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RESUMO

A dor é uma experiéncia que envolve maltiplos fatores. A via supraespinal do controle da dor
se origina em muitas regides cerebrais, tais como substancia periarquedutal cinzenta (PAG),
ndcleos medianos da rafe e medula rostral ventromedial (RVM) e possuem papel critico na
determinacdo da dor aguda e cronica. A dor pode ser desencadeada devido a uma lesdo
tecidual que inicia uma reacdo inflamatoria. A inflamacéo é uma resposta imune complexa
que pode ser causada por estimulos quimicos, fisicos, imunologicos ou microbianos. O
processo inflamatdrio envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que
inclui sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e reparo tecidual. Em geral, as lesdes
teciduais desencadeiam uma reacdo inflamatdria local através do recrutamento de leucécitos,
que liberam mediadores inflamatdrios. Os medicamentos Anti-inflamatdrios Nao-Esteroidais
(AINEs) séo utilizados no tratamento da dor e inflamacgdo, os quais inibem os mediadores
inflamatdrios, mas podem tambeém provocar efeitos adversos como as Ulceras gastricas e
causar danos cardiovasculares. Uma alternativa para o tratamento da dor e inflamacéo é a
utilizacdo de espécies vegetais. O género Myrcia pertence a familia Myrtaceae, familia
botanica que apresenta grande expressdo nos ecossistemas brasileiros. Como classe
fitoquimica de importancia terapéutica, os flavondides tem representado um importante grupo
com relevante acao anti-inflamatdria e gastroprotetora, e estdo presentes de forma expressiva
na composicdo quimica de espécies do género Myrcia. O objetivo geral deste trabalho foi
avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatdria do extrato hidroalcodlico de folhas de
Myrcia bella (EHMb). Neste trabalho foram avaliados os efeitos do extrato nos testes de
toxicidade aguda, de avaliacdo da atividade antinociceptiva através de modelos de nocicepgéo
por agentes quimicos e térmicos (contorcdo abdominal induzida pelo acido acético, formalina,
placa quente) e avaliacdo do envolvimento do sistema opioide, serotonérgico, glutamatérgico
e da via do l-arginina 6xido nitrico na antinocicepcdo do EHMb. Realizou-se também a
avaliagdo da performance motora e determinagdo da motilidade intestinal de camundongos
tratados com EHMDb. Os resultados obtidos demonstraram baixa toxicidade do EHMb no
ensaio de toxicidade aguda com a administracdo da dose de 5000 mg/Kg. A administracdo
oral do EHMb apresentou atividade antinociceptiva nas doses de 125 e 250 mg/Kg com
inibicdo de 32,57 e 55,79% respectivamente no modelo de dor induzida pelo acido acético.
No teste de formalina a dose de 250 mg/Kg apresentou uma inibicdo de 32,3% na dor
inflamatdria. Entretanto, no teste da placa quente o EHMb ndo apresentou atividade
antinociceptiva na dose de 250 mg/kg. Com o intuito de investigar os mecanismos de acao
envolvidos na antinocicepc¢do, verificou-se por intermédio do modelo de formalina que o
sistema opidide, serotonérgico e a via l-arginina 6xido nitrico participam efetivamente do
mecanismo antinociceptivo do EHMb, bem como o sistema glutamatérgico. O EHMb nédo
apresentou alteracdo na avaliacdo da performance motora na dose de 250 mg/Kg indicando
portanto a auséncia de um efeito inespecifico do extrato. Para avaliacdo do EHMb sobre a
motilidade intestinal, verificou-se uma diminuicdo de 23,8% do transito intestinal nos
camundongos tratados com o extrato na dose de 250 mg/kg. Na avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria do EHMb pela inducdo do edema de orelha por xilol as doses de 125 e 250
mg/Kg inibiram em 51,89% e 42,04% respectivamente, porém ndo foi efetivo quando a
inflamacéo ocorreu por AA. A partir dos resultados apresentados neste projeto & possivel
afirmar que o EHMb possui uma efetiva agdo antinociceptiva. Essa antinocicepgédo do EHMb
ocorre por atuacdo do sistema opioidérgico, serotonérgico, glutamatérgico e nitrérgico. O
EHMDb também possui uma importante atuacdo na inflamagdo que ndo é via metabolitos do
AA.

Palavras chave: Anti-inflamatdrio; Antinocicepcdo; Dor; Inflamacdo; Myrcia bella




ABSTRACT

Pain is an experience that involves a lot of factors. The supraspinal pathway of pain control
originates i several brain regions, such as periarqueductal gray matter (PAG), median raphe
nucleus and the rostral ventromedial medulla (RVM), and it has a critical role in acute and
chronic pain’s. The pain can be unleashed due to a tissue injury which initiates an
inflammatory reaction is an immune complex response which may be caused by chemical,
physical, microbiological or immunological stimulus. The inflammatory process involves a
complex biochemical cascade and cellular events, including receptor’s awareness and
receptor’s activation, lysis and tissue repair. In general, the tissue injury unleashes a local
inflammatory response by leukocytes recruiting, which ones can release throw inflammatory
mediators. The non-steroidal anti-inflammatory drugs (AINEs) are used in the treatment of
pain and inflammation, which inhibit the inflammatory mediators, but also may cause adverse
effects such as gastric ulcers and cardiovascular damage. An alternative for the treatment of
pain and inflammation’s treatment is use of plant species. The specie Myrcia is a genus
belongs to the Myrtaceae botanical family, very expressive in the Brazilian ecosystems.
Flavonoids, as a phytochemical class of great therapeutic importance, it has been represented
an essential group with significant anti-inflammatory and gastroprotective effects, and they
are present in an important way in species of Myrcia’s the chemical composition. The
essential purpose of this work was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory
activities in Myrcia bella leaves’ extraxt (EHMb). This study evaluated the effects of the
extract in the acute toxicity tests, evaluation of antinociceptive activity through models of
nociception by chemical and thermal stimulus (writhing induced by acetic acid, formalin, hot
plate) and evaluation of the involvement of the opioid system, serotonergic, glutamatergic and
I-arginine nitric oxide pathway in antinociception produced by EHMDb. It was also conducted
the motor performance evaluation and intestinal motility’s determination of mice treated with
EHMb. The results have showed low toxicity of EHMb in the acute toxicity test with 5000
mg/Kg. The oral administration of EHMb has presented antinociceptive activity of 125 and
250 mg/kg doses, showing 32.57% and 55.79% of inhibited in pain model induced by acetic
acid. In the formalin test at a 250 mg/kg dose it has inhibited 32.3% of the inflammatory pain.
However, the hot plate test the EHMb was has not presented antinociceptive activity active at
a dose of 250 mg/kg dose. In order to investigate the mechanisms involved in antinociception
produces by EHMb, it was investigated the mechanisms involved in the antinociception
produced by the EHMb found used the participation of formalin test that as opioid,
serotoninergic, L-arginine nitric oxide pathway and glutamatergic systems. The EHMb has
presented no changes in evaluation of motor performance evaluation at a 250 mg/Kg. To
evaluate the EHMb on intestinal motility, there was observed 23.8% reduction of the
intestinal tract in mice treated with at the 250 mg/kg dose . In the EHMb’s activity anti-
inflammatory evaluation by the ear edema induced by xylene, it has inhibited 51.89% and
42.04% (125 and 250 mg/kg doses, respectively), but it was not effective when inflammation
occurred by AA. From the results presented in this project it is possible to say that EHMb has
an effective antinociceptive action. This EHMb’s antinociception is due to the opioid,
serotonergic, glutamatergic and and l-arginine nitric oxide pathway system’s actuations. The
EHMb also has an important performance in inflammation, that is not through AA
metabolites.

Keywords: Anti-inflammatory, Antinociceptive, Pain, Inflammation, Myrcia bella
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INTRODUCAO
1.1. Dor

A dor é uma qualidade sensorial complexa e indefinida, dificil de ser descrita ou
interpretada, pois é uma experiéncia envolvendo multiplos fatores. Além da nocicepgdo, neste
processo também existe a participacdo de componentes cognitivos, afetivos e emocionais
(Neugebauer et al., 2009). A nocicepcao é definida como a percepg¢do de um estimulo nocivo
traduzido em impulso nervoso (Almeida et al., 2004). O termo nocicepcdo e antinocicepgéo
sdo adotados para 0s animais e sua avaliacdo é realizada de forma indireta através dos
componentes fisioldgicos da dor (Jones, 1992; Tjolsen e Hole, 1997).

Na homeostasia, a dor desempenha um papel fundamental ao sinalizar que algo esta
errado no organismo (Willis Jr., 1997) A propagacdo da dor € iniciada através da ativacdo de
nociceptores distribuidos pela pele, visceras, articulagbes, musculos, tenddes e vasos
sanguineos (Julius e Basbaum, 2001; Guyton e Hall, 2011). Os nociceptores sdo terminacdes
livres de neurbnios aferentes primarios que podem ser ativados por estimulos nocivos
mecanicos, térmicos ou quimicos e estdo distribuidos por todos os tecidos do organismo, com
excecdo do tecido nervoso (Meyer et al., 1994; Millan, 1999; Julius e Basbaum, 2001). Os
corpos celulares dos nociceptores estdo localizados dentro dos ganglios das raizes dorsais e
conduzem as informacgfes de nocicepcdo ao SNC (Russo e Brose, 1998; Besson, 1999;
Millan, 1999).

Os nociceptores sdo divididos em 3 subtipos: 0s mecanoreceptores que respondem a

pressao; 0s mecanotérmicos que respondem a pressao e também ao calor; os polimodais que

respondem nao apenas a pressao e ao calor, mas também aos estimulos quimicos (Natalini,
2000; Willis Jr., 2007). Os nociceptores séo ligados ao SNC por fibras nervosas Ad e por
fibras C. A conducdo dos impulsos nociceptivos sdo realizados pelas fibras aferentes
primarias do tipo Ad, que sdo caracterizadas como fibras mielinizadas, de pequeno calibre que
e promovem a conducdo rapida do estimulo doloroso. As fibras do tipo C sdo fibras
desmielinizadas e possuem baixa velocidade de conducdo e, conduzem o estimulo doloroso
mais difuso e prolongado (Machado, 2000; Natalini, 2000).

As fibras sensoriais primarias ou neurénios sensoriais primarios realizam sinapse no corno
dorsal da medula espinhal com neur6nios de segunda ordem (Hill, 2001). Esses neurbnios
cruzam a medula espinhal para ascender ao trato espinotalamico ocorrendo assim uma

projecéo dos seus corpos celulares ao talamo (Russo e Brose, 1998).
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O trato espinotalamico, localizado na substancia branca ventral, é a via mais
importante de transmissdo do estimulo doloroso e da ativagdo dos neurdnios nociceptivos de
segunda ordem tendo como resultado a resposta reflexa espinhal e também a ativacdo dos
tratos ascendentes, 0s quais transmitem a informacgé@o nociceptiva para as estruturas supra-
espinais, completando assim, a via nociceptiva (Guyton e Hall, 2011).

No talamo, os neurdnios de terceira ordem sdo ativados através da transmissdo da
informacdo do estimulo doloroso ao cortex somatossensorial no qual ocorre a percep¢do da
dor (Vanderah, 2007). O cértex, que é uma regido final da projecdo da dor, assim como o
tdlamo, sdo responsaveis pela discriminacdo do tipo de sensacdo dolorosa (Guyton e Hall,
2011).

A via supraespinal (ou via descendente), responsavel pelo controle da nocicepcéo, é
originada em varias regides cerebrais tais como a substancia cinzenta periaquedutal (PAG), os
ndcleos medianos da rafe e a medula rostral ventromedial (RVM). A via supraespinal possui
um importante papel na determinagdo tanto da dor crdnica como na aguda (Heinricher e
Ingram, 2008; Heinricher et al., 2009). O sistema PAG-RVM ¢ regido alvo de alguns
medicamentos como os inibidores das ciclooxigenases (COX), sendo importante no
comportamento e nos aspectos terapéuticos da dor (Hohmann et al., 2005; Leith et al., 2007).

A modulacdo da dor ocorre por alteragdes no Sistema Nervoso em resposta aos
estimulos nocivos e permitem que estimulos nocivos recebidos no corno dorsal da medula
espinal possam ser inibidos seletivamente, ocorrendo assim uma modificacdo da transmissao
do sinal nocivo para centros superiores. O sistema de modulacdo endégeno da dor consiste de
interneurdnios bem definidos, localizados dentro das camadas superficiais da medula espinhal
e do trato neuronal descendentes, que podem inibir a transmissdo do sinal de dor (Yaksh,
2006).

Os neurotransmissores sdo fundamentais na sensibilizacdo do corno dorsal, e sdo
liberados por terminagdes ax6nicas de neurbnios nas jungdes sinapticas e atuam localmente
para controlar a acdo das células nervosas, apresentando tanto fungdo excitatdria ou inibitéria
da dor (Guyton e Hall, 2011). Os neurotransmissores, glutamato e a substancia P (SP), atuam
sobre seus respectivos receptores e atuam sinergicamente para promover a excitabilidade
neuronal no corno dorsal, através de mecanismos que envolvem o aumento da expresséo de
oxido nitrico (NO) (Sakurada et al., 1996).

O glutamato é um aminoacido excitatério liberado juntamente com neuropeptideos dos

terminais de aferentes primarios. O glutamato funciona como neurotransmissor e gera
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potenciais excitatorios pos-sinapticos rapidos que sdo responsaveis pela ativacdo de neurbnios
pos-sinapticos espinotaldmico. Os neuropeptideos, como a SP, sdo capazes de prolongar a
acao do glutamato (Kandel et al., 2000).

