiiéncia respiratoria,
elevacdo da pressao arterial, sudorese e dilatacdo pupilar (BEERS; BERKOW, 2001).
Respostas como ansiedade e a agitacdo psicomotora também sdo frequentes (CARVALHO et
al., 1999).

A dor cronica dura semanas ou meses. Geralmente refere-se a dor que persiste por
mais de um més além da evolucdo habitual de uma doenga ou lesdo, a dor que retorna e
desaparece ao longo de meses ou anos ou a dor associada a uma doenga de longa evolucao,
como por exemplo, em casos de cancer. Normalmente, a dor cronica nao afeta o ritmo
cardiaco, a freqiiéncia respiratdria ou as pupilas (respostas neurovegetativas), mas pode
alterar o sono (ansiedade), diminuir o apetite e causar constipacao, perda de peso, diminui¢ao
da libido e depressdao (BEERS; BERKOW, 2001).

Enquanto a dor por nocicepcao, especialmente a aguda, ¢ fundamental para a
preservagdo da integridade do organismo, visto que ¢ um sintoma que alerta para a
ocorréncia de lesoes, a dor cronica nao tem esse valor bioldgico e ¢ uma importante causa de
incapacidade (CARVALHO et al., 1999).

2.5.1 Fisiopatologia da dor

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fendomeno sensitivo-
doloroso ¢ a transformacdao dos estimulos ambientais, fisicos ou quimicos intensos em
potenciais de agdo que, das fibras nervosas periféricas, sao transferidos para o sistema nervoso
central (CARVALHO et al., 1999).

A dor de origem inflamatoria resulta, basicamente, de interagdo entre o tecido
danificado e os neurOnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participagdo de
mediadores inflamatdrios. Existem mediadores inflamatorios que apenas sensibilizam os
nociceptores, ¢ mediadores (e estimulos) que desencadeiam a resposta nociceptiva (HARDY
et al., 1950). Mediadores como as citocinas e as quimiocinas pro-inflamatdrias, sdo liberados
pelas células locais ou migram para area inflamada, modulando a intensidade da resposta. O
estimulo inflamatdrio, ou a lesdo tecidual, ird promover a liberagdo de citocinas, que disparam
a liberagdo dos mediadores finais, como prostandides e aminas simpatomiméticas,
responsaveis pela resposta de dor (VERRI JR et al., 2006). Dessa forma, a dor periférica ¢
iniciada pela endotelina, substancia P, histamina e pela bradicinina, sendo ampliada pela agao
das PGs, principalmente a PGE, e a PGI,, através de sua ligagdo a receptores nociceptivos
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(Figura 10). A PGI, estd relacionada com a hiperalgesia imediata e de curta duragao,
enquanto a PGE, se relaciona com a hiperalgesia longa, que pode persistir por até 6 horas
(SPINOSA et al., 2011). O actmulo local de prostaglandinas, tromboxanos e outros
mediadores quimicos como as aminas simpatomiméticas e a substancia P (SP) atuam nos
nociceptores sensitivos primarios (NSP), induzindo a sua sensibilizagdo. Ja a hiperalgesia
inflamatoria ¢ o resultado de modificacdes funcionais nos neurdnios aferentes primarios
nociceptivos por uma ativagdo metabotropica em todo neurdnio sensitivo, ou seja, mudangas
metabolicas nestas células neuronais facilitam a sua ativagao (HARDY et al., 1950).
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Figura 10. Lesdo tissular e liberagdo de mediadores inflamatorios atuantes nos neurdnios
nociceptores aferentes primarios (adaptado de NESTLER et al., 2001).

A sensibilizagdo dos nociceptores sensitivos primarios € transmitida para o corno
dorsal da medula espinhal através da despolarizacdo das fibras levemente mielinizadas,
denominadas A delta (Ad), ou ndo mielinizadas, chamadas fibras C, que sdo a via neuronal
aferente primaria (BESSON, 1999). Ambas as fibras estdo diretamente relacionadas a
inflamacao, sendo capazes de transduzir impulsos provenientes de estimulos quimicos,
térmicos e mecanicos, em impulsos elétricos, que sdo transmitidos ao sistema nervoso central
ap6s a sua sensibilizagdo. Por serem mielinizadas, as fibras Ad permitem uma rapida
transmissdo de estimulos (cerca de 12 a 30 m/s) que perduram por um curto periodo (RANG
et al., 1991; JULIUS; BASBAUM, 2001). Estes estimulos sdo de natureza térmica ou
mecanica de alto limiar, sendo responsdveis pela dor pungente, localizada (DRIESSEN,
2007; FARQUHAR-SMITH, 2007). As fibras C, ndo mielinizadas, transmitem seus impulsos
mais lentamente (cerca de 0,5 a 2 m/s) por um periodo mais longo. S3o consideradas fibras
polimodais, isto €, sdo responsivas tanto a estimulos térmicos e mecanicos de alto limiar
quanto a estimulos quimicos. Estdo associadas com a dor prolongada, difusa, em queimagao
(DRIESSEN, 2007; FARQUHAR-SMITH, 2007).
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Além destas fibras, tem sido dada grande atencdo a um grupo de fibras C
denominadas nociceptores silenciosos, que seriam “acordados” durante o processo
inflamatorio, passando a participar da condug¢do da dor inflamatéria (SCHAIBLE;
SCHMIDT, 1988; McMAHON; KOLTZENBURG, 1990).

Esses sinais periféricos provocam a liberacdo de neurotransmissores de agdo rapida,
como ATP e glutamato, bem como neuropeptideos de agdo lenta, como SP, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), neurotensina e neurocinina. Eles transmitem a
informagdo periférica as fibras aferentes secundarias, que funcionam como transmissores
(DRIESSEN, 2007). A comunicagdo com os neuronios secundarios (ou de segunda origem)
ocorre em regides medulares conhecidas como laminas de Rexed (REXED, 1952; WALL,
1967, DUBNER; BENNETT, 1983; BESSON; CHAOUCH, 1987, WILLIS;
COGGESHALL, 1991). Além disto, dependendo do tipo de neurdnio (Ad ou C) ha uma
localizagdo terminal diferenciada na medula espinhal. A maioria dos neuronios associados a
inflamacao termina nas ldminas mais superficiais (camada I e II — substincia gelatinosa).

Ja em camadas mais profundas, chegam fibras de grosso calibre e envolvidas por
grande quantidade de mielina, conduzindo a informacao a altas velocidades (cerca de 30 a 70
m/s), e sdo especializadas em detectar estimulos de baixa intensidade, sendo importante para
a manuten¢do da integridade do individuo. Estas fibras, conhecidas como fibras AP (Figura
11), também podem detectar estimulos nociceptivos; e a informacdo que chega a essas
camadas ¢ transmitida para os centros superiores de processamento por neurdnios
secundarios conhecidos como neurdnios de ampla faixa dinamica (WDR — wide dynamic
range neurons), os quais sdo capazes de conduzir informacdes geradas por estimulos de
diferentes naturezas (DUBNER et al., 1989; BONICA, 1990; MILLAN, 1999).
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Figura 11. Correlagdo entre calibre das fibras nociceptivas e aferéncia a regido medular
(FAUCI et al., 2001).

Prosseguindo, as fibras secundarias ascendem e estimulam areas como talamo e
cortex sensorial, bem como formacgao reticular, sistema limbico e hipocampo, as quais estdo
relacionadas com experiéncias de memoria, cogni¢do e emogdo, que contribuem para a
percepgao global da experiéncia dolorosa (FARQUHAR-SMITH, 2007).
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2.5.2 Dor incisional

A dor incisional pos-operatéria ¢ uma forma particular de dor aguda. Devido a
diminui¢do da morbidade alcangada com métodos de analgesia pds-operatoria, novos
tratamentos sdo constantemente investigados (KALSO; ROSENBERG, 1995). Existem
inimeras evidéncias de que a dor causada por inflamacdo, injurias a estruturas nervosas €
incisOes ¢ baseada em diferentes mecanismos fisiopatologicos (HONORE et al., 2000;
HUNT; MANTYH, 2001). Isto explica o motivo pelo qual muitas estratégias de tratamento
sdo eficazes apenas contra tipos especificos de dor persistente (HONORE et al., 2000).
Alguns termos muito aplicados na defini¢do de condig¢oes dolorosas incluem: alodinia, que ¢é
a dor provocada por um estimulo normalmente ndo doloroso; hiperalgesia, que ¢ uma
resposta aumentada a um estimulo normalmente doloroso; disestesia, que ¢ uma sensagdo
desagradavel anormal, seja espontanea ou evocada. Logo, a alodinia e a hiperalgesia sdo dois
tipos de disestesia (WOOLF; MANNION, 1999; FARQUHAR-SMITH, 2007). Existe uma
diferenga entre os termos nocicep¢ao e dor. O termo nocicepgao refere-se a manifestagdes
neurofisioldgicas, geradas por estimulos nocivos, e por este motivo seria mais apropriado para
descrever a intensidade de dor avaliada em modelos experimentais em animais. A dor envolve
a percep¢do de um estimulo aversivo e requer a capacidade de abstragdo e elaboracdo do
impulso sensorial, envolvendo para isto componentes emocionais (MELZACK; LOESER,
1999; ALMEIDA et al., 2004).

Em 1999, Woolf ¢ Mannion relataram que a hiperalgesia e a alodinia podem ser
decorrentes de uma sensibilizagdo central, quando ha resposta aumentada dos neurdnios que
conduzem o estimulo doloroso na medula espinhal, bem como de uma sensibilizagdo
periférica, que decorre da diminuicdo do limiar de ativacdo do nociceptor, como na
exposicao a produtos de dano tecidual ou mediadores pro-inflamatérios. Atualmente, o termo
“alodinia” pode ser substituido por “alodinia tatil dinamica” (MERSKEY, 2005), que
corresponde a um sinal clinico mediado por ativacdo periférica de receptores tateis, que
ganham acesso ao processamento nociceptivo central (TREEDE et al., 2004).

A alodinia é uma caracteristica das neuropatias, nas quais ocorrem lesdes neuronais,
fazendo com que estimulos de pouca intensidade e pequena duragdo passem a causar dores
lancinantes ou sensacdes de queimagdo continua, ou ainda ocorréncia de dores espontaneas
intensas sem qualquer estimulo. Portanto, a sensibilizagdo neuronal que ocorre durante a
inflamacdo pode ser traduzida como hipernocicep¢dao inflamatoria, ou simplesmente
hipernocicep¢ao, quando existir sintoma paralelo no homem (FERREIRA et al., 2010).

Os mediadores inflamatorios liberados durante a resposta imune inata podem ser
divididos em dois grupos: os mediadores hiperalgésicos intermedidrios e os mediadores
hiperalgésicos finais. Os primeiros sdo liberados no inicio e durante a inflamagdo, sendo
responsdveis pela liberacdo de outros mediadores intermedidrios. Por outro lado, os
mediadores hiperalgésicos finais interagem com seus receptores especificos nos neurdnios
aferentes primdrios promovendo modificacdes moleculares responsaveis por sua
sensibilizacdo. Dentre eles estdo as prostaglandinas e as aminas simpaticas, que atuam em
receptores presentes na membrana dos neurdnios nociceptivos, € sua ativagdo estimulara vias
de sinalizagdo intracelular levando ao desenvolvimento da sensibilizagdo neuronal
(FERREIRA; NAKAMURA, 1979; TAIWO et al., 1989; ALEY; LEVINE, 1999; ALEY et
al., 2000).

No fenémeno da hiperalgesia inflamatoria, a liberacdo dos mediadores respeita uma
hierarquia temporal de liberacao e de acdo. Por este motivo, ao bloquearmos um passo desta
sequéncia com determinada substincia pode-se inibir o desenvolvimento de determinados
eventos, sinais e sintomas do processo inflamatorio, inclusive a dor (Figura 12) (CUNHA et

25



al., 1992; FERREIRA et al., 1993; WATKINS et al, 1995; SACHS et al, 2002;
LORENZETTI et al., 2002).

ESTIMULO INFLAMATORIO
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Figura 12. Hiperalgesia inflamatoria (adaptado de FERREIRA et al., 2010).

Entre os mediadores intermediarios podemos destacar as citocinas € quimiocinas
como sendo os mediadores mais caracteristicos da dor inflamatoria, sendo de extrema
importancia para o fendmeno. Estes mediadores, que a principio pareciam ser importantes
apenas no recrutamento de leucdcitos (mais especificamente neutrdfilos) para o foco
inflamatoério, foram reconhecidos posteriormente como relevantes na génese da sensiblizacao
nociceptiva. As citocinas mais importantes quando se refere a hipernocicepcao sao: o TNF-a,
a IL-1 e a IL-8 (CUNHA et al., 1992; WATKINS et al., 1995; FERREIRA et al., 1993;
FERREIRA et al., 1988).

ApOs uma incisdo cirargica podem ocorrer dois tipos de hiperalgesia: a primaria e a
secundaria. A hiperalgesia primaria ¢ caracterizada pelo aumento da dor através de estimulos
térmicos € mecanicos na area de incisdo. Por outro lado, a hiperalgesia secundaria ocorre
quando ha aumento da dor somente sob estimulo mecanico na area adjacente ao tecido
incisado (RICHMOND et al., 1993; TVERSKOY et al., 1994).

Modelos clinicos de dor pds-operatéria tém sido estudados extensivamente, e incluem
o modelo de incisdo na regido plantar da pata traseira de ratos (BRENNAN et al., 1996). Este
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modelo demonstra que, duas horas apos a incisdo plantar, h4 um aumento significativo da
nocicepcao dos animais. Posteriormente, os valores encontrados para representar a nocicepcao
pos-operatdria comegam a decair progressivamente a cada dia.

Pogatzki e colaboradores (2002), demonstraram que fibras Ad e C foram
sensibilizadas através de uma incisdo cirurgica, caracterizando o papel da ativagdo de
nociceptores mecanicos na manutencdo da hiperalgesia pos-incisional. Apds procedimentos
cirargicos envolvendo a pele e estruturas mais profundas, ocorre percep¢ao de dor mediante
estimulos como toque e pressdo, os quais usualmente ndo incitam esta resposta do organismo
por serem estimulos in6cuos (RICHMOND et al., 1993; MOINICHE et al., 1997). Estas
respostas exageradas podem ser mensuradas utilizando-se um transdutor de pressdo, como o
von Frey eletronico (MOLLER et al., 1998).

