UNIVALI |
UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

ARNALDO WILLAIN FILHO

POTENCIAL ANALGESICO DE FLAVONOIDES:
ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DA QUERCETINA

ltajai — 2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE MESTRADO ACADEMICO
EM CIENCIAS FARMACEUTICAS
AREA DE CONCENTRACAO EM PRODUTOS NATURAIS E
SUBSTANCIAS SINTETICAS BIOATIVAS

ARNALDO WILLAIN FILHO

POTENCIAL ANALGESICO DE FLAVONOIDES: ESTUDO DO
MECANISMO DE ACAO DA QUERCETINA

Dissertacdo submetida a Universidade do
Vale do Itajai como parte dos requisitos para
a obtencado do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Marcia Maria de Souza
Co-orientador: Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho

Itajai, outubro de 2005



POTENCIAL ANALGESICO DE FLAVONOIDES. ESTUDO DO
MECANISMO DE ACAO DA QUERCETINA

Arnaldo Willain Filho

Esta Dissertagdo foi julgada adequada para obtengdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias Farmacéuticas, Area de Concentracdo em Produtos Naturais e Anélogos
Sintéticos Bioativos, e aprovada em sua forma final pelo Programa de Mestrado em
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade do Vale do ltajai.

Professora Marcia Maria de Souza, Doutora
Orientadora

Professora Tania Mari Bellé Bresolin, Doutora
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagédo em Ciéncias Farmacéuticas

Apresentada perante a Banca Examinadora composta pelos professores:

Doutora Méarcia Maria de Souza (UNIVALI) - Presidente

Doutor Valdir Cechinel Filho (UNIVALI) — Co-Orientador

Doutora Alcibia Helena de Azevedo Maia (UFSC) - Membro

Doutora Angela Malheiros (UNIVALI) - Membro

Itajai(SC), 20 de outubro de 2005



DEDICATORIA

Dedico esta Dissertagdo as minhas
irmds e sobrinhos (Suzana e Roberta,
Jodo e Maria), em especial aos meus
pais Arnaldo e Recilda, por serem meu
alicerce em mais essa conquista.



AGRADECIMENTOS

Sou imensamente grato a Deus por me dar uma nova oportunidade, saude e forca
para cumprir o meu objetivo.

Quero agradecer imensamente ao Prof. Adair, que desde 1995 me forneceu todo
incentivo e apoio, me auxiliando nos caminhos da sabedoria;

Aos professores, funcionarios e alunos do Curso de Farmacia (Ednéia, Clovis, Niero,
Roberto, Angela, Marcos (Abilio) e etc) meu eterno reconhecimento pelo apoio,
sugestbes e carinho, 0os quais muito colaboraram para que eu alcancasse o tao
sonhado obijetivo;

A Coordenacéo e funcionarios do Mestrado, em especial a Rosélia;

A todos da Coordenacdo do Curso de Nutricdo, Prof® Marcia, Janete demais
professores e alunos, pela compreensdao nas minhas auséncias;

Ao grande amigo Dalton, por me ajudar, e em muitas horas ser meu ombro;

Também sou imensamente grato a essa grande pessoa e amigo, Leonardo que
sempre estava disposto a me ajudar nos trabalhos experimentais;

O prof. Cechinel que através de sua conduta nos ensina que temos que ser bons
cientistas;

Ainda tive o privilégio e a honra de ser orientado pela Prof®. Dr®. Marcia Maria de
Souza, que € essa pessoa admiravel, por em toda hora se preocupar com minha
vida, tanto nos estudos como no ambito pessoal, por me ensinar que a ciéncia faz
parte de nossas vidas e podemos viver melhor com ela, por compreender todos os
meus tropec¢os durante essa jornada;

E agora, ao final de minha jornada Deus se encarregou de iluminar meu caminho
com a presenga da princesa Erica em minha vida



"Eu ndo caibo, mais nas roupas em que
eu cabia, eu ndo encho mais a casa de
alegria, os anos se passaram enquanto
eu dormia.”

"Devia ter amado mais, ter chorado
mais, devia ter arriscado mais, errado
mais e até vivido mais, devia ter feito

0 que eu queria fazer."
(Titas)



POTENCIAL ANALGESICO DE FLAVONOIDES.
ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO DA QUERCETINA

Arnaldo Willain Filho
Outubro/2005

Orientador: Marcia Maria de Souza, Dra.
Area de Concentracdo: Farmacologia
Numero de paginas: 87

Resultados anteriores obtidos em nossos laboratérios demonstraram que a
quercetina, um flavondide presente em muitas plantas medicinais da flora
catarinense, exibiu potente efeito antinociceptivo quando testado em varios modelos
animais de dor. O presente estudo teve como objetivo investigar 0 mecanismo de
acado da propriedade antinociceptiva deste flavon6ide. Foram utilizados
camundongos machos Swiss Webster (25-30g, n= 6-8), submetidos ao modelo de
dor induzido pelo acido acético (AA/0.6%). Neste modelo foram estudados os
sistemas: adrenérgico, oxidonitrérgico, dopaminérgico, opidide, GABAérgico,
serotonérgico, colinérgico e sistema de glicocorticdides enddgenos através da
remocao bilateral das adrenais. Também foram utilizados os modelos de dor
induzida pelo glutamato e capsaicina com objetivo de investigar a influéncia dos
sistemas glutamatérgico e taquicinérgico respectivamente, na propriedade
antinociceptiva do composto. Um grupo de animais também foi submetido ao modelo
da placa quente com o objetivo de complementacdo da investigacao do sistema
opidide. Os animais foram pré-tratados com antagonistas adrenérgicos a1/prazosin
e a2/Yoimbina (0.15mg/Kg), opidde/naloxona (1.0mg/Kg), dopaminérgico/haloperidol
(3.0mg/Kg), oxidonitrérgico L-arginina (0.75mg/Kg) serotonérgico/ PCPA
(100mg/kg)/metisergida (5.0mg/kg)/cetanserina  (1.0mg/kg), colinérgico/atropina
(1.0mg/kg), GABAérgico/bicuculina (0.7 mg/kg) ou faclofeno (3.0 mg/kg) 15 min
antes da quercetina (10mg/kg) e/ou controles positivos salina e agonistas dos
sistemas avaliados, 30 min antes do AA. Nos modelos da capsaicina e glutamato os
animais foram pré tratados com a quercetina 30 minutos antes da inducao dolorosa
com a capsaicina (1.6wpata) e glutamato (30umol/pata). Os resultados
demonstraram que o efeito antinociceptivo da quercetina perdura por até 4 horas
apds sua aplicacdo. Tal efeito antinociceptivo da quercetina nao foi revertido pelos
tratamentos de: naloxona, L-arginina, prazosin e atropina, quando comparado aos
seus respectivos controles: morfina, L-NOARG, fenilefrina e acetilcolina. Entretanto,
houve reversdo da antinocicepcao induzida pela quercetina pelo tratamento de:
yoimbina, PCPA, metisergida, cetanserina, haloperidol, faclofeno e bicuculina. A
quercetina também foi efetiva no modelo de capsaicina e glutamato quando
comparados com os respectivos controles e, animais que sofreram adrenolactomia
tiveram a inibicdo do efeito antinociceptivo do composto. Até o momento, os dados
obtidos ampliam achados anteriores sobre o efeito antinociceptivo da quercetina e
sugerem que 0 mesmo possa estar sendo mediado pelos sistemas taquicinérgico,
glutamatérgico, adrenérgico, serotonérgico, glicocorticbides e dopaminérgico, néo
sofrendo a influéncia dos sistemas opidide, oxidonitrérgico e colinérgico. Os
resultados sugerem que a quercetina pode ter uma aplicabilidade terapéutica em
varios processos dolorosos.

Palavras-chaves: Quercetina, Flavonoides, mecanismo de agao.
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Previous results obtained from our laboratories have demonstrated that quercetin, a
common flavonoid present in many medicinal plants, exhibits a potent antinociceptive
effect when evaluated in several models of pain in animals. The aim of the present
study is to analyze the mechanism of antinociceptive action of quercetin. Male Swiss
Webster (25-30g, n=6-8), mice were used, which were submitted to the Acetic Acid
(AA/0,6%) pain induced model. In this model, the following systems were studied:
adrenergic, oxidonitrergic, dopaminergic, opioid, serotonergic, cholinergic, and the
system of endoginous glucocorticoids, through the bilateral removal of the adrenals.
Capsaicin and glutamate induced pain models of were also used, in order to
investigate the influence of the glutamatergic and tachysynergic  systems,
respectively, on the antinociceptive property of the compound. A group of animals
was also submitted to the hot plate model, to complement the investigation of the
opioid system. The animals were pre-treated with the adrenergic antagonists
al/prazosin  and al/yohimbine (0.15mg/Kg), opiod/naloxone (1.0mg/Kg),
dopaminergic/haloperidol  (3.0mg/Kg), oxidonitrergic L-arginine (0.75mg/Kg),
serotonergic / PCPA (100mg/kg), methisergide (5.0mg/kg), ketanserine (1.0mg/kg)
cholinergic/atropine (1.0mg/kg), GABAergic/bicuculline (0.7mg/kg) or phaclofen
(3.0mg/kg), 15 mins prior to the injection of quercetin (10 mg/kg and/or positive
controls saline and agonists of the appraised systems), and 30 min prior to AA. In the
capsaicin and glutamate models, the animals were pre-treated with quercetin, 30
minutes before painful induction with capsaicin (1.6u/paw) and glutamate
(30umol/paw). The results show that the antinociceptive effect of quercetin lasts for
4 hours from its application, and that this effect is not reverted by treatment with
naloxone, L-arginine, prazosin and atropine, when compared with their respective
controls: morphine, L-NOARG, phenylphryne and acetylcholine. However, it
is reverted by pre-treatment with: yohimbine, PCPA, methysergide, ketanserin,
haloperidol, phaclofen and bicuculline. Quercetin was also effective in the capsaicin
and glutamate model when compared with the respective controls, and the animals
submitted to adrenolectomy showed inhibition of the antinociceptive effect of the
compound. The data obtained confirm previous findings on the analgesic effect of
quercetin, suggesting that it could be mediated by the tachysynergic, glutaminergic,
adrenergic, serotonergic, glucocorticoid and dopaminergic systems, but with no
influence from the opioid, oxide nitrergic and cholinergic systems. The results
suggest that quercetin may have therapeutic application in the various dolorous
processes.

Keywords: Analgesia, Mechanism of action, Flavonoids, Quercetin
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que as plantas medicinais vem sendo utilizadas desde as épocas
mais remotas e que, nossos ancestrais ja as usavam com o propésito de amenizar
algumas das muitas enfermidades que tinham, sobretudo o processo doloroso.
Entretanto, relatos cientificos sobre o efeito medicinal das plantas foram descritos
somente a partir do século XX. Desde entao, as plantas passaram a constituir a base
de um arsenal terapéutico, que foi passando para segundo plano na medida em que
iam surgindo os produtos sintéticos, sendo que suas origens nada mais eram que
uma imitagcdo dos principios ativos contidos nas mesmas (CALIXTO e YUNES,
2001).

Com respeito as potencialidades de nossa flora, ja se apontava nos anos 80
um entusiasmo em relagcdo ao uso de plantas medicinais e seus extratos na
assisténcia a saude. Tal fato pode ser entendido pela aceitabilidade das plantas
derivada da insercao cultural e atual disponibilidade desses recursos, ao contrario do
que ocorre com outros medicamentos, que na sua maioria sdo dependentes de
matéria-prima e tecnologias externas (SHENKEL et al., 1985; SIMOES et al., 2001).

Na area farmacéutica as plantas e os extratos vegetais foram e continuam
sendo de grande relevancia, tendo em vista a utilizacao das substancias ativas como
protétipos para o desenvolvimento de farmacos e como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, tanto para obtencao de farmacos como para obtencdo de adjuvantes
(utilizados na formulagao) ou, ainda, de medicamentos elaborados exclusivamente a
base de extratos vegetais os medicamentos fitoterapicos (SHENKEL et al., 2001;
NIERO et al., 2000; NIERO at al., 2003).

Com relacado ao processo doloroso, as plantas medicinais tem sido muitas
vezes a Unica opcao de tratamento para a populacado de baixa renda e também, é
inegavel a realidade de que os mais potentes e eficazes medicamentos analgésicos
sao derivados de plantas. Entretanto, muitos tipos de dores especialmente dores
neuropaticas e/ou crénicas apresentam terapéutica de dificil utilizacdo devido aos
efeitos colaterais oriundos do tratamento. Desta forma, a pesquisa de principios
ativos isolados de plantas medicinais com propriedades analgésicas continua sendo
uma constante (CALIXTO et al., 2000; CARLINI., 2003).
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Neste contexto os flavondides possuem especial importancia. Os flavonéides
representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural (SIMOES et al., 1986).

Alguns estudos tem atribuido aos flavondides um amplo nimero de atividades
farmacolégicas, dentre elas, cabe destacar as propriedades diuréticas,
antiespasmddicas, antiinflamatérias, antibacterianas entre outros. (VISWANATHAN
et al., 1984; EMIM et al., 1994).

A quercetina, um flavonéide encontrado abundantemente no reino vegetal,
tem sido objeto de estudos nessa area (SCHULTKE et al., 2003). Como os
resultados obtidos nesse e em outros laboratérios, demonstraram que a quercetina
possui um potente efeito antinociceptivo, quando comparado aos analgésicos
utilizados terapeuticamente, a proposta do presente estudo foi a de elucidar o (s)
mecanismo (s) de acao da propriedade antinociceptiva deste composto, utilizando-se
varios modelos animais de dor, e avaliando a influéncia de varios
neurotransmissores envolvidos ora na génese, ora na modulacdo do processo

doloroso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antinociceptivo de alguns flavonédides oriundos de plantas
medicinais e analisar o mecanismo de acdo da propriedade antinociceptiva da

quercetina.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos antinociceptivo de varios flavonoides isolados de plantas
medicinais em estudos realizados pelo Nuacleo de Investigacbes Quimico
Farmacéuticas - NIQFAR.

e Selecionar o composto mais eficaz através do modelo de dor induzida pelo acido
acético e confirmar seu efeito antinociceptivo em outros modelos de dor.

e Elucidar o mecanismo de agdo da propriedade antinociceptiva do composto
escolhido (quercetina) através do modelo do &cido acético.

e Comparar o efeito antinociceptivo da quercetina com farmacos analgésicos

utilizados na terapéutica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Uso de plantas na medicina popular

De acordo com Calixto e colaboradores (2000), apesar dos grandes avangos
da medicina moderna nos ultimos 10 anos, os produtos naturais, principalmente os
compostos derivados de plantas naturais, contribuiram decisivamente para o
desenvolvimento da terapéutica moderna e tiveram, e ainda tém, papel fundamental
no esclarecimento de fenébmenos complexos relacionados as biologias celulares e
moleculares, importantes para as descobertas de novos farmacos (CALIXTO et. al.
1999; 2000). O mercado mundial de medicamentos é da ordem de US$ 300 bilhdes
anuais, sendo que 60% desses medicamentos originam-se de sintese organica,
especialmente da quimica combinatéria. Os 40% restantes do arsenal terapéutico
disponivel na atualidade foram obtidos direta ou indiretamente de fontes naturais
(cerca de 25% de plantas, 13% de microrganismos e 2% de animais) (CALIXTO et
al. 1998, CALIXTO 2000).