A substancia P (um peptideo da familia das taquicininas) € importante para a nocicepcao
ou sensibilizacdo da dor. A SP estd envolvida na transmissdo nociceptivas de aferentes da
fibra C, podendo mediar as sinapses entre as fibras aferentes primérias e o neurénio do corno
dorsal da medula. A SP é neuromoduladora da excitabilidade pds-sinaptica e esta relacionada
com 0s potenciais pos-sinapticos lentos que apresentam longa duragdo e pequena intensidade
(Dickeson, 1995; Bromm, 1998; Li e Zhuo, 2001).

Os opioides enddgenos também tém papel na nocicepcdo e modulam fisiologicamente a
sensacdo dolorosa e a resposta frente a dor, sendo conhecidos também como endorfinas,
encefalinas e dinorfinas e liberados em situacGes de estresse associados a dor. Os opioides
enddgenos atuam em receptores proprios, reduzem a liberacdo de neurotransmissores
envolvidos na resposta da dor, e consequentemente, inibem a percepgéo da sensacéo dolorosa
(Berne e Levy, 1996; Van Loon e Appel, 2000; Chevlen, 2003; Guyton e Hall, 2011).

A serotonina (5-HT) pode exercer acbes antinociceptiva e também nociceptiva. Na
periferia, a 5-HT é liberada por mastocitos e plaquetas, e é considerada um mediador
inflamatorio. No SNC, 5-HT est4 associada, tanto com o processamento quanto com a
modulacdo da dor. Quando a 5-HT é liberada no corno dorsal da medula espinhal, por
estimulacdo da PAG, ocorre a inibicdo do corno dorsal pela excitacdo de interneurénios
inibitdrios (Sawinok e Reid, 1996; Millan 1999; Sommer, 2004).

1.2. Inflamacao

A inflamacdo é uma resposta imune complexa relacionada ao dano tecidual e/ou
celular causada por estimulos quimico, fisico, imunologico ou microbiano (Hume e Fairlie,
2005; Serhan e Savil, 2005). A inflamacéo foi caracterizada clinicamente 30 anos a.C. por um
médico romano, Aulus Cornélius Celsus, através de quatro sinais cardinais: calor, rubor,
edema e a dor. Posteriormente Claudio Galeno acrescentou o quinto sinal que é a perda da
funcdo do membro afetado. O objetivo da inflamacdo é restaurar a homeostasia levando a
resolucdo ou finalizacdo do processo inflamatorio. Porém, quando esta resposta ndo é
modulada, ocorre exacerbacdo do processo inflamatorio podendo tornar-se crénico e conduzir

a perda de funcdo (Gilroy et al., 2004).
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Em geral, as lesdes teciduais desencadeiam uma reacdo inflamatoria local através do
recrutamento de leucdcitos que liberam mediadores inflamatdrios locais tais como: cininas
(bradicinina e calidina), citocinas (interleucinas e fator de necrose tumoral), aminas
(serotonina e histamina) e prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas e leucotrienos). Esses
mediadores sdo capazes de estimular e sensibilizar os nociceptores provocando a dor (Taiwo e
Levine,1991; Guieu et al., 1996; Millan, 1997; Millan, 1999; Calixto, 2000a; Calixto et al.,
2001).

Ap0s o estimulo inflamatorio local, as alteragdes vasculares iniciam-se imediatamente
e desenvolvem-se durante as primeiras horas. Essas alteragdes consistem em vasodilatagéo,
aumento de fluxo sanguineo local, aumento de permeabilidade vascular e exsudacdo de
plasma (Lima et al., 2007).

Uma caracteristica importante da inflamacdo aguda € a vasodilatacdo produzida por
diversos mediadores tais como: histamina, PGE,, IL-1B, NO dentre outros. Inicialmente a
vasodilatacdo é mediada por NO e prostaglandinas vasodilatadoras (PGE, e PGly). A
infiltracdo de leucdcitos nos tecidos € um dos principais eventos da inflamacéo e da dor, pois
produz liberacdo de NO pela enzima 6xido nitrico sintase do tipo induzida (iNOS). A iNOS é
ativada por estimulos imunolégicos levando a producdo de NO, em grande quantidade. O NO
contribui para a vasodilatacdo no processo de inflamacao aguda (Shen et al., 1995; Vallance e
Chan, 2001; Pokharel et al., 2006; Chiu et al., 2011).

Outra caracteristica da inflamacdo aguda € o exsudato liquido ou edema que é
causado devido agdo de histamina, bradicinina, acetilcolina, PGE,, TNF-a., IL-1( leucotrienos
B4, SP, componentes do sistema complemento e fator de ativacdo plaquetaria (Denzlinger et
al., 1985; Teixeira, 2001; Arya e Kumar, 2005). Cada um destes componentes presentes no
exsudato tem relevancia no processo inflamatério e cada um deles seré discutido a seguir.

A histamina apresenta um importante papel na resposta inflamatéria como a
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular. A 5-HT esta presente nas plaquetas e
mastocitos e promove 0 aumento da permeabilidade vascular bem como a vasoconstricao
(Goadsby et al.,, 2002; Criado et al., 2010).

A SP é um neurotransmissor encontrado no SNC e no trato gastrointestinal, atua como
potente vasodilatador e aumenta a permeabilidade vascular na resposta inflamatoria. A
bradicinina é gerada logo ap6s a lesdo tecidual e contribui no processo inflamatério pelo
aumento da permeabilidade vascular, extravasamento plasmatico, migragdo celular para o
foco inflamatdrio (Calixto et al., 2000b; O'Connor et al., 2004; Li et al., 2011).
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A IL-1B modula a excitabilidade neuronal via receptores TRPV-1, canal de sodio,
acido gama-aminobutirico (GABA) e receptor de glutamato (NMDA), além de facilitar a
transmisséo da dor (Brenner et al., 2004; Schafers e Sorkin, 2008).

O TNF-a interage em uma cascata de citocinas e pode induzir dor diretamente ou
através da estimulacdo da sintese de IL-1pB, IL-6 e IL-8 (Cunha et al., 2005). Este € um dos
principais mediadores envolvidos no desenvolvimento da dor articular (leda et al., 2001).

O acido araquidoénico tem papel fundamental na inflamacdo, pois serve de substrato
para acdo de diferentes enzimas que geram eicosandides distintos, como prostaglandinas
(PGEy) e leucotrienos. O &cido araquidénico sofre agdo da ciclooxigenase (COX) que se
apresenta em duas principais isoformas: COX-1, a isoforma constitutiva, responsavel pela
producdo de prostaglandinas (PGs) que controlam os processos fisiol6gicos normais, e COX-
2, isoforma induzida, tem a sua expressdo ativada nos processos inflamatoérios (Balsinde et
al., 1998; Lages et al., 1998; Smith et al., 2000; Kummer e Coelho, 2002).

Dentre as prostaglandinas produzidas no processo inflamatério, a PGE, é essencial
para o controle do fluxo sanguineo e dilatacdo dos vasos. Trata-se de um prostandide com
inimeras funcbes no organismo, entre elas, 0 mecanismo de protecdo géastrica (Levy et al.,
2001; Wallace, 2008).

Uma resposta inflamatdria aguda resulta da eliminacdo do agente nocivo, seguida pela
fase de resolucdo e reparo, se a inflamagdo aguda falha na eliminacdo do patégeno, ou na
regeneracdo do tecido lesado, o processo inflamatério persiste e levando a um estado
inflamatorio crénico que envolve a formacgdo de granuloma, necrose e fibrose, que resultardo

em um maior dano e possivel perda de func¢éo tecidual (Medzhitov, 2008).

2. JUSTIFICATIVA
2.1 Terapéutica atual para dor aguda e inflamacéo:

A dor é a maior causa de afastamento do trabalho e também esta presente em mais de 70%
dos pacientes que procuram consultérios médicos no Brasil. Portanto, o estudo da dor é cada
vez mais relevante e o seu tratamento € essencial na medicina moderna para melhoria da

qualidade de vida da populagédo (Bruno, 2001; Bourinet et al., 2005; Rocha et al., 2007).

Os anti-inflamatorios ndo- esteroidais (AINEs) sdo medicamentos amplamente

utilizados para o tratamento da dor e inflamacdo e estima-se que todos os dias mais de 30
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milhGes de pessoas consomem esse tipo de medicamento ao redor do mundo (Steinmeyer,
2000). Nos Estados Unidos, cerca de 3 milhdes de americanos utilizam AINES, e sdo
realizadas mais de 100 milhdes de prescricbes deste medicamento anualmente (Laine, 2001;
Schlansky e Hwang, 2009).

Os AINEs tém uma estrutura quimica variada e possuem atividades analgésica,
antipirética e anti-inflamatoria (Teixeira, 2001). O seu mecanismo de a¢do deve-se a inibicdo
da atividade de COX-1 e COX-2 que impede a conversdo do &cido araquidénico em
prostaglandinas (Amann e Peskar, 2002). Entretanto, estudos tém demonstrado que alguns
AINEs podem atuar por vias independentes da COX. Rhind et al. (2002), observaram que a
indometacina inibiu a producéo de citocinas, e alguns AINES s&o capazes de inibir a atuacéo

dos mastdcitos e bloquear a atuacdo do NF-xB (Mortaz et al., 2005).

O uso indiscriminado dos AINES pode levar a diversos efeitos colaterais, como o
surgimento de Ulceras gastricas, que ocorrem pela inibi¢do da sintese de COX-1 (Yuan et al.,
2006). A COX-1, quando inibida, produz hipermotilidade gastrica, provocando alteracdes
microvasculares, e também induzir a infiltracdo leucocitéria. Esses Ultimos efeitos resultam
em dano & mucosa gastrica (Akiko et al., 2001). As PGs aumentam a secrecdo de ions
bicarbonato que sdo responsaveis pela reducdo da acidez estomacal e também geram o
espessamento da camada de muco no estbmago. Quando esses fatores protetores sdo
rompidos, por inibicdo da COX-1, ocorrem ulceragdes podendo ocorrer perfuracdo da parede
gastrica (Silverstein et al., 1995).

Portanto, o principal fator limitante do uso dos AINEs é a toxicidade no trato
gastrointestinal (Laine, 2003). Devido a hemorragia decorrente da terapia com AINESs, sdo
estimadas mais de 2000 mortes por ano e um gasto de 128 milhdes de Euros com
medicamentos com agdo gastroprotetora na Alemanha (Steinmeyer, 2000).

Na década de 90, na tentativa de minimizar os efeitos adversos dos AINESs surgiram os
inibidores seletivos da COX-2 (Coxibs) utilizados, inicialmente, para o tratamento de artrites
reumatoides e inflamagdes cronicas (Vonkerman e Van de Laar, 2010). Os Coxibs surgiram
como nova opcao terapéutica para o tratamento da inflamag&o. Contudo, esses medicamentos
atuam no sistema cardiovascular onde existe um equilibrio da acdo da COX-1 e COX-2 e 0s
Coxibs acoplam-se, irreversivelmente, a COX-2 inibindo a sintese de prostaciclinas

antitromboticas. Como consequéncia os inibidores seletivos da COX-2 acarretam 0
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desequilibrio da homeostase em favor da trombogénese e da vasoconstri¢do, resultando em
danos ao sistema cardiovascular e infartos do miocardio (Vonkerman, 2006). Notou-se
também que em pacientes com histérico prévio de Ulcera gastrica, o uso desta classe de
medicamento pode ndo ocorrer a cicatrizacdo da lesdo. A COX-2 desempenha papel
importante na regulacdo dos mecanismos de defesa da mucosa géstrica, a sua presenca €
fundamental no processo de cicatriza¢do (Motilva et al., 2005). Em 2004, devido a um grande
nimero de pacientes com problemas cardiovasculares decorrente do uso do rofecoxib
(Vioxx®), este medicamento foi retirado do mercado brasileiro e as bulas dos inibidores
seletivos da COX-2 que ainda permanecem como opcdo terapéutica, devem relatar aos
pacientes sobre 0s seus riscos cardiovasculares (Botting, 2006).

Recentemente, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
aumentou o controle da venda dos AINEs seletivos para COX-2, incluindo na lista de
substancias sob controle especial (Lista C1 da Portaria 344/98) - Resolu¢do RDC n°. 79, de 04
de novembro de 2008. Os anti-inflamatérios desta classe sé podem ser vendidos com retencdo
da receita médica pelo estabelecimento farmacéutico (Anvisa, 2008). Em consequéncia de
todos os aspectos citados, os coxibs deixaram de ser uma alternativa segura aumentando
assim a falta de opcdes terapéuticas para o tratamento da dor (Veldhuyzen, 1997; Steinmeyer,
2000; Laine, 2003).

2.2. Plantas na terapéutica da dor e inflamacéo.

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos e séo
consideradas um caminho promissor para a descoberta de novas substancias. Pressdes
evolutivas induziram com que as mesmas gerassem compostos de valor adaptativo, 0s
metabdlitos secundarios. Sabe-se que muitas destas substancias estdo diretamente envolvidas
em mecanismos que permitem a adequacdo da planta ao seu meio (Simdes et al., 2004).

Estudos mostraram que dentre 1010 drogas descobertas, 275 (cerca de 30%) sdo
derivadas de produtos naturais e 13 dessas drogas apresentam potencial anti-inflamatério. A
enorme biodiversidade vegetal é capaz de gerar fitoterdpicos, fitofarmacos e protétipos de
novas drogas com elevada importancia econémica e terapéutica (Calixto, 2000; Newman e
Cragg, 2007). O mercado europeu e as grandes multinacionais apresentam interesse crescente
na comercializagdo de farmacos produzidos por plantas, considerando os elevados valores
investidos nesse setor (US$ 7 bilhGes em 1997) na qual 50% desse valor é referente somente

ao mercado da Alemanha (Calixto, 2000).
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Diversos produtos de origem vegetal apresentaram potencial farmacologico no
tratamento de inflamacGes, dentre eles destacam-se terpenos, quinonas, catequinas, alcaldides
e flavonoides (Khanna et al., 2007).