No esquema a seguir (Figuras 13A e 13B) observa-se a mudanga de resposta
neuronal mediante um estimulo in6cuo, antes e apds uma incisdo tecidual (ZAHN et al.,
2002). Uma incisdo cirirgica causa ativagdo e sensibilizacdo de neurdnios periféricos e
centrais. A aplicacdo de um estimulo mecanico inocuo (filamentos de von Frey) na pele
integra (A) ativa exclusivamente mecanorreceptores mielinizados (fibras AfB), produzindo um
pequeno aumento nos potenciais de agdo na dindmica dos neurénios do corno dorsal medular
(em vermelho). Neste caso, os nociceptores nao sao ativados.

Filamento de von Frey —

Figura 13A. Resposta neuronal mediante um estimulo indcuo (ZAHN et al., 2002).

Ap6s a incisdo (B) ocorre um aumento espontaneo na atividade de nociceptores (em
azul), e o mesmo estimulo in6cuo agora ¢ capaz de ativar as fibras nociceptivas aferentes (em
azul). Subsequentemente, este estimulo continuo provoca um aumento da atividade dos
neurdnios do corno dorsal medular (em vermelho).

Filamento de von Frey ¢

Figura 13B. Conversao de um estimulo indcuo para estimulo nociceptivo apds uma incisao
(ZAHN et al., 2002).
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2.5.3 Mecanismos de modulacio da dor

Apesar de haver desde o inicio deste século evidéncias da existéncia de mecanismos
supressores da percepcao da dor, foi com a apresentacdo da “teoria de comporta”, proposta
por Melzack e Wall, em 1965, que os sistemas modulatérios passaram a ser conhecidos.
Segundo esta teoria, a supressdo da dor decorreria da inibigdo pré-sindptica na medula
espinhal resultante da colisdo entre potenciais dos aferentes primarios e os antidromicos
originados na substancia gelatinosa do CPME (substincia cinzenta da medula espinhal). A
auséncia de correspondéncia anatomica, eletrofisioloégica, neuroquimica e de achados
clinicos que sustentassem a “teoria de comporta”, como originalmente idealizada, foram
razdes para que esta nao fosse mais aceita tal como apresentada (CARVALHO et al., 1999).

Atualmente, sabe-se que os sinais dolorosos que chegam ao corno dorsal da medula
ativam interneuronios inibitorios locais, os quais formam sinapses reciprocas com os
neurdnios aferentes primarios e, em certos casos, com os neuronios ascendentes secundarios,
criando uma espécie de feedback inibitorio (Figura 14). Essa modula¢do ¢ conduzida por
diversos mediadores, incluindo neuropeptideos opidides, atuando primariamente em
receptores | € K, neurotransmissores adrenérgicos, atuando em receptores o, serotonina,
GABA (4cido gama-aminobutirico), glicina e estrogénio (DRIESSEN, 2007).

CORTEX|

[conuo POSTERIOI# (P Neurénio
§

O J aferente nogcicentive

‘_ PERIFERIA

A

Figura 14. Sistema de controle descentente na transmissdo dolorosa. SCPA= substancia
cinzenta periaquedutal; NRPG= ntcleo reticular paragigantocelular; NMR= ntcleo magno da
rafe; 5-HT= S5-hidroxitriptamina; LC= locus coeruleus; FPL= funiculo postero-lateral
(adaptado de RANG et al., 2007).

Esses mecanismos agem como reguladores do tipo “portdo”, controlando o fluxo da
informacao nociceptiva até o cérebro. As influéncias inibitérias vém pelos neurdnios nao-
nociceptivos Aa e AP, que sdo mais espessos e fortemente mielinizados, bem como dos
supra-espinhais, os quais inibem uma familia de neur6nios chamados neurdénios T (trigger
cells ou gatilho), responsaveis pela percepcdo da dor. Os mesmos neurénios T podem ser
também estimulados pelas fibras Ao e C, e a percep¢ao ou ndo da dor vai depender de um
balanco entre essas vias inibitorias e excitatorias (WOOLF; MANNION, 1999; CALVINO;
GRILLO, 2006).
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Existem ainda os peptideos opidides, amplamente distribuidos no cérebro, bem como
produzidos por células ndo neuronais, como glandulas endodcrinas e exdcrinas e as do sistema
imune, que sdo potentes moléculas capazes de modular a dor. Os mais conhecidos sdo a j3-
endorfina, a metionina-encefalina, a leu-encefalina, a dinorfina e as endomorfinas, que se
ligam a receptores especificos (FOORD et al., 2005; BIE; PAN, 2007). A ativacdo dos
receptores opidides estd relacionada a trés eventos intracelulares: inibi¢do da enzima
adenilatociclase, com consequente diminui¢do dos niveis de AMPc (AMP ciclico); bloqueio
dos canais de Ca®" voltagem-dependente e aumento do efluxo de K, com consequente
hiperpolarizagdo da membrana. Dessa forma, hd diminuicdo da excitabilidade de
nociceptores periféricos, da propagacao de potenciais de a¢do, da liberacdo de peptideos pro-
inflamatorios e da vasodilatagdo evocada pelo estimulo das fibras C. Todos esses fatores, em
conjunto, resultam em analgesia e a¢do anti-inflamatéria (STEIN et al., 2003).

3 OBJETIVOS

Utilizando metodologias farmacologicas in vivo e in vitro, o presente estudo tem
como objetivos investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato
metanodlico das partes aéreas da Cleome spinosa (EMCS) e dos compostos flavonoides Fio.16
e Fi113 isolados deste extrato, determinando possiveis mecanismos envolvidos com essas
atividades.

Este trabalho tem como justificativa a fundamentacdo de algumas das utilizacdes
populares da Cleome spinosa, através da investigacdo da atividade farmacoldgica de um de
seus extratos (extrato metanodlico) e dois de seus flavonodides. Além disto, a utilizagdo de
produtos naturais tem se tornado uma promissora fonte para a busca de novos compostos que
venham a apresentar, dentre outras caracteristicas, atividades analgésicas e anti-inflamatorias,
podendo vir a diferenciar-se no mercado farmacéutico no que tange a reducdo de custos e de
efeitos adversos.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a realizacao dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, pesando entre 25 e 35g, e ratos (Rattus novergicus) da linhagem Wistar,
pesando entre 250 e 300g, ambos adultos e fornecidos pelo biotério do Departamento de
Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos sob iluminag¢ao controlada em um ciclo claro/escuro de
12/12h e com regime de agua e ragdo ad libitum. Todos os experimentos foram realizados
seguindo normas que envolvem cuidados com animais de laboratorio e normas éticas para seu
uso em experimentos com dor (ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992). Para a
execucdo dos experimentos padronizou-se o periodo minimo de uma hora para adaptaciao dos
animais ao laboratorio. Apos as avaliagcdes experimentais os animais foram submetidos a
eutanasia através da utilizacdo de camara de CO,.

Esta metodologia foi submetida e aprovada pela Comissio de Etica na Pesquisa, sob o
protocolo n°3404/2011/COMEP, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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4.2 Material Botanico

As partes aéreas de Cleome spinosa foram coletadas em Pitangi (RN) e a identificagdo
botanica desta espécie foi realizada pela botanica Maria das Dores Melo. A exsicata de
Cleome spinosa Jacq (No. 00276) foi preparada e depositada no Herbario da Universidade
Potiguar (Rio Grande do Norte) (HUNP).

4.3 Drogas, Reagentes e solventes

Extrato metanolico das partes aéreas da Cleome spinosa (material fornecido pela Prof”.
Dr®. Maria Aparecida Medeiros Maciel, Departamento de Quimica, Universidade Federal do
Rio Grande do Norte), flavondides isolados do extrato metandlico da C. spinosa, de mesma
procedéncia do extrato: Fjo.16 (5,4’-diidroxi-3,7,3,’-trimetoxiflavona) e Fy1.q43 da Cleome
spinosa ((2S)-5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavanona); dexametasona (Decadron®, Aché Lab.
Farm., Sao Paulo, Brasil), dgua destilada, solucdo salina 0,9%, acido acético 1,2%,
indometacina e carragenina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA, morfina (Dimorf® ,
Cristalia, Sao Paulo - Brasil), formaldeido 3,0%, éter, solugdo de PBS, heparina, tween® 80
(Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), solu¢do de Tiirk, pentabidtico veterinario® (Fort
Dodge Sacede Animal Ltda, Sdo Paulo, Brasil), solucio de iodo-povidona 10% tdpico
(Riodeine®, Laboratério Ind. Farm. Rioquimica Ltda, Sdo Paulo, Brasil), cloridrato de
ketamina (Dopalen®, Sespo — Divisio Vetebrands Satide Animal, Sio Paulo, Brasil) e
cloridrato de xilazina (Anasedan®, Sespo — Divisdo Vetebrands Satde Animal, Sdo Paulo,
Brasil).

4.4 Obtencao do Extrato e dos Flavondides (adaptado de LEAL, 2008)

As partes aéreas do material vegetal (2,7kg) foram dessecadas e trituradas, obtendo-se
um p6. O material pulverizado foi submetido a percolagdo em MeOH/H,0O (7:3), obtendo-se o
extrato metandlico (hidroalcodlico) com rendimento de 4,7% (126g).

O extrato metandlico da Cleome spinosa (EMCS) foi cromatografado em coluna
filtrante de silica gel (35-70 Mesh), tendo sido utilizado como eluente misturas de
hexano:acetato de etila:metanol:agua em gradiente de polaridade. Foram obtidas 25 fragdes
(250mL cada) que foram reunidas através de comparagdes por cromatografia em camada
delgada de silica (CCF), obtendo-se 41 fragdes que posteriormente foram reunidas (apds nova
analise de CCF) fornecendo 10 grupos de fragdes designados de CS-EM-1 até¢ CS-EM-10
(Cleome spinosa - Extrato Metandlico - grupo de fragdo correspondente).

Destes 10 grupos, destacam-se dois de importancia para o presente estudo: CS-EM-3 e
CS-EM-4. Ambos foram submetidos a novos fracionamentos cromatograficos (Figura 15),
conduzindo ao isolamento, respectivamente, das substancias CS-EM-3b e CS-EM-4a.
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Figura 15. Fluxograma de obtencao dos grupos de fracdes do EMCS.

A substancia CS-EM-3b teve sua estrutura molecular (C;7H;605) estabelecida com
base nos espectros de RMN (ressonancia magnética nuclear) de 'H ¢ de RMN de "°C. Estes
dados foram compativeis com a estrutura de uma flavanona, recebendo entdo a seguinte
nomenclatura:  (2S)-5-hidroxi-7,4’-dimetoxi-flavanona (Figura 16), sendo também
denominado como Fjy.13 (flavondide 11.13). Seu peso molecular ¢ de 300,10g/moL, e ponto de
fusdo de 363,49°C. O valor do coeficiente de parti¢do lipideo agua para o Fyi-13 € de 1,47. O
rendimento desta substancia em relagdo ao material vegetal total (2,7kg) foi de 0,0005%.

3. OCHj3;

Figura 16. Flavondide 11.13: (2S)-5-hidroxi-7,4"-dimetoxi-flavanona (LEAL, 2008).
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A substancia CS-EM-4a mostrou absor¢des em RMN compativeis com uma flavona,
tendo sua estrutura estabelecida com base nos espectros de RMN de 'H ¢ de RMN de "C.
Desta forma, foi possivel propor a formula molecular C;sH;s0; nomeada de 5,4'-diidroxi-
3,7,3 -trimetoxiflavona (Figura 17), sendo também denominada como --Fyg.16 (flavonoide 1o-
16)- Seu peso molecular ¢ de 346,11g/moL, e ponto de fusdo de 504,47°C. O valor do
coeficiente de particdo lipideo dgua para o Fyg6 € de 2,16. Seu rendimento em relacdo ao
material vegetal total foi de 0,001%.

CH30

Figura 17. Flavonéide 19.16: 5,4'-diidroxi-3,7,3 -trimetoxiflavona (LEAL, 2008).
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4.5 Métodos Farmacologicos
4.5.1 Avaliacao da atividade antinociceptiva
4.5.1.1 Teste da formalina

Grupos de camundongos (n=10) foram tratados pela via oral com o veiculo (dgua;
10mL/kg), com o EMCS (1g/kg), com o Fjg.16 ou F1-13 (ambos na dose de 2mg/kg), ou com
os controles positivos indometacina ou morfina (ambos na dose de 10mg/kg). Uma hora apos
os tratamentos, foi injetado pela via intraplantar (i.pl.) 20uL de solug@o de formalina a 3,0%
v/v (formaldeido 1,2% v/v) no membro posterior direito de todos os animais.

Apoés a injecdo intraplantar de formalina, os animais sdo colocados em caixas de
acrilico espelhadas a fim de facilitar a visualizagdo do comportamento de lamber, morder ou
sacudir a pata (DUBUISSON; DENNIS, 1977), sendo avaliado o tempo de reacdo a dor (em
segundos) nos dois periodos de nocicepcao referentes a dor de origem neurogénica (0-5
minutos) e de origem inflamatoria (15-30 minutos) (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), em segundos, do
tempo de reacdo ao estimulo flogistico.

4.5.1.2 Modelo de dor Incisional - Delineamento experimental

Neste ensaio experimental foram utilizados ratos, os quais foram divididos em trés
grupos de oito animais em média, de maneira randomizada, sendo um grupo utilizado para a
avaliagdo farmacologica (EMCS; 1g/kg), e dois grupos de animais controle tratados com
veiculo (4gua; 10mL/kg), onde apenas um dos grupos controle foi submetido ao
procedimento cirargico incisional.

A cirurgia foi realizada conforme descrito por Brennan e colaboradores (1996). Os
animais foram anestesiados com uma associagdo de quetamina (50mg/kg) e xilazina
(5mg/kg), administrados por via intraperitoneal. Em todos os animais, foi administrada no
pré-operatorio uma dose de 0,5 mL/kg de pentabidtico veterinario, por via intramuscular
seguido de procedimentos de antissepsia, que consistiram na preparagdo da regido plantar do
membro posterior direito, com iodo-povidona 10% (Riodeine”, laboratério Rioquimica).