No Brasil, 84% dos farmacos no mercado sédo importados e 60% dos que sédo
processados, sdao consumidos por 23% da populacdo, o que torna os remédios
caseiros a base de plantas medicinais, as principais fontes de medicamentos para a
maioria do povo brasileiro (ELISABETSKY, 1999). Desta forma, é inegavel que a
maioria da populacdo de baixa renda recorra as plantas medicinais para o
tratamento dos seus males.

Apesar de nao ter uma industria farmacéutica forte, o comércio interno de
medicamentos registrado no Brasil atinge hoje a casa dos 10 bilhées de délares
sendo o sétimo mercado mundial em termos de vendas. Dentro desse contexto, as
plantas medicinais e em especial 0 uso dos medicamentos fitoterapicos adquirem
importancia como agentes terapéuticos e, por isso, devem ser prioritariamente
analisados segundo os métodos modernos disponiveis (LAPA et al. 1999, CALIXTO
et al. 1998, Calixto, 2000).

De SMET (1997) demonstrou que dentre os 520 novos farmacos aprovados
no periodo de 1983 a 1994 pelo Departamento de Drogas e Alimentos (FDA) dos
Estados Unidos (EUA), ou entidades equiparadas em outros paises, 30 destes foram
obtidos diretamente a partir de produtos naturais e 173 por processo de semi-sintese
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ou modeladas a partir de protoétipos extraidos de produtos naturais. Somando-se a
isto, Mendelsohn e Balick (1995) calcularam em 375 o numero potencial de farmacos
existentes ainda nas florestas tropicais, sendo que destas, 47 ja teriam sido
descobertas, como a vincristina, vinblastina, curare, quinina, codeina e pilocarpina
(FERREIRA et al., 1998, CALIXTO., 2000). Além disso, as “drogas potenciais”
representariam um valor de US$ 449 milhdes/droga/ano ou US$ 48 por hectare. Isto
seguramente seria uma das razdes para que 125 das maiores empresas
farmacéuticas mundiais, que nao tinham qualquer projeto com plantas medicinais ha
cerca de 15 anos, estejam agora empenhadas em pesquisa nessa area (FERREIRA
et al., 1998).

Assim, nos ultimos anos ocorreu um crescente aumento no estudo de plantas
preconizadas pela medicina popular. O emprego de técnicas modernas de
farmacologia, bioguimica, toxicologia e de biologia molecular renovaram o interesse
na procura de novos medicamentos ou de protdtipos de novos farmacos a partir de
produtos naturais (CALIXTO et al., 2000; CALIXTO, SHEIDT e SANTOS, 2001).

3.2 Flavonodides: Aspectos Gerais

Flavondides sdo compostos polifendlicos de origem biosintética, com a
mesma estrutura quimica, um esqueleto benzopiranico. As caracteristicas estruturais
os dividem em Flavonas, Flavonols, Flavononas, Dihidroflavonois, Chalconas,
Antocianosideos, Isoflavondides e derivados Flavondicos. Alguns autores preferem
separar os derivados flavénicos em antocianosideos e isoflavondides e assim
conservar o nome flavonbide para o resto dos grupos. Trata-se de metabdlitos
secundarios amplamente distribuidos no reino vegetal. At¢é o momento ja foram
descritas mais de 8000 moléculas pertencentes a esse grupo, entretanto anualmente
novas estruturas tem sido identificadas (SETCHELL e CASSIDY, 1999).

As frutas citricas e verduras sdo as principais fontes de obtencdo destes
compostos (HOROWITZ e GENTILI, 1997). Na maioria dos casos os flavondides sao
0s responsaveis pela coloracdo que estas estruturas apresentam. Diariamente o
homem ingere cerca de 10 a 100 mg de flavondides, dependendo dos habitos
alimentares de acordo com a regidao que ele habita (De WIEL, GOLDE, HART H,
2001).

Durante anos soube-se muito pouco a respeito da biodisponibilidade dos
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flavondides, devido a falta de métodos adequados que avaliassem seu contetudo nos
alimentos assim como seus metabdlitos nos fluidos corporais (SHIMOL et al. 2003).

O emprego dos flavono6ides na terapéutica tem levantado véarias questdes
quanto ao seu uso, desde a sua introdugdo. Em 1936, Ruszniak e Szent-Gyorgi
foram os primeiros a manifestar seus efeitos benéficos sobre a normalizagdo da
permeabilidade vascular alterada, assim como sua atuacgao sinérgica com a vitamina
C. O emprego do termo flavondide ndo se introduziu até 1952, Geissman e Hinreier
(De WIEL, et al., 2001; BRUNETON, 2001). Desde entao, lhe sao atribuidos um
amplo numero de atividade farmacolégicas que aparentemente ndo tem relacédo
entre si. Dentre varias delas cabe destacar as suas propriedades diuréticas (WANG,
2000), antiespasmédicas (MUROTA, TERRAO 2003), antiinflamatérias (THEOHRIDES
et al., 2001), antibacterianas (PLAPER et al., 2003), antiulcerativas (FRANCESCA e
ANGELO, 2000), antivirais (CHIANG et al., 2003), antifibrética (Ql et al., 2001),
estrogénicas, antioxidantes (BOADI, IYERE, ADUNYAH, 2003), antineoplasicas
(LOPEZ-LAZARO, 2002) e outras (WANG, 2000; GARCIA, GONZALEZ e SANTA
MARIA, 2002).

A adicdo de todas as propriedades ao conjunto dos flavondides sem uma
justificativa farmacologica de seus respectivos mecanismos de acdo fez com que tais
compostos caissem em desuso. De fato, a Food and Drug Admnistration (FDA) nos
anos 60 eliminou do mercado dos EUA mais de 200 preparados contendo
flavondides até que suas eficacias fossem reavaliadas (HARBORNE, MABRY e
MABRY, 1975). Desde entao, diversos pesquisadores trataram de reavaliar as suas
propriedades e passaram a elucidar seus mecanismos de acao farmacologicos
(SETCHELL e CASSIDY, 1999).

Posteriormente, em meados dos anos 80, ressurgiu o interesse por estas
substancias, empregando-se algumas de origem semi-sintéticas, obtidas a partir de
flavondides contidos em frutas citricas, com pequenas modificacées estruturais ou
em sua forma farmacéutica para melhorar a sua biodisponibilidade. Assim, foram
introduzidos na terapéutica compostos como a diosmina, hidrosmina, troxerrutina,
hesperidina-metil-chalcona, etc, indicados para o tratamento de insuficiéncias
venosas causadoras de varizes, hemorréidas e de outras patologias vasculares
(WANG, 2000).

Atualmente, o melhor conhecimento de seus mecanismos de ac¢ao, assim

como a delimitagdo de suas atividades vinculadas a compostos concretos, tem feito
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dos flavondides o centro das atengdes.Também se tém atribuido a eles efeitos
benéficos sobre enfermidades de elevada prevaléncia nos paises ocidentais, como
as doencas cardiovasculares, carcinomas e sintomas climatérios. Ainda assim, a
falta de dados farmacoldgicos e de ensaios clinicos adequadamente padronizados
tem levado na maioria dos casos, a considera-los, como uma terapia de segunda

ordem.
3.3 Composto Em Estudo: Quercetina

A quercetina (Fig.01) é o flavondide mais amplamente distribuido no reino
vegetal. Esta presente em muitos alimentos vegetais como cebola, maca, cha-preto,
as frutas citricas bem como em pequenas quantidades em folhas verdes e feijoes.
Como um proeminente flavondide solivel em agua, a quercetina tem sido
extensivamente estudada e compreensivelmente citada em muitos artigos de revisao
(FORMICA e REGELSON 1995, GRAEFE, DERENDORF, VEITE 1999, DAJAS et

al. 2003, OSIEK 2004).
OH
o™
OH

OH O

Figura 01 — Estrutura molecular da quercetina.

Por tratar-se de um composto largamente distribuido nos produtos
alimentares, a estimativa calculada da ingesta da quercetina por um individuo, é de
aproximadamente 25 mg/dia, levando a FDA a elegé-la para estudos de
carcinogenicidade e toxidade em animais, utilizando-se doses muito similares as
consumidas por seres humanos (National Toxicology Program 1992). Por ser um
representante do grupo dos flavoindide, as propriedades farmacoldgicas atribuidas
ao grupo muitas vezes sao encontradas no composto quando avaliado
farmacolégicamente.

As primeiras propriedades farmacoldgicas foram evidenciadas em 1979.
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Rylskii e colaboradores reportaram os efeitos analgésicos de varios flavondides
dentre os quais, a quercetina figurava como o mais efetivo quando avaliado no teste
da placa quente (RYLSKI et al. 1979).

Schwartz e colaboradores (1982) demonstraram que a quercetina era capaz
de inibir o desenvolvimento de tumores aciticos em camundongos (Tumor de
Eherlich). Hergot e colaboradores (1994), verificaram que uma dieta rica em
flavonoides, dentre os quais a quercetina, kaempferol, mirecetina, apigenina e
luteolina reduziram a incidéncia do aparecimento de tumores do trato gastrointestinal
e respiratorio em 738 homens em um estudo que perdurou por 5 anos. A quercetina
teve um efeito bastante consideravel ao reduzir o carcinoma de pulmdo em
humanos, através da inibicdo do fator de transcricdo nuclear kappa B envolvidos na
génese do tumor. Contribuindo com os resultados obtidos anteriormente, Lin e
colaboradores (2002) demonstraram que a quercetina inibiu o adenocarcinoma do
pulmdo, inibindo a expressédo do gene da COX; por alterar a via metabdlica do fator
kappa B.

Com relacdo as leucemias, Liesveld, e colaboradores (2003) reportaram, que
a quercetina e o flavopiridol foram capazes de inibir o crescimento e a viabilidade de
varias linhagens de células leucémicas isoladas com varios tipos de leucemias.

Kaneuchi e colaboradores (2003) demonstraram um efeito antitumoral da
quercetina sobre o cancer endometrial os autores sugerem que ela pode suprimir a
proliferacao de células Ishikawa (linhagem de célula tumoral) através da “down-
regulation” de EGF (Fator de crescimento epidérmico) e ciclinas como a do tipo Ds.
Além disso, Tan e colaboradores (2003), demonstraram que o efeito antitumoral da
quercetina pode se estender também para uma possivel propriedade
antiangiogénica, inibindo a formacao dos novos vasos sangliineos, responsaveis
pela “alimentag&o” do tumor, privando-o de nutrientes.

Espécies reativas de oxigénio podem estar ativamente envolvidos na génese
de varios estados patolégicos tais como a isquemia, o cancer e a diabetes. A
quercetina possui efeito antioxidante, propriedade esta bastante difundida na
literatura (KESSLER, UBEAUD, JUNG, 2003)

Kahraman e colaboradores (2003 a, b) estudaram o efeito gastroprotetor da
quercetina através de lesdes gastricas induzidas por etanol. Os autores sugeriram
que o efeito gastroprotetor da quercetina poderia resultar ndo s6 de um efeito

antihistaminico como também de um efeito antioxidante.
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Coldiran, Sanders e Watkins (2002) ja haviam verificado que a quercetina
exibe tal efeito. Em um estudo bem conduzido utilizando ratos normais e diabéticos,
os autores estudaram a atividade de varias enzimas (catalase, glutationa redutase,
glutationa peroxidase, glutationa dismutase etc) em érgaos como o figado, rins e
coracdo dos animais. O tratamento com a quercetina reduziu de forma bastante
significativa a atividade de tais enzimas nos ratos diabéticos.

Colaborando com os resultados ja descritos, Boadi, lyere e Adunyah (2003)
compararam o efeito antiperoxidativo da quercetina e o flavonodide genisteina em
estudo in vitro. Os autores concluiram que a quercetina foi mais efetiva que a
genisteina ao diminuir os niveis de perdxido, atribuindo a esse resultado,
modificagdes estruturais de ambos os flavondides.

Murota e Terrao (2003), verificaram que o efeito antioxidante da quercetina
pode estar envolvido nos processos de absorcdo e metabolismo, sendo muito
importante para a regulagao biolégica da mesma na dieta.

Os efeitos da quercetina sobre o diabetes também sao citados na literatura.
Ratos diabéticos induzidos com estreptozocina tiveram os niveis glicémicos
controlados apéds tratamento com quercetina. Os autores sugerem que o composto
produz reducdo da glicemia, devido a sua propriedade antioxidante que promove
regeneracao das ilhotas pancreaticas e conseqientemente a liberagdo adequada de
insulina (VESSAL, HEMMATI, VASEI, 2003). Em um outro estudo Gasparin e
colaboradores (2003) verificaram os efeitos da quercetina sobre a glicogénese e
glicolise, os autores verificaram que o tratamento produziu reducao da fosforilacdo
oxidativa, inibicdo das enzimas Na'/K'—ATPase e glicose 6-fosfatase. Ainda
associada ao efeito antioxidativo, recentemente Gomathi e colaboradores (2003)
verificaram que a quercetina incorporada a matriz de colageno, pode ser utilizada
como adjuvante curativo para processos cicatrizantes. Os autores estudaram o
processo de cicatrizacdo em ratos submetidos ao tratamento com e sem quercetina
associada a matriz de colageno, e, verificaram que as ulceracdes foram cicatrizadas
mais rapidamente e de forma efetiva com a associacao da quercetina.

Muitos experimentos tém sido realizados no intuito de verificar o efeito da
quercetina sobre o sistema gastrintestinal, Zhang e colaboradores (2003) estudaram
0S possiveis mecanismos envolvidos na atividade antidiarréica da quercetina. Os
efeitos do composto sobre a contratilidade foram feitos in vitro e in vivo sendo no

primeiro caso, estudado o ileo isolado de cobaia e no segundo caso, o efeito sobre o
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peristaltismo. O composto inibiu a contracdo da musculatura lisa do ileo, bem como
o peristaltismo intestinal. Além disso, os autores verificaram que o composto também
reduziu a permebilidade capilar da mucosa abdominal diminuindo
consequentemente desta forma, a diarréia.

Com relacédo ao efeito antiulcerativo, Zahorodnyi (2003) demonstrou que as
ulcerac6es induzidas pelo uso de diclofenaco de sodio podem ser reduzidas pela
quercetina sugerindo uma propriedade citoprotetora.

Qi e colaboradores (2001) verificaram, através de um estudo in vitro que a
quercetina e também a genisteina exibem efeitos antifibréticos. Os autores sugerem
que os dois flavondides podem ter potencial terapéutico contra a fibrose hepética
associando tal mecanismo, com a regulacdo do fator de crescimento plaquetario
(PDGF) e agbes de TGFg;4.

Os estudos anteriores foram confirmados e ampliados por Lee e
colaboradores (2003) quando demonstraram que a quercetina exibe in vivo efeito
hepatoprotetor e anti-fiborogénico quando a fibrose é induzida por dimetilnitrosamina,
sugerindo o uso do composto na profilaxia da fibrose hepatica.