Os flavonoides sdo compostos da familia dos polifendis abundantes no reino vegetal e
estdo presentes em varios alimentos. Em relagdo as suas propriedades biologicas, pode-se
citar a atividade antioxidante, relacionada com a prevencdo da peroxidagdo lipidica da
membrana celular. Os flavondides também atuam na inibicdo da enzima lipoxigenase - 5,
conversora do acido araquidonico em leucotrienos, que sdo mediadores de asma, alergias e
inflamacéo, bem, como causam a inibigdo da via da COX (Simdes, 1984; Landolfi et al.,
1984) .

Ha relatos da acdo anti-inflamatoria dos flavonoides, tais como a quercetina e a
apigenina que causam inibicdo de COX-2 e de NO (Mutoh et al., 2000; Raso et al., 2001).
Quercetina e luteolina inibem a ativacdo do sistema complemento, diminuindo a adeséo de
células inflamatorias ao endotélio, e por consequéncia, reduzem a resposta inflamatéria
(Friesenecker et al., 1995).

Adicionalmente, estudos tém mostrado que flavondides exercem um efeito inibitdrio
na exsudacdo de proteinas e na migracao de leucocitos para o sitio inflamatdrio, bem como
sua acdo na liberacdo de acido araquiddénico dos fosfolipideos, presentes nas membranas
celulares, por agdo da fosfolipase A2. Estudos demonstram que a quercetina inibe a
fosfolipase A2 de leucdcitos, de coelhos e humanos (Landolfi et al., 1984; Harbone, 1994).

Além do potencial anti-inflamatério, os flavondides também apresentam atividade
gastroprotetora. O extrato metandlico das folhas de Byrsonima crassa Niedenzu cujo perfil
fitoquimico detectou a presenca abundante de flavondides derivados da quercetina, possui
efeito gastroprotetor no modelo experimental de Ulcera induzida pela associacdo de acido
cloridrico e etanol (Sannomiya et al., 2005).

O perfil quimico da familia Myrtaceae é caracterizado pela presenca de taninos,
flavondides, monoterpenos, sesquiterpenos, triterpendides, entre outros (Cruz e Kaplan,
2004). A subfamilia Myrtoideae, que inclui o género Eugenia apresenta flavondides e 6leos
volateis na sua composicdo quimica e 0 género Myrcia apresenta especies com flavondides
em sua composic¢ao quimica. Myrcia uniflora, Myrcia multiflora, Myrcia guianensis, Myrcia
salicifolia, Myrcia speciosa, Myrcia sphaerocarpa, Myrcia guianense revelaram a existéncia
de propriedades bioldgicas de varias substancias isoladas e também nos extratos brutos e

infusBes. A Myrcia mutiflora possui atividade anti-diabética, com efeito inibitorio sobre

24



aldose redutase e a-glucosidase (Yoshikawa et al., 1998; Costa et al., 2000; Matsuda et al.,
2001; Matsuda et al., 2002a; Matsuda et al., 2002b; Cruz et al., 2004; Limberger et al., 2004,
Souza, 2008). Porém, apesar da composicdo fitoquimica promissora nos estudos
farmacoldgicos, ndo existem estudos que assegurem um potencial efeito analgésico e/ou anti-

inflamatorio de espécies deste género.

Estudos prévios in vivo realizados em nosso laboratorio demonstraram que a
administracdo oral de 250 mg/Kg do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (figura 1)
diminuiu em 49% a nocicepcdo de camundongos na fase inflamatoria no teste da formalina.
Com base nestes resultados iniciais, estudos mais aprofundados foram realizados neste
trabalho com o extrato hidroalcodlico de Myrcia bella como nova alternativa terapéutica para

tratamento da dor e da inflamacéo.

Figura 1. Myrcia bella ht://www.flickr.com/
photos /38938362@N05/4257332183/
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-nociceptiva e anti-inflamatoria do extrato hidroalco6lico das folhas de

Myrcia bella em modelos experimentais in vivo.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade analgésica e/ou anti-inflamatéria do extrato hidroalcodlico de
Myrcia bella utilizando o modelo de nocicep¢do com agentes quimicos e térmicos em
camundongos.

e Avaliar o efeito do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella sobre a performance motora
de camundongos no modelo de Rota Rod e sobre a motilidade intestinal.

e Determinar o potencial efeito anti-edematogénico do extrato no modelo de inflamacéo
aguda induzida pelo xilol e induzida pelo acido araquiddnico (AA).

e Identificar possiveis mecanismos de acdo analgésica do extrato hidroalcodlico de
Myrcia bella através da investigacdo do seu efeito sobre vias do 6xido nitrico, do

sistema serotonérgico, do sistema opioidérgico e do sistema glutamatérgico.

4. MATERIAIS E METODOS:
4.1. Material Vegetal

As amostras foram coletadas e identificadas no Instituto Florestal e EstacOes
Experimentais Floresta Estadual de Assis pelo Dr. Anténio C. G. Melo no periodo de
dezembro de 2009. O espécime da Myrcia bella foi depositado no Herbéario da Unicamp: UEC
157583. As folhas da planta foram coletadas em dezembro de 2009 e passaram pelo processo

de trituracdo e secagem a 40°C.

4.1.1. Preparagédo dos extratos

A partir de 10 g do material vegetal foram adicionados 100 mL de solvente (Etanol:
agua 70:30). Esta solucéo foi mantida em maceracéo dinamica por um periodo de 2 horas. Em
seguida, a solucéo foi filtrada e o residuo reextraido por mais duas vezes, seguindo 0 mesmo
processo. Posteriormente a solucdo foi seca em estufas a temperatura maxima de 40 °C e seu

rendimento foi de 44%,. A caracterizac¢do fitoquimica do extrato hidroalcodlico esta sendo
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realizada pela Profa. Dr.a Anne Ligia Dokkedal Bosqueiro da Faculdade de Ciéncias da

Unesp de Bauru — SP.

4.2. Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e fémeas (25-35g) provenientes
do Biotério Central de Botucatu e camundongos Swiss machos provenientes da Anilab,
Paulinia-SP. Os animais foram aclimatados as condicdes do Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia da Unesp de Botucatu por pelo menos sete dias antes da
manipulacdo experimental, sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo controlado claro-escuro de 12
horas. Os animais foram alimentados com racdo Purina® e agua ad libitum. Todos os
experimentos obedeceram ao protocolo experimental que foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica na Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP —

Botucatu (Protocolo nimero 368 — Anexo 1).

4.2.1. Toxicidade aguda e “screening” hipocratico (Brito, 1994).

Foram utilizados camundongos machos e fémeas Swiss, divididos em grupos (n=8-
10): um grupo tratado com o veiculo (salina) e os demais tratados com uma dose aguda de
5000 mg/kg do extrato hidroalcéolico de Myrcia bella DC. Os tratamentos foram realizados
oralmente e 0s parametros comportamentais, descritos por Brito (1994) — Anexo 2, foram
observados aos 30, 60, 120, 240 e 360 min. apds a administracdo do EHMb, bem como o
namero de mortes no grupo. O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente por 14 dias
apos o inicio dos experimentos. No décimo quinto dia, os animais foram mortos e 0s
seguintes 6rgdos foram retirados: coracdo, figado, pulméo, baco, rins, ovarios e Uteros. Estes
orgdos foram pesados para se realizar uma determinacdo analitica e comparativa em relagédo
aos animais submetidos ao tratamento com o veiculo. AlteracBes -estatisticamente
significativas dos parametros adotados entre os animais tratados com o EHMb e tratados com

o veiculo foram indicativos de efeito toxico agudo do extrato vegetal.

4.2.2. Contorcdo abdominal induzida pelo &cido acético (Koster et al., 1959 com

modificagdes).

Para a determinacdo de um possivel efeito analgésico/anti-inflamatério do EHMb foi
realizado o modelo de contor¢do abdominal induzida pelo acido acético (0,8%) 10 ml/kg i.p.

Este modelo consiste de uma resposta indicativa de dor da contor¢cdo abdominal dos animais
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sequidas de extensdes dos membros posteriores que sdo observados durante 15 minutos. O
periodo de observacdo se da de 5-20 minutos apos a injecdo do agente algico. O tratamento
dos camundongos machos (n=10) em jejum de 6 horas foi realizado oralmente pela
administracdo de salina (10mL/kg) e EHMb nas doses de 125 mg/kg, 250 mg/kg ou acido
acetilsalicilico (AAS) na dose de 300 mg/kg que foi utilizado como controle positivo do

modelo experimental.

4.2.3. Avaliagio da performance motora “Rota Rod” (Dunham e Myia, 1957 com
modificagdes).

Para avaliar o efeito do EHMb na performance motora dos camundongos machos (n=
9) utilizou-se o aparelho de rota rod. O aparelho contém uma barra de ferro giratéria com
velocidade regulavel em rotagdes por minuto (6 rpm), separada em 04 compartimentos
permitindo a avaliacdo simultanea de varios animais. Camundongos Swiss machos (n=8)
foram separados em diferentes grupos: veiculo (salina 10mL/kg) e EHMb (250 mg/kg) que
receberam os diferentes tratamento oralmente administrados 60 minutos antes da avaliacdo da
performance locomotora. Um outro grupo de animais recebeu o tratamento com diazepam
(2,0 mg/kg), administrado via i.p. 30 minutos antes da avaliacdo. que foi utilizado como
controle positivo. Foi analisado o numero de quedas de cada animal durante os 3 minutos de

observacao.

4.2.4. Teste da formalina (Hunskaar e Hole, 1985 com modificacdes).

O modelo mais especifico de dor aguda €é caracterizado pelo teste de formalina. Este
modelo possui fases distintas (bifasica) em resposta a dor: 1) Fase inicial: inicia-se logo ap6s
a administracdo de formalina e desaparece apds aproximadamente 5 min. E uma fase
indicativa de dor neurogénica (mecanismo central), que sofre acdo principalmente de drogas
narcéticas (opidides). 2) Fase tardia: inicia-se entre 15-30 min apds administracdo de
formalina e permanece até cerca de 60 min. Esta fase ¢ indicativa de dor inflamatdria, e sofre
acdo de AINEs e drogas narcéticas. Foi utilizada uma camara de observagao, que consiste em
um funil com 20 cm de didmetro. Cada camundongo macho (n= 10-12) foi previamente
colocado no funil camara por 30 minutos antes da injecdo intraplantar de formalina para
permitir aclimatacdo com o novo ambiente. Os camundongos foram pre-tratados oralmente

com veiculo (10 mL/kg v.0.), e com 0 EHMb 125, 250 e 500 mg/kg. Ap6s uma hora, foi entdo
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administrada 20 plL de solugdo de formalina 2,7 % em salina que foi injetada
intraplantarmente na pata traseira direita. Logo ap6s a injecdo de formalina, os animais foram
observados na cadmara durante 30 minutos. O tempo (em segundos) que o camundongo
lambeu suas patas foi registrado e considerado como indicativo de dor. A menor dose efetiva
neste modelo experimental do EHMb foi utilizada para caracteriza¢cdo dos mecanismos de

acao.

4.2.5. Placa quente ou “"Hot Plate”" (Eddy e Leimbach, 1953 com modificacgdes).

Esse modelo foi utilizado para avaliar o efeito do EHMDb sobre a dor neurogénica. Para
isso, a placa foi aquecida e mantida a temperatura constante de 50 °C. Os camundongos foram
selecionados 24 horas antes da realizacao experimental e colocados em um cilindro de vidro de
24 cm de diametro em uma superficie quente e o tempo (segundos) em que o animal iniciasse a
resposta de lamber, chacoalhar, retirar a pata ou pular foi registrado como tempo de laténcia.
Foi determinado o tempo limite de 30 segundos sobre a placa quente para evitar maiores danos
teciduais decorrente de possiveis queimaduras. Os animais camundongos machos (n=10-12)
receberam o tratamento oral de veiculo (salina 10 mL/kg) ou EHMb (250 mg/kg) 60 minutos
antes da realizacdo do teste. A morfina (5 mg/kg) foi utilizada como controle positivo neste
modelo experimental e foi administrada pela via subcutanea 15 minutos antes da realizacdo do

teste da placa quente.

4.2.6. Avaliacdo da participacdo do sistema opioidérgico na antinocicepcao (Santos et al.,
1999 e Santos et al., 2005 com modificagdes).

Para avaliar a participacdo do sistema opidide na atividade antinociceptiva do EHMb,
os camundongos machos (n=10-12) foram pré-tratados com 1 mg/kg de naloxona
(antagonista de receptores opidides) 30 minutos antes dos tratamentos orais. Os animais
receberam o tratamento oral com o veiculo (salina 10 mL/kg) ou EHMb (250 mg/kg) 60
minutos antes da realizacdo do teste e a morfina, utilizada como controle positivo, foi
administrada s.c. (2,5 mg/kg) 20 minutos antes da injecdo de formalina. Os animais foram
observados na segunda fase do teste de formalina devido & agdo nociceptiva observada

anteriormente apenas nessa fase do modelo experimental.
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4.2.7. Avaliacdo da participacdo dos receptores opidides na antinocicep¢do (Longhi-
Balbinot et al., 2011 com modificacdes).