Apbs o membro ser devidamente isolado em pano de campo estéril, foi feita uma

incisdo de aproximadamente 1 cm através de pele e fascia da musculatura plantar, tendo inicio
0,5 cm da borda do calcanhar e estendendo-se em direcdo aos dedos. Posteriormente, a
musculatura plantar foi divulsionada e elevada de maneira a permitir sua incisao longitudinal
e manter intacta a origem e inser¢do do musculo. O membro foi pressionado delicadamente
para promover hemostasia seguido de sutura da pele com dois pontos de fio cirtrgico de
nylon 5-0 (Figura 18). Apos a cirurgia os animais foram alojados em gaiolas individuais com
serragem nova, sendo aquecidos para melhor recuperacdo da anestesia, a qual ocorria entre
uma e duas horas.
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Figura 18. Procedimento cirargico (
posterior direito de ratos (adaptado de BRENNAN et al., 1996).

—_—

EIX, 2010) na regido plantar do membro

Todos os grupos, independente dos tratamentos empregados e de serem ou ndo
submetidos ao procedimento incisional, foram submetidos aos testes de nocicepgdo em
intervalos idénticos. Tanto para a avaliagdo da alodinia mecanica (von Frey) quanto para
avaliacdao da hiperalgesia térmica (Hargreaves), foram seguidas as seguintes etapas (Figura
19):

1* ETAPA (Nocicep¢ao basal e cirurgia): os animais foram submetidos aos testes de
nocicepcao para obtencao de valores basais de laténcia, em gramas para o método von Frey e
em segundos para o teste de Hargreaves. Posteriormente, os animais foram operados com o
procedimento de incisdo da regido plantar, exceto em um dos grupos de animais controle.
Nos trés dias subseqiientes, foram novamente realizados os testes de nocicepgdo para
determinar a evolucdo da alodinia mecanica e da hiperalgesia térmica nos animais.

2" ETAPA (Tratamentos e avaliacido da hiperalgesia e alodinia): apds o terceiro dia
de avaliagdo (1* etapa), foram feitos os tratamentos através de inica administragdo oral com
o veiculo (agua) ou com o extrato metanélico da Cleome spinosa (EMCS) na dose de 1g/kg.
Apo6s 30 minutos, 1, 3, 6, 9, 12 e 24 horas dos tratamentos, foram efetuados os testes para
avaliar a efetividade analgésica dos mesmos.

3* ETAPA (Avaliacdo da hiperalgesia e alodinia tardia): a avaliagdo nociceptiva

pos-incisao foi realizada nos dias 7, 10 e 14, a fim de observarmos o curso da hiperalgesia e
alodinia até o possivel retorno a valores semelhantes aos basais.
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Figura 19. Delineamento experimental.

Apods a obtengdo das médias das laténcias nos testes de Hargreaves (segundos), e de
von Frey (gramas), os resultados foram expressos, respectivamente, como porcentagem de
inibicdo da hiperalgesia térmica (%IHT) ou porcentagem de inibicdo da hipernocicepcio
mecanica (%IHM), sendo este calculo obtido através da formula:

% IHM ou IHT= Laténcia pos-tratamento (EMCS) — Laténcia pré-tratamento (GIv) x 100

Laténcia basal {(GNIY) — Laténcia pré-tratamento (GIV)

Assim, a laténcia pos-tratamento representa os valores observados no grupo de animais
incisados e submetidos ao tratamento com o EMCS (GEMCS), e a laténcia basal e laténcia
pré-tratamento indicam, respectivamente, os valores médios obtidos no grupo nao-incisado
(GNIV) e no grupo incisado (GIV), ambos tratados com veiculo.

Vale ressaltar que, na avaliacdo de todos os trés grupos de animais, bem como nas
diferentes etapas experimentais foram considerados, em média, as laténcias das avaliagdes de 8
animais para o teste de Hargreaves e de 10 animais para o teste de von Frey.

4.5.1.2.1 Avaliacdo da Hiperalgesia Térmica (Teste de Hargreaves)

O teste de Hargreaves foi descrito em 1988, e consiste no aquecimento, por meio de
uma fonte radiante de luz infravermelha, da regido central da planta da pata traseira de ratos.
O comportamento nociceptivo ¢ avaliado como a sensibilidade ao calor (hipernocicepgao
térmica), determinada pela laténcia em segundos (s) de retirada da pata do raio de luz.

Os animais foram posicionados manualmente e contidos delicadamente sobre o
analgesimetro térmico modelo 7360 V-115 (Ugo-Basile), de forma que a regido plantar do
membro ficasse posicionado sobre a fonte de luz infravermelha. Apds o correto
posicionamento, a luz infravermelha com poténcia previamente estabelecida em 50 watts, foi
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acionada juntamente com o crondmetro eletronico até que o animal retirasse a pata, momento
no qual a fonte de luz e reldégio paravam automaticamente. A fim de evitar danos teciduais,
estabeleceu-se o limite maximo de 20 segundos para exposi¢ao da pata ao raio infravermelho.

Foram realizadas duas ou trés medidas, com um intervalo de tempo de 5 a 10 minutos
entre as mesmas, sendo a média dessas medidas representante da laténcia (em segundos) da
retirada da pata do estimulo, para os diferentes tempos da avaliacao.

4.5.1.2.2 Avalia¢ao da Alodinia Mecanica (Teste de von Frey eletronico)

Durante o final de 1800, von Frey desenvolveu o teste de sensagdo de toque. Seu
enfoque estava centralizado no estudo da fisiologia, sendo que apenas leves limites de toques
foram avaliados. Em seus trabalhos, utilizava fios de cabelo e pélos de cavalo com diametros
e flexibilidade diferentes, para medir diferentes limiares de pressdo e tato (BELL-
KROTOSKI, 1984). O uso de filamentos de von Frey (VON FREY, 1896) é um método para
avaliar a sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico bastante utilizado clinicamente.
Entretanto, tal método passou a ser utilizado também para experimentos laboratoriais, no
sentido de avaliar a influéncia de drogas sobre a sensibilidade nociceptiva em animais.
Primeiramente, esta técnica foi transformada em um método eletronico em humanos
(JENSEN et al., 1986) e posteriormente em ratos (MOLLER et al., 1998).

Foi utilizado um analgesimetro digital modelo EFF 302 (Insight), que consiste em um
transdutor de pressdo conectado a um contador digital de for¢a expressa em gramas (g). O
contato do transdutor de pressdao a pata dos animais ¢ realizado por meio de uma ponteira
descartavel de polipropileno com 0.5 mm de didmetro adaptada a este.

Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho é uma rede de 5 mm®
de vazao (tipo tela) de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura, durante 5 minutos antes do
experimento para adaptacdo ao ambiente. Abaixo destas caixas de experimentacdo, espelhos
foram posicionados a 25cm de distancia para facilitar a visualizagdo da regido plantar dos
animais. Foi aplicada uma pressdo linearmente crescente no centro da planta da pata do
animal, por entre as malhas da rede, até que se observe uma resposta caracterizada como
sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, em
geral até o animal apresentar trés medidas similares com uma clara resposta de “flinch” apos a
retirada da pata (CUNHA et al., 2004). A intensidade de hipernocicep¢ao foi quantificada
através da média de trés valores, expressos em gramas, representando a laténcia de retirada da
pata ao estimulo mecénico, em cada momento de avaliagdo.

4.5.1.3 Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Conforme descrito por Koster e colaboradores (1959), grupos de 8 camundongos
foram tratados pela via oral (p.0.), com o veiculo (4gua), com o Fy¢.16 nas doses de 0,5; 1,0 e
2,0mg/kg, ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg). Apdés 60 minutos dos
tratamentos, foi injetado acido acético diluido em salina (1,2%; 10mL/kg, i.p.) em todos os
animais e as contor¢des abdominais, consideradas como contragdes da parede abdominal
seguida por extensdo de pelo menos uma das patas posteriores (VACHER et al., 1964),
foram contadas por 30 minutos. Para isto, os animais foram colocados individualmente sob
funis de vidro, com um periodo de adaptacdo prévia de 15 minutos. Os resultados foram
expressos como média £ EPM dos nimeros de contor¢des acumuladas durante os 30 minutos
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de avaliagdo, permitindo dessa forma, através de regressao linear a determinacdo da dose
inibitoria 50% (IDs).

4.5.2 Avaliacio da atividade anti-inflamatoria em camundongos
4.5.2.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Objetivando avaliar a exsudagdo plasmatica e a migragdo leucocitaria para a cavidade
pleural apds um estimulo flogistico (LEVY, 1969), e seguindo a metodologia modificada da
descrita por Saleh e colaboradores (1999), grupos experimentais de 10 camundongos
receberam 200uL de uma solucdo de azul de Evans a 2,5% pelo plexo orbital. Apo6s 2 horas,
estes foram tratados pela via oral (p.0.) com o veiculo (4gua), com o extrato metanolico das
partes aéreas da Cleome spinosa (EMCS; 1g/kg), com os flavondides Fyg.16 ou Fj1.13 (ambos
na dose de 2mg/kg), ou com o controle positivo dexametasona (2mg/kg). Apods uma hora dos
tratamentos foi induzida pleurisia através da inje¢do intra-toracica (i.t.) de 100uL de
carragenina preparada a 1% em salina estéril. Para isto, foi utilizada uma canula adaptada,
preparada com uma agulha de insulina (26 G) envolta por uma canula de polietileno, de modo
que somente o bisel da agulha ficasse exposto. Vale ressaltar que a preparagdo da seringa com
a carragenina foi feita imediatamente antes de sua administragdo, a fim de evitar
contaminagdes, bem como evitar a geleificacdo da suspensdo a ser injetada.

Ap0s 4 horas, os animais foram submetidos a eutanasia, sendo realizada a abertura da
cavidade pleural para lavagem com 1000uL de solugdo de PBS heparinizado (20UI/mL),
coletando-se o lavado em tubos Eppendorf’ imersos em gelo. As amostras que foram
contaminadas com sangue foram descartadas. Uma aliquota de 20uL do lavado pleural de
cada animal foi transferida para um Eppendorf® contendo 380puL de liquido de Tiirk,
possibilitando assim a coloracdo dos leucocitos e sua posterior contagem em camara de
Newbauer sob microscopia 6ptica. Os resultados foram expressos como média = EPM do
nimero de leucdcitos totais/mL.

Uma aliquota de 500ul do grupo tratado com EMCS (1g/kg), Fio.16 ou F11.13 (ambos na
dose de 2mg/kg) foi transferida para um tubo de ensaio contendo 500 ul de PBS heparinizado
(20UI/mL), centrifugando-se o tubo a 1.200 rpm, durante 10 minutos, para a separagdo de
células. O sobrenadante foi coletado e colocado em cubetas para realiza¢do das leituras de
absorvancia no espectrofotometro de ELISA, em comprimento de onda 600 nm. Desta forma
foi possivel determinar a concentracdo do azul de Evans presente no lavado, que traduz o
extravasamento protéicolasmatico para a cavidade pleural. Os resultados foram expressos
como média + EPM da concentracdo (mg/mL) do azul de Evans no lavado pleural (COSTA et
al., 2000).

4.5.2.2 Teste do edema de pata induzido por carragenina

Segundo descrito por Passos e colaboradores (2006), grupos de 8 camundongos foram
pré-tratados p.0. com o veiculo (dgua), com os flavondides Fyg.16 ou F11-13 (ambos na dose de
2mg/kg), ou com a indometacina (10mg/kg). Uma hora apds os tratamentos, os animais
receberam uma injecdo intraplantar de 50 pL de carragenina (300 pg/pata) 1% na pata
posterior direita. A pata posterior esquerda (contralateral) foi utilizada como controle,
recebendo uma injecdo contendo o mesmo volume (50uL) de solucdo salina (NaCl 0,9 %).
Ap6s a injegdo de carragenina, o edema foi avaliado com o uso do aparelho pletismémetro
nos intervalos de tempo de 1, 2, 3 e 4 horas, ap6s a injecdo do agente flogistico. A formacao
do edema foi avaliada pela diferenga de volume (A) das patas direita e esquerda.

37



4.5.3 Avaliacao de mecanismos de aciao
4.5.3.1 Dosagem ex vivo de TNF-a

Objetivando investigar o envolvimento da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) no mecanismo de acdo anti-inflamatodria presente no EMCS e nos flavondides Fig-16 € F11-
13, procedeu-se a determinacdo da concentragdo desta citocina em aliquotas (20uL) do lavado
pleural de grupos tratados com o EMCS (1g/kg) e com os flavondides (ambos na dose de
2mg/kg) no teste da pleurisia. Para isto, foi utilizado um kit de imunoensaio enzimatico
(ELISA Kit Mouse TNF-alpha, RayBio®), o qual mensura a concentragio de TNF-a na
amostra através do método de ELISA, semelhante ao estudo de Ramana e colaboradores
(2007).

4.5.3.2 Avaliacio in vitro da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

Para avaliar a atividade das enzimas COX-1 e COX-2, foram utilizados os
flavondides Fig.16 € Fi1-13 (ambos nas doses de 200; 100; 50; 25; 12,5 e 6,75 pg/mL) sem
haver passagem por testes em animais, a fim de verificar seu efeito direto sobre a atividade
destas cicloxigenases. Para isto, foi utilizado um kit de imunoensaio enzimatico (Colometric
COX (ovine) Innhibitor Screening Assay Kit, Cayman Chemical®), que determina através do
método de ELISA o percentual de inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2 frente a utilizagao
de flavonoides isolados da Cleome spinosa, podendo-se determinar de maneira mais
especifica a via da cascata inflamatdria que ¢ potencialmente inibida por estes compostos.