O processo inflamatério envolve uma série de mediadores que produzem
diante da injuria, a dor, o rubor, o0 edema, o calor e a perda da fungdo do 6rgao a
que esta sendo acometido. Compostos que inibem as varias etapas da inflamacéao
estdo sempre sendo estudados, pois os farmacos tradicionais, exibem varios efeitos
adversos e/ou colaterais. A quercetina também exibe tal propriedade
(antiinflamatéria) e ha varios trabalhos na literatura comprovando. Cho e
coboradores (2003) demonstraram que a quercetina pode exercer sua atividade
antiinflamatdria e imunomoduladora inibindo a expressao de citocinas e 6xido nitrico
(NO) por supressao da ativagao de proteinas ERK e p38MAP quinases.

Em 1999, Mangeet e Grosh ja haviam verificado que a producdo de éxido
nitrico e o fator a de necrose tumoral induzidos por LPS eram inibidos pela
quercetina. No mesmo ano, Shoskes e colaboradores (1999), verificaram que
homens com prostatite (categoria Ill) quando tratados com quercetina tiveram
reducao do quadro inflamatério ao final de um més de tratamento.

Anos anteriores, Romero e colaboradores (1989) haviam confirmado o efeito
antiinflamatdrio da quercetina, a qual inibiu a inflamacao retinal e a perivasculite em
modelos de inflamacéo ocular aguda. Mais recentemente, Rotelli, e colaboradores
(2003) compararam o efeito da quercetina com outros flavondides como a rutina e a
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morina, sendo ele o composto mais efetivo em reduzir o edema induzido pela
carragenina.

As propriedades farmacolégicas da quercetina sobre o Sistema Nervoso
Central também foram alvos de estudos, principalmente devido ao seu efeito
antioxidante e neuroprotetor (DOK-GO et al., 2003).

Em seres humanos, foi verificado que a quercetina inibe a sulfatacdo da
apomorfina R (-) em células humanas. A apomorfina € um agonista D, utilizado
terapeuticamente para indugdo do vomito. Um dos problemas de seu uso € o
processo de sulfatacdo pela qual a droga passa ao atravessar a barreira
hematoencefélica causando toxidade. Como o flavondide inibe tal processo, os
autores sugerem a complementacao terapéutica da apomorfina com a adicdo da
quercetina ao tratamento (VIETRI et al. 2003).

Em animais, muito das propriedades centrais foram validadas. A quercetina
modula o receptor GABAA de forma diferente dos benzodiazepinicos podendo ser
utiizada como agente ansiolitico (GOUTMAN et al. 2003). Esses resultados
confirmam os dados obtidos por Salgueiro e colaboradores (1997). Os autores
testaram a quercetina no modelo do labirinto em cruz elevado e evidenciaram o
efeito ansiolitico da mesma. Com relacdo a memoria, os mesmos autores também
avaliaram os efeitos da quercetina juntamente com outros flavondides sobre o
desempenho de ratos no teste de esquiva inibitéria.

A quercetina produziu melhora na performance dos animais e, esses
resultados foram confirmados e ampliados por Patil e colaboradores (2003) em
outros testes comportamentais de memaria. Além disso, os autores ainda mostraram
que a quercetina reverte o efeito amnéstico induzido por LPS em camundongos,
sugerindo que esse efeito seja devido a modulacdo da COOX, e da NO-sintase,
ambas as enzimas envolvidas na génese da doenca de Alzheimer. Desta forma, o
uso da quercetina poderia ser efetivado para a profilaxia da doencga de Alzheimer.
Ainda nesse aspecto, Ono e colaboradores (2003), verificaram que varios polifendis
(dentre os quais a quercetina) inibe a formacdo e deposicdo de proteinas p—
amildides em culturas de células hipocampais.

Com relacdo ao mal de Parkinson, o tratamento da doenca com L-dopa e
Carbidopa promovem no paciente uma série de efeitos colaterais dentre os quais
destaca-se a catalepsia. Recentemente, Singh e colaboradores (2003)

demonstraram que a quercetina exibe a propriedade anticatatbnica em animais, e,
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sugerem que a terapia com quercetina, carbidopa e L-dopa deveria ser estudada
para o tratamento da doenca.

Naidu e colaboradores (2003), verificaram que o composto atenuou a
discinesia tardia de ratos submetidos ao tratamento croénico com haloperidol
sugerindo que o co-tratamento com quercetina poderia prevenir esse efeito colateral,
que aparece com o tratamento da esquizofrenia.

Potapovich e Kostyuk (2003), também descrevem o efeito citoprotetor central
da quercetina em modelos de isquemia cerebral e esses resultados sdo confirmados
por Ha et al. (2003), quando mostram que a neurotoxidade induzida por glutamato é
atenuada pelo composto.

A quercetina também exibe propriedades centrais inibindo a resposta febril de
ratos com hipertermia induzida por LPS (LUK’ANCHUK et al , 1993) e esses
resultados sdo confirmados por Ha e colaboradores 2003, quando mostram que a
neurotoxidade induzida induzida é atenuada pelo composto.

Quercetina e dor. Com relacdo ao processo doloroso, as propriedades
analgésicas do composto Rylski et. al. (1979) descreveram os efeitos antinociceptivo
da quercetina quando avaliada no modelo da placa quente. Posteriormente, Picp,
Cheave e Pringent (1991) relataram os efeitos do composto no modelo do &cido
acético, especulando inclusive um mecanismo de acao para o composto. Trabalhos
posteriores surgiram com o0 composto, sempre evidenciando seu efeito
antinociceptivo, Cechinel Filho et. al. 1996; Da Silva et. al. 2001; Cechinel Filho et.
al. 2000; Data et. al. 2004). Entretanto, nenhum deles se ateve a elucidacao do
mecanismo de acdo da propriedade antinociceptiva do composto. Geralmente tais
trabalhos sao realizados com extratos de plantas das quais se isola a quercetina. O
trabalho mais completo com o composto foi realizado por Picp, Cheave e Pringent
(1991), antileishmania (SARKAR, et. al. 2002), demonstrando a vasta aplicabilidade
do composto sobre os mais variados sistemas.

Santos (2002) em sua tese de doutorado, explorou com bastante énfase o
uso do vcomposto como agente antinociceptivo, avaliando o efeito do flavondide em
varios modelos de dor. Além disso, hd também na literatura trabalhos referentes a
toxidade do composto.

Em um estudo bem conduzido pelo “National Toxicology Program” (1992), foi
testada a toxidade da quercetina. Ratos foram submetidos a uma dieta com
quercetina em doses fixas calculada de forma tal que se assemelhasse com a dieta
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estabelecida para humanos, por um periodo de 6 meses. Nesse estudo ndo foram
encontrados indicativos de efeito toxico. Um trabalho anterior de Picp, Cheav e
Pringent (1991), ja haviam demonstrado que o composto ndo exibia toxidade.

Atualmente a quercetina é comercialmente utilizada como “suplemento
alimentar”, indicada para o tratamento de asma, inflamacdo das articulagdes,
catarata, gota, cancer, prostatite, diabetes, doencas cardiovasculares, etc. O produto
€ comercializado via internet, oferecido por varios laboratérios americanos e
europeus (OSIEK, 2004) na forma de capsulas, com dosagens variando entre 100 a
600mg/kg.

3.4 Mecanismos envolvidos na transmissao da dor

Calixto e colaboradores (2000) publicaram, uma sintese do processo doloroso
de forma sucinta e bem arrojada, enfocando nao sé a classificacdo, como também
os mediadores, moduladores, bem como toda a maquinaria envolvida no processo.

A transmissdo da dor envolve varias interagcdes entre mecanismos tanto
periféricos quanto centrais, desde a superficie da pele até o cértex cerebral (FURST
1999, LOSER & MELZACK 1999), De acordo com a Associacao para o Estudo da
Dor (AED), a dor pode ser definida como uma sensacdo desagradavel e uma
experiéncia emocional associada a um dano tecidual, ou descrita como tal
(MERSKEY e BOGDUK, 1994). Em adicao, muitas desordens comumente ocorrem
em pacientes com experiéncias de dor tais como: hiperalgesia (extrema
sensibilidade ao estimulo doloroso), alodinia (resposta dolorosa a estimulos
mecanicos nao nocivos), e hiperestesia (sensibilidade anormal a estimulos
sensoriais) (BESSON, 1999).

Ha vérios tipos de dor, nominalmente chamadas: nociceptiva, neurogénica,
neuropatica e psicogénica, as quais sdao associadas com a estimulacdo de
nociceptores, dano do tecido neuronal, disfungdo de um nervo ou fatores
psicoldgicos, respectivamente (FURST, 1999; MILLAN, 1999).

Quando o critério de classificacdo é a duragdo da resposta éalgica o episddio
doloroso pode ser transitorio, agudo ou crénico. No tipo transitério a ativacdo da
transducao nociceptiva é eliciada na auséncia do dano tecidual. No tipo agudo
ocorre injuria e ativacdo de nociceptores no local do tecido lesado. A dor crbnica é

comumente acompanhada por uma injuria ou doenca, contudo ela pode ser
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perpetuada por outros fatores diferentes daqueles que a causaram (LOESER e
MELZACK, 1999).

Estudos pré-clinicos tem mostrado que ocorre expressao de novos genes (as
bases para sensibilizagdo neuronal e remodelamento) ocorrem por volta de 20 min
apoés a injuria. A dor cronica pode iniciar mudancas comportamentais e histologicas
por volta de 24 horas ou somente apds intervencdes tais como uma ligacédo
transitéria do nervo. Alguns autores se baseiam na clinica para sugerir que uma dor
aguda pode rapidamente transforma-se em dor crénica (BESSON e CHAUD 1997,
GRUBB 1998, CARR e GOUDAS, 1999).

O entendimento sobre o processo doloroso tem progredido de forma
significativa nos ultimos anos, em grande parte devido ao esclarecimento de
mecanismos relacionados a fisiologia das fibras aferentes e ao processamento
sinaptico que ocorre no corno dorsal da medula (BESSON e CHAUD, 1997; GRUBB,
1998; FURST, 1999; MILLAN, 1999). Independentemente desses avancos o0s
mecanismos de dor ainda continuam pouco compreendidos, sendo de extrema
importancia maiores estudos nessa area (GRUBB, 1998).

Nocicepc¢ao € um mecanismo pelo qual os estimulos nocivos sdo transmitidos
ao SNC (Sistema Nervoso Central) (FURST, 1999). Os nociceptores sdo neurbnios
sensiveis a dor, localizados na pele, vasos, musculos, face, juntas e visceras. Eles
sdo predominantemente mielinizados (Ad) ou nao-mielinizados fibras (C) ativadas
por estimulos nocivos (mecanicos, quimicos ou térmicos) que conduzem estes sinais
para o SNC (RUSSO e BROSE, 1998; MILLAN, 1999).

Todos os tecidos com excecdo dos neurdfilos do SNC sado inervados por
fibras aferentes embora suas propriedades diferem marcadamente dependendo se a
inervacdo ¢é somatica (peles, juntas, musculos, sistemas gastrintestinal,
cardiovascular, respiratorio, renal ou reprodutivo) (DRAY et. al. 1997). Os corpos
celulares desses nociceptores se inserem na rota do ganglio dorsal adjacente ao
cordao espinhal, os nociceptores primarios fazem uma sinapse no corno dorsal com
neurbnios de segunda ordem predominantemente na lamina 2 (substancia
gelatinosa) do cordao espinhal.

Os neurbnios de segunda ordem atravessam o corddo espinhal péara
ascender no trato espinotalamico com suas fibras terminais predominantemente
localizadas no talamo. No talamo, neurbnios de terceira ordem enviam axénios

subsequiientes através da capsula interna para o cortex somatosensorial quando
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ocorre estimulos nocivos discretos ou emitem axdnios para o giro cingulado anterior
o qual estd envolvido nos componentes emocionais da dor. A trajetéria da dor
descrita acima representa a rota classica, porém existem outras rotas possiveis
envolvendo diferentes estruturas (BESSON, 1999).

Em adig&o, o trato espinotalamico parece ramificar-se em direcdo mediana e
rostral do SNC estabelecendo sinapses com regiées nucleares complexas incluindo
o Nucleo Magnus da Rafe (NRM) e os Nucleos Reticulares Gigantocelulares (NRG)
ambos o0s quais parecem estar envolvidos em alguma regulacdo descendente da
atividade de neur6nios de segunda ordem (RUSSO & BROSE, 1998; FURST, 1999;
BESSON, 1999; MILLAN, 1999).

Os neurotransmissores envolvidos nesta inibicdo descendente (tais como
opidides enddgenos, serotonina, noradrenalina, dopamina) todos parecem inibir o
disparo dos neurbnios de segunda ordem em presenca de estimulos nocivos
(RUSSO e BROSE, 1998; FURST, 1999; MILLAN, 1999). Entretanto, nocicepcao
nao é uma sensacao uniforme, ambas qualidades de dor e a iniciacao da resposta
protetora sdo determinadas por muitos fatores decorrentes do cordao espinhal e em
estruturas cerebrais superiores envolvidos na integragdo e modificagdo de sinais

nociceptivos.
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Figura 02 - Vias de transmissdo do processo doloroso (Dor.Saerj Cavalcanti e Maria
Luiza Maddalena; Rio de Janeiro, 2003).

A agéo direta ou indireta dos mediadores quimicos, assim como metabdlitos
do acido araquidbnico (prostaglandinas e leucotrienos), peptideos (cininas,
taccininas, pepitideos relacionados com o0 gene da calcitonina, galanina,
coliocistoquinina, peptideo intestinal vasoativo), serotonina, acetilcolina, citocininas,
fator de crescimento neuronal, glutamato, 6xido nitrico, ATP, ADP, adenosina e
prétons, entre outros, os quais podem ser produzidos ou liberados apéds injurias
teciduais ou por aplicacdo de irritantes exdégenos (formalina, acido acético,
capsaicina, alguns venenos, etc.), sdo responsaveis por uma swérie de eventos que
ocorre durante a transmissdo da dor, em ambos o sistema nervoso central e
periférico (COLLIS e HOURANI, 1993, BELTRAGE, et al., 1995; SAWYNOK J,
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REID, POON, 1998).

Ha vérias origens importantes de geragdo dos mediadores patofisiol6gicos:
danos teciduais, danos vasculares, sistema imunol6égico etc. Esses mediadores
podem atuar via a multiplicidade de receptores os quais sao largamentes distribuidos
através de nervos periféricos e centrais, muitos dos quais sao acoplados a
proteinas-Gs e associados com a formagdo de multiplos segundos mensageiros
como por exemplo as proteinas-quinases A, C e G, AMPc, GMPc e mobilizacao
intracelular de calcio. Outros neurotransmissores, assim como acido-y-amino-butilico
(GABA), acetilcolina (atuando em receptores nicotinicos) ativam diretamente canais
ibnicos, e em adicdo controlam a permeabilidade i6bnica da membrana (WOOD e
DOCHERTY, 1997). Varios fatores, incluindo aqueles danos teciduais e fisicos,
exposicdo a mediadores inflamatérios tais como prostaglandina E,, bradicininas,
substancia P, histamina, adenosina e serotonina, sao conhecidos por causar
sensibilizacdo de nervos levando a estimulos de nociceptores (BESSON, 1999;
MILLAN, 1999).