Para avaliar a participacdo dos receptores opidides na atividade antinociceptiva do
EHMb os camundongos machos (n=10-12) foram pré-tratados com (salina 10 mL/kg) de
veiculo i.p., (1 mg/kg) de CTOP (antagonista seletivo do receptor opidide ) s.c., (1 mg/kg)
de nor-binaltorfimina (antagonista seletivo do receptor opidide ) i.p. ou (3 mg/kg) de
naltrindole (antagonista seletivo do receptor opidide 3) s.c.. Apds 20 minutos, 0s animais
receberam oralmente veiculo (salina 10 mL/kg), EHMb (250 mg/kg) ou morfina (2,5 m/kg)
s.c. A injecdo de formalina foi realizada ap6s 60 minutos de administracdo de salina ou de
EHMb e 20 minutos depois da administracdo da morfina. A observacdo do tempo de lambida
do animal foi realizada apenas na segunda fase do teste de formalina (15-30 minutos apos a
injecdo) devido a acdo nociceptiva ter sido observada apenas nessa fase do modelo

experimental.

4.2.8. Determinacdo da motilidade intestinal (Baggio et al., 2003).

Camundongos Swiss machos (n=8), em jejum de 6h foram divididos em grupos, que
receberam seus respectivos tratamentos de veiculo - salina 10 mL/kg (v.0.), morfina 2,5
mg/kg (s.c.) ou EHMb 250 mg/kg (v.0.). Apés 30 minutos, todos os animais receberam
carvdo ativado a 10% (v.0.) em volume de 10 mL/kg. Ap6s 30 minutos da administracdo do
carvdo, todos os animais foram mortos. Apds a morte dos animais foi removido o intestino
delgado juntamente com o estbmago, para a realizacdo da medi¢do do comprimento total do
intestino e a distancia percorrida pelo carvdo ativado, para ser analisado a obtencdo da relacéo
distancia percorrida pelo carvdo e o comprimento total do intestino. Os dados obtidos dessa
relacdo (%) foram convertidos em arcoseno para posterior analise estatistica.

4.2.9. Avaliacdo da participacdo do sistema serotonérgico na antinocicep¢do (Santos et
al., 1999 e Santos et al., 2005 com modificacdes).

Para avaliar o envolvimento do sistema serotonérgico na atividade antinociceptiva do
EHMb os camundongos machos (n=10-12) foram pré-tratados com 0,1 mg/kg de
WAY100635 (antagonista 5 HT;) i.p, 1 mg/kg de ketanserina (antagonista 5 HT,) i.p, 0,5
mg/kg de ondansetron (antagonista 5 HT3) i.p ou 10 mL/kg de veiculo (salina) 30 minutos
antes dos tratamentos orais dos animais. No tratamento foi realizado a administracdo de

veiculo (salina 10 mL/kg) ou EHMb (250 mg/kg). A injecdo de formalina foi realizada apos
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60 minutos de administracdo do tratamento. A observac¢ao do tempo de lambida do animal foi
realizada apenas na segunda fase do teste de formalina (15-30 minutos apds a injecdo) devido

a acdo nociceptiva ter sido observada apenas nessa fase do modelo experimental.

4.2.10. Avaliacdo da participacdo do éxido nitrico na antinocicepg¢do (Santos et al., 1999
e Santos et al., 2005 com modificacdes).

Para a avaliacdo do papel do 6xido nitrico na antinocicepc¢do do extrato, camundongos
machos (n=10-12) foram pré-tratados com 500 mg/kg de I-arginina (substrato da sintese de
NO) i.p ou 10 mL/kg de veiculo (salina) i.p. 30 minutos antes dos tratamentos orais. Os
animais foram tratados oralmente 60 minutos antes da injecdo de formalina, com 10mg/kg
veiculo (salina) ou 250mg/kg de EHMb. Como controle da reversdo da anti-nocicepg¢do foi
administrado 65 mg/kg de I-name (inibidor da sintese de NO) i.p. 30 minutos ap6s a injecdo
de l-arginina e os animais foram submetidos ao teste da formalina e observados durante a fase

inflamatoria.

4.2.11. Avaliacdo do sistema glutamatérgico na antinocicepcao (Beirith et al., 2002).

Com o intuito de avaliar o papel do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva
do EHMDb foi realizado uma injecéo intraplantar de 20 pl a 30 umol de glutamato. Os animais
camundongos machos (n=10-12) foram tratados pela via oral com veiculo (salina 10 mL/kg) ou
EHMb (250 mg/kg) 60 minutos antes da injecdo de glutamato e foram observados por 15
minutos. O tempo em segundos que o animal lambeu a pata foi considerado como indicativo de

dor.

4.2.12. Edema de orelha induzido por xilol (Swingle et al., 1981 com modificaces).

Para avaliar o efeito anti-edematogénico do EHMDb foi utilizado o modelo experimental
de inducdo de edema com o uso tépico do xilol. Para inducdo desse edema de orelha, 40 pl de
xilol foram aplicados topicamente na orelha esquerda dos camundongos (20 pl na face anterior
da orelha, 20 ul na face posterior). A orelha direta foi utilizada como controle. Os camundongos
machos (n=10) foram submetidos ao jejum por 2 horas e posteriormente, foram tratados 2 horas
antes da inducgéo do edema de orelha com 5 mg/kg, (i.p) de dexametasona e 60 minutos antes
da inducdo do edema tratados oralmente com o veiculo (salina 10 mL/kg) ou EHMDb nas doses
de 125 ou 250 mg/kg. Ap6s uma hora da indugdo do edema, os camundongos foram mortos e

uma seccao circular (8 mm de didmetro) de suas orelhas esquerdas e direitas foram retiradas
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com o auxilio de um puncher (perfurador). Logo em seguida, as orelhas foram pesadas e o
edema foi expresso através da diferenca de massa (em miligramas) entre a orelha esquerda e a

orelha direita.

4.2.13. Edema de orelha induzido por acido araquidénico (AA) (Young et al., 1984 e
Crummey et al., 1987 com modificacgdes).

Para avaliar a participacdo do AA na acdo anti-edematogénica do EHMb, foi utilizado
0 modelo experimental de indugdo de edema com o uso topico do AA. Para inducdo desse
edema de orelha, 20 pl de AA diluido em acetona na concentragdo de 2mg/20ul, foram
aplicados topicamente na orelha esquerda dos camundongos (10 pl na face anterior da orelha,
10 ul na face posterior). A orelha direta foi utilizada como controle. Os camundongos machos
(n=10-12), submetidos ao jejum por 2 horas, foram tratados 2 horas antes da indugdo do
edema com 5 mg/kg, (i.p) de dexametasona e uma hora antes da indugdo do edema tratados
com oralmente com o veiculo (salina) ou 125 mg/kg de EHMb. Apds uma hora da inducgédo do
edema, os camundongos foram mortos e uma seccdo circular (8 mm de diametro) de suas
orelhas esquerdas e direitas foram retiradas com o auxilio de um puncher (perfurador). Logo
em seguida as orelhas foram pesadas e o edema foi é expresso através da diferenca de massa

(em miligramas) entre a orelha esquerda e a orelha direita.

5. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média dos
parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida do teste de Dunnett para comparacgao entre trés grupos ou mais,
ou teste de Student (t) para comparar dois grupos. A analise estatistica dos resultados

considerou como nivel de significancia minima de p < 0,05.

6. RESULTADOS
6.1. Processo de extracdo

O rendimento final da extracdo das folhas de Myrcia bella pelo método de maceracao
dindmica durante 2 horas utilizando como solvente (Etanol: 4&gua 70:30) foi de 44%.
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6.2. Toxicidade aguda e “screening” hipocratico

Os camundongos, machos e fémeas, receberam a dose de 5000 mg/kg de EHMb e ndo
foram detectadas alteracbes nos parametros comportamentais analisados (Anexo 3) e ndo
ocorreu nenhuma morte nos grupos tratados com o extrato. A evolugéo do peso corporal dos
animais foi acompanhada diariamente durante 14 dias apds o tratamento. O grupo de
camundongos machos tratados com veiculo, quando comparados com 0s animais que
receberam EHMb na dose de 5000 mg/kg, apresentaram alteraces na evolucdo dos pesos
corporais do 3° ao 8° dia de observacdo. Porém ap6s o 8° dia o peso corporal desse grupo foi
normalizado como observado na figura 2. A evolucdo do peso das fémeas tratadas com o
EHMb durante os 14 dias ndo apresentou nenhuma alteracdo quando comparado ao grupo

tratado com o veiculo (figura 3).

Figura 2. Evolugéo do peso corporal (g) de camundongos (machos) tratados oralmente com
Unica dose do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) (5000 mg/kg)

57
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Média do peso (g)
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tempo (dias)

Meédia do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as médias
de peso dos grupos para cada dia de observacdo. Teste t “Student” *p<0,05 vs grupo controle
tratado com veiculo.
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Figura 3. Evolucdo do peso corporal (g) de camundongos (fémeas) tratados oralmente com
Unica dose do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) (5000 mg/kg)
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Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias. Os pontos representam as médias
de peso dos grupos para cada dia de observacgéo. Teste t “Student”.

Outro parametro analisado nesse modelo experimental foi o peso relativo dos 6rgéos,

(coracdo, bago, pulmdes, figado e rins), obtidos pela razéo entre o peso do 6érgdo e peso total

do animal transformado em arcoseno para adequacdo estatistica. Para as fémeas também

foram analisados os pesos dos ovarios e utero. Apos a realizacdo do teste estatistico, no qual

se comparou o grupo tratado com o EHMb e o veiculo, verificou-se que ndo existe diferenca

significativa entre os grupos de machos. Para as fémeas (figura 4) foi observada uma reducéo

significativa no peso dos pulmdes (veiculo 4,80 + 0,08 e tratados com EHMb 4,49 + 0,10). No

entanto, quando foram analisado 0s pesos dos Orgdos reprodutores das fémeas, como

mostrado na figura 5, ndo ocorreu nenhuma alteracéo significativa entre 0s grupos.
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Figura 4. Efeito do tratamento agudo com o extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb)
(5000 mg/kg) sobre os 6rgdos de camundongos (g).

Tratamentos N Morte Coracgéo Baco Pulméo Figado Rins
Veiculo - Salina 10 0 400+0,09 340+0,12 4,40+0,14 13,23+0,26 6,58+0,15
3 EHMb 10 0 403+0,07 355+0,15 487+0,21 1297+0,27 6,31+0,07

(5000 mg/kg)

Veiculo - Salina 10 0 3,69+0,07 352+021 4,80+0,08 12,46 +0,19 5,60+0,12

9 EHMb 8 0 3,76+0,10 322+0,12 4,49+0,10* 11,87+0,21 5,41+0,12
(5000 mg/kg)

Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média. Teste t “Student”.

Figura 5. Efeito do tratamento agudo com o extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb)
sobre 0s 6rgdos reprodutivos de camundongos (g)

Tratamentos Utero Ovarios#
Salina 2,39 +0,27 1,08 £ 0,06
EHMb 2,70 +0,33 1,13+£0,21

(5000 mg/kg)

# Os valores reais foram multiplicados por 100 para que fosse vidvel a realizacdo da
conversdo dos dados em arcoseno e posterior analise estatistica. Os dados sdo expressos pela
média * erro padrdo da média. Teste t “Student”.

6.3. Contorcdo abdominal induzida pelo acido acético.

No modelo experimental de dor induzida pelo &cido acético, o grupo controle
previamente tratado com solucdo salina, obteve 35 + 4,4 contorc¢des durante os 15 minutos de
avaliagdo experimental. O tratamento dos animais com EHMb nas doses de 125 e 250 mg/kg,
promoveu reducdes expressivas no nimero de contor¢des abdominais em 32,57% (24 £ 4,0) e
55,79% (16 + 1,4), respectivamente. O acido acetilsalicilico (AAS), utilizado como controle
positivo, apresentou uma reducdo do nimero de contor¢des abdominais em 61,3% (14 + 2,6).
Os resultados podem ser observados na figura abaixo.
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Figura 6. Numero de contor¢des abdominais, induzida pelo acido acético i.p. (0,8%), de
camundongos machos tratados oralmente com as dose de 125 mg/Kg e 250 mg/Kg do extrato

hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb).
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@8 Salina

Bl AAS 300 mg/kg
B8 EHMb 125 mg/kg
@l EHMb 250 mg/kg

Os dados sdo expressos pela média + erro padrédo da média (n=10). ANOVA seguida de Teste
de Dunnett ***p<0,001. Os valores (%) correspondem & reducdo da média em relagdo ao
grupo controle (veiculo - salina).

6.4. Atividade de performace motora “"Rota-rod”".

No modelo experimental para avaliacdo da performance motora, 0 grupo controle,

previamente tratado com solucdo salina obteve 3 + 0,44 nimero de quedas durante os 3

minutos de avaliacdo experimental. O tratamento com EHMb na doses de 250 mg/Kg, nao

demonstrou alterara¢cbes no ndmero de quedas dos animais (3 + 0,44) durante o periodo

avaliado. O diazepam utilizado como controle positivo, apresentou um aumento expressivo do

namero de quedas dos animais em (7,17 £ 1,25) como podemos observar na figura 7.
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Figura 7. Numero de quedas de camundongos machos tratados oralmente com as dose do

extrato hidroalcoolico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de Rota
rod.

10- *k .
@@ Veiculo

@l Diazepam 2 mg/kg
@8 EHMb 250 mg/kg

NUumero de Quedas

Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=9). ANOVA seguida de teste
de Dunnett **p<0,01.