4.5.3.3 Ensaio enzimatico da fosfolipase A,

Para analisar a atividade de inibi¢do dos flavonodides Fyg.16 € F11-13 sobre a atividade
da PLA,, foi utilizado um método modificado do descrito Habermann e Hardt (1972) para a
quantificagdo da agdo de fosfolipase de peconha de cobras e avaliagdo de substancias
inibidoras (GUTIERREZ et al., 1988; FORTES-DIAS et al., 1999). A pegonha de Crotalus
durissus collilineatus foi utilizada como fonte de PLA,. A uma solugdo de agarose (0,6%) em
tampao Tris 0,05M (pH 7,5) foi adicionado 0,96% de suspensdo de gema de ovo (1:3 em
salina) e 0,96% de solucao CaCl, 0,01M, sendo transferido 25mL desta para placas de petri
(10 cm de diametro). Apods solidificagdo do gel, foram perfuradas 10 cavidades equidistantes
com 2mm de didmetro. Misturou-se 100uL de peconha (250ug/mL em solugdo tampao) com
100pL do flavonodide Fyg.16, do Fi1-13 ou veiculo (tampao fosfato), e todos foram incubados a
37°C durante uma hora. Desta mistura, foram tomados 10uL e adicionados em cada pogo.
Para cada concentracdo foram feitas cinco replicatas. As placas foram incubadas a 50°C por
20 horas e, em seguida, os halos produzidos pela atividade da PLA, foram medidos (mm?)
com a utilizagdo de um paquimetro. Os resultados foram expressos como média + erro
padrao da média (EPM) da area dos halos em percentagem relativa ao grupo controle.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Em todos os métodos de avaliacdo farmacologica utilizou-se o programa GraphPad
Prism 5 para realizacao da analise estatistica. Os resultados foram expressos como a média +
o erro padrao da média (EPM). As diferengas estatisticas entre os grupos experimentais
foram detectadas pela analise de varidncia (ANOVA), seguido pelo pos-teste Tukey ou teste t
de student. Admitiu-se diferenca significativa a partir de p<0,05 (SOKAL; ROHLF, 1981).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacao da atividade antinociceptiva do EMCS

6.1.1 Teste da formalina

Foram avaliadas as fases de dor neurogénica (fase 1) e dor inflamatdria (fase 2). Na
fase 1, os grupos pré-tratados com o EMCS (lg/kg; p.0.) e morfina (10mg/kg; s.c.)

apresentaram reducdo do tempo de reatividade, de 60,8% (23,7 £3,3s) ¢ 99,3% (0,4+0,2s)
respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (60,7+ 4,7s) (Tabela 2 e Figura 20).

Tabela 2. Influéncia do pré-tratamento com o EMCS na dose de 1g/kg sobre o tempo de
reatividade (segundos) dos animais na 1?* fase do teste da formalina. *p<0,05 e ***p<0,001

Tratamentos Dose (mg/kg) Reatividade % Inibi¢ao
(segundos)
Veiculo (p.0.) - 60,7 + 4,7 -
EMCS (p.o.) 1000 23,7+3,3 60,8
%
Indometacina (p.0.) 10 47,7+4,8 -
Morfina (s.C.) 10 0,4+0,2 99,3
L
70+ [ Veiculo 10mL/kg
(8}
e 604 - D ENCS 1g/kg p.o.
2 -~ 50 E3 Indometacina 10mg/kg
E -§ 40- Bl Morfina 10mg/kg (s.c.)
9 G?.J, 301 *
8_ &L 20+
£ 101
~ *kk
0_ —

Figura 20. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na 1* Fase do teste da formalina.
As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em grupos experimentais
de 10 animais. *p<0,05 e ***p<0,001

Na fase 2, o pré-tratamento dos animais com o EMCS (1g/kg; p.0.) ou com os controles
positivos indometacina (10mg/kg; p.0.) ou morfina (10mg/kg; s.c.), foi capaz de reduzir o
tempo de reatividade em 81,5% (43,5£23,2s), 43,4% (133,4+6,9s) e 99,7% (0,6+0,4s)
respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (235,7+ 21,5s) (Tabela 3 e Figura 21).
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Tabela 3. Influéncia dos pré-tratamentos (p.0. ou S.C.) sobre o tempo de reatividade
(segundos) dos animais na 2* fase do teste da formalina. **p<0,01 e ***p<0,001

Tratamentos Dose (mg/kg) | Reatividade (segundos) | % Inibi¢do
Veiculo (p.0.) - 235,7+21,47 -
EMCS (p.o.) 1000 43,5+232 81,5
fxk
Indometacina 10 133,4+6,9 43.4
(p.0.) w*
Morfina (s.C.) 10 0,6+0,4 99,7
bR
) 3001 3 Veiculo 10mL/kg
- Y - HD EVCS 1g/kg p.o.
20 EZ Indometacina 10mg/kg
® 3 180- -
02 Bl Morfina 10mg/kg (s.c.)
L5 120
oL
g 604
(¢}
— *kk
O. —

Figura 21. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na 2* Fase do teste da formalina.
As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em grupos experimentais
de 10 animais. **p<0,01 e ***p<0,001

6.1.2 Modelo de dor incisional em ratos

Utilizando-se trés grupos experimentais de ratos, foi avaliado o potencial
antinociceptivo do extrato metandlico das partes aéreas da Cleome spinosa, através dos testes
de von Frey e Hargreaves. Dois grupos controles foram tratados com veiculo, sendo um
submetido ao procedimento cirurgico de incisdo plantar (GIV — grupo incisado veiculo),
permitindo a obtenc¢do de valores para o controle positivo do teste. Outro grupo foi tratado e
ndo submetido a realizagdo da incisdo plantar (GNIV- grupo ndo incisado veiculo),
fornecendo os valores controle negativo ou basal. O terceiro grupo (GEMCS) foi submetido
ao procedimento cirtrgico e recebeu tratamento pela via oral com o EMCS (1g/kg).

6.1.2.1 Avaliacio da hiperalgesia térmica (Teste de Hargreaves)

Na primeira etapa do experimento, ndo foi observada diferenca estatistica entre os
valores basais dos trés grupos experimentais, conforme apresentados na Tabela 4 e Figura 9.
Neste periodo de observagdo, o grupo GNIV apresentou valores de laténcia média de 15,6 +
0,7s, havendo apenas pequenas oscilagdes de valores durante os quatorze dias de avaliagao
experimental. Semelhante ao grupo GNIV, o grupo GIV apresentou valores basais médios de
laténcia de 11,4 + 0,9s, apresentando uma queda progressiva apos o procedimento cirirgico,
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atingindo valores basais minimos de 5,4 + 0,5s, ao terceiro dia. O grupo GEMCS apresentou
valores basais de 13,9 + 1,0s e, assim como o grupo GIV, demonstrou queda acentuada até o
terceiro dia de avaliagdo (4,3 £ 0,3s).

Na segunda etapa do experimento, apds o tratamento (p.0.) com o EMCS na dose de
1g/kg, observou-se um progressivo e significativo aumento na laténcia, em relacdo ao grupo
veiculo incisado (GIV), com percentuais de inibicdo da hiperalgesia térmica (%IHT) de
45,8% (8,7 £ 1,0s), 45,9% (8,7 £ 0,9s), 47,0% (8,9 £ 0,6s), 58,2% (9,9 £ 0,4s) nos tempos de
3, 6,9 e 12h (Tabela 4 e Figura 22).

Na terceira etapa, as leituras do grupo GEMCS realizadas nos dias 7, 10 e 14 apos a
cirurgia ndo demonstraram valores de IHT significativos quando comparados ao grupo GIV,
ndo se observando recuperacao da laténcia até valores basais proximos ao grupo GNIV, assim
como o grupo GIV (Tabela 4 e Figura 22).

Tabela 4. Influéncia do tratamento com o EMCS (1g/kg) sobre a hiperalgesia térmica (médias
+ erro padrdo da laténcia em segundos) induzida pela incisdo na regido plantar, obtida através
do método de Hargreaves, e percentuais de inibi¢do da hiperalgesia térmica (%IHT). *p<0,05
e **p<0,01. n = 8 animais em média.

Hargreaves GRUPOS / LATENCIAS (segundos) o INT
LEITURAS GNIV GEMCS GIV ’
= _ | Basal 15,6 0,7 13,9+ 1,0 11,4+0,9
% £ | 1°Dia 15,6+ 0,9 6,3£0,6 7.8+0,6 )
= 2 | 2°Dia 153+1,2 5,0+0,3 5,5+0,8
A 3° Dia 14,7+ 0,9 43+03 54+05
30 minutos| 14,9 +0,9 45+04 55+0,4 -
< 1 Hora 14,7+ 1,2 5,9+0,5 50+04 -
S S | 3 Horas 14,6 £ 0,7 8,7+ 1,0 58+0,4 | 32,9%
g,g g 6 Horas 14,1 +£0,9 8,7+0,9 62+04 | 31,6%
75! 9 Horas 14,5+0,5 8,9+0,6 5,9+0,7 34,9*
12 Horas 142+1,1 9.9 + 0,4 6,4+0,5 | 44,9%*
24 Horas 153+ 1,1 5,6+0,2 6,1+0,7 -
= _ | 7°Dia 164+1.2 8,6+1,0 7.4+0,7 -
S & | 10° Dia 16,6 = 0,9 9.2 +0,8 8.2+0,3 -
= “ [14° Dia 16,6 1,0 11,612 10,6 £0,7 -
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Figura 22. Influéncia do tratamento com o EMCS (1g/kg, p.0.) sobre a hiperalgesia térmica (médias = erro padrao da laténcia em segundos)
induzida pela incisao na regido plantar, obtida através do método de Hargreaves. Os simbolos (m GNIV, ® GIV e ¥ GEMCS) ¢ barras verticais

representam as médias + erro padrao das variacdes da laténcia em segundos dos grupos experimentais contendo oito animais em média. **p<0,01
e ¥**p<0,001.
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6.1.2.2 Avaliacao da alodinia mecanica (Teste de von Frey eletronico)

Na primeira etapa do experimento, ndo foi observada diferenca estatistica entre
os valores basais dos trés grupos experimentais, conforme apresentados na Tabela 3 e
Figura 32. Neste periodo de observacdo, o grupo GNIV apresentou valores de laténcia
média de 72,5 + 2,3g, havendo apenas pequenas oscilacdes de valores durante os
quatorze dias de avaliacdo experimental. Semelhante ao grupo GNIV, o grupo GIV
apresentou valores basais médios de laténcia de 72,4 + 3,3g, apresentando uma queda
progressiva apds o procedimento cirdrgico, atingindo valores basais minimos de 8,7 +
0,6g ao terceiro dia. O grupo EMCS apresentou valores basais de 70,1 + 3,5g e, assim
como o grupo GIV, demonstrou queda acentuada até o terceiro dia de avalia¢do (9,9 +
1,4g).

Na segunda etapa do experimento, apds o tratamento (P.0.) com o EMCS na
dose de 1g/kg, observou-se um progressivo e significativo aumento na laténcia, em
relacdo ao grupo veiculo incisado (GIV), com percentuais de inibi¢do da alodinia
mecanica (%IAM) de 8,9% (12,9 + 0,8g), 19,5% (19,6 + 2,3g), 25,5% (23,4 £+ 1,4g),
27,4% (24,6 = 1,8g) e 38,4% (31,6 = 1,6g) nos tempos de 1, 3, 9, 12 e 24h,
respectivamente (Tabela 5 e Figura 23).

Na terceira etapa, objetivando-se avaliar a recuperagdo da laténcia até valores
basais proximos ao grupo GNIV, as leituras realizadas nos dias 7, 10 e 14 apos a
cirurgia demonstraram valores de IAM de 42,3% (34,1 £+ 2,2g), 62,6% (47,0 + 3,0g) e
78,3% (56,9 £ 3,9g), respectivamente (Tabela 5). Contudo, o grupo de animais tratados
com o EMCS nio alcangou valores semelhantes ao grupo GNIV, assim como o grupo
GIV (Tabela 5 e Figura 23).

Tabela 5. Influéncia do tratamento com o EMCS (lg/kg) sobre a alodinia
mecanica (médias + erro padrao da laténcia em gramas) induzida pela incisdo na regido
plantar, obtida através do método von Frey e percentuais de inibicdo da alodinia
mecanica (%IAM). ***p<0,001, n = 10 animais em média.

von Frey GRUPOS / LATENCIAS (gramas) % IAM
LEITURAS| GNIV GEMCS GIV 0
= _ [ Basal 72.5+23 701+£3,6 | 72,4+33
g 2 | 1° Dia 73.9+24 17,9+35 | 123+1,9 N
= 2 | 2° Dia 72,4+24 9.9+ 1,4 7,8+0.8
A 3° Dia 72,1+2,7 7,2+0,3 8,7+0,6
30 71,8+2.5 11,6 +1.3 8.1+13
Minutos ’ ’ ’ ’ ’ ’
S . |_1Hora 71,1 +2,1 12,9+0.,8 76+0,8 | 83%%*
g & | 3Horas | 714+2,0 19,6 +2.3 9,1 +£09 |16,8%**
g’ =R | 6Horas | 740+ 16 162+1,1 | 149+0,8 -
9 Horas | 72,7+2,0 234+14 | 112409 | 19,8%%*
12 Horas 69,5+2,2 24,6 +1,8 12,1 +£1,4 | 21,6%**
24 Horas | 73,7+2.8 31,6 1,6 | 13,9+32 |29,6%%*
= _ | 7°Dia 732424 341421 | 19,6+1,5 | 27,0%%*
> §‘ 10° Dia 743 +2.0 47,0+3,0 | 29,6+2,5 | 38,9%%*
%]
= * [14° Dia 72,1+ 1,0 56,9+3,9 | 302+1,7 | 63,7%%*
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Figura 23. Influéncia do tratamento com o EMCS (1g/kg, p.0.) sobre a alodinia mecanica (médias =+ erro padrao da laténcia em gramas) induzida
pela incisdo na regido plantar, obtida através do método de von Frey. Os simbolos (m GNIV, ® GIV e ¥ GEMCS) e barras verticais representam
as médias =+ erro padrao das variagdes da laténcia em gramas dos grupos experimentais contendo dez animais em média. **p<0,01 e ***p<0,001.



6.2 Avaliacio da atividade antinociceptiva dos flavonéides Fio.16 € F11-13
6.2.1 Teste das contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Apbs o pré-tratamento (p.0.) de grupos de camundongos (n=8) com o Fy¢.16 nas
doses de 1,0 e 2,0mg/kg, ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg), observou-
se reducdo dose x efeito do nimero de contor¢des abdominais de 34,1% (42,0 £ 2.7
contorgdes), 46,6% (34,0 £ 3,2 contor¢des) e 62,0% (24,2 + 2,8 contorgdes)
respectivamente, quando comparado com o grupo controle veiculo (63,7 £ 4,6
contor¢des) (Tabela 7 e Figura 24).

