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RESUMO

Neste estudo, nés identificamos 0s possiveis agbes antinociceptiva e
antiinflamatéria do extrato aquoso de raizes de Physalis angulata (EAPa),
conhecido no Brasil como "Camapu”. O EAPa administrado por i.p. ou p.0.,0,5
e 1 hora antes do agente algico na dose de (10-30 mg/kg) promoveu uma
inibicdo significante nas contra¢cdes abdominais causada por acido acético,
com valores de ID50 de 18.5 (17.4-19.8) e 21.5 (18.9-24.4) mg/kg e inibi¢cdes
de 83+8 e 66+5%, respectivamente. O EAPa (10-60 mg/kg, i.p.) também
causou uma inibicdo da segunda fase de dor induzida por formalina, com um
valor de ID50 de 20.8 (18.4-23.4) mg/kg e inibicdo de 100%. O tratamento de
ratos com EAPa (60 mg/kg, i.p.) ou com morfina (10 mg/kg, i.p.) produziu um
aumento do tempo de reagdo no teste de placa-quente. Estes resultados
demonstram que EAPa promoveu antinocicepg¢éo contra a dor visceral induzida
por acido acético e inibicdo da dor inflamatéria induzida por formalina em ratos.
Para estudar o efeito deste extrato no processo flogistico, a bolsa de ar foi
induzida subcutaneamente no dorso de ratos dos animais e um processo
inflamatorio foi produzido injetando-se 1% de carragenina no nono dia depois
da preparacdo de bolsa de Ar. Os ratos foram tratados intraperitonealmente
com veiculo (salina); Indometacina; ou EAPa (0.5mg; 1mg e 5mg/kg), uma hora
antes da administragcdo de carragenina. Dezesseis horas depois da aplicagéo
do agente de flogistico, os animais foram sacrificados por excesso de éter e 0s
exsudatos libertados naquela area foram retirados e analisados. A atividade da
ADA, os metabolitos do 6xido de nitrico e os niveis de PGE, foram usados
como mediadores inflamatoérios. A indometacina e EAPa promoveram uma
inibicdo significativa do processo inflamatorio induzido por carragenina quando
comparados com o grupo controle. O EAPa (0.5mg/kg) teve pouco efeito nos
parametros analisados. Em contraste, 1mg/kg de EAPa apresentou efeito
antiinflamatorio significativo. O volume de exsudato, o numero total de células,
0s metabdlitos de éxido de nitrico, a atividade da ADA e os niveis de PGE2
diminuiram em 50%, 41%, 60%, 20% e 41% respectivamente, enquanto no
grupo tratado com 5mg/Kg, a inibigdo foi maior (84%, 80%, 70%, 43%, 75%
respectivamente) para os mesmos parametros analisados. Os valores foram
representados por média + SEM, e estatisticamente analisados usando-se a
ANOVA, seguida do post hoc Newman-Keuls. Diferengas foram consideradas
significantes quando *p <0.05 e **p <0.01. Os resultados indicam que EAPa
mostra uma poderosa atividade antiinflamatéria e antinociceptiva interferindo
com as vias da ciclooxigenase e producdo de NO, indicando um possivel
mecanismo de acéo.
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SUMMARY

In this study, we identified the possible antinociceptive and anti-
inflammatory action of aqueous extract from roots of Physalis angulata (AEPa),
known in Brazil as “Camapu”. The AEPa of P. angulata (10-30 mg/kg) given by
i.p. or p.o. route, 0.5 or 1 h prior, produced significant inhibition of abdominal
constrictions caused by acetic acid, with IDsg values of 18.5 (17.4-19.8) and
21.5 (18.9-24.4) mg/kg and inhibitions of 83+8 and 66+5%, respectively. The
AEPa (10-60 mg/kg, i.p.) also caused an inhibition of the late phase of formalin-
induced pain, with an IDsy value of 20.8 (18.4-23.4) mg/kg and inhibition of
100%. Treatment of mice with AE (60 mg/kg, i.p.) or with morphine (10 mg/kg,
i.p.) produced an increase of the reaction time in the hot-plate test. These
results demonstrate, for the first time, that the AEPa produce marked
antinociception against the acetic acid-induced visceral pain and inflammatory
pain responses induced by formalin in mice. While, for the phlogistic process,
air pouch was induced subcutaneously on the backs of rats and an
inflammatory process was produced by injecting 1% of carrageenan on the
ninth day after the preparation of air pouch. The rats were treated
intraperitoneally with vehicle (saline); Indomethacin; or aqueous lyophilized
extract of the Physalis angulata (0.5mg; 1mg and 5mg/kg), one hour before the
administration of carrageenan. Sixteen hours after phlogistic agent application,
animals were sacrificed by excess of ether and the exudates released in the
pouch were removed and analyzed. Adenosine Deaminase activity (ADA),
metabolites of the nitric oxide (NOs) and Prostaglandin E; (PGE ;) were used as
inflammatory mediators. Indomethacin and AEPa groups significantly inhibited
inflammatory process induced by carrageenan when compared with vehicle
group. AEPa (0.5mg/kg) had little effect in the analyzed parameters. In contrast,
1mg/kg of AEPa showed significantly anti-inflammatory effect. The volume of
exudates, total number cells, nitric oxide metabolites, Adenosine deaminase
activity and PGE, levels decreased in 50%, 41%, 60%, 20% and 41%
respectively, while AEPa — treated animals with 5mg/Kg, the inhibition was
bigger (84%, 80%, 70%, 43%, 75% respectively) to the same analyzed
parameters. The suppression of PGE, was greater than nitrite levels in the
AEPA-treated animals when compared with indomethacin group. Values were
expressed as means + SEM, analyzed using, one—way analysis of variance
(ANOVA) and post hoc Newman — Keuls test. Significant differences were
considered when * p< 0.05 and ** p<0.01. The results indicate that AEPa exerts
a powerful anti-inflammatory and antinociception activities. AEPa acts by
interfering with the cyclooxygenase pathway and NO production, indicating a
possible mechanism of action.

2 INTRODUCAO

2.1AS PLANTAS MEDICINAIS
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Ha milhares de anos, a medicina popular ja especulava as propriedades
milagrosas de certas plantas, para a cura de numerosos males da espécie humana,
constituindo o0s respectivos conhecimentos terapéuticos, segredos sigilosamente
guardados, de geracdo a geragéo e, ainda hoje, jamais revelados aos homens civilizados.
Mas, a curiosidade humana, estimulada pela pesquisa cientifica, vem conseguindo, com
cautela e real interesse, desvendar muitos segredos referentes ao emprego de plantas.

Em muitas civilizagfes antigas a origem das plantas medicinais estava
relacionada ao poder divino. Um mito grego conta que Apolo, compadecido do
sofrimento que as doengas traziam aos homens, dotou as ervas de poderes curativos e
transmitiu esse conhecimento a seu filho Asclépio, deus da medicina, chamado
Esculdpio pelos romanos (Teofratus, apud Bontempo,1994, pp.53). Segundo a
mitologia hindu, quando o homem surgiu na Terra, o deus Indra previu que o0s atos
humanos desarménicos podiam gerar males fisicos e doencas. Pediu entdo a Brahma, o
Senhor Absoluto, que insuflasse nas plantas o poder da cura. O poder de Indra se
realizou, e foi assim que as ervas, até entdo todas semelhantes entre si, ganharam uma
enorme diversidade de formas, aromas e virtudes terapéuticas (Balbach, 1972).

Durante o Império Romano e na Idade Média, a mortal “Dama da Noite”
era com frequéncia usada para produzir um envenenamento obscuro. Isto inspirou Linné
a denominar o arbusto de Atropa belladonna, em homenagem a Atropos, a mais velha

das trés deusas do Destino que cortavam os fios da vida. O nome belladonna deriva do
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suposto uso do sumo desta planta por mulheres italianas para dilatagdo pupilar
(Goodmam & Gilman, 1990).

No antigo Egito, os papiros de Ebers, ja descreviam a aplicacdo de uma
decocgdo das folhas secas de murta no abdémen para dores no Utero e para dores
reumaticas. Mil anos depois, Hipocrates recomendou os sucos do salgueiro para aliviar
a dor de parto e reduzir febre. Sendo que posteriormente, foi descrita a presenca de
salicilatos nestes remédios (Vane et al., 1998).

Com as grandes navegages, a conquista de novas terras e a observacao
de culturas populares, a exuberante flora medicinal das terras descoberta foi sendo
explorada e descrita, de acordo com padrdes estabelecidos por comerciantes, médicos,
aventureiros e outros que se lancavam & aventura maritima (Galvao, 1966). As plantas
medicinais importadas tiveram imensa aceitacdo na farmacologia européia, o que
estimulou o envio de médicos e naturalistas para estuda-las em profundidade (Gordinho,
1999).

O Brasil, devido a sua cultura exorbitante e a sua mistura de racas,
guarda na memodria do seu povo conhecimentos importantissimos para a ciéncia da
farmacologia. A grandiosidade do nosso pais guarda na terra milhares de espécies de
plantas, e nelas inimeras substancias que sdo utilizadas pela populagdo para curar
doencas. Um bom exemplo € o uso das folhas de pata-de-vaca e pedra-ume-cad, para
diminuir os niveis de glicose no sangue e o cha das folhas de embauba, utilizado como
antihipertensivo sdo remédios populares advindos da cultura indigena (Corréa, 1909;

Balbach, 1972).
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Neste trabalho daremos énfase a espécie Physalis angulata com o intuito
de realizar analises farmacol6gicas para verificar suas possiveis atividades

medicamentosas relatadas pela populag&o ribeirinha e pela literatura descrita a seguir.