6.5. Teste da formalina

No modelo experimental de inducdo de dor por formalina, o EHMb n&o apresentou
reducédo significativa no tempo de lambida na fase neurogénica em nenhuma das doses
testadas, como demonstra a figura 8. Porém na fase inflamatoria, os animais apresentaram
uma diminuicdo significativa da nocicep¢cdo. Somente a dose de 250 mg/Kg do EHMb
reduziu em 32,3% (170,8 + 10,7s) a resposta a dor quando comparada ao grupo veiculo
(252,64 + 17,68s). As demais doses do EHMb avaliadas ndo apresentaram diminuigdo

significativa no tempo de resposta dos animais. Estes resultados sdo apresentados nas figuras
8el.
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Figura 8. Avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcoolico de Myrcia bella
(EHMDb) nas doses de 125, 250 e 375 mg/Kg no modelo de formalina na fase neurogénica.
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Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=10-12). ANOVA seguida de
teste de Dunnett.

Figura 9. Avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcoolico de Myrcia bella
(EHMDb) nas doses de 125, 250 e 375 mg/Kg no modelo de formalina na fase inflamatdria.

Fase Inflamatoria
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Os dados sdo expressos pela média * erro padrdo da média (n=10-12). Seguida de teste de
Dunnett **p<0,01. Os valores (%) correspondem & reducdo da média em relacdo ao grupo
controle (veiculo - salina).

6. 6. Teste da placa quente

No teste da placa quente a 50°C, os animais tratados com morfina aumentaram o

tempo de reacdo ao estimulo térmico em 89,8% (19,17 = 1,19s) ap6s 30 minutos do
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tratamento, 75,93% (14,62 + 1,1s) apds 60 minutos e 73,38% (16,09 + 2,28s) apds 120
minutos, como pode ser observado nas figuras 10, 11 e 12, respectivamente. O EHMb na
dose de 250 mg/Kg né&o foi capaz de aumentar o tempo de reacdo ao estimulo térmico dos
animais apos 30 minutos (12,38 + 0,87s), 60 minutos (9,99 * 0,93s) e nem apo6s 120 minutos
(13,78 + 1,18s).

Figura 10. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico de Mycia bella
(EHMDb) na dose de 250 mg/Kg no teste da placa quente a 50°C, avaliacao ap6s 30 minutos da
administracdo da morfina.
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Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=10-12). ANOVA seguida de
teste de Dunnett ***p<0,001. Os valores (%) correspondem ao aumento da média em relacéo
ao grupo controle (veiculo - salina).

Figura 11. Avaliagdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico de Mycia bella
(EHMDb) na dose de 250 mg/kg no teste da placa quente a 50°C, avaliac¢do ap6s 60 minutos da
administracao da morfina.
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Os dados séo expressos pela média + erro padrdo da média (n=10-12). ANOVA seguida de
teste de Dunnett **p<0,01. Os valores (%) correspondem ao aumento da média em relagdo ao
grupo controle (veiculo - salina).
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Figura 12. Avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico de Mycia bella
(EHMb) na dose de 250 mg/Kg no teste da placa quente a 50°C, avalia¢do apds 120 minutos
da administracdo da morfina.

73,38%
**

N
g

@8 Veiculo
@8 Morfina 5 mg/kg
@l EHMb 250 mg/kg

H
o1
1

€]
1

Tempo de laténcia (segundos)
'_\
o o

Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=10-12). ANOVA seguida de
teste de Dunnett **p<0,01. Os valores (%) correspondem ao aumento da média em relagdo ao
grupo controle (veiculo - salina).

6.7. Avaliacdo da participacdo do sistema opioidérgico na anti-nocicepcao.

Como a observacdo da agdo antinociceptiva do extrato ocorreu apenas na fase
inflamatdria, esta fase foi utilizada para caracterizacdo do mecanismo de acdo da via
opioideérgica. Neste ensaio, 0s animais que receberam o pré-tratamento com veiculo - salina
10 mL/Kg (i.p.) e o tratamento com morfina apresentaram uma redugdo de 69,5% (68,88 +
14,58s) na nocicepcéo e 0 EHMb obteve uma reducgéo de 47,1% (119,6 + 14,39s). Quando foi
realizado o pré-tratamento com naloxona e o tratamento com a morfina, a naloxona reverteu a
antinocicepcdo causada pela morfina (229,1 + 17,94s) e também pelo EHMb (153,6 *
25,07s). No entanto, quando se compara 0s animais que receberam o pré-tratamento de salina
e 0s animais que receberam o pré-tratamento com naloxona (ambos recebendo o tratamento

com o extrato) ndo ocorreu uma diferencga significativa entre eles.
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Figura 13. Avaliacdo da participacdo do sistema opidide na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de
formalina na fase inflamatoria.

Fase Inflamatoéria

@8 Veiculo
@l Morfina 2,5mg/kg
@l EHMb 250mg/kg

Tempo (Segundos)

Pré-tratamento Pré-tratamento
Salina Naloxona

ANOVA seguida de teste Dunnett ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam
os valores de média em segundos * erro padrdo da média. As porcentagens indicam a acéo
antinociceptiva em relacdo aos seus respectivos grupos controles tratado com veiculo (n= 10-
12).

6.8. Avaliagdo da participacdo dos receptores opidides na antinocicepgao.

Para avaliar o envolvimento dos receptores opidides na atividade antinociceptiva do
EHMD foi utilizado o modelo de formalina (figura 14) na qual se avaliou a fase inflamatoria.
O grupo de animais que recebeu o pré-tratamento de veiculo e tratamento com morfina
apresentou uma reducao de 69% (55,42 + 4,96s) do tempo de resposta a dor. Os animais que
foram tratados com o EHMb também apresentaram uma reducdo de 57% da resposta a dor
(76 £ 6,50s) quando comparados as animais que receberam o tratamento de salina (177, 8
11,26s). Os animais que receberam o pré-tratamento de CTOP (antagonista do receptor
opibide ), e posteriormente foram tratados com morfina, como esperado ndo apresentaram
antinocicepgdo (119,1 + 14,45s). Porém os animais pré-tratados com CTOP e posteriormente
tratados com o EHMb mantiveram sua propriedade antinociceptiva reduzida para 41% quando
sdo comparados aos animais que receberam o tratamento de veiculo. Os animais que
receberam o pré-tratamento com o antagonista do receptor opidide x (nor-binaltorfimina),
apresentaram uma resposta antinociceptiva de 36% (125,4 + 21,27s) quando tratados com

morfina e de 36% (126,1 + 11,13) quando tratados com o EHMb. O pré-tratamento com o
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naltrindole (antagonista do receptor opiodide &) também reduziu em 49% (93,86 £ 17,51s) a
nocicepgdo quando os animais foram tratados com a morfina e em 44% (102,7 +11,43s) nos
animais que receberam o extrato quando comparados ao grupo que recebeu veiculo (183,9
27,775s).

Figura 14. Avaliacdo da participacdo do sistema opidide na atividade antinociceptiva do
extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de
formalina na fase inflamatoria.

Fase Inflamatéria

@l Veiculo
El Morfina 2,5 mg/kg
Bl EHMb 250 mg/kg

Tempo (Segundos)

Salina CTOP Nor-Binalt Naltr

Pré-tratamentos

ANOVA seguida de Dunnett, *p<0,05 ou ***p<0,001. As barras representam os valores de
média em segundos + erro padrdo da média. As porcentagens indicam a ac¢do antinociceptiva
em relacdo aos seus respectivos gupos controles tratados com o veiculo (n= 10-12).

6.9. Avaliacdo da motilidade intestinal

Os animais que receberam morfina apresentaram uma reducdo significativa da
motilidade intestinal de 50,71% (37 £ 3,6cm) quando comparados com 0S animais que
receberam o veiculo (70 £ 3,1). Os animais tratados com o EHMb também apresentaram
reducdo de 23,8% (58 £ 2,9) na motilidade intestinal tambem comparados com 0 grupo

tratado com veiculo (figura 15).
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Figura 15. Efeito do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg
sobre a motilidade intestinal de camundongos com a utilizagéo de carvao ativado.

100-
. @l Veiculo
80+ 23.8% @l Morfina 2,5 mg/kg
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20+

Deslocamento (arcoseno)

0-

Os dados sdo expressos pele média £ erro padrdo da média (n=10). ANOVA seguida de teste
de Dunnett **p<0,01 e ***p<0.001. Os valores (%) correspondem a reducdo da média em
relacdo ao grupo controle (veiculo — salina).

6.10. Avaliacao da participacdo dos receptores serotonérgicos na antinocicepgéo

Para avaliar participacdo dos diferentes subtipos de receptores serotonérgicos na acao
antinociceptiva do EHMb, foram utilizados os antagonistas dos receptores 5 HTia
(WAY100635), 5 HT, (ketanserina) e 5 HT3 (ondansetron) no modelo de formalina (fase
inflamatdria). A acdo antinociceptiva do EHMb pode ser confirmada através da reducdo do
tempo de resposta a dor dos animais tratados com o0 EHMDb que foi reduzida em 44,8% (118,1
+ 20,66s) quando comparado ao grupo tratado com veiculo. O pré-tratamento dos animais
com o antagonista de receptores 5 HT;a (WAY100635) ndo foi capaz de reverter a resposta
antinociceptiva do EHMb que se manteve reduzida em 34,8% (139,5 + 13,46s). Mas a
participacdo da via serotonérgica na acdo do extrato foi evidenciada com o tratamento dos
animais com ketanserina e ondansetron. A figura 16 evidencia que a a¢do antinociceptiva do

EHMD foi revertido com os antagonistas de receptores 5HT, e 5HT3.
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Figura 16. Avaliacdo da participacdo do sistema serotonérgico na atividade antinociceptiva
do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de
formalina na fase inflamatoria.

Fase Inflamatéria

@ Veiculo
@8 EHMb 250 mg/kg

Tempo (Segundos)

Salina Way Ket Onda

Pré-tratamentos

ANOVA seguida de Dunnett, **p<0,01 ou ***p<0,001. As barras representam os valores de
média em segundos * erro padrdo da média. As porcentagens indicam a acdo antinociceptiva
em relacdo aos seus respectivos controles. (n=10-12).

6.11. Avaliacao da participagéo da via L-arginina-oxido nitrico na antinocicepcao

Para a avaliacdo da participacdo da via l-arginina-0xido-nitrico os animais foram pré-
tratados com veiculo e apresentaram uma reducdo da nocicepcdo quando tratados com L-
name em 85,5% (26,75 + 5,24s) e de 36,23% (148,5 + 18,53s) quando tratados com EHMb
(figura 17). Os animais pré-tratados com L-arginina e tratados com L-name apresentaram uma
reversdo da acdo antinociceptiva (176,9 + 26,91s) assim como o grupo de animais tratado com
0 extrato (183,6 + 24,16s), demonstrou também o envolvimento dessa via na acdo

antinociceptiva do EHMb.
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Figura 17. Avaliacdo da participacdo do sistema serotonérgico na atividade antinociceptiva
do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de
formalina na fase inflamatoria.

Tempo (Segundos)

Fase Inflamatéria

ns

250 ,
@@ Veiculo

@8 L-name 65 mg/kg
@@ EHMb 250 mg/kg

200

36,23%

150 *k%k
100
50
0
Pré-tratamento Pré-tratamento
Salina L-arginina

ANOVA seguida de Dunnett, ***p<0,001; ns = ndo significativo. As barras representam 0s
valores de média em segundos * erro padrdo da media. As porcentagens indicam a acgdo
antinociceptiva em relacdo aos seus respectivos controles. (n= 10-12).

6.12. Avaliacdo da participacéo do sistema glutamatérgico na antinocicepcao.

Através da inducdo de nocicepcdo pela administracdo do glutamato, foi possivel

observar que o EHMb apresentou acao antinociceptiva pela reducdo significativa do tempo de

resposta 35,5% (79,5 £ 6,76s) (figura 18).

45



Figura 18. Avaliacdo da participacdo do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva
do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella (EHMb) na dose de 250 mg/Kg no modelo de

inducdo de dor pelo glutamato.
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Os dados sdo expressos pela média + erro padrdo da média (n=10-12). Teste t “Student”
**p<0,01. Os valores (%) correspondem a reducdo da média em relacdo ao grupo controle

(veiculo- salina).

6.13. Modelo de edema de orelha induzido pelo xilol.

No teste de edema de orelha induzido por xilol, foram observadas redugdes
significativas do edema em 60,37% (3,48 + 0,67mg) nos animais tratados com dexametasona
e também foram observadas reducdes de 51,89% (4,31 + 0,28mg) no grupo de animais
tratados com o EHMb na dose de 125 mg/kg e de 42,02% (5,28 + 0,48mg) quando tratados
com o0 EHMb na dose de 250 mg/Kg (figura 19).
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Figura 19. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella

(EHMDb) nas doses de 125 mg/Kg e 250 mg/Kg no modelo de edema de orelha induzido pelo
xilol.

15- )
@ Veiculo
@ Dexametasona 5 mg/kg
> 10- @@ EHMb 125 mg/kg
£ 42040 HB EHVb 250 mg/kg
2 60,37% °1,89% *k
& 5 *okk *x
0-

Os dados sdo expressos pele média + erro padrdo da média (n=10). ANOVA seguida de teste
de Dunnett **p<0,01 e ***p<0.001. Os valores (%) correspondem a reducdo da média em
relacdo ao grupo controle (veiculo — salina).