Tabela 7. Influéncia do pré-tratamento com o Fjg.16 nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/kg
sobre o numero de contor¢des no teste das contorgdes abdominais induzidas por acido

acético. **p<0,01 e ***p<0,001
Tratamentos | Dose (mg/kg) | Nimero de contorcdes | % Inibicao
(p.0.) (30 minutos)

Veiculo - 63,7+4,6 -
F10-16 0,5 58,7+3.,5 -
Fio0-16 1,0 42,0£2,7 34,1

*%
Fio0-16 2,0 340+3,2 46,6
L
Indometacina 10 242 £2.8 62,0
L

801
3 Veiculo 10mL/kg
60 = F10-16 0,5mg/kg
Kok B Fi0.16 2,0mg/kg

o T Bl Indometacina 10mg/kg

fmans
I.I-I.I.l
o
Farma.
Farma.
Farma.
Farma.
L

Figura 24. Nimero de contor¢gdes no teste das contor¢cdes abdominais induzidas por
acido acético. As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em
grupos experimentais de 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001

Numero de contorcgdes
(30 minutos)
N
<

A obtengdo desta relagdo dose x efeito inibitoria pelo método das contorgdes
abdominais, permitiu, por interpolagdes, o calculo da dose inibitdria 50% (IDs() para o
composto Fyg.16, que foi de 1,47mg/kg (Figura 25).
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Figura 25. Dose inibitéria 50% (IDso) das contor¢des abdominais induzidas por acido
acético (1,2% em salina, 100uL/10g, i.p.) em camundongos previamente tratados (p.0.)
com o Fjoq6 nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0mg/kg. Os simbolos e linhas verticais
representam as médias + o erro padrdo de 8 animais por grupo.

6.2.2 Teste da formalina

De maneira semelhante ao ensaio anterior com o EMCS (1g/kg), foram avaliadas
as fases neurogénica ¢ inflamatoria da dor. Na fase 1 ndo foi observado diferenga
estatisticamente significativa quando grupos de animais (n=10) foram pré-tratados com
os flavonoides Fyg.16 (58,6 = 8,3s) ou Fy1.43 (52,0 + 6,5s), quando comparados ao grupo
veiculo (60,7+ 4,7s) (Figura 26).

o 70- [ Veiculo 10mL/kg
g e (A4 L B Fioas 2 mulkg o
E w504 [0 Fi1132mg/ky
83 40 E= Indometacina 10mg/kg
= 5 Bl Morfina 10mg/kg (s.c.)
O > 304
T o
22 204
g 104
= Fokk
0- ——

Figura 26. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na 1* Fase do teste da
formalina. As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em
grupos experimentais de 10 animais. ***p<0,001
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Na fase 2, o pré-tratamento dos animais com o Fyo.q6 (2mg/kg; p.0.), Fiia3
(2mg/kg; p.0.), ou com os controles positivos indometacina (10mg/kg; p.0.) ou morfina
(10mg/kg; s.c.), foi capaz de reduzir o tempo de reatividade em 51,4% (114,5£13,2s),
38,7% (144,5+12,2s), 43,4% (133,4+6,9s) e 99,7% (0,6+0,4s) respectivamente, quando
comparados ao grupo veiculo (235,7+ 21,5s) (Tabela 8 e Figura 27).

Tabela 8. Influéncia do pré-tratamento com os flavonodides Fig.16 € F11-13 sobre o tempo
de reatividade (segundos) dos animais na 2* fase do teste da formalina. **p<0,01 e
**%p<0,001

Tratamentos | Dose (mg/kg) | Reatividade (segundos) | % Inibicdo
Veiculo (p.o0.) - 235,7+21,47 -
Fi0-16 (pO) 2 114,5+ 13,2 51,4
*kd
Fi1-13 (p.0.) 2 1445+ 12,2 38,7
%%
Indometacina 10 133,4+ 6,9 43,4
(p.0.) ok
Mortina (s.C.) 10 0,6 £04 99,7
L
) 3009 3 Veiculo 10mL/kg
e}
g 240 T B Fio-16 2 mg/kg p.o.
= D Fi1132mg/kg
S § 180 ” B3 Indometacina 10mg/kg
e ag), 120- i Bl Morfina 10mg/kg (s.c.)
oL
g 60+
()
|_ *k%k
0= —

Figura 27. Tempo de reatividade (segundos) dos animais na 2* Fase do teste da
formalina. As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo em
grupos experimentais de 10 animais. **p<0,01 e ***p<0,001

6.3 Avaliacio da atividade anti-inflamatoéria do EMCS
6.3.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Apos o pré-tratamento (p.0.) de grupos de camundongos (n=8) com o EMCS
(1g/kg) ou com o controle positivo dexametasona (2mg/kg), observou-se inibi¢do da
migragdo leucocitaria para a cavidade pleural de 37,1% (4,1£0,3 x 10° leucocitos/mL) e
54,6% (2,9£0,2 x 10° leucocitos/mL) respectivamente, quando comparado ao grupo
veiculo (6,6 + 0,3 x 10°leucécitos/mL) (Tabela 9 e Figura 28).
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Tabela 9. Influéncia do pré-tratamento com o EMCS na dose de lg/kg sobre a
contagem total de leucocitos no teste da pleurisia induzida por carragenina. ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | Leucdcitos (x 106/mL) % Inibiciao
Veiculo - 6,5+0,3 -
EMCS 1000 4,1+0,3 37,1
L
Dexametasona 2 29+0,2 54,6
L
8_

N° de leucécitos x 10 &/mL
I
[

0-

[ Veiculo 10mL/kg
Il EMCS 1g/kg
Bl Dexametasona 2mg/kg

}p.o.

Figura 28. Avaliacdo da migragdo leucocitaria através da contagem total de leucdcitos
no teste da pleurisia induzida por carragenina. As colunas e barras verticais representam
as médias + o erro padrdo em grupos experimentais de 8 animais. ***p<0,001

Além disto, a observacdo dos valores de absorvancia, utilizando-se a curva do
azul de Evans, evidenciou que o pré-tratamento (p.0.) do mesmo grupo de animais (n=8)
supracitado, com o EMCS (1g/kg) ou com o controle positivo dexametasona (2mg/kg),
garantiu a reducao do extravasamento plasmatico para a cavidade pleural de 32,1% (3,9
+ 0,5mg/mL) e 49,3% (2,8 + 0,3mg/mL) respectivamente, quando comparado ao grupo
veiculo (5,6 = 0,3mg/mL) (Tabela 10 e Figura 29).

Tabela 10. Influéncia do pré-tratamento com o EMCS na dose de lg/kg sobre a
concentragdo protéica plasmdtica no teste da pleurisia induzida por carragenina.

*p<0,05 e ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | Concentracio(mg/mL) | % Inibicio
Veiculo - 5,6 +0,3 -
EMCS 1000 3,9+0,5 32,1
%
Dexametasona 2 2,8+0,3 49,3
%k
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@ EMCS 1g/kg
Bl Dexametasona 2mg/kg
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T

Figura 29. Avalia¢dao da exsudagdo protéica através da determinagdo da concentragdo
plasmatica de azul de Evans no teste da pleurisia induzida por carragenina. As colunas e
barras verticais representam as médias = o erro padrdo em grupos experimentais de 8
animais. *p<0,05 e ***p<0,001

6.4 Avaliacao de mecanismos de acao do EMCS
6.4.1 Dosagem ex vivo de TNF-a

Utilizando uma aliquota (20ul) do lavado pleural obtido do grupo tratado com o
EMCS (1g/kg) no teste da pleurisia induzida por carragenina observou-se, através do kit
de imunoensaio enzimatico (ELISA Kit Mouse TNF-alpha, RayBio"), uma diminui¢io
na concentracdo de TNF-a de 29,4% (0,16 = 0,01pg/mL) quando comparado ao grupo
veiculo (0,22 + 0,02pg/mL) (Tabela 11 e Figura 30).

Tabela 11. Influéncia do pré-tratamento com o EMCS (1g/kg) sobre a concentracdo da
citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) através do método de ELISA. *p<0,05

Tratamentos | Dose (mg/kg) | Concentracio TNF-a | % Inibicao
(p.0) (pg/mL)
Veiculo - 8,6+0,2 -
EMCS 1000 5,0+ 0,06 29,8
%
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Figura 30. Concentragdo da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no lavado
pleural do grupo de animais pré-tratados com o EMCS (1g/kg). As colunas e barras

verticais representam as médias + o erro padrao em grupos experimentais de 8 animais.
*p<0,05

6.5 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria dos flavonoides Fyg.16 € Fi1.13

6.5.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Apbs o pré-tratamento (p.0.) de grupos de camundongos (n=10) com o Fyg.16
(2mg/kg), Fiiaz (2mg/kg) ou com o controle positivo dexametasona (2mg/kg),
demonstraram inibi¢do da migragdo leucocitaria de 42,7% (2,5+0,2 x 10° leucocitos/mL),
39,0% (2,740,3 x 10° leucécitos/mL) e 60,8% (1,7+0,1 x 10° leucécitos/mL),
respectivamente, quando comparado com o grupo veiculo (4,4+0,3 x 10° leucdcitos/mL)
(Tabela 12 e Figura 31).

Tabela 12. Influéncia do pré-tratamento com os flavonoides Fig.16 € Fi1-13 (ambos

2mg/kg) sobre a contagem total de leucocitos no teste da pleurisia induzida por
carragenina. ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | Leucdcitos (x 106/mL) % Inibiciao

Veiculo - 44 +0,28 -

F1o-16 2 2,5+£0,2 42,7

ek

Fii13 2 2,7+0,3 39,0
%k

Dexametasona 2 1,7+ 0,1 60,8
%%
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Figura 31. Avaliacdo da migra¢do leucocitaria através da contagem total de leucdcitos
no teste da pleurisia induzida por carragenina. As colunas e barras verticais representam
as médias + o erro padrdo em grupos experimentais de 10 animais. ***p<0,001

6.5.2 Teste do edema de pata induzido por carragenina

Foi realizada uma avaliagdo temporal da formagdo do edema induzido pela
carragenina quando injetada por via intraplantar. O volume (uL) de solugdo salina
deslocado pela pata no pletismdometro traduziu-se em quantidade de edema formado,
através da diferenca de volume (A) das patas direita e esquerda.

Na 1% hora apds os tratamentos, observou-se que os grupos pré-tratados (p.0.)
com Fig.16, F11-13 ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg), apresentaram
reducdo da formagdo do edema de 39,4% (85,7 = 11,3uL), 32,8% (95,0 = 7,6uL) e
27,9% (102,0 + 11,6uL) respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (141,4 +
8,1uL) (Tabela 13 e Figura 32).

Tabela 13. Influéncia do pré-tratamento com Fyg.16 € F11.13 (ambos na dose de 2mg/kg) e
Indometacina (10mg/kg) sobre a formacdo do edema de pata induzido por carragenina,
na 1* hora de avaliagdo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | A (volume pata direita - | % Inibicao
pata esquerda) em pL
Veiculo - 141,4 + 8,1 -
F1o-16 2 85,7+ 11,3 39,4
LS
Fi113 2 95,0+ 7,6 32,8
*%
Indometacina 10 102,0+ 11,6 27,9
*
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Figura 32. Avaliacdo da formacdo do edema na 1* hora de avaliacdo do teste do edema
de pata induzido por carragenina. As colunas e barras verticais representam as médias +
o erro padrdo em grupos experimentais de 8 animais. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Na 2% hora de avaliagdo, observou-se que os grupos pré-tratados (p.0.) com Fyg.16,
Fi1.13 ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg), apresentaram redugdo da
formacdo do edema de 47,1% (71,4 = 6,3uL), 43,7% (76,0 = 4,0uL) e 50,0% (67,5 +
10,3uL) respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (135,0 + 3,4uL) (Tabela
14 e Figura 33).

Tabela 14. Influéncia do pré-tratamento com Fyg.16, F11.1 (ambos na dose de 2mg/kg) e
Indometacina (10mg/kg) sobre a formacdo do edema de pata induzido por carragenina,
na 2% hora de avaliagao. ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | A (volume pata direita - | % Inibicao
pata esquerda) em pL
Veiculo - 135,0+ 3,4 -

Fio0-16 2 71,4+6,3 47,1

*kk

Fi113 2 76,0 £4,0 43,7

L3S

Indometacina 10 67,5+10,3 50,0
L3S
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Figura 33. Avaliacdo da formagdo do edema na 2* hora de avaliagdo do teste do
edema de pata induzido por carragenina. As colunas e barras verticais representam as
médias + o erro padrdo em grupos experimentais de 8 animais. ***p<0,001

Na 3* hora apos os tratamentos, observou-se que os grupos pré-tratados (p.0.)
com Fyg.16, F11213 ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg), apresentaram
reducdo da formag¢do do edema de 38,8% (74,3 + 4,3uL), 36,1% (77,5 = 2,5uL) e 44,2%
(67,5 £ 7,5uL) respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (118,6 + 4,6uL)

(Tabela 15 e Figura 34).

Tabela 15. Influéncia do pré-tratamento com Fyg.16, F11-13 (ambos na dose de 2mg/kg) e
Indometacina (10mg/kg) sobre a formacdo do edema de pata induzido por carragenina,
na 3% hora de avaliagdo. **p<0,01 e ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | A (volume pata direita - | % Inibicao
pata esquerda) em pL
Veiculo - 121,3+4,0 -
F1o-16 2 74,3 +£4,3 38,8
LS
Fi113 2 77,5 +2,5 36,1
*%
Indometacina 10 67,5+7,5 44,2
LS
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Figura 34. Avaliacdo da formagdo do edema na 3* hora de avaliagdo do teste do
edema de pata induzido por carragenina. As colunas e barras verticais representam as
médias + o erro padrdo em grupos experimentais de 8 animais. **p<0,01 e ***p<0,001

Na 4% hora apds os tratamentos, observou-se que os grupos pré-tratados (p.0.)
com Fig.16, F11-13 ou com o controle positivo indometacina (10mg/kg), apresentaram
reducdo da formagdo do edema de 32,5% (80,0 + 2,7uL), 34,2% (78,0 = 5,8uL) e 55,7%
(52,5 £ 6,3uL) respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo (118,6 + 4,6uL)
(Tabela 16 e Figura 35).