Em vista da multiplicidade de mecanismos conhecidos (e desconhecidos)
para modular a dor, a ocorréncia na literatura de muitos compostos que possam
direta ou indiretamente modular sua transmissao nao é surpreendente. Mesmo
assim, poucos sdo aqueles com suficiente seletividade de acdo ou poténcia e
conseqlentemente interesses clinicos. Desta forma, a descoberta de farmacos
analgésicos se faz necessario e, os mesmos podem produzir seus efeitos ora
modulando a liberacdo de mediadores analgésicos endogenos, ora inibindo a
liberacdo de neurotransmissores algogénicos através de mecanismos pré ou pos-
sinapticos, a nivel central e periférico (BESSON, 1999; MILLAN, 1999; CAVALCANTI
& MADDALENA 20083).

Neste contexto, a quercetina vem se apresentando como um dos compostos
analgésicos mais promissores, o que nos levou a estudar a sua propriedade
antinociceptiva de forma mais abrangente, confirmando nao sé sua acao
farmacolégica, como também investigando os mecanismos pelos quais ela possa

estar atuando.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao dos flavonodides

Foram estudados especificamente os flavondides ja isolados de algumas
plantas em estudo no NIQFAR ou em parceria com outras instituicbes de pesquisa.
Os flavondides utilizados foram: Quercetina, Rutina, Luteolina, Cinarosidio,
Kempferitrina, Vitexina, Isoquercitrina, Morina e Orientina. Destes, a quercetina foi
escolhida para os estudos de mecanismos de acdo. Os compostos foram obtidos
utilizando-se técnicas fitoquimicas especificas conforme métodos descritos em
trabalhos anteriores. Os compostos em estudo foram isolados pelo grupo de quimica
do NiQFAR, dentre os quais destacam-se Wedelia paludosa, Ipomoea-pés-capreae,
Epidendro moseni, Rubus imperialis etc. A quercetina, especificamente foi obtida da
Ipomoea-pés-capreae mas, pela necessidade de quantidades maiores para os
testes e, por ser comercializada, foi utilizada na forma comercial. (CECHINEL FILHO
e YUNES, 1998; CECHINEL FILHO, 2000).

4.2 Tratamentos

A dose utilizada para os escreening dos flavonéides foi de 10 mg/kg. Foram feitos
curvas dose-resposta para a quercetina e a dose utilizada para o estudo do
mecanismo de acéo foi de 10 mg/kg ip. As vias de administracdo escolhidas para o

estudo foram a intraperitoneal e oral.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos 0s sexos, pesando entre 18g
a 359, obtidos do Biotério Central da UNIVALI, onde eram aclimatados a 22 + 2 °C,
num ciclo de 12 h claro e 12 h escuro e tratados com racdo e agua ad libitum. Os
animais foram mantidos no laboratério 1 hora antes da realizacdo dos experimentos
para aclimatagcédo, sendo que os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas internacionais para o estudo com os animais de laboratério (ZIMMERMANN,
1983).
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4.4 Reagentes

Para os ensaios farmacolégicos, foram utilizados os seguintes farmacos e/ou
compostos: Flavonéides, Acido acético 0,6%, Salina 0,9%, Formalina 2,5%, solugdo
tampao fosfato (PBS) ( Merck AG, Darmstadt, Alemanha), Capsaicina (1,6 ug/pata
diluido em alcool absoluto), Glutamato (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)
(30 umol/pata), Naloxona (Reserch Biochemical International, Natick, MA, EUA) (1
mg/kg, i.p), Prazosin (0,15 mg/kg, i.p), Yoimbina (0,15 mg/kg, i.p), Fenilefrina,
Clonidina, Cetanserina (1 mg/kg, i.p.), L-arginina, (600 mg/kg, i.p.), L-NOARG (75
mg/kg, i.p.), Haloperidol (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) (2 mg/kg),
Bicuculina (0,7 mg/kg), Faclofeno (3,0 mg/kg), Muscimol (1,0 mg/kg), Baclofeno
(Tocris, Balwin, MO, EUA) (1,0 mg/kg), acetilcolina (1,0 mg/kg), tiopental (40 mg/kg) ,
morfina ( Merck AG, Darmstadt, Alemanha) (5 mg/kg, s.c.) e metilsergida (Sandoz
AG, Baesel, Suica) (5 mg/kg. i.p). As diluicoes foram realizadas em NaCL estéril
(0,9%) ou PBS (exceto as que necessitaram de tweem 80 ou DMSQO) & temperatura

ambiente.
4.5 Ensaios farmacologicos

a) Modelo de dor induzida pelo Acido acético

A resposta nociceptiva foi induzida pela injecdo intraperitoneal de &cido
acético (0,6%) diluido em solucdo salina. Basicamente as contor¢des abdominais
consistem na contracdo da musculatura abdominal juntamente com a extensao de
uma das patas posteriores de acordo com o método descrito anteriormente
(COLLIER, DINNIN, JOHNSON. 1968, BENTLEY, NEWTON e STARR., 1981).
Grupos de animais foram pré-tratados com os diferentes compostos inclusive com a
quercetina por via intraperitoneal (0,5 h) ou via oral (1,0 h) antes da injecao do acido
acético, respectivamente.

Os grupos controles receberam o mesmo volume dos veiculos (10 ml/kg)
utilizados para diluir os compostos. Apéds a injecao do acido acético os animais foram
imediatamente colocados sob funis de vidros individuais, € o0 nimero de contorcoes
abdominais foi quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 min. A
atividade antinociceptiva foi determinada tomando-se como base a inibicdo do

namero das contorcées abdominais dos animais pré-tratados com os compostos.
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b) Modelo de Dor induzida pela formalina

Para confirmacdao do possivel efeito antinociceptivo da quercetina o
procedimento utilizado foi similar ao descrito por Hunskaar e Hole (1987). Os
animais receberam 20 ul de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) na regiao
subplantar da pata posterior direita ou esquerda (HUNSKAAR E HOLE 1987). Apds
a injecao de formalina os animais foram imediatamente colocados, individualmente,
sob um funil de vidro, ao lado de um espelho para facilitar a observacdo. O tempo
em que os animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada com
formalina foi cronometrado, sendo esse tempo, considerado como indicativo de dor.
Neste modelo sdo considerados dois tipos de dores: a neurogénica (aguda) e a
inflamatéria (crénica).

A fase neurogénica da dor compreende os 5 primeiros minutos enquanto que
a fase crbnica corresponde aos ultimos 15 minutos do teste. Ao final do tempo de
observacéao, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical.

Os animais receberam quercetina 10 mg/kg 30 minutos antes do teste da
formalina a 2,5%.

c) Modelo de Dor induzida pela capsaicina

Cada animal foi colocado individualmente sob um funil de vidro transparente,
por um periodo de adaptagdo de no minimo 20 minutos e que posteriormente, foi
utilizado para observar a reagao a dor induzida pela capsaicina, cronometrando-se
durante 5 minutos o tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a
pata. Cada animal recebeu 20 ul de solucao de capsaicina (1,6 ug/pata), injetada na
regiao intraplantar da pata posterior direita. Apdés 30 minutos do tratamento com a
quercetina foi crondmetrado o tempo que o animal levou para lamber ou morder a
pata injetada com capsaicina durante 5 minutos. Tal comportamento foi considerado
como indicativo de dor (SAKURADA e colaboradores, 1992)

d) Modelo Dor induzida pelo glutamato

Este modelo foi desenvolvido recentemente por Beirith e colaboradores
(2002) com a finalidade de avaliar os farmacos que atuam sobre o sistema
glutamatérgico envolvido na transmissao nociceptiva.

Apés o pré-tratamento com a quercetina (10 mg/kg) e/ou controles os animais

foram colocados individualmente sob um funil de vidro transparente. Cada animal
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recebeu 20 ul de solugéo de glutamato (30 umol/pata), injetada na regido intraplantar
da pata posterior direita e foi observado 30 minutos apds o tratamento. O teste
consiste em observar durante 15 minutos o tempo gasto pelos animais em lamber ou
morder a pata injetada pelo glutamato. Este tempo foi considerado indicativo de dor
(BEIRITH, SANTOS, CALIXTO, 2002).

e) Dor induzida por estimulo térmico: teste da placa quente

A atividade antinociceptiva da quercetina foi também analisada através do
modelo da placa quente. Este modelo foi desenvolvido por Eddy e Leimback em
1993 e, mede o limiar antinociceptivo de compostos e/ou substancias com analgesia
semelhante aos opidides. Os animais foram colocados sob um funil de vidro sobre a
superficie de uma placa de metal previamente aquecida a uma temperatura de 562
°C utilizando-se um banho-maria. O tempo em segundos que o animal levou para
lamber, levantar ou morder as patas dianteiras ou traseiras sobre a placa
previamente aquecida foi cronometrado e considerado como indicativo de dor
(EDDY E LEIMBACK, 1953). Os animais foram selecionados 24 horas antes do teste
quando foram colocados na placa sem qualquer tratamento. No dia seguinte, grupos
de animais selecionados foram tratados com quercetina, morfina e/ou controles e 30
min apos foi realizado o teste. Nao foi permitida a permanéncia dos animais sobre a
placa por tempo superior a 30 segundos evitando-se assim danos teciduais

decorrentes de possiveis queimaduras.

4.5.1 Analise do mecanismo de acao antinociceptiva da quercetina

Uma vez escolhido o composto flavondide que obteve a maior eficacia, (a
quercetina) passou-se a estudar o possivel mecanismo de acdo da propriedade
antinociceptiva. As vias de neuromodulacao estudadas no presente trabalho foram:
via adrenérgica, opidide, dopaminérgica, oxidonitrérgica, colinérgica e via dos
glicocorticéides enddgenos. O modelo farmacolégico escolhido para estudo das vias
e suas possiveis influéncias sobre o efeito antinociceptivo da quercetina foi o modelo
do &cido acético. O protocolo adotado estd representado abaixo, através do

fluxograma apresentado.
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Pré-tratamento com antagonistas e/ou controles (i.p.)

d 15 min

Pré-tratamento com agonistas e/ou controles (i.p.)

4 30 min

Modelo do acido acético
(20 min)

Figura 03 - Fluxograma do protocolo utilizado no estudo para
determinar o mecanismo de a¢ao da quercetina.

a) Influéncia do sistema opidide

Com o objetivo de evidenciar a participagcdo do sistema opidide sobre a
atividade antinociceptiva da quercetina,

Os animais foram pré-tratados com os antagonistas dos receptores opibdides
do tipo u (naloxona), (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo dos
diferentes compostos ou da morfina (controle positivo) e da quercetina.

Ap6s 30 minutos de tratamento dos animais com os agonistas e/ou
quercetina, foi analisado a possivel reversdo do efeito. A atividade antinociceptiva da
quercetina também foi avaliada no teste da placa quente, que € um modelo de dor

sensivel para drogas que atuam centralmente como a morfina e seus derivados.

b) Influéncia do sistema alfa (o)-adrenérgico

Os animais foram pré-tratados com os antagonistas dos adrenoceptores do
tipo oy (prazosina) ou oo (ioimbina) (0,15 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da
administracao dos diferentes compostos: fenilefrina (agonista o-adrenérgico) ou de
clonidina (agonista oy-adrenergico) (controles positivos) e da quercetina. Ap6s 30
minutos do tratamento dos animais com 0s agonistas e/ou quercetina, foi analisado a

possivel reversao do efeito antinociceptivo da mesma causado pelo acido acético.
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c¢) Influéncia do sistema serotonérgico

Num primeiro, os animais foram pré-tratados com metilsergida (5,0 mg/kg,
i.p.) antagonista ndo seletivo de serotonina (5-HT) e cetanserina (1 mg/kg, i.p.,
antagonista dos receptores 5-HT,) 15 minutos antes da administracdo da quercetina.
Apos o periodo de tratamento dos animais que receberam quercetina foi analisado a
possivel reversdo do efeito antinociceptivo da mesma em relacdo a nocicepcao
causada pelo acido acético. No segundo experimento grupos de animais foram pré-
tratados com Para-cloro-fenilalanina (PCPA, 100 mg/kg, i.p.) inibidor da producéao de
serotonina e/ou salina por 4 dias consecutivos. No ultimo dia, 15 minutos ap6s o
tratamento com PCPA e/ou controle os animais foram tratados com quercetina e,

decorrido 30 minutos foram submetidos ao teste do acido acético.

d) Influéncia do sistema Dopaminérgico

Os animais foram pré-tratados com haloperidol (0,2 mg/kg, i.p., antagonista
nao seletivo de receptores dopaminérgicos) e, apés 15 minutos, os animais
receberam quercetina e/ou apomorfina (1 mg/kg, i.p., agonista dopaminérgico nao
seletivo) ou o veiculo. Decorridos 30 minutos, os animais foram analisados em

relacdo a nocicepc¢ao causada pelo acido acético.

e) Influéncia da adrenalectomia

Os animais foram anestesiados com tiopental (40 mg/kg) e as glandulas
adrenais foram retiradas através de uma incisdo na regiao dorsal do animal como
descrito por Santos (2001). Apés a cirurgia os animais retornaram para suas caixas,
tendo livre acesso a agua e comida, sendo que no grupo dos animais operados foi
substituida a agua por solucao fisiolégica, com o intuito de manter a concentracao
fisiolégica de sddio no plasma. Outros grupos de animais falso-operados (grupo
Sham) tiveram livre acesso a dgua e comida. Decorridos o periodo de 7 dias, os
animais operados e os falso-operados foram tratados com quercetina e 30 minutos
apods o tratamento foi analisada a possivel reversdo do efeito antinociceptivo da

quercetina em relacéo a nocicepcao causada pelo acido acético.

f) Influéncia do Sistema Oxido nitrico-L-arginina
Os animais foram pré-tratados com L-arginina (precursor de NO, 600 mg/kg,
i.p.), D-arginina (isdmero inativo, 1 mg/kg), 15 minutos antes da administracdo dos
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diferentes compostos ou de L-NOARG (inibidor da sintese de NO, 75 mg/kg, i.p.).
Apébs o periodo de tratamento dos animais com quercetina ou com L-NOARG, foi
analisada a possivel reversao do efeito antinociceptivo das diferentes drogas em
relacdo a nocicepcao causada pelo acido acético.

g) Influéncia do Sistema GABAérgico

Os animais foram pré-tratados com os antagonistas dos receptores GABAa
(bicuculina, 1 mg/kg, i.p.) ou GABAg (faclofeno, 1 mg/kg, i.p.) 15 min antes da
administracdo de: muscimol (1 mg/kg, agonista dos receptores GABAA) ou de
baclofeno (1 mg/kg, agonista dos receptores GABAg) e quercetina. Apds o periodo
de tratamento dos animais com quercetina ou drogas padrdo, foi analisada a
possivel reversao do efeito antinociceptivo das diferentes drogas em relacdo a
nocicepg¢ao causada pelo acido acético.

h) Influéncia do Sistema Colinérgico

Os animais foram pré-tratados com o antagonista colinérgico nao seletivo
atropina (1 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes da administracdo da quercetina e da
acetilcolina (Ach/ 1 mg/kg). Decorridos 30 minutos do tratamento dos animais com a
quercetina e a ACh , foram analisadas as possiveis reversdes do efeito

antinociceptivo das mesmas, em relacéo a nocicepgao causada pelo acido acético.
4.5.2 Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrao da média para
cada grupo de experimentos, exceto as Dlsgs (dose da quercetina que reduz a
resposta em 50% em relacdo ao grupo controle), que foram apresentadas como
médias geométricas acompanhadas de seus respectivos limites de confianga, em
nivel de 95%.