6.14. Modelo de edema de orelha induzido pelo acido araquiddnico (AA).

Os resultados (figura 20) nos mostram uma diminuicdo do edema dos animais que
foram tratados com o controle positivo (dexametasona) com redugdo de 28,14% (8,91 +
0,64mg) quando comparado ao grupo tratado somente com o veiculo. Os animais que
receberam o tratamento com EHMb na dose de 125 mg/Kg (13,41 + 0,84mg) nao
apresentaram reducédo do edema de orelha.
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Figura 20. Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria do extrato hidroalcodlico de Myrcia bella
(EHMDb) nas doses de 125 mg/Kg no modelo de edema de orelha induzido pelo AA.
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Os dados sdo expressos pele média + erro padrdo da média (n=10). ANOVA seguida de teste
de Dunnett *p<0,05. Os valores (%) correspondem a reducdo da média em relacéo ao grupo
controle (veiculo — salina).

7. DISCUSSAO

Quando se fala em Pesquisa e Desenvolvimento, € muito comum associar este termo
com ciéncia. Segundo Krieger (2003), é a ciéncia que gera conhecimento para que o setor
produtivo o transforme em tecnologia e inovacdo. No caso especifico da industria
farmacéutica, a area de pesquisa e desenvolvimento € quase sempre associada com as
atividades e o conhecimento necessario para o desenvolvimento de novos farmacos que tem
como objetivo o frequente langcamento de novos produtos, que é condicdo basica para a
manutencdo e/ou ampliacdo da presenca no mercado. As atividades relacionadas com o ciclo
de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco sdo: atividades de desenvolvimento dos
processos de sintese de novas substancias ou extracdo de principios ativos de fontes naturais,
testes de eficacia, toxicidade, potencial teratogénico, testes farmacoldgicos, estudos
farmacotécnicos e ensaios clinicos (Santos, 2001). Os investimentos nessa area na industria
farmacéutica ganham destaque, como exemplificada pela indUstria norte-americana Pfizer que
gerou US$ 45,2 bilhGes de vendas em 2003, e seu orcamento estimado foi de US$ 7,9 bilhdes
em pesquisa e desenvolvimento (Rover, 2010).

No Brasil, a industria nacional focava os esfor¢os na copia de medicamentos porque
ndo havia o estimulo para o investimento em pesquisa e desenvolvimento. Em 2004, os
laboratdrios nacionais passaram a procurar parcerias com universidades e instituicbes de

pesquisa, de maneira a buscar a viabilizacdo de novas drogas e patentes. O potencial latente
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do mercado mundial de fitoterdpicos, no qual o Brasil ocupa posi¢do vantajosa, por causa da
abundante flora disponivel, estd em torno de US$ 60 bilhGes/ano, o que justifica os
investimentos em pesquisa e desenvolvimento neste setor (Bellinghini, 2004). A Organizacéao
Mundial da Saude, também tem incentivado investimentos pablicos em plantas medicinais, e
assim a fitoterapia vem sendo mais aceita entre profissionais da saude. No Brasil, cada vez
mais a fitoterapia estd se difundindo entre a populagdo, estigmatizado pela “consciéncia
ecologica”, que faz com que os consumidores tenham preferéncia por produtos de origem
natural (Silveira et al., 2008)

Muitas substancias de origem vegetal, pertencentes as mais diversas classes quimicas,
possuem comprovada atividade anti-inflamatdria, como exemplo podemos citar o fitoterapico
anti-inflamatorio Acheflan, produto oriundo de pesquisa brasileira que resultou em um
produto que inibe citocinas inflamatdrias e € indicado para uso local no alivio de dores
associadas a inflamacao dos musculos e tendfes (Coutinho, 2009; ANVISA 2011).

Portanto, motivados pela busca de novas opcdes terapéuticas para o tratamento da dor e
inflamacéo utilizando espécies medicinais da flora brasileira, este trabalho buscou caracterizar
a acdo do extrato hidroalcoolico das folhas de Myrcia bella em modelos experimentais in
Vivo.

Com os modelos experimentais in vivo foi possivel avaliar a toxicidade aguda, o
desempenho locomotor e a atividade antinociceptiva e ou/ anti-inflamatéria do extrato
hidroalcodlico das folhas de Myrcia bella Cambess, bem como elucidar os possiveis
mecanismos de acdo envolvidos nessas atividades farmacoldgicas.

O primeiro experimento realizado foi a avaliacdo da toxicidade aguda do extrato, que
avalia o efeito que um conjunto de substancias pode produzir no animal dentro de um curto
periodo de tempo resultante da administracdo de uma Unica dose ou de vérias doses. E uma
avaliacdo importante no inicio da pesquisa para fornecer subsidios sobre 0 modo de acdo
toxico da substancia testada e determinante para a continuidade da pesquisa de produtos
naturais (Brito, 1994).

No modelo de toxicidade aguda foi caracterizado os possiveis efeitos toxicos da
administracdo de uma elevada dose (5000 mg/Kg) do EHMb. Os animais tratados com o
extrato ndo apresentaram sinais clinicos relevantes de toxicidade no screening hipocratico, e
também pela auséncia de mortes no grupo de EHMb durante o periodo de observacdo, para
ambos 0s sexos. O screening hipocratico é um ensaio Gtil e comumente usado na triagem

preliminar de plantas para detectar atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas (Lucio et al.,
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2000). Neste trabalho, ocorreram alteragdes do peso corporal dos animais machos tratados
com o0 EHMb durante o 3° até o 8° dias de observacao. Porém, esta queda do peso corporal foi
normalizada a partir do 9° dia e prosseguiu sem alteracdo até o final do experimento
naturalmente. Nas fémeas tratados com o EHMb ndo ocorreram alteracbes dos pesos
corporais durante os 14 dias observados. Em estudos de toxicidade, observagdes clinicas, peso
dos o6rgdos e alteracdes do peso corporal pode fornecer indicadores Uteis do estado de saude

geral do animal (Jahn e Gunzel, 1997).

Outro parametro analisado nesse modelo experimental foi o peso relativo de alguns
0rgdos, obtidos pela razdo entre o peso do 6rgdo e peso total do animal transformado em
arcoseno para adequacdo estatistica. Apos a realizacdo do teste estatistico, foi verificado uma
diferenca significativa no peso dos pulmdes de fémeas tratadas com o EHMb em comparacgéo
com o grupo tratados com o veiculo. Os demais 6rgdos analisados ndo apresentaram nenhuma

alteracdo assim como os 6rgdos dos animais machos tratados com o EHMb.

Os pulmdes sdo locais de captacdo, acimulo e metabolismo de numerosas substancias
qguimicas (endogenas e exdgenas) e sitios frequentes de reacdes adversas as drogas (Kilburn,
1980; Bend et al., 1985; Boyd, 1985). As acOes sobre os sistemas oxidante-antioxidante,
imunologico, proteolitico e de reparo da matriz do pulm&o tém sido revisadas, embora a
patogenia exata da maioria dessas reacOes seja desconhecida. Entre as sindromes clinicas
importantes no pulméo de reacdo adversa a drogas estdo: edema, hipertensdo e hemorragia
pulmonar, doenca intersticial crbnica, infiltrado pulmonar agudo, sindrome da angustia
respiratoria do adulto, bronquiolite obstrutiva, derrame pleural e bronco espasmo (Kay, 1996).
No entanto, seriam necessarias avaliagcdes histopatoldgicas dos pulmdes dos animais tratados
com o EHMb para elucidar a alteracio de peso observada nos pulmdes das fémeas. E
importante ressaltar que a toxicidade deve ser descrita como uma relacdo dose-efeito entre
compostos, ou seja, qualquer substancia pode ser toxica se a dose ou a exposi¢do se tornarem
suficientemente altas (Loomis e Hayes, 1996; Sipes e Dart, 1997; Diniz, 2000). Neste
trabalho, os resultados obtidos com o EHMb demonstram a necessidade de estudos
complementares de toxicidade para que se possa garantir a seguranga de seu uso e a auséncia
de toxicidade em humanos.

O primeiro modelo experimental de dor utilizado no presente trabalho foi o de
contor¢cbes abdominais induzidas por &cido acetico em camundongos. Esse modelo
experimental é empregado como ferramenta de triagem de novas drogas a serem testadas,

como extratos de plantas e também substancias isoladas, com possiveis propriedades
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analgésicas e/ou anti-inflamatorias (Vyklicky, 1979; Tjolsen e Hole, 1997). Esse ensaio,
apesar de simples e pouco especifico, é de facil observacdo além de apresentar boa
sensibilidade as drogas analgésicas e anti-inflamatdrias ndo esteroidais, bem como a drogas
semelhantes a morfina e outros analgésicos que atuam centralmente (Koster et al., 1959;
Ikeda et al., 2001; Le Bars et al., 2001). Além disso, os resultados obtidos com varias classes
de drogas analgeésicas, neste ensaio, mostram boa correlagdo com a acao analgésica em outros
estudos pré-clinicos (Siegmund et al., 1957; Blumberg et al., 1965; Blane et al., 1967; Collier
etal., 1968).

A resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético pode envolver diretamente as fibras
aferentes nociceptivas devido a sintese de mediadores inflamatdrios juntamente com a
reducdo do pH (Franca, 2001). Os protons resultantes desta resposta do &cido acético
despolarizam neur6nios sensoriais diretamente pela ativacdo de um canal ndo-seletivo
catiénico cutaneo, visceral ou outros tipos de fibras C de aferentes periféricos (Reeh e Kress,
2001; Julius e Basbaum, 2001). O &acido acético pode atuar indiretamente causando a
liberacdo de mediadores enddgenos envolvidos na modulacdo da dor, bem como diretamente
sobre 0s neurotransmissores incluindo 5-HT, histamina, bradicinina, prostaglandinas,
acetilcolina e SP. A nocicepg¢do causada pelo acido acético depende também da liberagdo de
citocinas, proteinas reguladoras produzidas por macrofagos e baséfilos encontrados na
cavidade abdominal, principalmente a IL-13 e 0 TNF-a.. Sendo assim, o modelo de contorgao
induzido por &cido acético é sensivel as substancias analgésicas de acdo periférica, bem como
as de acdo central (Whittle, 1964; Cervero, et al., 1999; Ribeiro et al., 2000; Piek e Winter,
2003; Shafiee, 2003).

Utilizando esse modelo experimental foi possivel demonstrar, pela primeira vez, que a
administracdo oral de EHMb produziu inibicdo dose-dependente do nimero de contorcbes
abdominais induzidas pelo acido acético. O EHMb promoveu reducdo nas contor¢fes na
ordem de 32,57% (125 mg/Kg) e 55,79% (250 mg/Kg) quando comparado ao grupo de
animais que recebeu o veiculo. Esses resultados indicam, portanto que o efeito causado pelo
EHMb pode ser devido a inibicdo direta ou indireta da liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios ou até mesmo por uma modula¢do central da transmissdo nociceptiva. No
entanto, devido a pouca especificidade da resposta antinociceptiva desse modelo experimental
foram necessarios ensaios complementares para a interpretacdo dos mecanismos de agéo

envolvidos no efeito antinociceptivo do EHMDb (Rates e Barros, 1994).
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No modelo de contor¢do abdominal, pode ocorrer uma possivel resposta
antinociceptiva falso- positiva devido a possibilidade de algumas drogas capazes de induzir
alteracdes motoras ou efeitos inespecificos. Sendo assim, modificacdo na performance motora
que o animal possa vir a sofrer, em decorréncia de uma acdo miorelaxante ou sedativa, pode
induzir a um grande numero de erros em estudos sobre drogas que atuam na nocicep¢do
(central e periférica) (Millan, 1999; Millan, 2002). Para descartar esta acdo do EHMDb,
adicionalmente foi realizado neste trabalho a avaliagdo do EHMb na performance motora
através do teste com o rota rod.

O rota rod é um dispositivo que mede a atividade forgcada, através da avaliagdo do
equilibrio e da coordenacdo dos animais, parametros esses indicativos de transtornos
neuroldgicos (Rosland et al., 1990 a). Este modelo experimental avalia a coordenagdo motora,
que esta associada com cerebelo e fatores cognitivos (Gasbarri et al., 2003). O diazepam, um
benzodiazepinico, utilizado neste trabalho como controle positivo no teste de avaliacdo
motora, apresenta diversos efeitos farmacoldgicos como a potencializacdo da atividade dos
neurotransmissores inibitorios do SNC, como opidides endégenos, que atuam na abertura dos
canais de cloro induzindo a hiperpolarizacdo das membranas celulares que resulta na inibicdo
da propagacdo do impulso nervoso (Skarda et al., 1997).

Os resultados obtidos nesse modelo experimental mostraram que o EHMb néo foi
capaz de alterar o desempenho motor dos animais na dose de 250 mg/Kg (a dose que
apresentou uma melhor inibicdo significativa do nimero de contor¢des) comprovando assim
que a reducdo dos movimentos de contor¢do abdominais dos animais tratados com EHMb é
resultante de uma acdo antinociceptiva e ndo decorrente de uma redugcdo do desempenho
motor.

Posteriormente a acdo antinociceptiva do EHMb, foi avaliado no modelo de formalina,
um dos modelos mais utilizados em ensaios de dor e que mais se assemelha a dor clinica
(Tjolsen et al., 1992; Mogil et al., 2006)

O teste de formalina é um modelo de indugdo da nocicepcdo por agente quimico que
fornece uma resposta mais especifica quando comparado ao modelo do &cido acético. Este
modelo permite avaliar dois tipos distintos de nocicepcdo: a de origem neurogénica (através
da estimulacdo direta dos neurdnios nociceptivos) e a inflamatdria (caracterizada pela
liberacdo de mediadores pré-inflamatorios) (Hunskaar e Hole, 1987; Tjolsen et al., 1992,
Mogil et al., 2006).