Tabela 16. Influéncia do pré-tratamento com Fjoq6, Fi11.13 (ambos 2mg/kg) e
Indometacina (10mg/kg) sobre a formacdo do edema de pata induzido por carragenina,
na 4* hora de avaliagao. ***p<0,001

Tratamentos (p.0.) | Dose (mg/kg) | A (volume pata direita - | % Inibicao
pata esquerda) em pL
Veiculo - 118,6 +4,6 -

F1o0-16 2 80,0 £2,7 32,5

*kk

Fi113 2 78,0 £ 5,8 34,2

*kk

Indometacina 10 52,5+6,3 55,7
L
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Figura 35. Avaliacdo da formacdo do edema na 4" hora de avaliacdo do teste do edema
de pata induzido por carragenina. As colunas e barras verticais representam as médias +
o erro padrdo em grupos experimentais de 8 animais. ***p<0,001

6.6 Avaliacao de mecanismos de acao dos flavonéides Fy_16 e Fq1.13

6.6.1 Dosagem ex vivo de TNF-a

Foi verificada a atividade dos flavonoides Fyg.16 € F11-13 sobre a formagao do
TNF-a, utilizando-se o mesmo kit de ELISA e uma aliquota (20ul) do lavado pleural
obtido do grupo tratado com estes flavonoides (2mg/kg) no teste da pleurisia induzida
por carragenina. Observou-se que os grupos de animais pré-tratados com o Fyg.16 € com
0 Fi1a3 apresentaram uma diminui¢do na concentracdo de TNF-a de 8,5% (0,21 +
0,006pg/mL) e 11,5% (0,19 + 0,004pg/mL) respectivamente, quando comparado ao
grupo veiculo (0,22 + 0,004pg/mL) (Tabela 17 e Figura 36).

Tabela 17. Influéncia do pré-tratamento com o os flavonodides Fyg.16 € F11.13 (ambos na
dose de 2mg/kg) sobre a concentracdo da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a) através do método de ELISA. *p<0,05 e **p<0,01

Tratamentos | Dose (mg/kg) | Concentracio TNF-a | % Inibicao
(p.0.) (pg/mL)
Veiculo - 0,22 £ 0,004 -
F1o0-16 2 0,21 + 0,006 8,5
%
Fi113 2 0,19 £ 0,004 11,5
%%
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Figura 36. Concentragdo da citocina fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no lavado
pleural do grupo de animais pré-tratados com os flavonodides Fyg.16 € F11.13 (ambos na
dose de 2mg/kg). As colunas e barras verticais representam as médias + o erro padrdo
em grupos experimentais de 8 animais. *p<0,05 e **p<0,01

6.6.2 Avaliacio in vitro da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

A determinac¢do da atividade das enzimas COX-1 e COX-2 foi realizada através
do método de ELISA utilizando-se um kit de imunoensaio enzimatico (Colometric COX
(ovine) Innhibitor Screening Assay Kit, Cayman Chemical®).

Os pogos inoculados com as amostras do flavonoide Fyg.16 nas concentracdes de
12,5; 25; 50; 100 e 200pg/mL apresentaram percentuais de inibi¢ao, de maneira dose
dependente, da atividade da COX-1 de: 7,0% (0,165nm), 9,0% (0,161nm), 16,5%
(0,147nm), 28,4% (0,126nm) e 52,0% (0,186nm) respectivamente, em relacdo ao grupo
controle (100% de atividade da COX-1) (Tabela 18, Figura 37).

Tabela 18. Influéncia dos flavonodides Fig.16 € F11.13 sobre a atividade da enzima COX-
1, através do método de ELISA.

Concentracio (ng/mL) Absorvancia média % de Inibicao da atividade
de COX-1
F10-16 Fi1a3 F1o0-16 Fi13 F10.16 Fi13
0 0 0,176 0,142 0 0
12,5 6,75 0,165 0,104 7,0 26,5
25,0 12,5 0,161 0,970 9,0 31,7
50,0 25,0 0,147 0,840 16,5 40,8
100,0 100,0 0,126 0,770 28,4 45,8
200,0 200,0 0,086 0,670 52,0 52,8
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A obtenc¢do desta relagcdo dose x efeito inibitoria pela avaliacdo da porcentagem
de inibicdo da atividade da enzima COX-1 permitiu, por interpolagdes, o calculo da
concentragdo inibitéria 50% (ICsp) para o composto Fig.16, que foi de 191,1pg/mL
(Figura 37).

% de inibicao
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Figura 37. Percentuais de inibicdo da atividade da enzima COX-1, de maneira dose
dependente, pelo flavonoide Fyg.16 nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200pug/mL
(log concentragao de: 1,1; 1,4; 1,7; 2,0 e 2,31ug/mL respectivamente) evidenciando-se a
ICso (191,1 ug/mL).

De maneira semelhante, o flavonoide Fy;.13 nas concentragdes de 6,75; 12,5; 25
e 200ug/mL apresentou percentuais de inibicdo da atividade da enzima COX-1 de:
26,5% (0,104nm), 31,7% (0,970nm), 40,8% (0,840nm), 45,8% (0,770nm) e 52,8%
(0,670nm) respectivamente, em relacdo ao grupo controle (100% de atividade da COX-
1) (Tabela 18, Figura 38).

A obtengdo desta relagdo dose x efeito inibitdria pela avaliacdo da porcentagem
de inibicdo da atividade da enzima COX-1 permitiu, por interpolacdes, o célculo da
concentragdo inibitoria 50% (ICsp) para o composto Fii.q3, que foi de 145,4pg/mL
(Figura 38).
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Figura 38. Percentuais de inibicdo da atividade da enzima COX-1, de maneira dose
dependente, pelo flavonoide Fji13 nas concentragdes de 6,75; 12,5; 25; 50; 100 e
200pg/mL (log concentragao de: 0,8; 1,1; 1,4; 2,0 e 2,3ug/mL respectivamente),
evidenciando-se a ICsg (145,4pg/mL).

Quanto a determinacao da atividade da enzima COX-2, o flavonoide Fyg.16 nas
concentracdoes de 25; 50; 100 e 200ug/mL apresentou percentuais de inibicao da
atividade da COX-2 de: 1,6% (0,252nm), 44,9% (0,141nm), 71,5% (0,073nm) e 74,6%
(0,065nm) respectivamente, em relacdo ao grupo controle (100% de atividade da COX-
2) (Tabela 19, Figura 39).

Tabela 19. Influéncia dos flavonodides Fig.16 ¢ F11-13 sobre a atividade da enzima COX-2,

através do método de ELISA.

Concentracio (ng/mL)

Absorvancia média

% de Inibicao da atividade

de COX-2
F10-16 Fi13 F1o0-16 Fi13 F10.16 Fi1a3
0 0 0,256 0,295 0 0
25,0 25,0 0,252 0,258 1,6 12,6
50,0 50,0 0,141 0,248 44,9 15,9
100,0 100,0 0,073 0,235 71,5 20,3
200,0 200,0 0,065 0,198 74,6 329

A obtencdo desta relagdo dose x efeito inibitoria pela avaliacdo da porcentagem
de inibi¢do da atividade da enzima COX-2 permitiu, por interpolagdes, o célculo da
concentragdo inibitoria 50% (ICsp) para o composto Fip.16, que foi de 56,1pug/mL

(Figura 39).
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Figura 39. Percentuais de inibicdo da atividade da enzima COX-2, de maneira dose
dependente, pelo flavondide Fig.16 nas concentragdes de 25; 50; 100 e 200pg/mL (log
concentragdo de: 1,4; 1,7; 2,0 e 2,3ug/mL respectivamente), evidenciando-se a ICs
(56,1 pg/mL).

De maneira semelhante, o flavondide Fyy.13 nas concentragdes de 25; 50; 100 e
200ug/mL apresentou percentuais de inibicdo da atividade da enzima COX-2 de:
12,6% (0,295nm), 15,9% (0,248nm), 20,3% (0,235nm) e 32,9% (0,198nm)
respectivamente, em relagdo ao grupo controle (100% de atividade da COX-2) (Tabela
20, Figura 40).

A obtengdo desta relacdo dose x efeito inibitéria pela avaliagdo da porcentagem
de inibi¢do da atividade da enzima COX-2 permitiu, por interpolagdes, o céalculo da
concentragdo inibitéria 50% (ICsp) para o composto Fii3, que foi de 351,6pg/mL
(Figura 40).
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Figura 40. Percentuais de inibi¢do da atividade da enzima COX-2, de maneira dose
dependente, pelo flavonodide Fqg.16 nas concentragdes de 25; 50; 100 e 200ug/mL (log
concentragdo de: 1,4; 1,7; 2,0 e 2,3ug/mL respectivamente), evidenciando-se a ICs
(351,6pg/mL).
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De acordo com os resultados obtidos para a COX-1 e COX-2, foi possivel
determinar a relagdo de preferéncia de atividade dos flavonoides Fig-16 € F11-13 sobre
estas enzimas. Assim, o Fyg.1¢ apresentou uma relagdo COX-1/COX-2 no valor de 3.4,
mostrando possuir uma maior preferéncia por inibir a COX-2. J& o Fjy-13 apresentou
uma relagdo COX-2/COX-1 no valor de 2,4, mostrando possuir uma maior preferéncia
por inibir a COX-1.

6.6.3 Ensaio enzimatico da fosfolipase A,

A 1inibicdo da atividade da PLA; pela a¢cdo dos flavonoides Fig.16 € Fi1-13 foi
avaliada através da mensuracdo dos halos formados ao redor de cada perfuragdo na
placa de Petri, com posterior calculo da 4rea destes halos (mm?).

O F10-16, nas concentragdes de 0,1; 0,3 e 1,0mg/mL, foi capaz de reduzir a area
do halo em 10,04% (292,6 + 11,7mm?), 10,05% (294,7 + 6,8mm?) e 16,7% (272,8 +
8,4mm?) respectivamente em relagdo ao grupo veiculo (327,6 + 3,6mm?) (Tabela 20,
Figura 41).

Tabela 20. Influéncia do flavonoide Fyg.16 nas doses de 0,1; 0,3 ¢ 1,0mg/mL sobre a
atividade da enzima PLA,, através da hidrolise de fosfolipidio em placas de agarose.

Inoculacoes Concentracao Area do halo (mm?) % Inibicao
(mg/mL)
Veiculo - 327,6 £3,6 -
F1o-16 0,1 292,6 + 11,7 10,04
%
F1o-16 0,3 294,7 £ 6,8 10,05
%
F1o0-16 1,0 272,8 + 8,4 16,7
%%
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Figura 41. Inibicdo da atividade da enzima PLA,, de maneira dose dependente, pelo

flavondide Fi9.16 nas concentragdes de 0,1; 0,3 e Img/mL através do método da
hidrolise de fosfolipidio em placas de agarose. *p<0,05 e ***p<0,001
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A obtenc¢do desta relagcdo dose x efeito inibitoria pela avaliacdo da porcentagem
de inibicdo da atividade da enzima PLA, permitiu, por interpolagdes, o calculo da
concentragdo inibitoria 50% (ICsp) para o composto Fyp.16, que foi de 8,5mg/mL

(Figura 42).
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Figura 42. Percentuais de inibicdo da atividade da enzima PLA,, de maneira dose
dependente, pelo flavondide Fq9.16 nas concentragdes de 0,3; 0,1 e 1,0mg/mL.

O Fi1.13, nas concentragdes de 0,5 e 1,0mg/mL, foi capaz de reduzir a area do
halo em 22,9% (95,7 + 3,4mm2) e 34,6% (80,9 = 9,1mm2) respectivamente em relagao
ao grupo veiculo (124,2 + 7,3mm?”) (Tabela 21, Figura 43).

Tabela 21. Influéncia do flavondide Fij.43 nas doses de 0,5 e 1,0mg/mL sobre a
atividade da enzima PLA,, através da hidrolise de fosfolipidio em placas de agarose.

Inoculacgoes Concentracio Area do halo (mm®) % Inibicao
(mg/mL)
Veiculo - 1242 +73 -
Fi113 0,5 95,7+3,4 22,9
*
Fii13 1,0 80,9 £9,1 34,6
*%
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Figura 43. Inibicdo da atividade da enzima PLA,, de maneira dose dependente, pelo
flavonodide Fy.13 nas concentragdes de 0,5 e 1,0mg/mL.

A obtenc¢do desta relagdo dose x efeito inibitoria pela avaliacdo da porcentagem
de inibicdo da atividade da enzima PLA, permitiu, por interpolagdes, o calculo da

concentragdo inibitoéria 50% (ICsp) para o composto Fii.q3, que foi de 1,52mg/mL
(Figura 44).
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Figura 44. Percentuais de inibicdo da atividade da enzima PLA,, de maneira dose
dependente, pelo flavondide Fq1-13 nas concentragdes de 0,5 e 1,0mg/mL.
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7 DISCUSSAO

O Brasil possui cerca de 22% das plantas superiores existentes no planeta
(ELIZABETSKY; COSTA-CAMPOS, 1996) e cerca de 20% da nossa populagdo
consome 63% dos medicamentos disponiveis, com o restante encontrando nos produtos
de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recurso
terapéutico (DI STASI, 1995). Numa visao mundial, 70 a 80% da populagao dos paises
em desenvolvimento dependem parcial ou totalmente de medicamentos a base de
plantas (WIJESEKERA, 1991). Existe um crescente interesse pela fitomedicina, devido
a busca de novas alternativas terapéuticas para o tratamento de inimeras doencas, cujas
abordagens tradicionais geralmente apresentam uma série de efeitos colaterais e muitas
vezes aliviam apenas parcialmente os sintomas sem tratar a doenca (ALICE et al.,
1995).