Physalis angulata : DESCRICAO E USOS NA MEDICINA POPULAR

P.angulata é uma planta pertencente a familia Solanaceae, que
compreende aproximadamente 120 espécies com caracteristicas herbarias e habitos
perenes (Corréa, 1962; Kissmann & Groth, 1995) que se distribuem ao longo de regides
tropicais e subtropicais do mundo (Kissmann & Groth, 1995, Santos et al., 2003); do
género Physalis, espécie angulata, vulgarmente conhecida como Camapl. Na
literatura, esta mesma espécie apresenta como sinonimia, que dependeréd do local de
coleta e da cultura popular regional, os seguintes nomes: Canapu, Bicho-de-rd, Mata-
Fome, Jué-de-capote, Camambu, Camaru. Como sinonimia cientifica, esta planta pode
ser identificada como Physalis dubia Link.; Physalis linkiana Nees; Physalis ciliata
Sieb et Zucc, com descrigdes botanicas analogas (Rodrigues, 1989; Lorenzi, 1982;
Martins, 1989)

Segundo Corréa (1909), esta € uma erva anual de até 1 m de altura,
muito ramosa e glabra, de caule ereto e formato triangular na base e quadrangular tanto
na parte superior quanto nos ramos, apresentando coloragéo verde clara. Suas folhas séo
alternas ou geminadas, dotadas de peciolo longo, cerrada-dentada. Possui flores
pequenas de cor amarelada e frutos comestiveis, apresentando-se como bagas de 2 a 3
cm de diametro, amarelo-esverdeados quando maduros, cobertos totalmente pelos

célices, assemelhando-se a pequenos tomates ou JUA, contendo grande quantidade de
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sementes (Figura 1). A planta em sua totalidade contém um glicosideo amargo
denominado fisalina (Rodrigues, 1989)

A Physalis angulata é uma planta de clima tropical e subtropical, de
vasta localizacdo. Na Amazonia, esta planta é encontrada em abundancia em hortas,
jardins e quintais ou & margem das estradas. E uma planta daninha, bastante fregiiente,
infestando lavouras anualmente. Suas sementes apresentam grande poder germinativo,
preferencialmente em solos semi-imidos e sombreados (Lorenzi, 1982). O seu uso é
largamente difundido na medicina popular, cujo suco é empregado nas dores de ouvido,
fazendo-as cessar prontamente, razdo pela qual acreditam ser narcético. O infuso ou o
decocto das raizes é empregado contra problemas hepéticos e reuméticos (Corréa,
1909).

Na Guatemala e na América Caribenha, 0 uso de plantas medicinais é
bem difundido na cultura popular, sendo por exemplo, utilizada para o tratamento de
gonorréia. Caceres et al. (1995), utilizaram extrato hidroalcoolico de folha a 50% e
verificaram a atividade antigonorreica deste extrato sobre culturas de Neisseria
gonorrhoeae. Freiburghaus et al. (1996), utilizaram um extrato diclorometanico de
caule de Physalis angulata em cultura de Trypanosoma brucei rhodesiense isolado na
Tanzénia e verificaram a atividade anti-tripanossomica deste extrato, na concentragao
de 0,1pg/ml.

Elegami et al. (2001), verificaram a atividade bactericida de extratos de

P. angulata extraidos com CHCl;, MeOH e H,O, em culturas de Bacillus subtilis,
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Staphylococcus, Escherichia coli e Pseudomonas aeroginosa, com zonas de inibigdo*
que variaram de 12-15 cm.

A andlise quimica desta espécie € bem investigada. Foram isolados
flavondides glicosideos, vintangulinas, fisangulinas e fisalinas (Ramachandra Row et
al., 1978; Ramachandra Row et al., 1980; Shingu et al., 1992; Ismail et al., 2001). A
vintagulina A, isolada em 1989, induz uma disfuncdo na atividade enzimética da
topoisomerase I, na concentragéo de 20 pM in vitro (Juang et al; 1989).

Mas recentemente, Soares et al. (2003), mostraram que seco-esterdides
(como as Physalinas B, F ou G mas ndo D) isoladas de P. angulata causavam uma
reducdo na produgdo de Oxido nitrico (NO) por macréfagos estimulados com
lipopolisacarideo bacteriano (LPS) e interferon-y. Em seguida, Choi e Hwang (2003)
demonstraram que o extrato metanolico das flores de P. angulata exibiam uma ag&o

antiinflamat6ria em edema de pata induzido por carragenina.

13 A INFLAMACAO: UM PROCESSO DE REPARO.

Durante o processo de evolugdo, no qual apenas os mais adaptados
conseguem sobreviver, 0s seres humanos adquiriram um sistema de defesa, que é
desencadeado por uma resposta imune contra os agentes agressores. Durante a agressao,
células especializadas sdo recrutadas, através de mediadores que provocam uma
resposta inflamatdria, que podem ser, muitas das vezes, lesivas ndo somente ao agente

invasor, mas também ao prdprio organismo invadido (Collin et al., 2000). Em vista

1 . S <. N .
Nos antibiogramas, a zona de inibicdo é referente & &rea de ac@o do disco da droga em uso, onde as
bactérias semeadas em placa de Petri ndo crescem, devido a atividade do medicamento.
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disso, um grande nimero de trabalhos sobre antiinflamatérios vem sendo pesquisado,
com intuito dessas drogas serem utilizados como farmacos para a medicina.

A inflamagdo € uma reagdo complexa no tecido conjuntivo vascularizado
em decorréncia de modificacdes provocadas por estimulos exdgenos ou enddgenos
(Stites & Terr, 1992), correspondendo a uma resposta protetora, cujo objetivo final é
livrar o organismo da causa inicial da leséo celular e suas conseqtiéncias (Collin et al.,
2000). Ela serve para destruir, diluir ou encerrar o agente lesivo, mas por sua vez pde
em movimento uma série de eventos que, tanto quanto possivel cicatrizam e
reconstituem o tecido lesado (Male, 1999). As vezes, o processo inflamatorio pode
provocar transtornos para o organismo, como a inducdo de edema de glote devido a

doencas alérgicas.
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1.3.1 Caracteristicas do Processo inflamatério.

No momento em que ocorre um estimulo danoso ao organismo, este se
modifica fisiologicamente, caracterizando uma cascata inflamatéria que, em resumo,
provoca dor, calor, rubor e edema. O inicio destes quatro sintomas é provocado pela (a)
vasodilatacdo dos vasos sangiiineos com conseqliente aumento do fluxo local; (b)
aumento da permeabilidade dos capilares com extravasamento de liquido para 0s
espacos intersticiais; (c) migracdo de numerosos granuldcitos e mondcitos para o tecido

lesado por quimiotaxia; e conseqiientemente (d) a transudacgdo ou exudacéo do plasma
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formando um edema local (Williams, & Peck, 1977; Goodman & Gilman, 1990;
Collins, 2000).

Devido a estas mudangas acima citadas, a resposta inflamatoria é
caracterizada pela formacdo de edema (Winter, 1962) e o acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares (PMNs). Sendo que, os PMNSs sdo posteriormente substituidos por
leucécitos mononucleares (MN) e essa mudanca depende do tipo de les&o inflamatoria,
estimulo, local de acdo (Hambleton & Miller, 1989). Desse modo, as células mas
comuns neste processo sdo mastocitos, mondcitos/macrofagos e neutréfilos PMNs
(Hambleton & Miller, 1989; Willoughby et al, 2000).

O edema local formado € a resultante de excesso de liquido no intersticio
produzido pela acdo de mediadores vasoativos. Pode corresponder a um exsudato,
liquido extravascular inflamat6rio com elevada concentragdo de proteinas (Colville-
Nash & Gilroy, 2000), células do processo inflamatério e seus fragmentos que resulta
numa densidade acima de 1,020 ou a um transudato, com baixo teor protéico e
densidade inferior a 1,012 (Robbins, 2000). Todas essas caracteristicas viabilizam o

desenrolar do processo inflamatdrio que culmina com a eliminagdo do agente lesivo.

13.2 Tipos de Resposta Imune

A resposta imune consiste de duas vias bésicas: Uma resposta imune
mediada por anticorpos e a outra mediada por células. Enquanto, a resposta imune
humoral é capaz de reconhecer e amplificar a resposta secundéria, a imunidade celular
tem o papel de protecdo e fagocitose. O processo inflamatorio faz parte desta resposta

celular (Ninnemann, 1988).



27

A resposta imune mediada por anticorpos, caracterizada pela ativacao
de linfdcitos B, envolve a producéo de anticorpos, que sdo proteinas especificas
denominadas de imunoglobulinas. A ligacéo do anticorpo com a substancia exdgena
(antigeno) promove bloqueio e selecdo de tal antigeno facilitando assim, sua
fagocitose e/ou a ativacdo de um sistema de proteinas do sangue denominada
complemento, com o intuito de formar um poro hidrofilico na superficie do agente
invasor para promover sua destruicdo. A producgéo de anticorpos ocorre devido a
diferenciagdo de linfocitos B em plasmacitos, apartir de fatores de crescimento e
diferenciacdo de células B (BCGF e BCDF, respectivamente) secretados pelos

linfocitos auxiliares (LTy) (Abbas et al., 2003).