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio de analise
da variancia seguida pelo teste de multipla comparacao utilizando-se o método de
Dunnett e/ou Newman-Keuls, quando apropriado. Valores de P <0,05 foram
considerados como indicativo de significancia. As Dlsg foram estimadas a partir de
experimentos individuais utilizando-se o método de regressao linear através do

programa GraphPad® (Prism).



RESULTADOS E DISCUSSAO



RESULTADOS E DISCUSSAO

37

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Nocicepcao induzida pela injecao de acido acético

A primeira etapa do presente trabalho foi analisar o efeito antinociceptivo de
oito flavondides através do modelo de dor induzida pelo acido acético, utilizando-se
somente a dose de 10 mg/kg. Foram testados: Rutina, Quercetina, Luteolina,
Cinarosideo, Isoquercetrina, Kaempferol, Morina e Orientina. Os resultados
mostraram que todos os compostos foram eficazes em reduzir o numero de
contorcbes abdominais induzidas por acido acético. Entretanto, os compostos
Morina, Quercetina, Kaempferol e Orientina foram os mais eficazes em reduzir o
namero de contor¢cées abdominais com inibicbes de 82,18%, 75,32%, 73,81% e
70,26%, respectivamente (Quadro 01).

O estudo de novos agentes derivados de plantas farmacologicamente ativos
tem levado a descoberta de muitos farmacos usados clinicamente para o tratamento
de doencas. Cerca de 25% de todo o arsenal de farmacos modernos sao derivados
direta ou indiretamente de plantas (FARNSWORTH e BINGEL, 1997; NIERO et al,
2003). Especificamente para o tratamento da dor, os principios ativos derivados de
plantas tém sido alvo de interesse de muitos laboratérios académicos e/ou
industriais uma vez que, a comunidade médica necessita urgentemente de novos
analgésicos efetivos e potentes para o tratamento de dores, principalmente as dores
cronicas resultantes dos processos neoplasicos ou injarias neurais.

Dos metabdlitos secundarios sintetizados a partir de plantas, os flavonoides
constituem o grupo mais estudado e mais promissor quanto aos aspectos abordados
acima (WANG, 2000; BORRELI e 1ZZO 2000, BITTAR 2000, CALIXTO et. al. 2000).
Dos flavonéides em estudo, a quercetina é, provavelmente, o composto isolado de
plantas que mais tenha sido estudado. A ela foram propostas e confirmadas muitas
propriedades farmacolégicas. O composto exibe um amplo leque de atuacédo sobre
0s varios sistemas corporais influenciando processos centrais e periféricos como ja
relatados anteriormente no presente trabalho. Desta forma, devido a sua abundéancia
no reino vegetal e também, para dar continuidade aos estudos ja iniciados com o
composto, a quercetina foi escolhida para os estudos de mecanismo de agéao de sua
propriedade antinociceptiva.
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Quadro 01 — Efeito de Flavonb6ides administrados por via i.p. sobre as contor¢des
abdominais induzidas por acido acético em camundongos (i.p.)

Tratamento Dose (mg/kg) N2 de contorcoes |InibicaoMaxima (%)
Veiculo - 46,89 £ 2,75 -

Cinarosideo 10 24,33 £ 2,29** 48,11
Isoquercetina 10 24,00 £ 5,72** 48,81
Kaempferol 10 12,28 + 3,46*** 73,81
Luteolina 10 30,94 + 3,02* 34,01
Morina 10 8,71 £ 5,57*** 82,18
Orientina 10 13,34 +2,48"** 70,26
Quercetina 10 11,57 £ 1,41 75,32
Rutina 10 16,60 + 3,54*** 64,59

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 6 a 10 animais. Difere significativamente quando
comparado com o veiculo *P<0,05; **P<0,01. ***P<0.001. Teste de Dunett.

Conforme nos mostra o quadro 01, dos oito flavonéides testados com a dose
unica de 10 mg/kg no modelo do &cido acético, a ordem de efetividade na reducéo
do numero de contorgdes foi: morina > quercetina > kaempferol > orientina > rutina >
isoquercetina = cinarosideo. Mesmo sendo a quercetina menos efetiva do que a
morina, este foi 0 composto escolhido para os estudos mais aprofundados.

Também foi feito uma curva dose-resposta com o composto pela via i.p.
(figura 04/A). Neste experimento verificou-se que a quercetina ja exibe atividade
antinociceptiva com a dose de 3 mg/kg, entretanto n&o foi observado diferenca
quanto a atividade nociceptiva quando se compara as doses de 10 e 30 mg/kg. Em
ambos os casos a eficacia € igual.

Quando administrado por via oral observou-se que somente na dose de
500mg/kg ocorreu reducao significativa do niamero de contorcées induzidas por
acido acético (figura 04, B). As Dlsgs, bem como as IMs sao apresentadas no quadro
02 e comparadas a analgésicos tradicionais utilizados terapeuticamente.

A verificacdo do efeito antinociceptivo por via oral € de suma importancia, pois
a maioria dos farmacos disponiveis no mercado sao administrados por essa via.
Além disso, o0 uso de plantas medicinais sdo normalmente realizados na forma de

chas ou decotos, utilizando-se também esta via de administracéo.
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Figura 04 - Efeito antinociceptivo da quercetina

administrada pela via intraperitoneal (A) ou via oral (B)
sobre as contorcbes abdominais induzidas por acido acético
em camundongos. Cada grupo representa a média + E.P.M.
de 6 a 8 animais, e as linhas verticais. Asteriscos denotam
diferengas estatisticas entre os tratamentos e o grupo
controle, **p< 0,01; ***p< 0,001.
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Quadro 02: Comparacao dos valores das Dlsgs € inibicao maximas (IMs) calculadas
para a quercetina , paracetamol e aspirina no modelo de dor induzida por acido

acético
Tratamento Dls, (mg/kg) Dlso (nmol/kg) Mg:(iibr:lgaé((:%)
Quercetina (v. 0.) 304,97 (225,86 — 411,79) | 1051,62 (778,82 — 1419,96) 75,50+1,8
Quercetina (i. p.) 7,58 (5,29 — 9,0) 24,62 (18,24 - 31,03) 75,72%1,0
Paracetamol (i. p.)* 19,00 (16,0 — 23,0) 125,80 (105,9 — 152,3) 88,00+1,0
Aspirina (i. p.)* 24,00 (13,0 — 44,0) 133,00 (72,2 — 244,0) 83,00+1,4

*Dados retirados de De Souza et al. 1998, 2002.

Também no modelo do &cido acético procurou-se verificar o tempo total de

acao da propriedade antinociceptiva do composto em estudo. Conforme nos mostra

a Fig 5, o efeito antinociceptivo da quercetina perdura por um periodo de até seis

horas apds a sua administracao.
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Figura 05 — Duracéo do efeito da quercetina, administrada pela via i.p. (10
mg/kg) no modelo do &cido acético em camundongos. Cada grupo
representa a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, ** P<0,01.

Além dos motivos expostos anteriormente, o interesse no estudo do papel

modulatério da quercetina no controle da dor deve-se ao fato de que na literatura,

nao foram encontrados estudos que demonstram o papel especifico deste flavonéide

no efeito antinociceptivo, aliado ao fato que o seu mecanismo de acdo nao esta

totalmente esclarecido. Nossos resultados estendem os dados descritos na literatura

e demonstram que a quercetina, administrada pela via i.p. e oral apresentam efeito
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antinociceptivo quando analisada na nocicepcao induzida pela injecdo de &acido
acético em camundongos.

Varios estudos tém mostrado que apesar de ser considerado por muitos
pesquisadores como modelo farmacolégico dos mais simples disponiveis, 0 modelo
do acido acético apresenta sensibilidade a varias drogas analgésicas esteroidais e
nao esteroidais, bem como analgésicos semelhantes a morfina e com agéo central
(SIEGMUND et. el. 1957; BLUMBERG et. al. 1965; BLANE et. al., 1967). Os estudos
sobre os mediadores liberados no local da injecao do acido acético datam de 1967 e
se estendem até os dias atuais. Whittle (1964) demonstrou que o acido acético atua
de forma indireta causando a liberacdo de mediadores enddégenos envolvidos na
modulacdo do processo doloroso, dentre os quais inclui-se a bradicinina, a
serotonina, a histamina e as prostaglandinas. Em estudo, recentemente Ribeiro e
colaboradores (2000) mostraram que a nocicepcao induzida pelo acido acético
também depende da liberagdo de citocinas, como a IL-1B, TNF-a e a IL-8, por
macréfagos e basofilos residentes na cavidade abdominal, e que em conjunto com
os mediadores anteriormente referidos induzem a dor -caracteristica e o
comportamento perante ela, observada nesse modelo. Desta forma, a dor abdominal
induzida por acido acético pode ser prevenida por diversos agentes terapéuticos
cujo sitio de agéo é inibir a liberacao de mediadores do processo doloroso como é o
caso dos antiinflamatérios nao esteroidais (AINES), que inibem a sintese de
prostaglandinas (VANE e BOTTING, 1995; VANE et al., 1998).

Os estudos conduzidos em nossos laboratérios e em outros reforcam as
constatacOes acima referidas sobre o efeito dos AINES no modelo do acido acético
(MACEDO 1999, NIERO et al. 2000, CAMPOS, MARTINEZ-LARREA 2002, De-
SOUZA, CORREA, CECHINEL-FILHO et. al. 2002) e, sobre o efeito da quercetina.
Santos (2000), demonstrou que o composto administrado por diferentes vias exibe
efeito antinociceptivo no modelo do &cido acético, formalina e capsaicina. Picp,
Cheav & Ptigent (1991), relataram os seus efeitos antinociceptivos neste modelo e,
mais recentemente, Patil e colaboradores (2003) demonstraram que a quercetina
modula a liberagéo da ciclooxigenase do tipo 2 (COXz) e a NO-sintase, responsaveis
respectivamente pela sintese de prostaglandinas e Oxido nitrico, ambos o0s
mediadores envolvidos na génese do processo doloroso.
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5.2 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de formalina

Os dados apresentados na figura 06 (A e B) representam os resultados
obtidos com a quercetina no modelo de dor induzida pela formalina. Os resultados
nos mostram que a quercetina administrada intraperitonealmente causou inibigdo da
dor induzida pela formalina de forma dose-dependente e estatisticamente
significante nas duas fases do processo doloroso. Entretanto, o efeito é mais
pronunciado na segunda fase da dor (fase inflamatéria) do que na primeira fase
(fase neurogénica). Os valores médios da Dlsy (juntamente com os intervalos de
confianca de 95%) e as IMs estdo representadas na tabela 03 e também

comparados com analgésicos terapeuticamente utilizados na clinica.

Quadro 03: Comparacao dos valores das Dlsgs e inibicdo maximas (IMs) calculadas
para a quercetina , paracetamol e aspirina no modelo de dor induzida pela formalina.

Tratamento Fase | Fase ll
(via i,p,) Dlso (umol/kg) IM% Dlso (umol/kg) IM%

- i +
Quercetina 374,13 (68- 402 ) 34.85 103,04(45-2010 74,421+0.8
Aspirina Inativo 123,00 (77-209,0) 88,00+3.0
Paracetamol Inativo 120,0 (90-161,0) 85,00+3.5

* Dados retirados de Niero et. al. (1999).

Da mesma forma como ocorreu no teste das contor¢des induzidas pelo acido
acético, a quercetina foi mais potente que os demais farmacos utilizados
terapeuticamente pela via i.p. Além disso, 0 composto exibe a vantagem de possuir
efeito antinociceptivo na primeira fase do processo doloroso induzida pela formalina
e os farmacos comparados nao possuem tal propriedade.

Dubuisson e Dennis (1977) foram os primeiros a utilizar o modelo da
formalina em gatos e que por limitagcdes foi adaptado por Hunskaar e Hole em 1987,
para camundongos e ratos. O modelo consiste na injecdo intraplantar de uma
solucao de formaldeido diretamente na pata do animal, sendo conhecido por induzir
dor intensa por estimulacao direta de nociceptores.

A dor causada pela injecao intraplantar de formalina é caracterizada por
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vigorosas lambidas, mordidas e batidas na pata injetada com o agente flogistico. O
modelo é utilizado amplamente por muitos pesquisadores devido a caracteristicas
bastante peculiares. Através dele pode-se avaliar o efeito de drogas em dois tipos de
dor, a neurogénica (aguda), correspondente a primeira fase do modelo e
caracterizada nos 5 primeiros minutos e, a dor inflamatdria (crénica) correspondente
a segunda fase do modelo e caracterizada nos 15 ultimos minutos do modelo e
associada a processos inflamatérios (SHIBATA et. al. 1989, TiGISEN e HOLE 1997).

Durante a primeira fase (neurogénica) as fibras eferentes do tipo C e, em
parte, as do tipo Ad sao ativadas (HEAPY at. al. 1987) e ocorre a liberacao de varios
mediadores quimicos como a substancia P, o glutamato e a bradicinina. Ja, na
segunda fase, ocorre a liberagdo de histamina, serotonina e prostaglandinas, além
de bradicinina em seu segundo pico de liberacdo (SHIBATA et al. 1989). Através de
técnicas de CLAE (Cromatégrafo Liquido de Alta Eficacia), foi constatado que a
injecao intraplantar de formalina na pata posterior de ratos conscientes, causou um
aumento significativo de varios aminoacidos excitatérios como o glutamato, o
aspartato, a taurina e a glicina, além de causar o aumento de prostaglandinas do
tipo E> durante a 2° fase do processo doloroso (MALMBERG e YAKSH, 1995). No
mesmo ano, Seguin e colaboradores (1995), demonstraram que a administracao
subcutanea de antagonistas seletivos dos receptores taquicinérgicos do tipo N; e
NK, foram capazes de reduzir ambas as fases de dor induzida pela formalina. Dando
prosseguimento aos trabalhos de Santos e Calixto, (1997), mostraram que o0s
receptores k3 quando bloqueados, também inibem ambas as fases da dor.

Ainda com relacdo ao modelo da formalina, as técnicas atuais de biologia
molecular tém sido utilizadas ndo s6 para obtencdo de mais informacdes sobre o
modelo, como também para a compreensao do processo doloroso em si. De Felipe e
Colaboradores (1998) demonstraram que animais “knock-out” para o receptor NKj
tém a segunda fase do processo doloroso alterada. Cao e colaboradores (1998) e
Zimmer e colaboradores (1998) mostraram que a auséncia do gene da pré-pré-
taquicinina A (PPT-A), que codifica a substancia P e a neurocinina A, praticamente
aboliu a inflamagao neurogénica nos animais nocauteados, além de reduzir de forma
bastante expressiva a primeira fase, nao modificando entretanto a segunda fase do

processo.



RESULTADOS E DISCUSSAO

44

150-
O
*%
18 *%
o 100- —=
©
[0}
o
[}
T *k*k
o 504
o
£
()
|—
0_
10 30 60
Quercetina (mg/kg, i.p.)
B
150-
0
N *%
Q
o 100-
©
[0}
o
[}
o] 50 *k*k Skk
o 4
o
£
()
|—

C 10 30 60
Quercetina (mg/kg, i.p.)

Figura 06 — Efeito da Quercetina administrada por via i.p. (10-60
mg/kg) em relacdo a primeira (painel A) e segunda (painel B) fase
da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 6
— 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente
do grupo controle, ** P<0,01, *** P<0,001.