Na 4rea farmacéutica, as plantas e os extratos vegetais foram e continuam sendo
de grande relevancia, tendo em vista a utilizagdo das substancias ativas como protdtipos
para o desenvolvimento de firmacos e como fonte de matérias-primas farmacéuticas,
tanto para a obten¢do de fitofarmacos (substancias ativas isoladas), bem como de
adjuvantes (produtos utilizados na formulacdo de medicamentos) ou, ainda, de
medicamentos elaborados exclusivamente a base de extratos vegetais: os fitoterapicos
(SCHENKEL et al., 2001).

Geralmente, a escolha de uma planta medicinal ¢ feita através de uma
abordagem etnofarmacolédgica. Neste sentido, deve-se obter o0 maximo de informagdes
sobre estudos pregressos da planta em questdo, uma vez que muitas plantas medicinais
sdo investigadas apenas parcialmente, validando, portanto, o interesse em novas
investigagoes cientificas (MACIEL et al., 2002b).

Entre as varias espécies utilizadas pela populacdo estdo as plantas do género
Cleome, que consta de 150 espécies formadas por plantas herbaceas, arbustivas e
arboreas, sendo 28 destas nativas e amplamente distribuidas, preferencialmente em
areas abertas, dentre essas esta a Cleome spinosa Jacq., popularmente conhecida como
mussambé. As folhas e raizes de C. spinosa apresentam inumeras utilizacdes na
terapéutica tradicional, com algumas voltadas para doencas inflamatorias (COLLINS et
al., 2004).

Em estudos anteriores (LEAL, 2008), a C. spinosa havia passado apenas por
investigacoes fitoquimicas, ¢ no presente estudo foi realizado uma abordagem
farmacoldgica como forma de interligacdo entre a etnobotinica, quimica e
farmacologia, direcionando para a busca de resultados que pudessem justificar o uso
desta planta como medicinal, bem como a identificagdo de principios ativos.

A partir do material vegetal coletado das partes aéreas desta planta, foi feita a
extragdo via percolacdo em metanol e 4gua, que ¢ um processo de extragdo por solvente
preferencialmente utilizado, pois tem apresentado menor risco de reagdes quimicas, na
formagao de artefatos decorrentes da a¢do combinada entre solventes e temperaturas
elevadas (MACIEL et al., 2002b), obtendo-se o extrato metandlico da C. spinosa
(EMCS).

Na busca de compostos ativos e considerando que as plantas e seus extratos
podem conter inimeros constituintes, podendo apresentar muitas vezes efeitos
sinérgicos (MACIEL et al., 2002b). A partir do EMCS e através de processos como a
cromatografia em coluna filtrante de silica gel e a cromatografia em camada delgada de
silica, foram isolados dois flavonoides: o Fg.16 € 0 F11-13.

A obtencao e a identificacdo desses compostos flavonodides tornou a investigacao
farmacologica muito promissora, pois esse grupo de substancias tem recebido muita
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atencdo nos ultimos anos devido aos varios efeitos bioldgicos observados, com
possiveis indicacdes terap€uticas. Dentre as classes de flavondides mais amplamente
distribuidos na natureza encontram-se as flavanonas, flavonas e flavonois (MACIEL,
1997) (Figura 45) e no caso, o composto Fyg.16 pertence a classe das flavonas e o Fi1.13
a classe das flavanonas.

FLAVANONA FLAVONA FLAVONOL

Figura 45. Flavonoides mais amplamente distribuidos na natureza.

Considerando que popularmente, alteracdes de origem inflamatoria tem sido
descritas como alvo para o uso terapéutico da C. spinosa, o presente estudo investigou
as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato metanodlico desta espécie
vegetal e seus flavondides, uma vez que, na maioria das situacdes, 0s mecanismos que
envolvem a nocicepcdo podem estar relacionados com o processo inflamatorio
(LEVINE; REICHLING, 1999).

Para avaliar a possivel atividade antinociceptiva do EMCS e de seus flavondides
(F10-16 © F11-13), foi realizado o teste da formalina em camundongos, um modelo de
nocicepcao valido e confidvel, sensivel a varias classes de drogas com propriedades
analgésicas. O estimulo ndxico consiste na inje¢ao intraplantar de formalina tendo como
resposta a reatividade de morder, sacudir ou lamber a pata injetada (DUBUISSON;
DENNIS, 1977) sendo avaliados, em segundos, dois periodos distintos de nocicepgao:
uma fase inicial (dor neurogénica), que corresponde aos primeiros 5 minutos de
reatividade imediatamente apds o estimulo, e uma fase tardia (dor inflamatoria),
compreendida entre 15 ¢ 30 minutos apos a inje¢do da formalina.

A administracdo oral do EMCS (1g/kg) inibiu a 1* fase do teste, reduzindo em
60,8% o tempo de reatividade dos animais, mantendo esta antinocicep¢do na segunda
fase do teste, com reducdo de 81,5% da reatividade Esse efeito que pode ser tipico de
uma acdo antinociceptiva em nivel de sistema nervoso central, como demonstrada pela
morfina (SHIBATA et al., 1989) ndo excluiu o envolvimento adicional de mecanismos
anti-inflamatorios presentes no EMCS, que poderiam contribuir com a redugdo da
segunda fase de nocicepgao.

A dor é uma caracteristica cardinal dos mecanismos protetores fisiologicos
normais € uma das suas fungdes € preservar o organismo, evitando o dano tecidual
(DRAY, 1997). O processo inflamatorio resulta da liberacdo de varios mediadores,
alguns deles podendo ativar ou sensibilizar os nociceptores locais das fibras aferentes
periféricas (C e A9), contribuindo em maior parte para o desenvolvimento da dor de
origem inflamatoria, bem como aumento e/ou expressdo de neurotransmissores,
enzimas, canais i0nicos e receptores (ALEY; LEVINE, 1999; DRAY, 1997; BESSON;
DICKENSON, 1997; COUTAUX et al., 2005).
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De uma maneira geral, os modelos de nocicepcdo empregados envolvem
diferentes mecanismos da dor, tais como o sistema simpatico com liberagdo de aminas
bioativas, os metabolitos da via do acido araquidonico (DUARTE et al., 1992) ¢ o
sistema opidide (COLLIER et al., 1968).

Hunskar e Hole (1987) demonstraram que farmacos da classe dos opidides,
como a morfina e a codeina, possuem atividade analgésica central e por este motivo
apresentam atividade antinociceptiva em ambas as fases do teste da formalina. Por outro
lado, drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais, como a indometacina e o narproxeno,
bem como as esteroidais, como a dexametasona e a hidrocortisona, inibem apenas a
segunda fase do teste. Portanto, as duas fases do teste das formalina possuem
mecanismos nociceptivos distintos, no qual a ocorréncia da primeira fase se deve a
efeitos diretamente sobre os nociceptores, uma vez que ocorre principalmente a
liberagdo de mediadores como serotonina, substancia P, cininas, histamina e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (GONCALVES et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2008), ndo havendo papel importante das prostaglandinas neste momento. A
segunda fase caracteriza-se por uma resposta inflamatéria devido a sintese e liberagao
de citocinas, eicosandides, cininas, glutamato e 6xido nitrico (CHICHORRO et al.,
2004; TASSORELLI et al., 2006), sendo a dor inflamatéria gerada por este mediadores
potencialmente inibida por drogas anti-inflamatorias, sejam elas esteroidais ou nio.

Por outro lado, ainda no teste da formalina, o pré-tratamento de camundongos
com os flavonoéides Fyg.16 ou Fy1.13 (ambos 2mg/kg, p.o.) foi capaz de reduzir o tempo
de reatividade dos animais apenas na segunda fase do teste (51,4 e 38,7%
respectivamente), de maneira semelhante a indometacina. Este resultado sugere que
estes compostos possuam propriedades anti-inflamatorias, e o fato do EMCS ter inibido
também a primeira fase de nocicepc¢ao cria o indicativo da existéncia de diferentes
principios € mecanismos envolvidos com a antinocicepg¢ao do extrato.

Baseado na efetividade antinociceptiva observada no teste da formalina, foi
investigada a influénicia do pré-tratamento de ratos com o EMCS na dor incisional.
Para isto, apos a incisdo plantar foram feitas avaliagdes da hiperalgesia térmica pelo
método de Hargreaves e da alodinia mecanica pelo método de von Frey.

O pré-tratamento oral com o EMCS (1g/kg.) promoveu o aumento na laténcia ao
estimulo térmico no membro posterior incisado, produzindo reversao da hiperalgesia a
partir da terceira hora ap6s a administracdo do extrato, quando comparado ao grupo
controle incisado, atingindo reversdao maxima de 58,2% as 12h pos-tratamento.

Efeito semelhante foi observado no teste de von Frey, quando a partir da
primeira hora apds o tratamento com o EMCS promoveu reversdo progressiva da
alodinia mecanica até a Ultima etapa do experimento, atingindo reversdo maxima de
38,4% as 24h pos-tratamento.

A liberacdo de mediadores em tecidos inflamados pode sensibilizar fibras
nociceptivas periféricas, promovendo a facilitacdo central da transmissao nociceptiva
(SYRIATOWICZ et al., 1999; VANEGAS, 2004), levando a uma resposta dolorosa
aumentada a um estimulo nocivo também chamado de hiperalgesia (TJOLSEN; HOLE
1997; VANEGAS, 2004; SOMMER; KRESS, 2004; COUTAUX et al., 2005; VERRI
JR, 2006).

Com o aumento da atividade nas fibras aferentes sensoriais ap6s um dano
tecidual, pode haver alteragdes no processamento espinhal de informagdes sensoriais
(YAKSH; HAMMOND, 1982). Assim, a lesdo periférica ou a inflama¢do podem gerar
um estado de facilitacao espinhal, em que um estimulo moderado evocard uma descarga
profunda nos neurdénios nociceptivos do corno posterior, avaliados como uma
diminui¢do nas laténcias de retirada da pata a um estimulo térmico radiante
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(HARGREAVES et al., 1988) ou uma diminui¢ao do limiar para estimulos mecéanicos
(FERREIRA et al.,, 1978). Nesse processo de sensibilizacdo em nivel periférico e
central, os prostandides s3o potentes em sensibilizar os agentes envolvidos na
modulacdo da transducdo e transmissdo da informacgdo nociceptiva, produzindo
hipersensibilidade pronunciada para estimulos mecanicos e térmicos na pele (BURIAN;
GEISSLINGER, 2005).

Nesta avaliacdo nociceptiva pelos métodos de Hargreaves e de von Frey, a
significativa reversdo da hiperalgesia promovida pelo EMCS analisada com os
resultados obtidos no teste da formalina refor¢am o indicativo de que o extrato da C.
spinosa apresenta propriedades anti-inflamatorias. Estes resultados demonstraram perfil
de inibi¢do da hiperalgesia semelhante a experimentos anteriormente desenvolvidos em
nosso laboratério, cuja efetividade de diversos anti-inflamatdérios ndo esteroidais
utilizados na clinica médica veterinaria foi comparada (TEIXEIRA, 2010). A
efetividade do EMCS neste modelo parece envolver a participacdo dos flavondides Fyo-
16 € F11.13, considerando que agentes anti-inflamatorios ao inibirem o processo de sintese
de prostaglandinas, desempenham um importante papel na reducdo dos sinais e
sintomas da inflamac¢ao, ndo gerando sensibiliza¢do dos nociceptores de fibras aferentes
e diminuindo a resposta a estimulos algicos que resultariam em hiperalgesia.

Considerando que um dos pardmetros que indicam a especificidade de uma
atividade farmacoldgica ¢ a possibilidade da obtencdo de relagcdes dose x efeito,
utilizando o teste das contor¢des abdominais induzidas pelo &cido acético em
camundongos foi avaliada a efetividade antinociceptiva do flavonodide Fio16. A
administracdo oral desse composto (0,5; 1,0 e 2,0mg/kg) reduziu de forma dose-
dependente o nimero de contor¢des abdominais (IDsy=1,47mg/kg), revelando assim a
especificidade da antinocicepcao desse flavonoide presente no EMCS.

O teste das contor¢des abdominais ¢ considerado um modelo de antinocicepgao
ndo seletivo, pois o agente flogistico atua induzindo a liberacdo de mediadores
endodgenos que estimulam os nociceptores que sao sensiveis aos anti-inflamatorios nao-
esteroides e/ou opiodides. Contudo, ¢ um método muito sensivel para a investigagdo de
efeitos antinociceptivos e apropriado para avaliar este efeito como forma de triagem
(COLLIER et al., 1968). Esse resultado obtido como flavonoéide Fy¢.16 ¢ semelhante aos
obtidos em estudos que demonstraram que varios flavondides, como a rutina e a
quercitina, ambos abundantemente presentes na natureza, e a luteolina isolada de
Wedelia paludosa, que produziram antinocicep¢do em métodos utilizando o acido
acético como agente noxico indutor (BLOCK et al., 1998a;b).Vale ressaltar que, tanto
na dor clinica quanto na dor induzida em modelos experimentais nao ha, a principio, um
mediador ou uma via (ascendente ou descendente) dominante que contribua para a
conducdo e perpetuacao do estimulo nociceptivo. Dependendo do local, tipo e duragao
do estimulo, ocorre ativa¢do de multiplos canais sensoriais que irdo convergir e interagir
com estruturas supraespinhais, promovendo a sensagao global de dor (MILLAN, 1999).

Para confirmar o indicativo de atividade anti-inflamatdria demonstrada do teste
da formalina, tanto do EMCS quanto dos flavondides Fq¢.16 € F11-13, foi realizado o teste
da pleurisia induzida pela carragenina. A pleurisia ¢ uma metodologia que provoca na
cavidade pleural reagdo semelhante a que ocorre em consequéncia a infec¢des e
inflamacdes. Mediadores inflamatorios sdo liberados e podem ser difundidos para o
tecido pleural e subpleural, resultando em ativacdo de células constitutivas, incluindo as
c¢lulas mesoteliais. Como consequéncia, observa-se aumento de células inflamatorias
na cavidade pleural, causando aumento no numero de células no espaco pleural
(KROGEL; ANTONY, 1997). Em condi¢des normais, o fluido pleural contém somente
um pequeno numero de células, raramente excedendo 100 células/uL, que consistem
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principalmente de linfocitos. Contudo, o acometimento da pleura por certas doengas,
conforme observado de maneira semelhante neste método experimental, estd associado
com a infiltracdo de células do sistema imune, como neutrofilos, eosindfilos ou
linfécitos, aumentando o nimero das mesmas (KROGEL; ANTONY, 1997).