A resposta mediada por células, envolve a produgdo de células
especializadas (linfocitos T) que reagem com o antigeno sobre a superficie de outras
células do hospedeiro (Albert et al., 1997). Quando o0 organismo € exposto ao
antigeno, a resposta mediada por células é ativada e o agente exdgeno é fagocitado
por células especializadas, chamadas células apresentadoras de antigenos. Epitopos
(fragmentos antigénicos) sdo expressos na superficie de tais células, a partir de
moléculas do complexo de histocompatibilidade de classe 11 (CPH de classe 1) e véo
ser reconhecidos pelos linfocitos T auxiliares (LTw) que, ao serem ativados,
promovem a proliferacdo de linfdcitos T citotdxicos (LT¢) mediante secrecéo de
interleucina-2 (1L2). A ativacdo de células T e B promovem memoria imunoldgica,
para que futuramente, em um segundo ataque do mesmo antigeno, ocorra uma

resposta rdpida, intensa e especifica (Male, 1999).

Conforme demonstrado experimentalmente na década de 50, estas

duas respostas podem encontrar-se vinculadas podendo ser apenas uma eficaz, é o
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que ocorre com as respostas formadas contra microorganismos intracelulares, onde
estes ndo entram em contato com as imunoglobulinas. A ligagéo dos anticorpos
inativa virus, bactérias e suas toxinas (tais como toxina tetanica e botulinica),
bloqueando sua capacidade de ligagdo aos receptores das células do hospedeiro, o
que também possibilita a destruicdo do antigeno pelo recrutamento de neutréfilos e
ativagéo do sistema complemento, induzindo a formacéo de poros em paredes
bacterianas, assim como a destrui¢do da propria célula infectada que possui em sua

superficie os antigenos infecciosos (Albert, 1997).

1.3.3. Formacéo de Eicosanoides

O é&cido aracdénico, derivado do acido linoleico da dieta e percussor da
familia das prostaglandinas é encontrado esterificado em fosfolipidios das membranas
celulares na forma de aracdonato. Além disto, a sintese de eicosanoides resulta também
da liberacdo dos estoques celulares de lipidios pelas hidrolases aciclicas (Ninnemann,
1988).

Os produtos metabolicos do acido aracdonico apresentam infinitas
funcbes no processo fisioldgico normal. Pesquisadores como Bergstrom, Samuelsson e
Vane ganharam o Nobel de Medicina em 1982, devido as suas contribuigdes para a
ciéncia. Estes foram os pioneiros no estudo e descoberta destes acidos graxos
poliinsaturados; Bergstrom, verificou a sintese e purificagdo de prostaglandinas e in

vivo, Samuelsson demonstrou que plaquetas produziam tromboxanos e que estes
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participavam da cascata de coagulagdo. Vane et al., demonstraram a habilidade da
aspirina em inibir a producéo de prostaglandinas (Ninnemann, 1988; Vane et al., 1998)

A producdo de prostaglandinas é iniciada com a liberacdo de &cido
aracdonico pela membrana fosfolipidica pela ativacéo de fosfolipase A, por estimulos
inflamatorios através da interagdo com receptores ligados a uma proteina G. O &cido
aracdonico é convertido a Prostaglandina E, (PGE;) pelas enzimas ciclooxigenases -
COX-1 e COX-2 (Figura 2). A COX-1 é geralmente, expressa constitutivamente em
muitos tecidos do organismo, cuja atividade mantém os processos homeostasicos como
a secrecdo de suco gastrico, enquanto que, a COX-2 é uma enzima induzida que esta
envolvida na regulacdo do processo inflamatorio e também na formagdo de PGE,
(Harris et al., 2002). Esta apresenta duas atividades distintas: origina e cicla os acidos
graxos percussores da prostaglandina G (PGG) e ativa a peroxidase que converte PGG
em prostaglandina H (PGH). Posteriormente, a PGG e a PGH podem ser
enzimaticamente transformadas em tromboxano (TXA), prostaglandina E (PGE),
prostaglandina F (PGF) e prostaglandina D (PGD) e seus isomeros PGE;, PGD,, TXA;
e PGI; (Figura2) (Ninnemann, 1988; Appleton, 1996).

As PGs ndo sdo armazenadas, porém sdo sintetizadas em resposta a
diversos estimulos e penetram no espago extracelular, atuando principalmente como
horménios locais (autacdides), cujas atividades bioldgicas apresentam-se usualmente
restrita as células, tecidos ou estruturas nas quais séo sintetizadas (Ashby, 1997).

Ocorre uma relagdo restrita entre a ativacdo da via e a formagéo de
eicosandides por COX1 ou COX2 (Figura 3). Em condic0es fisiologicas a ativacdo da
enzima constitutiva COX1, ocorre em plaquetas, endotélio, mucosa do estdmago ou rins

resultando na liberacdo de tromboxano A, (TXA:), prostaciclinas (PGl,) e PGE;
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(Kenneth, 1995), cuja liberacdo destes eicosanoides é seletivamente inibida por drogas
como a aspirina (Mitchell et al., 1993). A sintese de COX2 é induzida por citocinas
liberadas por estimulos inflamatdrios, esta isoforma vai promover a liberagdo de PGs,
proteases e outros mediadores inflamatorios por células como macrofagos e fibroblastos
(Smith et al., 1996). Esta isoforma pode ser inibida por glicocorticoides, antagonistas de
citocinas ou inibidores seletivos para COX2 (Mitchell et al., 1993).

O conhecimento da producdo de eicosandides pelas enzimas
ciclooxigenases, sdo de extrema importancia para 0 avango na terapia do processo
inflamat6rio. Como por exemplo, o estudo de drogas que inibem a COX2, como a
aspirina que diminui a inflamacdo, mas se expandem como um inibidor de COX1 em

plaguetas para a prevencéo de trombose (Mitchell, et al., 1993).
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Producéo de Ac.

Ciclooxigenase

Prostaglandina
H2

PGI2, PGD2,
PGE2, PGF2,
etc.

Aracdobnico D

Figura 2: Esquema resumido da sintese de prostaglandinas. O estimulo
atua em receptores ligados a proteina G, que promove a formacgéo de
acido aracdobnico. Este, apO6s ser convertido enzimaticamente em
Prostaglandina H; pela ciclooxigenase, promove a formacéo de subtipos
de PGs. Modificado de Harris et al; 2002.
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Figura 3: Relag@es entre as vias que conduzem a geracgao de eicosandides pela
COX; e COX,. Modificado de Mitchell, 1994
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14. CARRAGENINA: UM AGENTE FLOGISTICO

Em 1962, Winter, et al.,. utilizaram um mucopolissacarideo, chamado
carragenina, derivado de um musgo marinho, Chondrus, e concluiram que o mecanismo
da producéo de edema provocado por esta droga ndo era, provavelmente, pela liberagdo
de histamina e serotonina uma vez que, 0s autores utilizaram em seus experimentos
grandes doses de potentes antagonistas de serotonina e histamina, e observaram a
ineficiéncia destes sobre a carragenina. Além disso, afirmaram que a atividade desta
droga, é anulada pela administracéo de aspirina e fenilbutazona.

Em 1969, Willis, demonstrou que a liberagcdo de histamina, cininas e
niveis altos de prostaglandinas no final do processo inflamatério sdo responsaveis pela
mediacdo da resposta inflamatdria aguda, induzida pela carragenina em ratos (Di Rosa
et al., 1971). Modificagcbes no sistema de complemento sdo também induzidas pela
carragenina e isto pode ser explicado pela previa ativagdo no plasma (Serafini-Cessi &
Cessi, apud Di Rosa et al., 1971, pp.25).

O inicio da resposta a carragenina produzindo edema de pata ocorre 4
horas ap06s sua aplicacdo na regido plantar da pata do animal. O pico méaximo da
atividade desta resposta é visualizado com a maxima presenca da vasodilatacéo e edema

(DiRosa et al., 1971)
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1.5. MEDIADORES BIOQUIMICOS

Todas as modificagcdes que ocorrem no organismo, por exemplo a
vasodilatacdo dos capilares; o ataque dos macr6fagos ao agente agressor; a
proliferacdo de linfécitos e todo 0 mecanismo da cascata inflamatdria a partir do
momento em que este é lesado pelo agente agressor, sdo em decorréncia da producédo
de mediadores quimicos enddgenos, ou seja, as células sdo capazes de mediar a
resposta imune através da produgdo e liberagdo de compostos quimicos, ou pelo
recrutamento de outras células que liberam ou produzem outros mediadores

adicionais.

Com isso, pode-se afirmar que os mediadores da inflamagéo, séo
substancias quimicas endégenas, oriundas da ativacdo de células inflamatorias, em
consequiéncia da ativacdo da resposta imune. Esses mediadores também s&o liberados
ou gerados por estimulacéo direta das células, atraves de citocinas ou pela atuacéo de
farmacos (Torres et al., 2000). Dentre estes mediadores quimicos estdo, PGs e NO e

como mediador enzimatico a adenosina deaminase (ADA).
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151 Adenosina deaminase, um mediador enzimatico

A adenosina deaminase (adenosine amino hydrolase, EC 3.5.4.4.)
(ADA) é uma enzima encontrada em muitos tecidos de mamiferos, envolvida no
metabolismo de bases puricas, capaz de catalisar a desaminacdo da adenosina,

formando inosina como produto (Figura 4) (Fox & Kelley, 1978; Rodrigues et al.,

1994).
0
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Figura 4: Reagéo de desaminagéo de adenosina formando inosina, catalisada pela
enzima Adenosina Deaminase. Modificado de Fox & Kelley, 1978.
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Pacientes com deficiéncia na produgédo de ADA desenvolvem uma
imunodeficiéncia combinada (Giblett et al., 1972). Ambas as respostas imunes,
humoral e celular, desses pacientes com severas deficiéncias imunodepressoras,
apresentam uma diminui¢&o do nimero de linfocitos no sangue periférico (Wara &
Ammann, 1975). Sua participacdo na proliferacéo de linfocitos foi bem demonstrada
por Hovi et al., (1976), que exp6s linfdcitos normais do sangue periférico de
humanos a um agente mitogénico em comparagéo com o efeito da coformicina, um
potente inibidor da ADA. Com isso, observou-se a diminuigéo na proliferagdo de
linfécitos nas culturas tratadas com coformicina, que ndo responderam ao agente
mitogénico, em contraste com o aumento da atividade enzimética provocada pelo
agente mitogénico sem tratamento com coformicina, comprovando sua importancia
na resposta mitogénica e antigénica de linfocitos (Hovi et al., 1976). A ADA também
catalisa a desaminacdo de diversos outros nucleosideos de adenina, e tem sido

utilizada comumente como mediador da resposta imune (Murphy et al., 1981).