Adicionados aos dados acima descritos, Konig e colaboradores (1996)
verificaram que animais Knock-out para o gene das encefalinas tém a nocicepcao
aumentada na 1° fase do modelo. Malmberg e colaboradores (1997) demonstraram

que a auséncia da subunidade Ip da proteina quinase A, (PKA) foi capaz de diminuir
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a sensibilidade dolorosa em ambas as fases. Os mesmos autores também
mostraram que a proteina quinase C, (PKC) do tipo Cy, esta envolvida no processo,
pois sua falta causou reducdo especifica da primeira fase da dor. Resultados
contraditérios sobre o “knock-out” do receptor B> da bradicinina e da NO sintase
foram encontrados. Crosby e colaboradores (1995) demonstraram que a auséncia
do receptor B> e da NO sintase néo foi capaz de modificar a resposta nociceptiva
causada pela injecao de formalina como o esperado. Entretanto, varios trabalhos
descritos na literatura demonstram que antagonistas seletivos dos receptores B, e
que inibidores da NO-sintase causam inibicdo das duas fases da dor (DRAY e
PERKINS, 1997, CALIXTO 2000 b). Pesquero e colaboradores (2000)
demonstraram que camundongos ‘knock-out” para receptores i das cininas
apresentaram uma diminuicdo da resposta nociceptiva induzida pela formalina.

Os nossos resultados confirmam e corroboram com resultados descritos
anteriormente sobre o efeito da quercetina no modelo de dor induzida pela formalina.
O composto foi capaz de inibir completamente a primeira fase, sendo mais efetivo
em relagdo a segunda fase desse modelo. Nossos resultados confirmam resultados
anteriores de Santos (2000) sobre o efeito da quercetina no modelo descrito,
utilizando varias vias de administragdo. Também confirmam os resultados descritos
por Block e colaboradores (1998) sobre os efeitos da quercetina e rutina, ambos os
flavondides isolados da Wedelia paludosa, trabalho este que despertou o interesse

da continuidade de estudos explorando o composto no processo doloroso.

5.3 Nocicepcao induzida pala injecao de capsaicina

No presente estudo procurou-se analisar a possivel acdo antinociceptiva da
quercetina na nocicepcdo neurogénica induzida pela injecdo intraplantar de
capsaicina em camundongos. Sakurada e colaboradores (1992) foram os primeiros a
demonstrar que a injecdo intraplantar de capsaicina na pata posterior de
camundongos causava vigorosa dor, caracterizada por lambidas e mordidas na pata
injetada, sendo este efeito relacionado com a dor de origem neurogénica. A figura 07
mostra os resultados obtidos com esse modelo de dor.

O tratamento dos animais com a quercetina pela via intraperitoneal (10, 30, 60
mg/kg) promoveu a inibicdo da dor neurogénica induzida pela injecao intraplantar de
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capsaicina (1,6 ug/pata). O efeito observado ocorreu de forma dose dependente, e
foi muito similar a fase neurogénica induzida pela formalina. A Dlsy calculada para
esse modelo foi de 29,93 (27,45 — 32,64) mg/kg e a IM de 75.55%
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Figura 07 — Efeito da Quercetina (10, 30 e 60 mg/kg, i.p.) em
relagdo a nocicepgdo induzida pela injegdo intraplantar de
capsaicina (1,6 ug/pata) em camundongos. Cada grupo representa
a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle,** P<0,001.

A capsaicina é uma amina neurotoéxica extraida da pimenta vermelha. Trata-
se de uma ferramenta farmacoldgica bastante interessante, pois exerce um papel
duplo no processo doloroso. Localmente aplicada, a capsaicina inicia uma série de
reacdes hiperalgésicas e inflamatérias, mediada pelo aumento da permeabilidade da
membrana ao calcio (Ca*?). A capsaicina excita os neurdnios sensoriais eferentes,
especificamente as fiboras C e Ad que conduzem a informagdo nociceptiva ao
sistema nervoso central, liberando varios neuropeptideos incluindo as taquicininas,
peptideo liberador do gene da calcitonina (CGRP) e somatostatina, além, de
bloquear o transporte intra-axonal de macromoléculas tais como, o fator de
crescimento neural (NGF) (GANSE et. al. 1981, SZOLCSANYI 1985, SZALLASI e
BLUMBERG, 1999).

Jancso e Jancso (1949) mostraram que a capsaicina é o irritante natural que
induz dessensibilizagdo, um processo refratario desenvolvido rapidamente. Este
fenbmeno pode contribuir para a analgesia produzida apds a primeira exposicao da
capsaicina e seus analogos. Decorrente desse fato, o tratamento com capsaicina

causa uma deplecdo de substancia P, assim como de receptores envolvidos em
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terminacbes periféricas e espinhais de neurbnios sensiveis a capsaicina em
aproximadamente 24 horas (SZALLASI 1993).

Também tem sido demonstrado que baixas doses sistémicas de capsaicina
administradas a animais neonatais e adultos produz neurotoxidade em fibras C
desmielinizadas e que altas doses levam a um aumento prolongado ou permanente
do limiar nociceptivo (HOLZER, 1991).

Recentemente foi demonstrado que a capsaicina atua através da ativacao de
receptores especificos que foram denominados de receptores vaniléides do tipo 1
(VR1). Tais receptores encontram-se presentes, sobretudo nos ganglios da raiz
dorsal da medula espinhal e no géanglio trigmeo. Tratam-se de receptores
ionotépicos acoplados a um canal ibnico com alta permeabilidade a calcio,
magnésio, sodio e potassio. Esses receptores uma vez ativados produzem
despolarizacdo e excitacdo dos neurbnios levando a liberagdo de varios
neuropeptideos como descritos anteriormente (GAMSE et al. 1979). Caterina e
colaboradores (2000) demonstraram que a falta de VR{ em animais “Knouck-out”
aboliu completamente a resposta dolorosa induzida por capsaicina. Corroborando
com tais resultados Santos e Calixto (1997b), demonstraram que antagonistas
seletivos VR1 (vermelho de ruténio) administrados via no ventriculo de
camundongos ou topicamente, foram capazes de reduzir a nocicepgéo induzida pela
capsaicina. Estudos conduzidos por De-Campos et. al. (1999) e Corréa e
colaboradores (1996) mostraram que a bradicinina € liberada durante a inducao
dolorosa por capsaicina, uma vez que antagonistas B4 e B, foram efetivos em reduzir
a nocicepc¢ao neste modelo. Pesquero e colaboradores (2000) confirmaram essas
observacdes quando utilizando animais nocauteados para By no modelo, verificaram
a diminuicao da resposta nociceptiva. Além disso, Sakurada e colaboradores 1996
demonstraram que a nocicep¢ao induzida por capsaicina pode ser mediada, pelo
menos em parte por mediadores envolvidos na dor neurogénica (tal qual a primeira
fase da resposta a formalina) dentre os quais: NO, neuropeptideos (SP, NKA, e
CGRP), além de aminoacidos como o glutamato. Mais recentemente, Santos (2000)
demonstrou que os AINES seletivos e nao seletivos para a COX, sao eficazes em
abolir a nocicepcdo neurogénica induzida pela capsaicina, sugerindo desta forma
que as prostaglandinas podem também participar da génese do processo doloroso
induzido por ela. Nossos resultados também corroboram com os resultados de
SANTOS (2000) sobre o efeito da quercetina no modelo utilizado (o da capsaicina),



RESULTADOS E DISCUSSAO

48

e em conjunto com os resultados obtidos com a formalina, sugerem que o composto
pode ser um tratamento promissor para dores neurogénicas, ressaltando as
sugestdes recentes de Schultke et al. (2003) do seu uso na terapéutica desse tipo
de dor.

5.4 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de glutamato

A injecao de glutamato induz a estimulagao direta dos neurdnios nociceptivos,
pois este mediador quimico € um dos principais neurotransmissores excitatérios do
Sistema Nervoso Central. Seus receptores sdo encontrados em terminacdes
nervosas espinhais de fibras aferentes primarias (FERREIRA, 2000). Com o objetivo
de verificar a possivel acdo antinociceptiva da quercetina sobre o sistema
glutamatérgico, foi utilizado o modelo proposto por Beirith et al. (2002).

Conforme nos mostra a Figura 08, o pré-tratamento com quercetina promoveu
uma reducdo do processo doloroso induzido pelo glutamato. Entretanto, essa
reducdo nao ocorreu de forma dose-dependente. As doses de quercetina efetivas
para reduzir a algesia induzida pelo glutamato foram de 30 e 60mg/kg. A Dlso para o
glutamato foi menor do que a dose de 60 mg/Kg e a IM nessa dose foi de 48+27%.

150
O
S 120-
1]
gﬂ * ok
Q — *%
o 920
3
o 60-
o
5
it 30

C 10 30 60

Quercetina (mg/kg, i.p.)

Figura 08 — Efeito da Quercetina (10, 30 e 60 mg/kg, i.p.) em relacdo a
nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de glutamato (30umol/pata) em
camundongos. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas
verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle , ** P< 0,01.



RESULTADOS E DISCUSSAO

49

Como visto anteriormente, o glutamato € um neurotransmissor (aminoacido
excitatério) envolvido na dor neurogénica induzida pela formalina e pela capsaicina.
Além disso, o glutamato € um dos neurotransmissores chave do SNC e é usado na
transferéncia de informagdes entre os neurbnios. Em fibras aferentes do tipo C
ocorre a co-existéncia de neuropeptideos com o glutamato, funcionando este como
neuromodulador do processo doloroso (FURST, 1999). Além disso, had uma
concentracdo muito grande de receptores para o glutamato no corno dorsal da
medula e, em neurbnios intrinsecos dessa localidade. (URCA e RAIGORODSKY,
1988). Os aminoacidos excitatérios como o glutamato podem atuar em dois tipos de
receptores, os ionotropicos como o N-Metil-D-aspartato (NMDA), Kainato e AMPA,
0s quais sao ligados a canais ibnicos, e também os receptores metabotrdpicos, 0os
quais sao ligados a proteina G. O glutamato liberado de neurdnios aferentes
primarios atuando em receptores AMPA € responsavel pela primeira transmissao
singptica e a ultima sinapse que ocorre no corno dorsal da medula na transmissao
do impulso doloroso. Os receptores metabotrépicos para o glutamato sao expressos
somente durante o aumento da excitabilidade espinal associada a hiperalgesia
periférica (DRAY, 1992; DRAY e URBAN, 1996). Também em condi¢cbes de dores
cronicas, tem sido reportado o envolvimento do glutamato na neurotransmissao do
impulso doloroso. Associado a isso, antagonistas do receptor de N-metil-D-aspartato
(NMDA) (por exemplo, a quetamina, utilizada clinicamente) produz analgesia
(JENSEN e YAKSH, 1992). Os receptores NMDA parecem estar envolvidos nao
somente na nocicepgdo induzindo a sintese de NO através da ativagdo da NO-
sintase, como também no desenvolvimento da tolerdncia a opidides, pois 0s
inibidores da enzima tém se mostrado como excelentes preventores da tolerancia
desenvolvidas a esses agentes analgésicos.

Recentemente, Beirith e colaboradores (2002) propuseram que o glutamato
pode ser utilizado como agente na indugdo da nocicepgdo. Neste sentido,
substancias que diminuem a nocicepcdo induzida por glutamato podem estar
atuando em seus receptores como antagonistas ou inibindo a sintese de 6xido
nitrico pelo bloqueio da NO-sintase (BEIRITH, SANTOS, CALIXTO,2002).

Nossos resultados mostraram que a quercetina promoveu inibicdo parcial da
nocicepgao induzida por glutamato. Recentemente Olsza-Necki e colaboradores
(2002), em estudo muito bem conduzido, mostraram que muitos flavonoides, dentre
0S quais a quercetina promovem a inibicdo de NO-sintase do tipo I, induzida por
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macréfagos tratados com LPS. Tais resultados podem entdo corroborar de forma
direta, com a sugestdo de que o efeito inibitério das quercetina na nocicepcao
induzida por glutamato poderia ser em parte, devido a inibicido da NO-sintase,
entretanto, estudos posteriores sao necessarios para a total explicagdo de tais fatos,
uma vez que no estudo do mecanismo de acao, avaliando a via 6xido nitrérgica, a L-
arginina (precursor de 6xido nitrico) reverteu o efeito antinociceptivo da L-NOARG
(inibidor da sintese de NO), porém nao reverteu o efeito da quercetina (ver
resultados anteriores)

Apés confirmar a propriedade antinociceptiva da quercetina, procuramos
estudar alguns dos mecanismos (conhecidamente envolvidos no processo doloroso)
pelos quais a quercetina poderia estar promovendo seus efeitos antinociceptivos.
Para tanto, o modelo farmacolégico utilizado foi o modelo de dor induzida por acido
acético.

5.5 Analise do mecanismo de acao antinociceptiva quercetina

5.5.1 Influéncia Do Sistema Opioide sobre a antinocicepcdo mediada pela

quercetina

Procurando evidenciar a participacdo do sistema opibdide sobre a atividade
antinociceptiva da quercetina, grupos de animais foram pré-tratados com o
antagonista dos receptores opidides néo seletivo, a naloxona, (1 mg/kg, i.p.) 15 min
antes da administragdo da quercetina ou da morfina (controle positivo, 5 mg/kg, s.c.,
agonista opidide nao seletivo). Apdés o periodo de tratamento dos animais, foi
verificado a possivel reversao do efeito antinociceptivo do quercetina e da morfina
em relacdo a nocicepcao causada pelo acido acético.

Os resultados apresentados na Figura 09 demonstram que o pré-tratamento
dos animais com naloxona causou reversdao completa do efeito antinociceptivo
induzido pela administracdo de morfina. Entretanto, para os animais tratados com a
quercetina (10 mg/kg, i.p.), ndo foi observada a reversdo. Isto, sugere que o

mecanismo de ag¢édo da quercetina parece nao envolver a via opidide.
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Figura 09 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naloxona (1
mg/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pela Quercetina (10 mg/kg, i.p.) em
relacdo a nocicepgao induzida pelo acido acético. Cada grupo representa a média
de 6 — 8 animais e as linhas verticais os E.P.M. Difere significativamente do
controle, ** P< 0,001. NS ndo significativante e ## P< 0,01 quando comparado
com o grupo tratado com quercetina ou morfina na auséncia de naloxona.

Os resultados apresentados na Figura 10 s&o continuidade da investigacao
da participacao do sistema opidide utilizando-se um modelo especifico para essa via,
o modelo da placa quente. Os resultados obtidos demonstram que o0s animais
tratados com morfina (5 mg/kg, s.c.) tiveram o seu limiar antinociceptivo aumentados
quando analisados no teste da placa quente, entretanto o efeito antinociceptivo da
quercetina nao foi evidenciado no modelo corroborando com os resultados

apresentados anteriormente.
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Figura 10 - Efeito antinociceptivo causado pela Quercetina (10
mg/kg, i.p.) e Morfina (5,0 mg/kg s.c.) no teste da placa quente.
Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas
verticais os E.P.M. Difere significativamente do controle , ** P< 0,01.

O modelo da placa quente foi descrito inicialmente por Woolfe e Macdonald
(2002) e posteriormente modificado por Eddy e Leimback (1953), sendo conhecido
por ser bastante sensivel para drogas que atuam em niveis centrais (CARTER,
1991).