A inflamacdo induzida pela carragenina tem sido um modelo util para a
determinagdo da atividade de anti-inflamatérios administrados pela via oral (ISMAIL et
al., 1997) e a pleurisia induzida por carragenina tem sido extensivamente usada para
investigar os mecanismos envolvidos na inflamagcdo aguda, bem como no
desenvolvimento de drogas anti-inflamatoérias (AMMENDOLA et al., 1975; PASSOS et
al., 2006). Este modelo permite a avaliacdo do efeito de substancias tanto nos eventos
celulares quanto vasculares do processo inflamatério (DE SOUZA et al., 2003;
MANTENA et al., 2005; PEREIRA et al., 2006; BENINCA et al., 2007). Decorridos 20
minutos da injecdo intrapleural, a carragenina ja promove dano tecidual nas células
pleurais e liberacdo de substancias vasoativas. Isto resulta no aumento da
permeabilidade vascular e no desenvolvimento de um pequeno edema no tecido
subpleural, que ¢ seguido por diapedese de neutréfilos e monodcitos para este sitio. A
subseqiliente fagocitose da carragenina pelos neutrdfilos resulta em degranulagdo e
liberagcdo de enzimas lisossomais decorrentes do aumento da permeabilidade dos vasos.
A sintese e a liberagdo de prostaglandinas vasoativas completa o desenvolvimento da
primeira fase da exsudagdo pleural (VINEGAR et al., 1982).

Nessa avaliagdo, o pré-tratamento de camundongos com o EMCS (1g/kg, p.0.),
foi capaz de reduzir o nimero de leucdcitos migrados para a cavidade pleural em
37,1%, bem como a exsudagdo protéica (32,1%). De maneira semelhante, os
flavonodides Fig.16 € F11-13, ambos administrados pela via oral na dose de 2mg/kg,
promoveram inibicdo da migragdo leucocitaria de 42,7 e 39,0%, respectivamente,
refor¢gando com estes resultados, as propriedades anti-inflamatorias do EMCS e dos dois
compostos, podendo estar atuando em uma ou varias das manifestagdes celulares e
vasculares induzidas pela carragenina neste método e justificando a efetividade desses
em reduzir a reatividade na segunda fase de nocicepg¢ao do teste da formalina.

Atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas tém sido relatadas para varios
flavonoides, incluindo flavanonas e chalconas (PELZER et al., 1998). Em modelos de
inflamagdo in vivo em ratos, ja foi observada significante atividade nas fases
proliferativa e exsudativa da inflamagdo (HANDA et al.,1992), como por exemplo na
demonstragdo da inibicdo do edema de pata por carragenina ¢ do edema de orelha
provocado pelo 6leo de croton no estudo de Di Carlo e colaboradores (1999). Além
destes, utilizando a carragenina como agente flogistico, foi avaliada a capacidade de
compostos flavondides em reduzir a formacdo do edema, a migracdo das células de
defesa e a formacdo de mediadores e enzimas pro-inflamatorias (COUTINHO et al.,
2009).

Sendo o edema outro sinal precoce da inflamagao aguda, e considerando que
diversos farmacos anti-inflamatdrios sdo capazes de inibir a formacdo do edema, foi
utilizado o teste do edema de pata induzido por carragenina, visando investigar a
atividade anti-edematogénica dos flavonodides obtidos a partir do EMCS da C. spinosa.

A formacao do edema ocorre devido ao fluxo transvascular de fluido rico em
proteinas plasmaticas, dos compartimentos intravasculares para o intersticio devido ao
aumento de permeabilidade vascular de capilares e vénulas, como resultado da liberagao
de histamina, bradicinina, leucotrienos, fatores do complemento, substancia P e fator de
agregacao plaquetaria (PAF) no sitio inflamatorio (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,
2004).

68



O edema devido a injecdo intraplantar de carragenina ¢ um evento bifasico. A
fase inicial ¢ atribuida a liberacdo de histamina e serotonina. O pico de formacao do
edema que ocorre aos 180 minutos, estd relacionado a liberagao de substancias da classe
das cininas, especialmente a bradicinina. A segunda fase do edema ocorre devido a
liberacdo de prostaglandinas, proteases e enzimas lisossomiais. Esta fase ¢ conhecida
por ser mais sensivel ao efeito clinicos dos anti-inflamatorios (OLAJIDE et al., 1999).

O pré-tratamento de camundongos com os flavonodides Fig.16 € F11-13 (2 mg/kg,
p.o.) inibiu a formag¢do do edema em ambas as fases da inflamacdo aguda, entre 32,5 e
47,1% para o composto Fjg.16, € entre 27,9 e 43,7% para o composto Fiy.13, sendo essa
atividade anti-edematogénica mais um efeito que evidencia as propriedades anti-
inflamatorias destas moléculas.

A partir deste ponto, o presente estudo buscou investigar qual seria o possivel
mecanismo de agdo anti-inflamatdrio responsavel pelas atividades do EMCS e dos
flavondides Fig.16 € F11-13 observadas até o presente momento. Em relagdo a atividade
anti-inflamatoria, sabe-se que os flavonoides atuam modulando células envolvidas com
a inflama¢do, como por exemplo, inibindo a proliferacdo de linfocitos T, inibindo a
produgdo de citocinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa - TNF-a e
a interleucina 1, modulando a atividade das enzimas da via do 4cido araquiddnico, tais
como fosfolipase A, (PLA;), cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LOX), além de
modularem a enzima formadora de oxido nitrico, a 6xido nitrico sintase induzida
(INOS) (LOPEZ-POSADAS et al., 2008; KIM et al., 2004; MIDDLETON et al., 2000;
HAVSTEEN, 2002; CAZAROLLI et al., 2008; BIESALSKI, 2007).

Com isto, foi observado que tanto o EMCS quanto seus os flavonoéides, Fyg.16 €
Fi1.13, foram capazes de reduzir a concentracdo de TNF-a no exsudato pleural (29,4; 8,5
e 11,5% respectivamente), podendo com estes dados explicar, pelo menos em parte, os
resultados observados no teste da pleurisia, considerando que uma das funcdes desta
citocina inclui mudangas pro-inflamatérias nas células endoteliais, incluindo a produ¢do
de outras citocinas e¢ a expressao de moléculas de adesdo. Além disto, o estimulo
inflamatorio causado pela carragenina em condig¢des fisiologicas, por si s estimula a
sintese de TNF-a. Portanto, quando se observa reducdo desta citocina no exsudato
pleural de animais injetados com carragenina, entende-se que o pré-tratamento com o
EMCS e com os flavonoides foi eficaz na inibicdo de parte da cascata inflamatoria,
impedindo o recrutamento de mondcitos/macréfagos que iriam promover a sintese de
TNF-o no foco inflamatério. De acordo com Glezer e colaboradores (2000),
independente do estimulo para a sintese de TNF-a, existe a participacdo de espécies
reativas de oxigénio e aumento da producao de calcio intracelular, fatores que ativam o
NF«p, um fator de transcri¢do que regula a ativacdo de genes envolvidos, dentre outras
fungdes, com a producao da citocina TNF-a. Sendo os flavonoides, de uma maneira
geral, potentes agentes anti-oxidativos (KANDASWAMI; MIDDLETON, 1994),
sugere-se que a sua atuagdo no sitio inflamatdrio reduz a presenga de espécies reativas
de oxigénio, reduzindo, portanto, a ativacdo do fator de transcricdo NF«kp , e
consequentemente promovendo a redu¢ao da concentragdo de TNF-a no exsudato
pleural.

Na regulacao da sintese de prostaglandinas, a cicloxigenase ¢ uma enzima que
representa um ponto critico de controle (NARABA et al., 1998), sendo o principal alvo
de acdao das drogas anti-inflamatorias nao esteroidais. Alguns flavonoides, como a
quercetina, bloqueiam ambas as vias da cicloxigenase e lipoxigenase em concentragdes
relativamente altas, enquanto que em baixas concentragdes a via da lipoxigenase torna-
se alvo primario de sua atividade anti-inflamatéria (LANDOLFI et al., 1984). Visto a
importancia das enzimas cicloxigenases, o presente estudo verificou que ambos os
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flavondides possuem atividade inibitoria sobre a COX-1 e COX-2, sendo que o
flavondide Fq1.13 parece inibir preferencialmente (2,4 vezes mais) a COX-1, e o Fig-16
tem como alvo preferencial a COX-2 (3,4 vezes mais).

Os agentes eicosanodides podem mediar cada fase da reacdo inflamatoria, sendo o
acido aracdonico o maior precursor destes. Trés formas de PLA, estdo envolvidas na
liberacdo de araquidonato das membranas celulares: tipo IV, PLA, citoplasmatica e
PLA; do tipo II e V, as quais hidrolisam a ligagdo éster sn-2 de fosfolipidios. Em
seguida, as enzimas cicloxigenases convertem o araquidonato em prostaglandinas e
tromboxanos. Outros mediadores derivados de fosfolipidios como leucotrienos e fator
de ativacdo plaquetdria também exercem fatores relevantes como mediadores de
inflamacao (SMITH et al., 2000). A PLA, ¢ uma proteina presente na pegonha de
Crotalus durissus collilineatus, mas também pode ser produzida endogenamente pelo
organismo. Suas concentragdes tornam-se perceptiveis no soro durante desordens
inflamatorias graves, disfuncdo de multiplos 6rgdos, queimaduras, entre outras lesdes
(COSTA et al., 1999), podendo ser consideradas o componente mais importante dos
venenos ofidicos. Estas enzimas, provenientes de veneno de serpente, t€ém sido
largamente empregadas como ferramentas farmacoldgicas para investigar seu papel em
diversos processos fisiopatologicos.

A PLA; é o componente principal e responsavel pelo desencadeamento dos
efeitos farmacoldgicos ocasionados pelo complexo crotoxina (HENDON; FRAENKEL-
CONRAT, 1971). A habilidade para induzir efeitos farmacoldgicos com alta poténcia
evidencia a importancia da PLA; na toxicidade dos venenos de serpentes (PONCE-
SOTO et al., 2006). Muitos componentes dos venenos de serpentes podem levar a
efeitos inflamatorios, entre eles estdo as PLA; que induz a formagdo de mediadores
quimicos diretamente ligado ao processo inflamatorio (TEIXEIRA et al., 2003).

O presente estudo verificou, através do ensaio enzimatico da hidrolise de
fosfolipidio em placas de agarose, que os flavondides Fig.16 € Fi1-13 foram capazes de
inibir a formacao do halo pela PLA,, isto ¢, impediram a degradagdo dos fosfolipidios
de membrana presentes nas placas de agarose, uma vez que possuem gema de ovo em
sua composicao. De maneira semelhante, o controle positivo quercetina, também um
flavonoide, inibiu de maneira concentracdo dependente a formacdo do halo nas placas,
validando o teste e demonstrando a capacidade desta classe de compostos em promover
este tipo de inibi¢do. O flavonodide Fqy.13 inibiu de maneira mais expressiva (ICso= 1,52
mg/mL) a formagao do halo do que o Fyg.16 (ICso= 8,5 mg/mL), quando comparado com
o grupo controle (branco), mostrando uma afinidade maior pela enzima PLA,.

Numa visdo geral, as atividades que foram observadas no EMCS, repetiram-se
quando foram estudados os seus flavonoides, porém, algumas destas foram notadas de
maneira menos expressiva, como por exemplo, a capacidade dos compostos em reduzir
a concentracdo da citocina TNF-a no exsudato pleural. Cabe lembrar, que uma analise
fitoquimica preliminar foi efetuada por Leal (2008) para o extrato metanolico da C.
spinosa, sendo detectados metabolitos secundarios que foram identificados como
diterpenos, catequinas, chalconas, alcaldides e flavondides como: flavonas, flavonois,
flavanonas e flavonondis. A presenca destes metabolitos potencialmente bioativos no
EMCS, além dos flavondides aqui estudados, podem justificar a maior ou menor
expressdo de determinada atividade no extrato do que nos compostos testados, bem
como explicar a antinocicep¢do do EMCS que também indicou a participacao de
mecanismos centrais, efeito este caracteristico de compostos alcaldides do grupo da
morfina. Através de novos estudos fitoquimicos biomonitorados, estas hipdteses
poderao ser confirmadas.
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8 CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstram que o extrato metanolico da Cleome
spinosa possui atividade antinociceptiva, conforme observado nos métodos da
formalina, von Frey e Hargreaves, sendo esta atividade atribuida, pelo menos em parte,
a sua efetividade anti-inflamatoria, conforme observado no método da pleurisia no qual
o extrato promoveu redu¢ao da migragdo leucocitaria, do extravasamento protéico ¢ da
concentragdo do TNF-a. Contudo, este mecanismo de antinocicep¢do pode ainda
envolver componentes centrais, conforme observado na primeira fase do método da
formalina.

A efetividade dos flavonodides Fyg.16 € F11-13 foi demonstrada na inibi¢cdo da dor
(métodos das contor¢des abdominais ¢ da formalina) e na redugdo da inflamagado
(métodos da pleurisia, edema de pata, concentragdo de TNF-a, atividade de COX-1 e 2,
e atividade da PLA,), podendo explicar , pelo menos em parte, as atividades do EMCS
nos mesmos métodos de inflamagao e dor.

Além disto, a preferéncia do Fii43 em inibir a COX-1, e do Fyp.16 em inibir
seletivamente a COX-2, demonstra a especificidade de acdo destes compostos, sendo
um bom indicativo para o desenvolvimento de novos estudos como os de toxicidade,
que caracterizem o papel farmacologico inovador destes flavonoides.

Considerando algumas das indicagdes populares da Cleome spinosa e utilizando
metodologias fitoquimicas e farmacoldgicas apropriadas, este estudo buscou explicar o
uso desta espécie em enfermidades que envolvem a ocorréncia de dor e inflamacao,
podendo contribuir para o desenvolvimento de um fitofarmaco que represente uma nova
alternativa terapéutica dentro da clinica médica veterinaria.
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