15.2 Oxido nitrico (NO), um mediador vasoativo
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Em 1980, Furchgott descobriu 0 NO como um fator liberado das
células endoteliais que causava vasodilatacdo, e que antigamente era denominado
fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF) (Palmer et al., 1997 apud

Robbins & Grisham, 1997,pp. 857).

Posteriormente,foi observado que este fator tratava-se do NO, um gés
solvel, produzido ndo apenas por células endoteliais, mas também por macréfagos e
neurdnios especificos no cérebro, atuando de maneira paracrina sobre células-alvo
(Robbins et al., 2000). Este é formado pela clivagem do aminoéacido essencial L-
arginina, formando NO e L-citruliana (Moncada & Higgs,1993, apud Robbins &

Grisham, 1997,pp. 858; Moncada, 1993).

Dessa forma, o NO esta envolvido nos processos fisiologicos de
vasodilatagio, neurotransmisso e inflamac&o. E gerado pela atividade da enzima
Oxido nitrico sintase (NOS) que pode ser encontrada em trés isoformas sendo uma
induzida e duas constitutivas (Moncada, 1993; Bredt & Snyder, 1994). A 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS), é dependente de Calcio e é expressa
constitutivamente por células endoteliais e ndo-endoteliais; a 6xido nitrico sintase
neuronal (NONS) também é expressa constitutivamente e é predominantemente
encontrada em tecido neural; e a 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) é induzida por
lipopolissacarideo de bactéria ou citocinas como, por exemplo, fator de necrose

tumoral o (TNFa) (Robbins, & Grisham, 1997; Bredt & Snyder, 1994).

E proposta uma diversidade de atividades bioldgicas para este gas e
bem estabilizado o papel do 6xido nitrico no endotélio vascular que medeia o
relaxamento da musculatura vascular pelo aumento da formacéo de monofosfato de

guanilato ciclase (Figura 05). No cérebro este atua como neurotransmissor mediando
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a ativacéo de glutamato (Moncada & Higgs,1993, apud Robbins & Grisham, 1997,
pp. 858). Em processos inflamatdrios o0 NO modula reagdes inflamatérias agudas e
cronicas e outros processos do sistema imunoldgico (Goodwin, et al., 1999), como
por exemplo a sua atividade antimicrobiana e citotoxica quando liberado por

macrdfagos (Figura 5) (Moncada, 1993; Laskin & Laskin, 2001).

Nas reacOes bioldgicas, a enzima NOS tende sempre a produzir
complexos quimicos mais estaveis, como a formacéo de peroxido nitrico, grupos
tidis em proteinas e a nitragdo de residuos de tirosina em proteinas, com o intuito de

diminuir a toxicidade dentro da célula (Bred & Snyder, 1994; Moncada, 1993).

Os produtos finais da formag&o do NO in vivo séo o nitrito (NO;) e 0
nitrato (NO3’) (Figura 6). A proporc¢ao de NO, € encontrado no meio reacional em
quantidade suficiente para ratificar a presenga de NO (Marletta, 1989). A formagé&o
de espécies reativa de nitrogénio € importante na determinagéo das atividades
antiinflamatorias e inflamatorias do 6xido nitrico (Sautebin, 2000). Como exemplo
para esta interacdo, Asanuma et al., verificaram que os radicais de NO podem ativar
COX1 e COX2 aumentando a producdo de PGs que pode agravar processos

inflamatorios (Asanuma et al., 2001).
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Figura 5: Desenho esqueméatico das duas isoformas de NOS. NOS endotelial
(esquerda) e NOS induzida (direita).O NO causa vasodilatacdo e os radicais
livres do NO causam citotoxicidade Modificado de Robbins, 2000.

Reacdes de Formacao de Nitrito e Nitrato

2NO + 0O, > 2NO;, (Dioxido de Nitrogénio)
2 NO + 2 NO, 2N,0;3 (Trioxido de dinitrogénio)
—>
2N,03 + 2 H,0O 4 NOy (Nitrito)+ 4 H

0, + NO ONOO" (Peroxinitrito) + H* [ONOOH]
— —

TONOOHI OH + NO» NO-" (Nitrato)

Figura 6 Reacgdes de formacéo de nitrito e nitrato. Modificado de Marletta, 1989
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Figura 7: Esquema resumido da formacao e fungcéo do NO. Modificado de Robbins

& Grisham, 1997.

153 Prostaglandinas (PGs): Eicosandides de fungdes variadas.

As PGs séo potentes moléculas lipidicas que regulam numerosos

processos no organismo, incluindo fungdes renais, agregacéo plaquetéria, liberacdo

de neurotransmissores e modulagéo da resposta imune.

Os produtos do metabolismo do acido aracd6nico séo importantes

reguladores da atividade de macrofagos e na relacdo de cooperagdo entre

macrofagos e linfocitos, entre outras atividades. Muitos estudos tém sido

desenvolvidos, e mostram que as PGs, como discutido anteriormente,

apresentam um efeito inibitério na liberacdo de hidrolases lisossomais em

macrofagos humanos, assim como na locomogéo e atividade fagocitéria destas

células (Bonta, apud Ninnemann,1988). A formacdo de PGs foi descrita

anteriormente (ver Figura 2). Daremos énfase na atividade da PGE; pois, esta
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foi escolhida no presente trabalho como marcador bioquimico para estudar a
via de formacéo de acido aracddnico em nossa pergunta experimental.

A PGE2 pode atuar como um agente pro-inflamatério causando
vasodilatacdo, com aumento de formacdo de edema, por ser um agente que
aumenta a permeabilidade vascular como a bradicinina e a histamina (Willians
& Peck, 1977; Appleton, 1996) e, como efeito colateral, Ulcera gastrica,
insuficiéncia renal e retencdo de sal e agua pela diminuicdo da ag&do do
hormdnio antidiurético (Insel, 1991). No cérebro os niveis de PGE, sé&o
detectaveis em concentracdo muito baixa em condi¢bes normais, mas suas
concentragbes podem ser alteradas em processos neuroinflamatérios como
deméncia associado a AIDS e esclerose mdltipla (Fretland, 1992).

Altos niveis de PGE; pode afetar varios tipos celulares podendo
regular a funcdo de macrofagos, microglia e linfocitos durante processos imunes e
inflamatdrios. Com isso a interagdo entre PGE2 e outros fatores, incluindo citocinas
pré-inflamatdrias e antiinflamatdrias, é bem descrita inclusive influenciando na

resposta imune e inflamatoria (Nakatani et al., 2002).

Nos mecanismos de nocicepcéo, as PGs também séo detectadas. A
administracéo periférica de capsaicina ou a exposicédo a estimulos inflamatorios
provoca um aumento dos niveis de PGs no corddo espinhal, assim como a expressdo
génica de ciclooxigenase 2 (Millan, 1999). Acredita-se que a PGE; é o principal PG
pré-nociceptiva, pois, esta atua em quatro distintos receptores: EP1, EP2, EP3, e
EP4. Sabe-se que, EP1 e EP3 sdo encontrados em neur6nios sensoriais localizados na
Iamina superficial do corno dorsal (localizagdo de neurdnios que promovem

nocicepcdo); EP2 e EP3 promovem como efeito apds ativagdo hiperalgesia (Oka, et
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al., 1997 apud Millan, 1999, pp. 20). Estas s&o evidéncias consideraveis que

vinculam a formagcao de PGs com inflamagdo e dor.

1.6. DROGAS USADAS NA SUPRESSAO DE REACOES

INFLAMATORIAS.

Nesse ultimo século, podemos observar um grande avango no
conhecimento de patologias existentes e com isso, 0 emprego de novas drogas que
controlam os mecanismos destas patologias. Muitas vezes, as drogas desenvolvidas para
combater essas enfermidades e fazer regredir tais patologias provocam efeitos colaterais
que prejudicam o seu uso. As drogas antiinflamatérias estdo entre os agentes
terapéuticos mais usados, podendo também possuir efeitos antipiréticos e analgésicos,
que depende da poténcia do antiinflamatério a ser utilizado.

Os antiinflamatoérios sdo vastamente utilizados na terapéutica contra o
mal da gota, artrite reumatdide, processos alérgicos e febres. Mais comumente, tem sido
relatadas uma elevada incidéncia de efeitos colaterais, principalmente no figado, rins,
baco, sangue e medula, sendo que dentre os efeitos mais observados estdo as nauseas,
vomitos, nefrite cronica, catarata, miopatia, distirbios comportamentais, insonia e
fadiga (Dale, 1993). Os mecanismos que levam a estes efeitos desagradaveis ndo séo
conhecidos. Dai a necessidade de se buscar novos farmacos que reduzem ou ndo tenham

estes efeitos.