52



Em roedores, o teste de formalina caracteriza-se por observacbes de dois periodos
distintos. A fase 1 (neurogénica) € iniciada logo ap6s a injecdo da formalina e transcorre
durante 5 minutos subsequentes a aplicacdo da formalina. Esta fase é caracterizada pela dor de
origem neurogénica devido a estimulagéo direta de terminagdes nociceptivas aferentes (tipo C
e AJd). Respostas positivas, através da reducdo do tempo de lambida da pata, indicam
participacdo de mediadores periféricos como histamina, serotonina, bradicinina e substancia
P. Nesta fase uma reducdo da resposta a dor pode ocorrer também pela atuacdo através da
liberacdo de glutamato e também da substéncia P na medula. Nesta fase a resposta nociceptiva
pode ser inibida pela administracdo de agonistas opidides como a morfina (Hunskaar et al.;
1986; Hunskaar e Hole, 1987).

A entrada de estimulos nociceptivos no SNC ativa as vias descendentes inibitdrias
analgésicas e, pelo comportamento dos animais, pode ser observada uma interfase entre cinco
a quinze minutos apos a aplicacdo de formalina, periodo no qual praticamente ndo é
observada resposta nociceptiva (Millan, 2002).

A fase 2, conhecida como dor de origem inflamatdria, inicia-se apds 15 minutos da
indugéo da dor pela formalina e permanece durantes os 45 minutos subsequentes. Esta fase
esta relacionada com a producdo e liberacdo de varios mediadores pré-inflamatérios como a
histamina, serotonina, prostaglandinas e também bradicinina. Esta fase pode ser inibida por
medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais e esteroidais e também pelos analgésicos
opidides (Hunskaar e Hole, 1987).

A estimulacdo nociceptiva induzida pela formalina promove a liberacdo de SP e de
aminoacidos excitatorios de neurdnios aferentes da medula dorsal. A SP produz
despolarizacdo, associada com os potenciais excitatorios rapidos produzidos pelo glutamato
que age nos receptores AMPA (amino-3-hidroxi-5-metil-isoxanol) promovendo a desinibicéo
dos receptores NMDA que sdo bloqueados pelo magnésio. Com a ativacdo dos receptores
NMDA ocorre o influxo de calcio, a ativacdo da sintese de prostandide e também de NO nas
células do corno dorsal, que ao serem difundidos para fora das células, aumentam a excitacao
dos neurdnios da medula (Sorkin, 1993; Liu et al., 1994, Liu et al., 1997).

Sendo assim, na primeira fase do modelo de formalina, na qual ocorre a liberacéo de
aminoacidos excitatorios e de SP pelas fibras C, ocorre a ativagdo de receptores NMDA. O
NO sensibiliza neurdnios espinhais, juntamente com a prostaglandina, e leva a sensibilizacéo
central e hiperalgesia que € manifestada na segunda fase do modelo experimental (Wiertelak
et al., 1994; Carr e Goudas, 1999; Rang e Dale, 2007).
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Estudos tém mostrado que a formalina tambeém ativa fibras aferentes de neurdnios
sensoriais primarios através de uma acdo especifica e direta sobre TRPAL (receptor de
potencial transitério relacionado a proteina Anquirina 1), um membro da familia de receptores
de potencial transitorio (TRP), altamente expressos por um subconjunto de nociceptores nas
fibras C (McNamara et al., 2007). A formalina também aumenta os niveis de SP no corno
dorsal da medula (McCarson Goldstein, 1989; McCarson e Goldstein 1990).

Drogas anti-inflamatorias esteroidais e ndo-esteroidais sdo capazes de diminuir o
comportamento nociceptivo durante a segunda fase enquanto a primeira fase parece ndo ser
afetada (Hunskar et al., 1985; Rosland et al., 1990 b). Entretanto, drogas de ac¢éo central como
0s narcdticos sdo capazes de inibir ambas as fases (Hunskar et al., 1985).

No teste de formalina, o0 EHMb promoveu acdo antinociceptiva nos animais tratados
com o extrato apenas na segunda fase e somente na dose de 250 mg/kg, reduzindo em 32,3%
o tempo de lambida do animal apds a injecao de formalina. Considerando que drogas capazes
de reduzir a resposta inflamatoria, demonstram atividade na segunda fase desse modelo,
podemos inferir que existe uma possivel acao anti-inflamatéria para o EHMb (Esfahani et al.,
2011).

A caracterizacdo da antinocicep¢do do EHMb obtidos no teste de formalina, foi
também observado no teste da placa quente que evidencia a acdo antinociceptiva de origem
neurogénica. Atualmente, a placa quente € um dos modelos mais utilizados para testar
nocicepc¢do em roedores por ser rapido, preciso, simples e com baixo custo (Mai, 2007).

Este modelo caracteriza-se por produzir resposta rapida ao estimulo nocivo, mediada
pela ativagdo de nociceptores das fibras C e das fibras A3. As fibras nociceptoras respondem
apo6s a ativacdo dos receptores vanildides, especificamente o receptor do tipo TRPV-1
(ativada aos 43°C), sendo o0s receptores mais importantes na medicdo da resposta aos
estimulos térmicos nocivos (Dickenson e Besson, 1997; Julius e Basbaum, 2001).

No ensaio da placa quente, o estimulo térmico ativa nociceptores que transmitem a
informacdo ao corno dorsal da medula espinhal e, posteriormente, aos centros corticais,
produzindo uma resposta nociceptiva organizada (Mogil e Adhikari, 1999). Por este motivo
este modelo é muito utilizado no estudo de drogas analgésicas, principalmente de drogas que
possuem agdo no sistema nervoso central, tais como os opiodides (Ankier, 1974; Le Bars et al.,
2001).

O modelo experimental da placa quente também é muito utilizado como triagem de

extratos vegetais com acdo analgésica que possuem envolvimento do sistema nervoso central
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como é o caso do extrato metandlico das partes aéreas de Ammannia baccifera que possui
essa acdo analgésica central (Loganayaki et al., 2012) e Nguemfo et al. (2007), também
avaliou 0 mesmo envolvimento da acdo analgésica central do extrato e fracbes da casca de
Allanblackia monticola.

Em concordéancia com os resultados obtidos no teste de formalina, o teste da placa
quente mostrou que o EHMb ndo promoveu o aumento do tempo de laténcia dos animais
submetidos ao estimulo térmico. Este resultado negativo, portanto indica que a atividade
antinociceptiva do EHMb ndo atua de mecanismos supra-espinhais.

A partir deste momento, descartada a acdo antinociceptiva do EHMb na fase
neurogénica desenvolvemos novos estudos para caracterizar a acgdo anti-inflamatéria do
extrato somente na segunda fase desse mesmo teste. O primeiro mecanismo de acgdo
elucidado foi a participacdo da via opioidérgica na antinocicepcao do extrato. Para realizacdo
do teste utilizou-se como controle positivo a morfina que é um analgésico opidide e cujo
efeito pode ser revertido com pré-tratamento com naloxona (antagonista inespecifico dos
receptores opioides). Portanto, a naloxona € utilizada para bloquear os receptores opiodides e
verificar se a substancia teste perde seu efeito antinociceptivo observado anteriormente
(Santos et al., 1999; Santos et al., 2005; Longhi-Balbinot et al, 2011).

O sistema descendente inibitdrio da dor estimula os neurdnios da medula a secretar
opiodides enddgenos, que causam inibicdo pré e pos-sinaptica das fibras Ad e C. Essa
analgesia é causada pelo blogueio de canais de Ca*® e abertura de canais K*, levando a uma
diminuicdo da liberacdo de neurotransmissores excitatorios que resulta em inibicdo pré-
sinaptica da dor (Kuraish et al., 1985).

Existem trés tipos majoritarios de receptores opioides, 0s receptores p, k € & que estdo
localizados em vérios niveis nas vias de transmissdo da dor, como no corno dorsal,
mesenceéfalo e talamo, e tém sido associados com analgesia espinhal e supra-espinhal (Todd e
Spike, 1993; Coggeshall e Carlton, 1997; Furst, 1999). Existem basicamente dois subtipos de
receptores p, um responsavel pela atividade antinociceptiva (u;) € o outro pela depressdo
respiratdria (u,). Os receptores k quando sdo ativados produzem analgesia em nivel espinhal.
Os receptores 0 sdo responsaveis primariamente pela analgesia, mas também por modular
fungdes cognitivas e de dependéncia fisica (Furst, 1999; Dhawan et al, 2006). Os receptores
opidides sdo ativados tanto por peptideos opidides produzidos endogenamente quanto por
drogas opidides naturais (como a morfina), semi-sintéticas ou sintéticas (Waldhoer et al.,

2004). Opidides enddgenos ou exdgenos atuam na excitabilidade de nociceptores periféricos,
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na propagacao de potenciais de acéo, na liberacdo de peptideos pro-inflamatérios (como a SP
e CGRP) de terminais sensoriais periféricos e na vasodilatacdo que ocorre pela estimulaco
das fibras C (Stein et al., 2003).

Neste trabalho foi observado que os animais tratados com o EHMb e pré-tratados
com naloxona tiveram seu efeito antinociceptivo revertido. Dessa forma, este resultado
demonstrou claramente a participacdo dessa via na antinocicep¢do do EHMDb. Porém, quando
se comparar 0s animais que receberam o tratamento com o EHMb e que foram pré-tratados
com salina, com aqueles que foram pré-tratados com naloxona e tratados com o EHMb, néo
se observa diferenca estatisticamente significativa. Portanto, estes resultados indicam que
houve uma reversao parcial da acdo do extrato mediado por receptores opioides.

Avaliando a participacdo dos tipos de receptores opidides na antinocicepcdo do
EHMb, podemos observar que o extrato perde parcialmente a sua protecao nos trés grupos
que receberam o pré-tratamento com antagonistas opidides CTOP (antagonista do receptor
opioide p), nor-binaltorfirmina (antagonista do receptor opidide «) e naltrindole (antagonista
do receptor opidide 8). Sendo assim, podemos afirmar que existe uma participacdo parcial dos
receptores opidides u, k e 3 na propriedade antinociceptiva do EHMDb.

Para confirmacdo deste resultado foi avaliado a atuacdo do EHMb na motilidade
intestinal. A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de esvaziamento gastrico,
a continua situacdo de contracao, relaxamento e secrecdo. Essas fungdes sdo controladas pelo
sistema neuromotor, que € regulado por varios sistemas de receptor, entre eles o sistema
opidide, bem como o colinérgico, adrenérgico e serotoninérgico (Kamm, 2000). Nesse
modelo experimental os animais que receberam o EHMb responderam com uma diminuicao
do trénsito intestinal, comparado aos animais que receberam o veiculo como tratamento. A
morfina, um agonista opioide, foi utilizado como controle positivo.

Vaérias drogas afetam o transito gastrointestinal pela acdo de agonistas ou antagonistas
no receptor celular especifico (Konur e Ghosh, 2005). A morfina combina-se seletivamente a
varios sitios de reconhecimento existentes no organismo para produzir seus efeitos
farmacoldgicos Os locais no cérebro envolvidos na transmissdo da dor e na alteracdo da
reatividade aos estimulos nociceptivos parecem ser 0s principais sitios nos quais 0s opidides
atuam (Zylicz e Twycross, 1991; Katzung, 1992; Harvey e Champe, 1998). A morfina exerce
sua acdo atuando no SNC e sistema nervoso entérico, sendo esse Gltimo um conjunto de
neurdnios do trato gastrointestinal que controla as células musculares lisas responsaveis pela
motilidade gastrintestinal (Goyal e Hirano, 1996). Esse opioide atua nos trés principais tipos
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de receptores u, ke 3. O receptor u possui dois subtipos ul e u2. O pul predomina no SNC e
¢ responsavel pela analgesia, enquanto o p2 estd presente na medula espinhal e também no
tubo digestivo sendo responsavel pela depressao respiratéria e disfungdo intestinal. Através da
ativacdo do receptor p2 os opiodides induzem os seus efeitos no sistema gastrointestinal como
a inibicdo da atividade nervosa entérica e inibicdo da atividade motora propulsiva (Person e
Wexner, 2006; Becker e Blum, 2009).

Sendo assim, os animais tratados com EHMb apresentaram uma diminuicdo do
transito intestinal, assim como a morfina. Podendo entdo, confirmar a participacdo do EHMb
no sistema opidide, corroborando com os ja resultados encontrados no teste de formalina.

Vaérios estudos também demonstram o envolvimento do sistema serotonérgico no
mecanismo de regulacédo da informacao nociceptiva no SNC (Basbaum e Fields, 1984; Yaksh,
1985; Millan, 1997; Besson, 1999; Millan, 1999). Deste modo, 0 préximo mecanismo a ser
elucidado foi a participacdo dessa via na atividade antinociceptiva do EHMb. Para tanto, foi
realizado o pré-tratamento dos animais com o antagonista seletivo do receptor 5-HT;a (WAY
100635), 5-HT,a (cetanserina) ou 5-HT3;a (ondansetron), trés receptores serotonérgicos
envolvidos na antinocicepcao (Bardin et al., 2000; Millan, 2002).

A via serotonérgica atua na via descendente inibitoria e na via excitatoria da dor,
ambas as vias sdo originarias dos nucleos da rafe, local de grande sintese de serotonina nos
mamiferos (Fields et al., 1991; Millan, 1999; Millan, 2002). O sistema serotonérgico
descendente inibitorio faz parte de uma via que suprime impulsos que chegam & medula
espinal, diminuindo assim a transmissao da dor (Millan, 1995).