Em estudos de screening farmacolégico de compostos com propriedade
antinociceptiva, a investigacao do sistema opidide & uma constante. Um dos motivos
principais para isso é o objetivo de se encontrar um produto com as propriedades
farmacolégicas da morfina, mas desprovido de efeitos adversos indesejaveis que
limitam seu uso na terapéutica, principalmente no que diz respeito a tolerancia e a
dependéncia. (BLUMBERG et al. 1965, BENYHE, 1994).

As propriedades farmacoldgicas da morfina sdo inteiramente complexas e
podem variar dependendo da dose, sitio de acao e via de administracdo. O efeito
também depende da espécie animal na qual ela é utilizada. A mais relevante
caracteristica da morfina (analgesia) é antiguissima, sendo o uso do 6pio utilizado
para esse fim, descrito em papiros e/ou pergaminhos que datam antes de Cristo.
Sua acéo é mediada via ativacao de receptores de membrana chamados receptores

opidides. Ha, até o momento identificados varios tipos de receptores, mas trés tipos
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deles sdo os mais conhecidos, como por exemplo: y, ®, e K, sendo que 0S genes
para a codificacdo desses receptores foram clonados (CHEN et. al., 1993; EVANS
et. al. 1992, YASUDA et. al. 1993). Esses receptores sao subdivididos em subtipos,
sendo por exemplo o receptor y, subdividido em p1, p2, y3 e y4 (DHAWAN et. al.
1996). Todos os receptores sdo metabotropicos e quando ativados por opidides,
inlbem uma proteina G que ora inibe a atividade da adenilato ciclase e/ou canais de
calcio voltagem-dependente, ou, estimulam a condutancia de K* (STONE et. al.
1997).

Ligantes opidides endégenos como as encefalinas, dimorfinas, endorfinas sao
liberadas constantemente no SNC participando na modulagdo do processo doloroso
(STONE et. al., 1997). Os receptores opidides estdo localizados em varios pontos
das vias transmissoras do processo doloroso, como por exemplo, o corno dorsal
medular, cérebro medial (mesencéfalo), talamo e fibras nervosas periféricas. Sendo
assim, a ativacdo desses receptores tem sido associada com analgesia espinal,
supraespinal e analgesia periférica (FURST. 1999, WOOLFE e MAC DONALD,
2002). A analgesia produzida pela morfina é antagonizada por antagonistas dos
receptores Y, mas nao por antagonistas & sugerindo que esse efeito é receptor -
especifico (SUH e TSENG, 1990). Esse dado foi confirmado pela genética molecular
em estudos com animais nocauteados para esse receptor que, quando tratados com
morfina exibiam nocicepgao (MATTHES et. al. 1996) frente a um estimulo doloroso.

Com relacao a esse sistema, nossos resultados mostraram que a naloxona
(antagonista opidide nao seletivo) reverteu o efeito antinociceptivo da morfina frente
a nocicepcao induzida por acido acético, porém nao reverteu o efeito antinociceptivo
da quercetina, cujo resultado foi confirmado com o teste da placa quente.
Confirmando a hipétese do nao envolvimento do sistema hopidide no mecanismo de

acao da propriedade antinociceptiva da quercetina.

5.5.2 Influéncia do sistema adrenérgico sobre a antinocicepcdo mediada pela

quercetina

Com o objetivo de evidenciar a participacao do sistema alfa (o)-adrenérgico
sobre a atividade antinociceptiva da quercetina (10 mg/kg, i.p.), os animais foram
pré-tratados com os antagonistas dos adrenoceptores do tipo o4 (prazosin) ou oy

(yoimbina) (0,15 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administracdo da quercetina, fenilefrina
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(agonista o-adrenérgico) ou de clonidina (0,1 mg/kg, i.p., agonista ay-adrenérgico)
(controles positivos). Apés o periodo de tratamento dos animais com a quercetina ou
com farmacos controles, foram analisadas as possiveis reversées do efeito

antinociceptivo das mesmas em relacéo a nocicepgao causada pelo acido acético.
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Figura 11 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com yoimbina (0,15
mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado pela Quercetina (10 mg/kg, i.p.),
fenilefrina (1 mg/kg, i.p.) ou clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) em relagdo a nocicep¢do
induzida pelo acido acético. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as
linhas verticais os E.P.M. ™ P< 0,001 denotam diferengas significativas quando
comparados respectivamente ao controle. ## P< 0,01 quando comparado com o
grupo tratado com quercetina, fenilefrina ou clonidina

Analisando os resultados apresentados na Figura 11 verificou-se que o pré-
tratamento dos animais com yoimbina reverteu completamente a acao
antinociceptiva causada pela administracdo de clonidina e da quercetina, quando
analisado em relacdo a dor induzida pelo acido acético. Entretanto, nao foi
observado a reversao do efeito antinociceptivo da quercetina com o pré-tratamento
do prazosin. Estes resultados nos indicam uma possivel acdo da quercetina através
da via adrenérgica atuando em receptores o.

Tem sido reportado que os agonistas a; e ax (fenilefrina e clonidina
respectivamente) quando injetada sistemicamente, causaram um pronunciado efeito
analgésico em varios modelos animais de dor (BUTELMAN e WOODS, 1998;
FURST 1999, SANTOS et. al. 1998) e que, tais efeitos sdo seletivamente
antagonizados pela administracao sistémica dos antagonistas dos receptores a; e

ap, respectivamente. Umeda e colaboradores (1996) obtiveram evidéncias que a
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liberagdo ndo simpatica de noradrenalina (NOR) nas laminas da substancia
gelatinosa do corno dorsal da medula é modulada via auto-receptores adrenérgicos
do tipo aqza. Eles observaram que o agonista clonidina aumentou a liberacido de NOR
em resposta a estimulacdo neural. Entéo, existe a possibilidade de que agonistas a.
exercem seus efeitos antinociceptivos através da modulacéo pré-sinaptica de fibras
aferentes primarias que levam o impulso doloroso até o corno dorsal da medula
(GUYENET et al. 1994). Uma vez que os receptores aa estdo predominantemente
alojados no corno dorsal da medula, tal fato pode ter importancia pratica e teérica
para o entendimento dos mecanismos que controlam a nocicepgdo. Em dores
mediadas simpaticamente, a clonidina pode também estar atuando pré-
sinapticamente para inibir a atividade simpatica. Além disso, também é sabido que
0s receptores adrenérgicos a. sao localizados em proximidade a receptores opibdides
no SNC. Ainda foi reportado, que a clonidina libera B-endorfinas e é usada em
anestesia geral para a reducdo da quantidade de determinados anestésicos
melhorando (e muito) as condigdes clinicas do paciente durante e ap6s as cirurgias
(SEGAL et. al. 1991; FLACKE e FLACKE; 1993, SAWYNOK, REID e POON, 1998).
No presente estudo, nossos resultados confirmam e corroboram com os resultados
anteriores sobre o efeito antinociceptivo da clonidina. Verificou-se que a yoimbina
reverteu completamente a acdo antinociceptiva da clonidina e da quercetina,
sugerindo que o sistema adrenérgico pode estar também envolvido com a sua
propriedade antinociceptiva. Entretanto, estudos posteriores sdo necessarios para
confirmar se o efeito seria mediado especificamente pela ativacao dos receptores a,
ou, se estaria ocorrendo alguma interacao entre o sistema adrenérgico e outros

sistemas envolvidos no controle da nocicepcao.

5.5.3 Influéncia do Sistema Serotonérgico sobre a antinocicepcdo mediada

pela quercetina

A fim de evidenciar a participacdo do sistema serotonérgico sobre a atividade
antinociceptiva da quercetina, grupos de animais foram pré-tratados com p-
clorofenilalanina (PCPA, 100 mg/kg, i.p.), inibidor da sintese de serotonina, por 4
dias consecutivos, metilsergida (antagonista serotonérgico nao seletivo), e
cetanserina (antagonista 5 HT,) 15 min antes da administracao da quercetina. Apos

o periodo de tratamento dos animais, foi analisada a possivel reversao do efeito
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antinociceptivo da quercetina em relagdo a nocicep¢ao causada pelo acido acético.
Os resultados apresentados na figura 12 mostram que o pré-tratamento com
o PCPA reverteu significativamente a agao antinociceptiva da quercetina em relagcéao
a dor causada pelo acido acético. Da mesma forma, o pré-tratamento com
metilsergida e cetanserina (figura 12 A e B) reverteram o efeito antinociceptivo da
quercetina, sugerindo que tal efeito pode estar envolvendo o sistema serotonérgico,
ora mediando a liberagao da 5- HT, ora, atuando em receptores especificos do

neurotransmissor.
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Figura 12 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com
PCPA (100 mg/kg, i.p.) sobre o efeito antinociceptivo causado pela
Quercetina (10 mg/kg, i.p.) em relacdo a nocicepgdo induzida pelo
dcido acético. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as
linhas verticais os E.P.M. ***P<0.001 denotam diferencas
significativas quando comparados respectivamente ao controle. # P<
0,05 quando comparado com o grupo tratado com quercetina na
auséncia de PCPA.
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Figura 13 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com
Metisergida (A) e Cetanserina (B) sobre o efeito antinociceptivo
causado pela Quercetina em relacdo a nocicepgdo induzida pelo
acido acético. Cada grupo representa a média de 6 — 8 animais e as
linhas verticais os E.P.M. **P<0,01, ***P<0.001 denotam diferencas
significativas quando comparados respectivamente ao controle. #
P<0,05 ## P< 0,01 quando comparado com o grupo tratado com
quercetina na auséncia de metisergida ou cetanserina.
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A 5HT foi primeiramente identificada no trato gastrintestinal e
subsequencialmente no SNC. Os corpos celulares dos neurbnios serotonérgicos sdo
concentrados no nucleo mediano da rafe (NMR) no mesencéfalo e tais neurbnios
projetam-se por varias regides mesencefalicas e também para a medula (MILLAN,
2002). Varios trabalhos tém mostrado que a 5HT é também co-estocada em
neurdnios e células cromafins com peptideos e horménios dentre eles destacam-se:
a SP, a somatostatina, o polipeptideo vasoativo (VIP) e muitos outros (ROBBERS,
1997).

No SNC, neurbnios 5-HT estdo envolvidos na transmissao nociceptiva como
também na inibicdo da dor induzida por agonistas opidides, uma vez que ocorre
aumento da liberagdo deste neurotransmissor quando a morfina é injetada dentro da
substancia Cinzenta Periaquedutal. A 5-HT também inibe a transmissdo dolorosa
quando esta trafega pelo corno dorsal da medula sendo que esse efeito é, em parte,
mediado por receptores 5-HT,, embora o efeito dominante seja atribuido aos
receptores 5-HT4. Os receptores 5-HT, influenciam a resposta antinociceptiva da 5-
HT no sistema inibitério descendente (SAWYNOK e REID, 1996).

Dependendo do tipo de receptor serotonérgico ativado, a 5-HT ndo somente
elicia agdes antinociceptivas como também nociceptivas (MILLAN et al. 1999). Tem
sido mostrado que a ativacdo de receptores espinais do tipo 5-HTqa produz efeito
pré-nociceptivo, enquanto que a ativagao de receptores 5-HTqg e 5-HT3 produzem
antinocicepcao que pode ser precedida por respostas pro-nociceptivas (SAWYNOK
e REID, 1996).

Dentre o grande numero de farmacos utilizados no tratamento das dores
crbnicas, tém se destacado os antidepressivos triciclicos (ATCs) (VENTAFRIDDA et
al., 1990; MILLAN, 1999). Alguns estudos sugerem que esse efeito pode estar
relacionado com a melhora do humor (ALMAY et al. 1987), outros estudos sugerem
que eles produzem analgesia por mecanismos mais especificos (ANSUATEGUI et al
1991; BESSON 1999). Os ATCs sao conhecidos tradicionalmente por estimular a
atividade da 5-HT e da NOR através do bloqueio da recaptagdo neuronal (STAHL,
1998). Além disso, eles nao parecem agir especificamente nos neurdnios
monoaminérgicos, como também em outros sistemas neuroquimicos justificando,
portanto, a manifestacdo da resposta analgésica em pacientes nao deprimidos
(LEIJON e BOVINE 1989). Também em animais, os ATCs inibem significativamente a
acao antinociceptiva (ACTON, MEKENNA e MEILZACK, 1992; ESSER e SAWYNOK,
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1999; SAWYNOK e REID, 2001). E sugerido que tal efeito possa se processar com
interacdo com o sistema opidide enddégeno, uma vez que os ATCs potencializam a
resposta antinociceptiva induzida por agonistas opidides (VALVERDE et. al. 1994).
Tal efeito pode ser evidenciado quando animais sao tratados com PCPA (inibidor da
sintese de 5HT), que é capaz de antagonizar parte do efeito antinociceptivo mediado
pela morfina e alguns AINES (BEIRITH et. al. 1998).

No presente estudo demonstramos que o pré-tratamento dos animais com
PCPA durante quatro dias consecutivos reverteu o efeito antinociceptivo da
quercetina, sugerindo que o composto pode atuar por mecanismos dependentes de
liberagdo enddégena de 5HT. Além disso tanto o pré-tratamento com a metilsergida
(antagonista ndo seletivo da 5HT) como com a cetanserina (antagonista 5-HTj)
reverteram o efeito antinociceptivo da quercetina, reforcando a hipétese de que o
sistema serotonérgico estd envolvido com o mecanismo de acdo da propriedade

antinocicepriva da quercetina.

5.5.4 Influéncia do Sistema Dopaminérgico sobre a antinocicepcao mediada

pela quercetina

Os resultados apresentados na figura 14 mostram que o pré-tratamento dos
animais com haloperidol (antagonista dopaminérgico ndo seletivo) causou reducao,
de forma significativa, do efeito antinociceptivo induzido pela apomorfina (agonista
dopaminérgico), sem alterar a resposta da quercetina, quando analisado a
nocicepgao induzida pelo acido acético em camundongos. Uma vez que os sistemas
serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico possuem vias neuronais muito
préximas e, percorrendo praticamente os mesmos pontos do SNC, sugeriu-se que
as acoes modulatérias das trés aminas fossem praticamente similares (HOLSTEGE
et. al. 1996).
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Figura 14 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com
haloperidol sobre o efeito antinociceptivo causado pela Quercetina (10
mg/kg, i.p.) em relagdo a nocicepgao induzida pelo &cido acético. Cada
grupo representa a média de 6 — 8 animais e as linhas verticais 0s
E.PM. *P<0.001 denotam diferencas significativas quando
comparados respectivamente ao controle. # P<0,05 ## P< 0,01 quando
comparado com o grupo tratado com quercetina ou apomorfina na
auséncia de haloperidol.

No que diz respeito ao processo doloroso, é possivel que esses sistemas de
neurotransmissores atuem nos mesmos sitios espinais. De fato, a neurotransmisao
monoaminérgica descendente inibe a informagdo nociceptiva em neurdnios por
ativacao de receptores 5-HTia, 5-HTig, a2 adrenérgico e D,- dopaminérgico
(PERTOVAARA 1993; KIRITSY — ROY, 1994; ZEMLAN, 1994) os quais sao
negativamente acoplados a adenilato ciclase. Mais recentemente, Garraway e
Hochman (2001) mostraram através de um trabalho, utilizando a técnica de 2 pach-
clamp que embora haja distintas subpopulacées de neurdnios, a transmissao
monoaminérgica bulbo-espinal pode atuar em diferentes sitios celulares para alterar
as propriedades sensoriais € integrativas no que se diz respeito ao controle da dor.
Os autores sugerem que para as trés aminas (DOPA, 5-HT e NOR) a modulacéo
nao € a mesma havendo algumas diferencas, principalmente no que diz respeito ao
tipo de dor elucidada.