1.6.1. Drogas antiinflamatorias ndo esteroidais (DAINES)



44

A droga antiinflamatéria ndo esteroidal, ¢ um dos grupos de drogas mais
frequentemente utilizada. O &cido salicilico é a droga eleita desta classe e serviu como
base para a sintese de varios salicilatos. Este foi quimicamente sintetizado em 1860 e foi
proposto um extensivo uso como anti-séptico, antipirético e antireumético (Vane et al.,
1998). Nos primeiros anos de 1900 as agOes terapéuticas da aspirina foram reconhecidas
como antipirético, antiinflamatorio e analgésico. Com o passar do tempo, foram
descobertas varias outras drogas que compartilnam de algumas ou todas as agdes,
incluindo fenacetina, acetominofen, fenilbutazona e mais recentemente indometacina e
ibuprofeno (Flower, apud Vane et al., 1998, pp.2).

As classificagdes das DAINEs eram realizadas apenas pela categoria
quimica ou bioldgica destas drogas: salicilatos, p-aminofenois, indoles, acido heteroaril
acético e acido enolicos ou pelos seus efeitos gastrointestinais e agregacéo plaquetaria,
mas estas classificacbes foram insuficientes (Frolich, 1997). Com a descoberta da
isoforma induzida da ciclooxigenase (COX-2) em 1992 (Xie, apud Mitchell, 1994, pp.
11693), a classificacdo foi modificada e a que atualmente vigora é a que divide 0s
DAINEs em inibidores seletivos para ciclooxigenase 1 e/ou 2 (Frolich, 1997; Mitchell,
1994).

Em 1963, Winter et al., testaram os efeitos da indometacina pelo método
de edema de pata e compararam com diversos agentes antiinflamatérios usados.
Naquela oportunidade, demonstraram a atividade antiinflamatoria e antipirética da
indometacina e a inducdo de irritagBes gastrointestinais e retengdo de liquido, nos
animais experimentais. Tentaram também propor um mecanismo de acdo para a droga,
afirmando que sua agdo é independente da estimulagdo da glandula pituitaria e adrenal

(Shen et al., apud Winter et al., 1963).
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) acido 1-(p-clobenoil)-5-metoxi-2-metil-indole-3 acético,
indometacina, € uma droga antiinflamatéria ndo esteroidal, e atualmente sabe-se que, a
PGs (Campbell, 1990) mas, apesar de inibir as duas enzimas, COX-1 e COX-2, esta
droga pode ser 50 vezes mais seletiva para COX-1 do que COX-2 (Mitchell, 1994).

Giuliano et al. (2001), demonstraram com experimentos ex vivo, que a
capacidade destas drogas em serem seletivas por uma das isoformas da ciclooxigenase
em humanos, varia conforme a dosagem e a farmacocinética destes medicamentos e isto
também influenciaré na relacéo entre a atividade bioldgica e a toxicidade gastrintestinal.

Dentre outras atividades, os DANEs inibem a motilidade dos leucdcitos
polimorfonucleares (Insel, 1991), bloqueando a ag¢éo vasodilatadora da inflamagdo. A
reducdo da vasodilatacdo apresenta efeito indireto sobre a formagéo de edema local,
decorrente do efeito sinérgico que a vasodilatacéo induzida por PGs exerce sobre outros

mecanismos de aumento da permeabilidade vascular (Dale, 1993).

1.7. NOCICEPCAO: UM MECANISMO DE PROTECAO.

A dor é definida como uma desagradavel sensacéo aliada a uma
experiéncia emocional associada com um atual ou potencial dano tecidual
(Millan, 1999; Rainville, 2002). Isto sugere que a dor é uma experiéncia
subjetiva que relaciona o comportamento e a neurobiologia ou seja, a sensagao
de dor € uma complexa interacdo de mecanismos onde o estimulo nocivo é

codificado em uma mensagem nociceptiva e esta € transmitida e processada
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nos centros neurais., eventos modulatérios ocorrem na periferia do corno
dorsal no corddo espinhal (primeiro processamento) e posteriormente é
transmitida para o tdlamo (segundo processamento) (Millan, 1999) e como
resposta, a sensacdo de retirada e as mudangas comportamentais sdo bem
evidentes (Huci-Yann et al., 2001).

Apesar de estarem estritamente relacionadas, existe uma
distincdo entre nocicepc¢do e dor: nocicepgéo refere-se a recepcdo de sinais
pelo sistema nervoso central evocado pela ativagdo de receptores sensoriais
especializados (nociceptores) que recebem a informagé&o do tecido lesado, mas
nem todos os estimulos que chegam aos nociceptores sdo codificados a dor.
Enquanto que, a dor € a percepgdo aversiva e desagradavel, como descrito
acima, originada de alguma parte do corpo (Jessell & Kelly, 1991).

A persisténcia da dor, acompanha — e pode exceder em duragao
— inflamagéo no tecido lesado e/ou danos no nervo, estes processos Sao
caracterizados por um comportamento espontdaneo e pela presenca de
hiperalgesia® e/ou alodinia’.

A sensacdo de dor € essencial para a protecdo externa, pois
sinaliza ao organismo a penetragéo de objetos perfuro-cortantes, queimaduras
e traumas. As pessoas com deficiéncia congénita nos mecanismos fisiol6gicos
da dor geralmente ndo ultrapassam a infancia, os menores ferimentos lhes
causam grandes sangramentos e infec¢des, a ndo ser quando descobertos por

um adulto. Os ferimentos ou traumas podem ser agravados pela propia crianga,

2 Aumento da dor iniciada pelo estimulo nocivo. E a elevacéio da resposta provocada pela
diminuicéo do limiar de resposta do nociceptor promovido pelo estimulo nocivo.

® Dor evocada por estimulo indcuo. Alguns autores consideram a alodinia como uma extenséo da
hiperalgesia.
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j& que esta é desprovida da sensacgdo de dor. A ativagdo dos nociceptores €,
com isso, um mecanismo de demarcacdo de limites para o organismo, e de
aviso sobre a ocorréncia de estimulos lesivos provenientes do meio externo ou

do proprio organismo (Lent, 2001).

1.7.1 Nociceptores s&o ativados por estimulos mecéanicos,

guimicos e térmicos.

Estimulos nocivos aplicados a pele ou ao tecido subcutaneo
sensibilizam receptores especificos e vias aferentes da dor. A dor é mediada por

diferentes classes de fibras aferentes nociceptivas. Nociceptores térmicos e

mecanicos séo de pequeno didmetro denominado fibras A-delta (Ad) mielinicas de

pequeno calibre, com condutancia de 5-30m/s. A ativacéo destes nociceptores é
associada com a sensacédo de dor do tipo somética, proveniente de objetos
pontiagudos e picadas, que caracteriza-se com uma sensacdo intensa, localizada e
cortante ou em ferroada. Estas fibras penetram na medula espinhal através do corno

dorsal, onde terminam principalmente na lamina | da medula (Dewey et al., 1991).

Os nociceptores polimodais, sdo ativados por estimulos mecanicos,
quimicos, calor e frio de alta intensidade. S&o fibras de pequeno diametro,
amielinicas com condutancia de 0,5-2m/s, chamadas fibras C (Jessell & Kelly, 1991)
que também penetram na medula espinhal através do corno dorsal, onde sobem pelos
tratos paleoespinotalamico e neoespinotalamico e terminam principalmente na

camada externa da lamina Il. Estas medeiam a dor do tipo visceral que se caracteriza
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como uma sensacdo difusa, constante ou em queimadura (Dewey et al.,1991). Ambas

as fibras Ad e C, sdo amplamente distribuidas na pele assim como nos tecidos mais

profundos. N&o hé nociceptores para luz, embora algumas fontes muito intensas
provoquem dor pela agéo do calor que emitem junto com a luz. Sons muito intensos
podem provocar dor por atingirem os nociceptores situados nas estruturas vibrateis

do ouvido (Lent, 2001).

1.7.2. Dor aguda e Dor Cronica

Pensando em uma agulha lesando a epiderme, podemos
distinguir dois tipos especificos de dor, a primeira vista, ao encostar a
superficie pontiaguda da agulha na epiderme temos a sensacao da dor aguda
ou rapida (Rainville, 2002), em seguida se for pressionada com mais forca, o
objeto fere a pele desencadeando processos bioquimicos que culminam na
cascata inflamatoria, que caracteriza a dor lenta ou subcrdnica (Millan, 1999).

A dor aguda reflete a fase de ativagdo dos nociceptores por um
estimulo potencialmente danoso. Este estimulo, na pele, promove a retirada
motora e/ou reacdo de alerta, que € uma reagéo protetora com a intencdo de
eliminar o estimulo nocivo sanando a dor, ou seja, a dor aguda é reconhecida
como a primeira fase do processo de nocicepcdo onde € enfatizado a mudanca
comportamental, a resposta enddcrina e a ativagdo simpética (Traub, 1997;
Millan, 1999). Quando o estimulo permanece, a dor aguda € prolongada

7

estabelecendo-se a dor subcronica, o estado doloroso € mais intenso e o
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processo inflamatério é ativado. Esta é associada a pequenas inflamacoes,
traumas e pequenas incisdes (Millan, 1999).