Os multiplos tipos de receptores 5-HT na medula espinal parecem ter diferentes
funcdes no controle da nocicep¢do (Millan, 1995; Bardin et al., 2000). No SNC a 5-HT esta
envolvida com o processamento e modulacdo da dor. A analgesia causada pela 5-HT se da
guando essa é liberada no corno dorsal da medula por estimulacdo da PAG, através da
corno da dorsal (Sommer, 2004). A inibicdo da transmisséo da dor pela 5-HT é mediada por
receptores 5-HT,, embora o efeito dominante seja atribuido aos receptores 5-HT; (Sawinok e
Reid, 1996). O 5-HT3; também tem participacdo no processamento doloroso e esta relacionado
com a modulagdo de neurotransmissores e neuropeptideos. O 5-HT3 sd0 expressos nos
terminais periféricos de fibras C e Ad e sua ativagdo medeia uma despolarizacdo rapida desses

neurdnios (Faber et al, 2004).
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Conforme os resultados apresentados neste trabalho podemos afirmar que existe uma
efetiva participacdo da via serotonérgica na antinocicep¢do do EHMb. Esse extrato pode estar
induzindo a liberacdo de 5-HT enddgena (atuando de forma direta nos receptores
serotonérgicos 5-HT,a e 5-HT34) ou atuando indiretamente na liberagdo de outros mediadores
enddgenos que controlam a transmissao da nocicepcdo (Millan, 2002).

Foi avaliado também a participacdo do sistema glutamatérgico na antinocicepgdo do
EHMb. Esse modelo experimental foi realizado com a injecdo intraplantar de glutamato como
agente algico. O glutamato é um aminoacido excitatorio, encontrado em concentragdes de uM
na medula espinhal, e é originado de fibras aferentes primérias mielinizadas e n&o
mielinizadas, em adicdo aos interneurénios intrinsecos (Battaglia e Rustioni, 1988). O
glutamato esta envolvido na transmissdo da informacdo nociceptiva da periferia até regides
supraespinhais (Beirith et al., 2002; Beirith et al., 2003).

Os receptores do glutamato sdo responsaveis por mediar em grande parte a
neurotransmissdo excitatria no sistema nervoso central de mamiferos. Esses receptores
podem ser ionotropicos ou metabotropicos. Os receptores ionotrépicos 0s quais pertencem o0s
canais idnicos sdo permedveis aos cations e sdo subdivididos em trés grupos: N-metil-D-
aspartato (NMDA), cainato e acido DL-a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazole-propidnico
(AMPA) (Ozawa et al., 1998). Os receptores metabotrépicos sdo acoplados a proteina G e
agem através da liberacdo de segundos mensageiros até mesmo por alteracdo da atividade de
canais idnicos e pela interacdo das subunidades intracelulares da proteina G (Meldrum, 2000).

Uma acdo excitatoria direta do glutamato nas fibras aferentes primarias se da pela
ativacdo dos receptores NMDA que causa a liberagdo de SP e de CGRP por seus terminais
centrais (Liu et al., 1994; Liu et al., 1997). Essa acdo do NMDA pode ser mediada pelo NO
dos terminais das fibras aferentes primarias. O NO pode também interferir nas acbes
periféricas mediadas pelas mesmas fibras (Sorkin, 1993; Jackson et al., 1995). A producéo de
NO é grandemente dependente da ativacdo de receptor NMDA e a producdo ou liberacéo de
NO é importante para a antinocicep¢do de varios compostos (Sakurada et al., 1996; Beirith et
al., 2002; Ji e Strchartz, 2004; Caruso et al., 2005).

Os resultados apresentados no teste de inducao da dor pelo glutamato, no qual ocorreu
uma inibicdo significativa de 35% da nocicepcdo causada por esse agente flogistico dos
animais tratados com EHMDb, sugere a participacao do sistema glutamatérgico na propriedade

antinociceptiva do extrato.
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Devido a importancia do NO na antinocicepcdo foi avaliada a via L-arginina-oxido-
nitrico, visto que esse sistema exerce uma importante participacdo na modulacdo da
nocicepc¢do (Yaksh e Rudy, 1977, Haley et al, 1992, Snyder, 1992; Ferreira et al., 1999). Para
realizacdo desse experimento, 0s animais receberam o pré-tratamento com o veiculo ou |-
arginina (inibidor da sintese de NO) que causa efeito antinociceptivo no teste de formalina
(Moore et al, 1991; Kitto et al., 1992).

O NO é uma molécula gasosa altamente reativa que passa facilmente através das
membranas celulares. A ativacdo do receptor NMDA no neurdnio pos-sinaptico induz a
producdo de NO que é difundido rapidamente no neurdnio pré-sindptico para modular sua
atividade (Levy e Zochodne, 2004). Essa molécula pode ser liberada ap6s uma estimulagéo
direta das fibras aferentes primarias, auxiliando a sensibilizacdo de nociceptores e
aumentando a excitabilidade das fibras nervosas (Aley et al., 1998). O NO provoca
hiperalgesia e esta envolvido na sensibilizagdo central, fortalecendo a agdo de prostaglandinas
em diversos modelos de dor (Millan, 1999; Zhuo, 2007).

Neste trabalho foi observado a participacdo da via L-arginina-0xido nitrico na
antinocicepc¢do causada pelo EHMb, devido a reversdo do seu efeito antinociceptivo do
EHMDb (36%) quando animais receberam o pré-tratamento de L-arginina (Beirith et al, 2002).

Para caracterizar a atividade do EHMb sobre o processo inflamatério foi avaliado o
modelo de edema de orelha induzido por xilol, um agente flogistico que causa irritacdo na
orelha de camundongos, pela promocdo de acumulo de fluidos, caracteristico da resposta
inflamatdria aguda (Okoli et al., 2007). Os animais tratados com EHMb apresentaram uma
reducdo significativa do edema de orelha nas doses de 125 mg/kg ou 250 mg/kg (reducdo de
51,89% ou 42,04% respectivamente).

O mecanismo bioquimico da inflamacdo provocado pelo xilol desencadeia
mecanismos celulares envolvidos na regulacdo da liberacdo de substancias pro-inflamatdrias
originarias de neur6nios sensoriais Esta inflamacéo é iniciada pela acdo de mediadores como
acetilcolina, histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas e capsaicina que provoca a
liberacdo direta dos neuropeptideos, pela excitagdo dos neurénios, com ativacdo dos seus
receptores (Richardson e Vasko, 2002; Li et al.,, 2011) O xilol induz a liberagcdo de
substancias bioativas dos terminais periféricos de neurdnios sensoriais que agem sobre células
alvos periféricas, como 0s mastocitos, produzindo inflamagdo neurogénica caracterizada por
calor, rubor, edema e hipersensibilidade (Richardson e Vasko, 2002). Neurénios sensoriais

s80 sensiveis a capsaicina que ativa o receptor TRPV1, sendo responsavel pela despolarizacdo

59



e pela liberagdo direta de neuropeptideos, como a SP e 0 CGRP (Holzer, 1988, Rotelli, et al.
2003).

Neste trabalho verificou-se a reducdo do edema de orelha induzido pelo xilol dos
animais tratados com EHMb, provavelmente devido a presenca de flavonoides no extrato, que
tem apresentado essa propriedade em estudos com essa classe fitoquimica (Adeyemi et al.,
2008).

Para uma melhor elucidacdo da via anti-inflamatéria pelo qual o EHMb atua foi
utilizado o modelo de inducédo do edema de orelha com o uso do AA. Neste experimento foi
utilizado como controle positivo dexametasona, um glicocorticéide com agdo anti-
inflamatoria (Rang e Dale, 2007).

A aplicacdo topica de AA é capaz de provocar uma intensa resposta inflamatdria,
causando vasodilatacdo e a hiperemia observadas ap6s 5 minutos da aplicacdo, enquanto que
0 edema pbde ser visualizado ap6s 15 minutos e com maior intensidade aos 60 minutos. Os
principais produtos metabolicos do AA que estdo envolvidos com processos inflamatorios séo
a PGE2 e os leucotrienos C4 e D4 (Young et al., 1983; Chang et al., 1986; Humes et al.,
1986; Crummey et al., 1987). A PGE2 é um potente vasodilatador e atua de modo sinérgico
com outros vasodilatadores inflamatérios, como a histamina e a bradicinina. A PGE2
intensifica a formacdo de edema e a infiltracdo de leucécitos pelo aumento do fluxo sanguineo
no sitio inflamatorio (Lee et al., 2003). A aplicacdo tdépica do AA ou PGE2 induz um
aumento da expressdo de COX-2 (Sanchéz e Moreno, 1999). No entanto, outros autores
também sugerem que o edema induzido pelo AA é preferencialmente um modelo de triagem
anti-inflamatoria para identificacdo de inibidores da lipoxigenase, ja que compostos com
capacidade de inibi-la sdo geralmente mais eficazes em inibir o edema induzido causado pelo
AA do que por outros agentes flogisticos (Carlson et al, 1985; Recio et al., 2000). A
lipoxigenase é encontrada em células responsaveis por respostas inflamatérias, como
mastécitos e eosindfilos (Eppler et al., 2007). Entretanto, os metabolitos do AA também séao
capazes de promover a degranulacdo de mastdcitos, ocorrendo a liberacdo de histamina e
contribui parcialmente para a formacdo do edema neste modelo (Camp, 1982). Assim, deve-se
considerar que o modelo do AA ndo é especifico para a identificacdo de compostos que
inibem exclusivamente a COX e/ou lipoxigenase, uma vez que outros agentes como
antagonistas da histamina e antioxidantes também reduzem o edema induzido pelo AA
(Crummey, 1987).
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Sendo assim, os resultados obtidos nos modelos de xilol no qual o EHMb promove a
diminuicdo do edema e ndo promove essa diminui¢cdo no modelo de edema causado pelo AA,
demonstram que a agdo inflamatdria desse extrato ndo se deve pela reducdo dos niveis dos

metabdlitos do AA no tecido cutaneo.

8. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados neste projeto é possivel afirmar que o EHMb
possui uma efetiva acdo antinociceptiva. Essa antinocicep¢do do EHMDb ocorre por atuacao do
sistema opioidérgico, serotonérgico, glutamatérgico e nitrérgico. O EHMb também possui
uma importante atuacdo na inflamagdo que ndo é via metabolitos do AA e que deve ser

melhor investigado.
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10. ANEXOS

10.1. .Anexo 1 - Ce_rtiﬁcado do protocolo experimental do projeto “Avaliacdo
Experimental de Myrcia bella na dor aguda e inflamacédo em modelos experimentais de

roedores”
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10.2. Anexo 2 - Protocolo experimental das avaliacoes do teste “Screening”

hipocratico

Os parametros a serem observados de acordo com a tabela de Brito (1994) e segundo

explicacOes de alguns padrdes comportamentais descritos por Malone e Robichaud (1962), séo

0S seguintes:
Frémito vocal:

Irritabilidade:

Resposta ao toque:

Aperto de cauda:
Contorcgao:
Trem osterior:

Endireitamento:

Tonus corporal:
Forca de agarrar:

Ataxia:

Reflexo auricular:

Reflexo corneal:

Tremores:

Emissdo de ruidos frequentes

Reacdo ao individuo ao lado ou ao manusea-lo

Direcionar algo em direcdo ao animal e esperar ele desviar
Apertar a ponta da cauda e puxa-lo

Animal faz movimento sinuoso

Pata posterior abaixada

5, pode ser posicionado em Unico lado; 6, pode ser
posicionado em qualquer dos lados igualmente bem; 7, pode ser
posicionado de costas tdo bem como qualquer lado; 8, ndo pode ser
despertado, estando de costas, com um beliscdo no dedo da pata

traseira.

Puxar a pele pra ver se ela retorna ao normal
Fazé-lo segurar na grade e puxa-lo pela cauda

1, deteccdo de perda de coordenacdo; 2, dificuldade de
andar reto mas prosseguir alinhado; 3 ndo conseguir andar reto,

com curso errante; 4, ndo conseguir qualquer curso

Mexer a orelha com a pinga

Levar em direcdo ao olho a pinga para ver se eles tentam

fechéa-los.

Verificar se eles tremem, comparando com o normal.
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Convulsoes:

Estimulacdes:

Straub:
Hipnose:

Anestesia:

Lacrimacao:

Ptose:

Micgao:
Defecacéo:

Piloerecéo:

Hipotermia:

Respiracéo:

Cianose:

NUmero de mortos:

Sdo medidas subjetivamente de 1 a 4 de acordo com a

severidade e duracgéo

Movimentos repentinos
Cauda levantada como uma bandeira
Dormir agrupados

1- resposta lenta quando uma agulha é pressionada no pé; 2-
sem reacdo a agulha firme pressionada; 3- sem reagdo com a

penetracdo da agulha

Comparar com a normal

1- notével fechamento do olho; 2- metade fechado; 3-
quase  completamente  fechado; 4-  fechado

completamente

Considerar subjetivamente a freqliéncia e quantidade
Verificar alteracdo na consisténcia das fezes

A gradacdo é analisada subjetivamente atraves da erecdo e

do aspecto do pelo

Tocar o animal e verificar se a temperatura € baixa em

relacdo ao controle

Comparar com o normal

Observar a alteragdo da cor de orelhas, patas e da mucosa

oral.

Anotar a cada verificacdo dos comportamentos
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10.3. Anexo 3 - Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Anélise Comportamental

Pardmetros analisados em camundongos machos e fémeas tratados oralmente com dose Unica

de veiculo e EHMb 5000 mg/kg

Sintomas

Normal

Tempo para as analises comportamentais (minutos)
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Aparéncia geral

Frénito vocal

Irritabilidade

Reposta ao toque

Aperto da cauda

Contorg¢do

Trem posterior

Endireitamento

Tonus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsdes

Estimulacdes

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimacéo

Ptose

Miccéo

Piloerecdo

Defecacdo

Hipotermia

Respiracdo

Cianose
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Cddigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4.

Teste com anotagdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando ocorrer

diminuigéo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
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