Com relacéo aos resultados apresentados, o bloqueio dos receptores D, pelo
haloperidol, antes do tratamento com a quercetina, provocou a reversdao de seu

efeito antinociceptivo, da mesma forma que reverteu o efeito da apomorfina. Os
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nossos resultados, sobre os efeitos da quercetina no sistema dopaminérgico,
serotonérgico e adrenérgico reforcam a hipétese de uma agéo inibitéria descendente
desses neurotransmissores no processo doloroso, ao mesmo tempo em que
sugerem que tais sistemas estejam envolvidos no mecanismo de agdo da

propriedade antinociceptiva da quercetina

5.5.5 Influéncia dos glicocorticoides Endogenos sobre a antinocicepcao
mediada pela quercetina

Muitos estudos demonstram que o eixo Hipotalamo-Hipéfise-Adrenal (HPA) esta
envolvido no controle da dor e na inflamacéo (MILLAN, 1999). Flower e colaboradores
(1986) observaram que a resposta inflamatéria induzida pela carragenina é reduzida
em ratos adrenalectomizados, em relagdo aos falso-operados, quando compararam a
exsudacdo e a migracao celular. A quantidade de eicosandides, tromboxanos e
leucotrienos produzida pela ativacdo das fosfolipases nos exsudatos inflamatérios
também diminuiram significativamente a resposta dolorosa.

Com o objetivo de evidenciar a participacdo dos glicocorticéides endégenos
na atividade antinociceptiva da quercetina, os animais foram anestesiados com
tiopental, (40mg/kg, ip) para a retirada das glandulas adrenais através de uma
inciséo na regiao dorsal do animal como descrito anteriormente por Santos et al. (1995).

Os resultados apresentados na figura 15 mostram que a adrenolectomia
bilateral dos animais promoveu uma reversao significativa do efeito antinociceptivo
causado pela quercetina (10 mg/kg, i.p.), quando analisado em relacdo a
nocicep¢cao causada pelo acido acético e comparado com os animais sham (falso-
operados). Estes resultados indicam que o eixo HPA, eixo este, relacionado no
controle da dor e da inflamacéao, parece ser importante para o efeito antinociceptivo
da quercetina. De fato, tem sido demonstrado que estimulos estressantes que
ativam o eixo HPA e liberam glicocorticéides (principalmente corticosterona) podem
reduzir a resposta nociceptiva e aumentar o limiar nociceptivo, condicdo esta
relacionada a analgesia induzida pelo estresse. Além disso, tem sido demonstrado
que os glicocorticdides podem reduzir a inflamacédo e sdo normalmente utilizados
clinicamente para tratar a dor presente nos pacientes portadores de artrite
reumatdides (TAYLOR et al., 1998).
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Figura 15 — Influéncia da adrenolectomia bilateral dos camundongos na
antinocicepg¢do causada pela Quercetina (10 mg/kg, i.p.) em relagdo a
nocicepgdo induzida pelo &cido acético. Cada grupo representa a média de 6
— 8 animais e as linhas verticauis os E.P.M. ***P<0,001 denotam diferencas
significativas quando comparadops respectivamente ao controle. ##P<0,01
quando comparado com ogrupo falso-operados e tratado com quercetina.

5.5.6 Influéncia Do Sistema Oxido Nitrérgico sobre a antinocicepcao mediada

pela quercetina

Para evidenciar uma possivel participacdo do sistema 6xido nitrico-L-arginina
sobre a atividade antinociceptiva da quercetina, grupos de animais foram pré-
tratados com L-arginina (precursor de 6xido nitrico), D-arginina (isémero inativo) e
quercetina 15 min antes da administracao de L-NOARG (inibidor da sintese de éxido
nitrico). Apdés o periodo de tratamento dos animais com L-NOARG, foi analisada a
possivel reversao do efeito antinociceptivo das diferentes drogas em relacdo a
nocicepgao causada pelo 4cido acético como descrito anteriormente.

Os resultados apresentados na Figura 16, com relacdo ao efeito
antinociceptivo da quercetina envolvendo o sistema oxidonitrérgico nos mostraram
que a L-arginina (precursor do Oxido nitrico) porém nao reverteu o efeito
antinociceptivo da L-NOARG (inibidor da sintese de NO) porém n&o reverteu o efeito
da quercetina, sugerindo desta forma, o ndo envolvimento deste sistema no seu
mecanismo de agdo. Da mesma forma a D-arginina (isbmero inativo da L-arginina)

nao influenciou a resposta antinociceptiva da quercetina.
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Figura 16 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com L-arginina
(600 mg/kg, ip.) ou com D-arginina (600 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo causado pela quercetina (10 mg/kg, i.p.) em relagdo a
nocicepgdo induzida pelo acido acético. Cada grupo representa a média
de 6-8 animais e as linhas verticais os E.P.M. ***P<0.001 denotam
diferencas significativas quando comparados respectivamente ao controle.
## P< 0,01 quando comparado com o grupo tratado com inibidor da
sintese de NO (L-NOARG e querceitna) na presenca L- - arginina.

Em varios nervos periféricos, no corno dorsal da medula e possivelmente em
outras partes do SNC, o NO pode ser formado pré-sinapticamente e atuar como um
neurotransmissor do tipo NANC (ndo adrenérgico e nao colinérgico). Além de outros
efeitos, o NO tem sido implicado no controle do desenvolvimento neural e na
plasticidade sinaptica no SNC, como também no controle do apetite. Recentemente
achados tem mostrado que o NO é produzido enzimaticamente em estruturas pos-
singpticas, também em resposta a ativacdo de receptores de aminoacidos
excitatorios (KITTO at. al. 1992). O 6xido nitrico (NO) pode iniciar a liberacao pré-
sinaptica de glutamato funcionando como mensageiro retrogrado que é sintetizado
em sitios poés-sindpticos como conseqiiéncia da abertura de canais de Ca' e
ativacdo da NO-sintase. A formacao de NO em resposta a ativacdo dos receptores
NMDA justifica a hipotese de que o NO pode também atuar como um mediador dos
efeitos nociceptivos induzidos por NMDA (BJORKMAN 1995; GARTHWAITE 1991;
FURST 1995). A participacdo do NO na percepcdo de dor foi também
observada, porque a inibicdo de sua sintese resultou na diminuicdo da resposta
nociceptiva. (HALEY et al., 1992; FERREIRA et al., 1999).
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Tem sido sugerido que a via L-arginina-éxido nitrico exerce um papel
importante na nocicepcédo. Moore e colaboradores (1991) demonstraram que a L-N°-
nitro-arginina-metil-ester (inibidor da o6xido-nitrico sintase) administrada central e
perifericamente, causou um pronunciado efeito antinociceptivo em relacdo a ambas
as fases da dor induzidas pela formalina, assim como no modelo do Tail-flick e na
placa quente (YAKSH e RUDY 1977;). Além disso, 0 mesmo autor demonstrou que o
composto causou inibicdo da hiperalgesia induzida por agonistas dos receptores
NMDA. Também é relatado que ocorre a depressao do processo nociceptivo em
ratos e reducdo da resposta nociceptiva em neurbnios dorsais da medula apés
estimulacdo mecéanica e térmica, nos animais pré-tratados com L-NOARG
(CODERRE e YASHPAL, 1994; SANTOS et. al. 1995).

Os resultados obtidos no presente estudo confirmam essas observacdes e
demonstram que a administragdo sistémica de L-NOARG, antagonizou de forma
bastante pronunciada a dor induzida por acido acético, sendo tal efeito
seletivamente revertido pela inje¢ao de L-arginina. O mesmo tratamento dos animais
com L-arginina foi incapaz de reverter o efeito antinociceptivo da quercetina,
sugerindo desta forma que a via L-arginina-6xido nitrico parece nao estar envolvida

no efeito antinociceptivo do composto no modelo do acido acético.

5.5.7 Influéncia Do Sistema Gabaérgico sobre a antinocicepcdo mediada pela
quercetina

Os resultados apresentados na Figura 17 mostram que o pré-tratamento dos
animais com bicuculina (antagonista GABA,) ou faclofeno (antagonista GABAg)
reverteu significativamente o efeito antinociceptivo causado pelo baclofeno,
(agonista seletivo dos receptores GABAA) e pelo muscinol (agonista seletivo dos
receptores GABAg). Em grupos de animais que foram tratados com os antagonistas
dos respectivos receptores e, posteriormente com a quercetina, observou-se a
reversao da resposta antinociceptiva da quercetina, sugerindo que seu efeito no
processo doloroso poderia estar sendo mediado via sistema GABAérgico.

Assim como a excitagdo neuronal mediada por aminodcidos excitatérios como
o glutamato, promovem nocicepcao, o sistema de aminoacidos inibitérios o qual o
acido y-aminobutirico (GABA) é o principal representante, produz efeito contrario, ou
seja, antinocicepgao (FURST, 1999). Os neurénios GABAérgicos formam sinapses
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axo-axdnicas com terminais sensoriais primarios e sao responsaveis pela inibicao
pré-singptica. Este aminoacido (o GABA) esta envolvido no processo doloroso, como
modulador em vias que conduzem a informacao dolorosa da periferia ao SNC e sua
concentragdo no corno dorsal da medula é bastante elevada. (HAUBRICH et al.,
1984; MILLAN, 1999). Varios trabalhos tem confirmado o efeito antinociceptivo de
agonistas GABAérgicos em modelos animais de dor (SAWYNOK, 1984; SANTOS,
1998). Nossos resultados confirmam e corroboram com os resultados da literatura
uma vez que o baclofeno e o muscimol, foram efetivos em diminuir a nocicepc¢ao
induzida por acido acético, tendo seus efeitos antagonizados respectivamente por
faclofeno e bicuculina (antagonistas seletivos GABAAx e GABAg). Além disso, nossos
resultados demonstram que a via GABAérgica é importante no efeito antinociceptivo

da quercetina.
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Figura 17 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com bicuculina (0,7 mg/kg), faclofeno
(3 mg/kg) sobre o efeito antinociceptivo causado pala quercetina (10 mg/kg), muscimol (1 mg/kg)
ou baclofeno (1mg/kg) em relacdo a nocicepgdo causada pelo acido acético. Cada grupo
representa a média de 6-8 animais e as linhas verticais os E.P.M. ***P<0.001 denotam
diferencas significativas quando comparados respectivamente ao controle. ## P< 0,01 quando
comparado com o grupo tratado com Muscimol, Baclofeno e quercetina, na presenga de
Bicuculina ou Faclofeno.
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5.5.8 Influéncia Do Sistema Colinérgico sobre a antinocicepcao mediada pela

quercetina

Finalmente com o objetivo de evidenciar a participacao do sistema colinérgico
sobre a atividade antinociceptiva da quercetina, os grupos de animais foram pré-
tratados com o antagonista colinérgico nao seletivo atropina (10 mg/kg, i.p.) 15 min
antes da administracdo da quercetina e da acetilcolina (Ach/ 1.0 mg/kg). Decorridos
30 minutos do tratamento dos animais com a quercetina e a ACh, foram analisadas
as possiveis reversdes do efeito antinociceptivo das mesmas, em relacdo a
nocicepg¢ao causada pelo acido acético.

Conforme nos mostra a figura 18 o pré-tratamento com atropina reverteu a
acao antinociceptiva da Ach, nao revertendo porém o efeito da quercetina, quando

analisado na dor induzida por acido acético.
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Figura 18 — Influéncia do pré-tratamento de camundongos com Atropina (mg/kg) sobre o
efeito antinociceptivo causado pala quercetina (10 mg/kg), em relagdo a nocicep¢do
causada pelo acido acético. Cada grupo representa a média de 6-8 animais e as linhas
verticais os E.P.M. * denota a diferenca significativa quando comparados
respectivamente ao controle e/ou quercetina/veiculo / ** P< 0,01 e ***P<0.001.

Varios estudos tem mostrado o papel do sistema colinérgico na nocicepgao e
no mecanismo de acao de opibides. Os varios tipos de receptores opidides pré-
sinapticos induzem a liberacao de acetilcolina, dependendo das ligacdes nervosas
(HERZ, A., 1993). Muitos trabalhos sugerem que a ACh exibe efeito antinociceptivo
e, que pode atuar através de varias vias monoaminérgicas. A possibilidade de que

essas vias possam mediar a resposta da ACh no processo doloroso € sugerida pelo
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fato de que o aumento do limiar nociceptivo medido através do teste do Tail Flick
quando aplicado em camundongos pré-tratados com agentes colinomiméticos
(agonistas colinérgicos), € marcadamente atenuado pela transceccao espinal dos
animais. Isso sugere que a ACh desempenha um papel de modelador do processo
doloroso participando do processo de inibicdo descendente (JAIN, 2004; DECKER,
RUETER & BITNER, 2004).

Paradoxalmente, muitos trabalhos com animais também demonstram que o
bloqueio do sistema colinérgico pode resultar em um efeito antinociceptivo. (DEWEY
et al 1969; HAUBRICH, et al. 1984; BANNON et al. 1998;) sugerindo entao que os
antagonistas colinérgicos poderiam entdo exibir efeito antinociceptivo.

Com relacao aos resultados apresentados no presente trabalho, confirmamos
o efeito algico do antagonista nao seletivo atropina, blogueando a acao
antinociceptiva da ACh no modelo de dor induzida por &cido acético. Entretanto, a
atropina € um antagonista ndo seletivo de receptores nicotinicos da ACh, desta
forma, estudos posteriores serdo necessarios para eventualmente esclarecer o real
papel da ACh no processo doloroso. Em se tratando da influéncia do sistema
colinérgico sobre a agédo antinociceptiva da quercetina, nossos resultados sugerem
qgue o sistema citado nao participa do efeito antinociceptivo desse flavondide.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo mostram, claramente, que a
quercetina apresenta importante agdo antinociceptiva, tanto administrada por via
intraperitoneal ou oralmente, em varios modelos de dor em camundongos,
especialmente em relacdo a dor induzida pela formalina, capsaicina e glutamato.
Entre seus principais efeitos, destaca-se sua marcada e prolongada acao
antinociceptiva quando administrada pela via intraperitoneal na dor induzida por
acido acético.

A quercetina produz antinocicepgcdo por envolver a ativacdo dos sistemas
serotoninérgico, dopaminérgico, e o2- adrenérgico de forma direta, atuando em
receptores especificos de tais sistemas. Por outro lado, parece haver uma
integracdo dos efeitos antinociceptivos do composto com os sitemas de taquicinas,
glutamatérgicos e glicocorticoides enddgenos.

Foi demonstrado ainda, que o efeito antinociceptivo parece nédo envolver 0s
sistemas opidides, oxidonitrérgico e colinérgico.

Comparando o efeito da quercetina com farmacos analgésicos tradicionais,
verificou-se que o composto é 3 a 4 vezes mais potente do que a aspirina € o

paracetamol no modelo de dor induzida por acido acético.
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