A dor crbnica afeta geralmente individuos enfermos, onde a dor
é relacionada com doencas degenerativa, desordens metabdlicas ou doencas
terminais, podendo ser considerada como uma consequiéncia secundaria e
adaptativa das fibras aferentes envolvidas na area lesada (Millan, 1999). As
fibras aferentes periféricas estdo associadas com a inducdo e liberagcéo
periférica de neuropeptideos que irdo exercer diversas fungdes como, por
exemplo, vasodilatagdo local. Importante enfatizar que a liberagdo central e
periférica destes neuropeptideos promove a potencializacdo da transmisséo da
informacao nociceptiva (Goff et al., 1998) e em conjunto, a ativacdo de células
do sistema imune e liberagcdo de citocinas e outros mediadores que provocam
nocicepgao associada com inflamagéo ou o agravamento da lesdo na fibra
aferente periférica (Rainville, 2002). Assim é correto falar que a dor cronica
esta associada a processos patolégicos e a dor aguda/subcronica esta

associada a processos fisioldgicos (Millan, 1999) (Ver Tabela 1).
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Caracteristica

Temporal e

Principais

Valores

Resposta

Classe Origem da dor
Tipo Duracéo relacdo com a Caracteristicas

adaptativos adaptativa Exemplo

causa

Contato com
Instantaneo e/ou Proporcional a

Ativacdo passageira

Resposta de
Segundos Nocicepcao preventivo superficie
Fase Aguda simultaneo causa do nociceptor retirada e escape
quente
Ativacéo do
12 e 22 fase; Principalmente
Anterior ao nociceptor e Resposta baseada
Prolongada Horas até Hiperalgesia; Nocicepgao, mas Protetor para Ferida
Periodo de liberagao de em evitar o tecido
Subcroénica Dias alodinia; dor algumas vezes recuperagao inflamada
recuperagao citocinas e lesado
espontanea neuropatica
neuromoduladres
12 e 22 fase;
Hiperalgesia; Artrite,
Persistente, em Ativacéo do
alodinia; dor Principalmente, Danos no
longo prazo nociceptor e intensa
Meses até espontanea; Nocicepgao e Nada mal resposta sistema
Crbnica Clinica podem exceder liberagao de
Anos Parastesia e neuropatias adaptada psicolégica e Nervoso
resolucado de citocinas e
distesia; mudanca cognitiva Central;
dano de tecido neuromoduladres
comportamental Metastases
permanente

Tabela 1: Caracteristicas gerais e classificacado dos trés tipos de dor: Aguda, subcrdnica e crbénica
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1.7.3 Mecanismos Periféricos da dor.

Na dor do tipo aguda ocorre a ativagéo principalmente de fibras
do tipo delta, que podem ser sensiveis a estimulos mecanicos e térmicos. Em
ambos os estimulos um potencial de acdo é desencadeado nas extremidades
livres e conduzidos ao longo das fibras delta. Na dor lenta, a lesdo além de
estimular os nociceptores pode ativar um processo inflamatorio que
desencadeara a proliferacao de leucécitos para o local lesado e mastécitos que
produzem e secretam substancias algogénicas (que provocam a dor), como a
serotonina e a histamina. As préprias células do tecido atingido liberam
bradicininas e prostaglandinas. Os nociceptores atingidos tanto com a agulha
diretamente como pelas substancias liberadas sdo principalmente terminagdes
livres de fibras C que s&o polimodais. As despolarizacbes dos nociceptores
provocam a liberag@o de PGs e neuropeptideos com acao vasodilatadora local,
que acentuam a vermelhiddo e o edema, prolongando a dor (Dewey et

al.,1991; Lent, 2001; Rainville, 2002).

1.7.4. Mecanismo Central da dor.

A sensacao de dor no tecido periférico é promovida pelo processo de hiperalgesia desencadeado pela
sensibilizacdo de um estimulo de baixo limiar ou por um supra-limiar nos nociceptores, o mecanismo de hiperalgesia pode resultar
em mudangcas na eficécia sindptica dos terminais centrais de neurdnios aferentes que se projetam para o cordéo espinhal e para o
cérebro (Jessel & Kelly, 1991). Nas visceras e areas periféricas, os nociceptores sdo encontrados formando botdes receptivos das
fibras aferentes que convergem de projecdes neuronais provenientes do corno dorsal. Ambas fibras Ad e C, se bifurcam na entrada
do corddo espinhal e terminam primariamente na superficie do corno dorsal, que compreende a zona marginal (Lamina 1) e
substancia gelatinosa (Lamina 1), mas algumas fibras A sdo projetadas mais profundamente e terminam na lamina V (Figura 8)
(Millan, 1999).
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Fibras Aa/AB O

Fihras A8 Q

Fibras C O

Canal
central

Figura 8: Localizagdo e projegOes neuronais das fibras aferentes no corno
dorsal do cordéo espinhal. Modificado de Jessell & Kelly, 1991.

Apos a entrada no corno dorsal, as projecdes seguem para areas
cerebrais atraves de cinco vias especificas que saem de diferentes laminas, [1] a via
do trato espinotalamica, que se origina nas laminas I e V-VII e sdo compostas de

axonios de neurdnios especificos para nocicepc¢ao que terminam no talamo (Figura
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9); [2] a via do trato espinoreticular, que é formada por axénios da lamina VIl e
VIII que ascende do quadrante anterolateral do corddo espinhal para talamo e
formacao reticular; [3] via do trato espinomesencefélico, que se origina com
projecdes axonais da lamina | e V e seguem para a regido cinzenta periaquedural
com conexdes para o hipotalamo através do sistema limbico; [4] a via do trato
espinocervical, que é formada por axdnios da lamina 111 ou IV e se projetam para 0s
nucleos mediais e tdlamo, estas proje¢des, na sua maioria respondem a estimulos
tateis ativaveis também por estimulos nocivos; [5] e por fim, a quinta via, de
neurdnios mielinizados da lamina 111 e IV, que se projetam para 0s ndcleos cuneeto e

grécil da medula (Jessell & Kelly, 1991).

Em decorréncia do acima exposto, pensando em um estimulo inicial
(dano ou inflamacdo) ocorre a ativagéo dos nociceptores locais, fibras Ad e C, que
apds serem sensibilizados tém os seus limiares reduzidos favorecendo a sensagdo de
dor (Winkelstein, 2004). Além das respostas elétricas alteradas, os danos iniciam a
sintese e liberacéo de mediadores inflamatdrios que agem para induzir inflamacéo e
edema como parte do processo de regeneracdo. Porém, estas atividades também
sensibilizam nociceptores e recrutam nociceptores novos, aumentando a resposta
(Dray & Perkins, 1993). Tais mediadores quimicos incluindo, amino4cidos
excitatorios, NO, bradicinina, PGs, histamina, e substancia P. também séo ativadores
da expresséo de citocinas na periferia em associagdo com dano de tecido e
inflamacgéo (Rainville, 2002; Winkelstein, 2004). Estes mediadores liberados
contribuem para a resposta inflamatoria, afetando respostas eletrofisiolégicas da dor

(Figura 10).
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Como descrito anteriormente, as fibras aferentes primarias
ativadas terminam no corno dorsal da espinha dorsal, e se comunicam com
neurdnios espinhais por transmissdo sinaptica. Neurotransmissores liberados
(por exemplo, glutamato e substancia P) modulam respostas pés-sinapticas,
com neurotransmissado adicional para a regido supraespinhal, mediada por vias
ascendentes (Winkelstein, 2004). Danos teciduais, também podem provocar
um aumento na excitabilidade dos neurdnios da espinha dorsal (Winkelstein,
2004); associado com esta sensibilizacdo esta um limiar de ativagcdo diminuido,
ou seja uma resposta aumentada, e um aumento dos campos receptivos dos
nociceptores (Wall, P., 1994 apud Winkelstein, 2004, pp. 88).

A ativagdo continua das fibras aferentes nociceptivas, conduz o
sinal aos circuitos espinhais, promovendo a sensibilizacdo central, e mantendo
um estado de dor crdnica. Estas mudancas neuroplasticas sdo acompanhadas
por manifestacdes eletrofisiolégicas que aumenta a capacidade de transmissao
sinaptica e a excitabilidade elevada dos neur6nios (Vanderah, 2001), o que
promovera a sensacéo de dor em toda area na periferia da leséo.

A dor persistente € o resultado da sensibilizacdo do sistema
nervoso central pela ativagdo repetitiva das fibras Ad, p e C, que estimulam
neurdnios pos-singpticos para transmitir a sensacdo de dor do local do dano
inicial a espinha dorsal, e em seguida as regides supra-espinhais, como o

talamo e cortex cerebral (Winkelstein, 2004).

Cortex
Somatosensorial




1.7.5.

Modelos experimentais de dor.

58



59

O fendmeno da dor e o desenrolar de seu mecanismo € objetivo de
estudo a um longo tempo. Os fendmenos irritantes e comportamentais séo
documentados em muitos experimentos em humanos e similares caracteristicas sdo

observadas num extenso nimero de animais (Kurihara, et al., 2003).

A dor em humanos é mediada por diferentes classes de fibras
aferentes nociceptivas. Nociceptores térmicos ou mecénicos, fibras A sdo
mielinizadas, de pequeno didametro, com condutancia de 5-30m/s e 0s receptores
polimodais, fibras C sdo amielinizadas, com condutancia de 0,5-2m/s, estas sdo
ativadas por estimulos mecénicos,quimicos, calor (temperatura maior que 45°C) ou
frio intenso (Jessell & Kelly, 1991). Ambas fibras Ad e C sdo amplamente

distribuidas pela pele e 6rgéos.

Para analisar a atividade de extratos e novos medicamentos, modelos
quimicos e fisicos sdo utilizados como modelos classicos para anélises
farmacoldgicas experimentais, com o intuito de caracterizar as vias e mecanismos de

ativagéo das drogas testadas.
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1.7.5.1. PROCESSO ALGICO INDUZIDO POR ACIDO ACETICO.

Muitos estudos tém usado a inje¢éo intraperitoneal de solugéo de &cido acético, como estimulo algico para
promover dor aguda em camundongos (Huci-Yann, 2001; Morteza-Semnani, 2002). Nesta metodologia, é observada a dor visceral,
que é evidenciada por contrages musculares e/ou espasmos com rigidez da parede abdominal. isto pode proteger as visceras de
trauma adicional, assim como a recuperacdo. Mais adiante, sensagdes de distensdo e irritagdo géstrica do intestino também podem
extrair respostas comportamentais neste teste (Millan, 1999).

1.75.2 PROCESSO ALGICO INDUZIDO POR FORMALINA.

O teste da formalina foi introduzido em 1977, na farmacologia experimental (Shibata et al., 1989) onde a
injecdo subcutanea de formalina produzia uma resposta bifasica em ratos. As quantificacdes eram baseadas em anélises
comportamentais onde o levantar, o lamber e/ou o sacudir da pata eram considerados indiativos de respostas algias emitidas pelos
animais (Tjolsen, et al., 1992). O teste da formalina apresenta duas fases distintas de nocicepg&o, a primeira fase ocorre
imediatamente apds a aplicagao intraplantar da solucdo de formalina (Cinco minutos iniciais) e a segunda fase corresponde aos vinte
minutos ap6s a injecédo (Tjolsen, et al., 1992). Atualmente, apenas o comportamento de lamber as patas sdo contabilizados (Pérez-
Guerrero et al., 2001) pois, este comportamento raramente é visualmente observado no comportamento de “grooming”, promovendo
a esta caracteristica uma evidéncia direta de processos algicos (Tjolsen et al., 1992).

1.75.3.  PROCESSO ALGICO INDUZIDO POR ESTIMULO TERMICO.

A aplicacdo aguda do estimulo térmico intenso na superficie corporal de um animal néo anestesiado, promove
uma resposta de escape na tentativa de remover o local estimulado pela fonte de calor. Acredita-se que, através de estimulo térmico
adequado, é promovida a ativacdo de termoreceptores de limiar pequeno e fibras C polimodais, proporcional para intensidade de
estimulo (Dirig et al., 1997; Vierck et al., 2003). Os reflexos comuns observados sdo, o comportamento de retirada e lambida das
patas traseiras ou o “pulo de fuga” do animal em resposta a alta temperatura da placa quente (Woolfe & Mac-Donald, 1944 apud
Dirig et al., 1997).

A resposta de hiperalgesia promovida pelo teste, sugere a sensibilizacdo de nociceptores térmicos,
provavelmente devido a leséo periférica formada que se amplifica com a inflamacéo local, ou seja diminuindo a laténcia de resposta
(Dirig et al., 1997). A temperatura utilizada para promover este estimulo varia de 44-47°C (Vierck et al., 2003) a 50-55°C (Morteza-
Semnani et al., 2002).

No presente trabalho, para verificar as possiveis atividades analgésica e
antiinflamatoria da espécie Physalis angulata, utilizaremos metodologias especificas
para inflamacgéo e analgesia. Exploraremos um modelo experimental de inflamacao que
foi desenvolvido recentemente (Tao et al., 1999). Este modelo avalia ndo apenas uma

analise volumétrica como na técnica de edema de pata, mas é também capaz de avaliar e
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medir o préprio exsudato obtido da inflamacdo. O material do exsudato pode ser
medido por diferentes técnicas e abordagens, o que favorece um acompanhamento da
evolucdo do processo inflamatdrio. Medidas histoldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas
podem ser feitas para revelar o grau da infeccdo e o acompanhamento da agdo da droga
testada. Enquanto que para os processos algicos, as metodologias a serem utilizadas séo
amplamente citadas na literatura, e apresentam a capacidade de caracterizar 0S processo
de nocicepcéo induzidos por agentes quimicos e fisicos, assim como as dores do tipo
aguda e subcrbnica, através de modificagdes comportamentais visualmente
diferenciadas e notificadas no momento do experimento.

Portanto, utilizamos como modelo experimental de dor de
formalina, acido acético e placa quente.Desenvolvemos também o modelo de
inflamacéo de bolsa de ar (Tao et al.., 1999) com algumas modificagdes
adaptadas as condicdes existentes no nosso Laboratério. Para testar o extrato
aquoso de Physalis angulata e caracterizar as vias de inflamacdo e dor
inflamatoéria, foram usadas medidas bioquimicas de mediadores quimicos
envolvidos no processo flogistico induzido pela carragenina. A ADA, os
metabolitos do NO e a PGE; séo alguns dos mediadores que foram utilizados

no decurso do trabalho.
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Figura 10: Esquema simplificado do mecanismo da dor. Modificado de Jessel & Kelly; 1991.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os efeitos antiinflamatdrios e analgésicos da espécie

Physalis angulata, a partir do extrato aquoso liofilizado da raiz desta planta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

" Padronizar um modelo experimental de inflamagdo com o intuito de

verificar a possivel atividade antiinflamatoria.

. Monitorar o processo inflamatorio através da medida da enzima

adenosina deaminase e a dosagem dos metabolitos do 6xido nitrico,

nitrito e nitrato e dos niveis de prostaglandina.

" Caracterizar a possivel atividade antinociceptiva do extrato em modelos

quimicos e fisicos, de nocicepcao.

] Propor possiveis mecanismos de acao do extrato testado.
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4. RESULTADOS

4.1. PROLIFERACAO CELULAR E VOLUME DE EXUDATO NOS

GRUPOS TRATADOS COM EAPA.

Os grupos tratados com veiculo (NaCl a 0,9%), indometacina e EAPa,
uma hora antes do agente flogistico, foram sacrificados por inalacdo com excesso de
éter. A bolsa formada no dorso dos animais, foram abertas através de uma incisdo para a

retirada do exsudato formado.

No grupo tratado com extrato nas doses de 1 e 5 mg/Kg, foi observado
que volume de exsudato e o nimero total de células inflamatorias obtidas da bolsa de ar
foram suprimidos significativamente quando comparado com o grupo tratado com
salina. O volume de exsudato foi reduzido em 50% e 84% (Figura 12), enquanto que o
nimero total de células foi reduzido em 41% e 80% (Figura 13), quando tratados com
as doses de 1mg/kg e 5mg/kg, respectivamente. Em contraste, a dose de 0,5mg/kg teve

pouco efeito na exsudacdo plasmatica e no processo de migracgéo celular.
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A migrac&o celular € um mecanismo de defesa desencadeado nas
reagdes inflamatorias, neste estudo as células migram de sangue para o interior da
bolsa de ar. Este processo pode ser visualizado usando a metodologia de cultura
células obtidas dos exsudatos. Um volume de 150 pL de cada amostra, foram
incubadas e cultivadas em DMEM suplementado com 10% de SBF, com o objetivo
de observar a migragéo celular e poder correlacionar com os resultados de contagem
do nimero de células (Figura 14). Observou-se que, nos grupos tratados com EAPa
nas doses de 1mg/kg e 5mg/kg, ocorreu uma diminuicéo da migragéo celular em
73% e 87%, respectivamente, quando comparados com o grupo tratado com veiculo,

enquanto a dose de 0,5mg/kg ndo foi eficiente em bloquear a migracgdo celular

(Figura 14).
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Figura 12: Efeito do extrato aquoso de Physalis angulata sobre o volume de exsudato
induzido por carragenina em grupos tratados (0.5, 1 e 5mg/Kg) e controle (Veiculo e
Indometacina). Dados representados por média + EPM, de grupos com 10 animais
cada. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com o grupo controle (Veiculo). Para estatistica
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Figura 13:. Efeito do extrato aquoso de Physalis angulata sobre o numero total de células
do exsudato inflamatério induzido por carragenina em grupos tratados (0.5, 1 e 5mg/Kg) e
controle (Veiculo e Indometacina). Dados representados por média + EPM, de grupos com
10 animais cada. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com o grupo controle (teste de Newman —
Kewls).
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Figura 14: Efeito do extrato de Physalis angulata na migragéo celular. Inibicdo da
migracdo cellular nas culturas de exsudatos retirados da bolsa de ar apés
administragdo do  agente flogistico, cultvado em DMEM: (A) Veiculo; (B)
Indometacina (10mg/Kg); (C) 0.5mg/Kg EAPa; (D) 1mg/Kg EAPa e (E) 5mg/Kg EAPa.
Barra de escala =25um.
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4.2. EFEITO DE EAPA NA PRODUCAO DE NO INDUZIU POR

CARRAGENINA.

Para confirmar o efeito inibitério in vivo de EAPa sobre a
carragenina foi avaliado o papel de NO, um mediador quimico que promove
vasodilatacdo e toxicidade em processos inflamatorios através das isoformas
eNOS e INOS, foi realizada analise fotocolorimétrica para medir os niveis de
nitrito em todas amostras recolhidas do exsudato.

Como mostrado na Figura 15, os niveis de nitrito detectados,
foram de 37uM em exsudatos do grupo tratado com salina, enquanto que a
producdo de nitrito foi diminuida significativamente a 6uM no grupo controle
positivo, tratado com indometacina. A produgéo de nitrito foi de 15uM e 12uM
em animais tratados com EAPa nas doses de 1mg/Kg e 5mg/Kg, ou seja o
extrato promoveu uma inibicdo de 41% e 68%, respectivamente. A dose de

0,5mg/kg apresentou pouco efeito na produgédo de metabdlitos de NO.
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Figura 15: Efeito do extrato aquoso de Physalis angulata sobre a concentracéo de
nitrito em exsudato inflamatério induzido por carragenina em grupos tratados (0.5,
1 e 5mg/Kg) e controle (veiculo e indometacina). Dados representados por media +
EPM, de grupos com 10 animais cada. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com 0 grupo
controle (teste de Newman — Kewls).
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4.3. INIBICAO IN VIVO DA ATIVIDADE DA ADA POR EAPA.

A capacidade do EAPa em promover inibicdo em linfécitos T foi
testada através atividade da ADA. Os ratos foram tratados através da injecao
intraperitoneal de salina (1h antes de administracdo de carragenina) ou com
EAPa (0,5mg/Kg, 1mg/Kg ou 5mg/Kg) e os exsudatos foram coletados, 16 h
apo6s a administracéo do agente flogistico.

Como mostrado na figura 16, a administracdo de carragenina
promoveu um aumentou na atividade de ADA (68 U/mL). em contraste nos
animais tratados com EAPa nas doses de 0,5mg/Kg, 1mg/Kg e 5mg/Kg, a
atividade de enzima foi reduzida a 10%, 20% e 43%, respectivamente. Para os
grupos de 0,5mg/Kg e 1mg/Kg observou-se p>0,05 enquanto que, para 0 grupo
de 5mg/Kg p <0,01. E importante enfatizar, que a dose de 5mg/Kg apresentou
um percentual de inibicdo equivalente ao grupo tratado com indometacina,

onde foi observada uma inibigcéo de 44%.
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Figura 16: Efeito do extrato aquoso de Physalis angulata sobre a atividade da enzima
ADA em exsudato inflamatoério induzido por carragenina em grupos tratados (0.5, 1 e
5mg/Kg) e controle (veiculo e indometacina). Dados representados por média + EPM,
de grupos com 10 animais cada. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com 0 grupo controle
(Veiculo). Para estatistica teste de Newman — Kewls.
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4.4, INIBICAO IN VIVO DOS NIVEIS DE PGE, POR EAPA.

Um dos principais metabdlitos da cascata do &cido aracddnico em
processo inflamatério € a PGE,, que induz edema e eritema no processo
inflamatério. Verificamos o efeito de EAPa sobre os niveis de PGE, em
exsudato inflamatorio.

Os ratos foram pré-tratados atravées da administracdo
intraperitoneal de salina ou com EAPa nas doses de 0,5; 1 ou 5mg/Kg. Os
exsudatos foram coletados, 16 hs depois de inje¢cdo do agente flogistico. Os
resultados da Figura 17, demonstram que no grupo tratado com carragenina,
os niveis de PGE; foram de 0,84pg/poco, enquanto que nos grupos tratados
com EAPa nas doses de 1mg/kg e 5mg/kg observou-se uma inibicéo de 41% e
75%, respectivamente. Os niveis de PGE,, foram reduzidos em 50% no grupo
tratado com indometacina. O extrato foi um pouco mais eficaz que a droga

padrao.
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Figura 17: Efeito do extrato aquoso de Physalis angulata sobre os niveis de PGE, em
exsudato inflamatoério induzido por carragenina em grupos tratados (0.5, 1 e 5mg/Kg) e
controle (Veiculo e Indometacina). Dados representados por média + SEM, de grupos com
10 animais cada. *p<0,05; ** p<0,01, comparado com o grupo controle (Veiculo). Para
estatistica teste de Newman — Kewls.
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4.5, ATIVIDADE ANALGESICA DO EAPA.

Os resultados na Figura 18 (A e B) mostram que EAPa
administrado 30 minutos por via intraperitoneal ou 60minutos por via oral nas
doses de 10, 20 e 30 mg/kg antes da indug&o de nocicepgéo visceral por acido
aceético, causou uma inibicdo dose-dependente em todos os periodos
analisados. As médias dos valores de ID50 calculados para estes efeitos foram
de 18,5 (17,4-19,8) e 21,5 (18,9-24,4) mg/kg, com inibicbes de 83+8 e 66+x5%
para EAPa administrado por i.p. e p.o., respectivamente. O tratamento dos
animais com morfina, 10 mg/kg, i.p., 30 minutos antes do agente Algico,
também produziu inibicdo significante e completa (100%) de resposta de
nocicepcao visceral induzida por &cido acético em todos os periodos
analisados (Figura 18 A).

No experimento em que 0 processo nociceptivo foi induzido pela
aplicacédo intraplantar de formalina a 1%, o EAPa foi administrado
intraperitonealmente nas doses de 10, 20, 30 e 60 mg/kg e expressaram uma
inibicdo dose-dependente produzida contra a dor inflamatéria (segunda-fase),
mas ndo contra dor neurogénica (primeira-fase) (Figura 19, A e B). As médias
dos valores de ID50 calculados avaliaram para a primeira fase média de 20,8
(18,4-23,4) mg/kg, e uma inibicdo de 100%. Atividade semelhantemente, foi
observado no grupo tratado com indometacina (10 mg/kg, i.p.) causou inibicdo

significante (76+£7%) da segunda fase, mas n&o na primeira fase, do processo
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nociceptivo induzido por formalina (Figura 19, A e B). Em contraste, o
tratamento dos animais com morfina (10 mg/kg, i.p.), determinado 30 minutos
antes do agente algico, promoveu inibicdo em ambas as fases: a neurogénica
(primeira fase 78+4%) e dor inflamatéria (segunda fase, 100%) do teste de
formalina em ratos (Figura 19, A e B).

Os resultados na Figura 20 mostraram que, o tratamento dos
animais com morfina (10 mg/kg, i.p.) proporcionou um aumento significativo na
laténcia dos animais em todos os periodos de analise de acordo com a
avaliagcdo no teste de placa-quente, assim como, o tratamento i.p. com a dose
de 60 mg/kg, produziu um aumento significante na laténcia dos animais no

teste de placa quente 1, 1,5 e 2 h antes da administragéo de EAPa (Figura 20).



77



Numero de Contorcoes

10.0q

! ! ! ! !
0-5 10-15 20-25 30-35 40-45 50-55
Tempo apos administracao de acido acetico (min) Tempo apos administracao (min)

Figura 18: Efeito de extrato aquoso de Physalis angulata [, 10 mg/kg; (], 20 mg/kg; A, 30
mg/kg, administrado intraperitonealmente (A) e oralmente (B)] ou morfina (A, 10 mg/kg,
i.p.) contra dor visceral induzida por &cido acética em ratos. Cada ponto representa Média +
EPM de 10 animais. Os pontos marcados pelo quadrado aberto indicam o controle (animais
tratados com salina, 10 ml/kg) e os asteriscos demonstram a diferenga significativa quando
comparado com grupos de controle, * P <0.05, * * P <0.01, * * * P <0.001. Em alguns
casos, 0 erro encontra-se escondido dentro dos simbolos.
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Figura 19: Efeito de extrato aquoso de Physalis angulata, morfina ou indometacina

administrado intraperitonealmente, contra a primeira fase (0 a 5 min, sdo mostrados no painel
A) ou segunda fase (15 a 30 min) de nocicepgao induzida por formalina em ratos. Cada
coluna representa Média + EPM de 10 animais. A coluna (C) indica o controle (animais
tratados com salina, 10 ml/kg) e os asteriscos demonstram uma diferenga significativa

comparado com grupos de controle, * * * P <0.001



69

i *kk *kk *kk .

30' —k **%

*k*

- *k*k
*k*k

! ! ! ! ! !
O 025 05 10 15 20 25
Tempo apos administracao da droga (h)

Figura 20: Efeito de extrato aquoso de Physalis angulata (e, 30 mg/kg;o, 60
mg/kg) ou morfina (A, 10 mg/kg), administrados intraperitonealmente, no
teste de placa-quente em ratos. Cada ponto representa Média + EPM de 10
animais. Os pontos marcados pelo quadrado aberto indicam o grupo
controle (animais tratados com salina, 10 ml/kg) e os asteriscos demonstram
a diferenca significativa comparado com grupo controle, * * * P <0.001. Em
alguns casos, a barra de erro encontra-se escondida dentro dos simbolos.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram que o extrato aquoso
de Physalis angulata (EAPa) administrado intraperitonealmente em ratos Wistar
produziu acdo antiinflamatoria significante, quando avaliado em processo
inflamatorio induzido por carragenina em modelo de bolsa de ar, confirmando o
efeito anti-flogistico desta espécie (Soares et al., 2003). O efeito antiinflamatorio
foi promovido pela inibicdo dos metabdlitos do &cido aracdénico, metabdlitos do
NO e a enzima ADA. EAPa administrado intraperitonealmente ou oralmente em
camundongos, também promoveu uma acao de antinociceptiva significante em
modelos de nocicepc¢édo de dor visceral induzida por &cido acético ou nocicepcao
induzida por formalina e estimulos térmicos no teste de placa-quente em
camundongos, e promoveu inibicdo expressiva.

O género Physalis que pertence ao Solanaceae familiar inclui
aproximadamente 120 espécies com caracteristicas medicinais e habitos perenes
(Kissmann & Groth, 1995), sdo distribuidas ao longo das regides tropicais e subtropicais
do mundo (Kissmann & Groth, 1995, Santos, et al., 2003). Extratos ou infusdes desta
planta sdo usadas em varios paises na medicina popular para o tratamento para uma
variedade de doencas, como maléria, asma, hepatite, dermatite e reumatismo (Lin et al.,
1992; Chiang et al., 1992 a, b; Santos et al., 2003; Soares et al., 2003).

Recentemente, Soares, et al., 2003, mostraram que seco-esterdides como
physalins B, F ou G, mas ndo D, isolados de Physalis angulata produziram uma reducgéo
na producdo de NO em cultura de macrofagos peritoneais estimulados com
lipopolissacarideo (LPS) e interferon- y. Além disso, physalin B reduziu
significativamente os niveis de TNF-a, interleucina-6 e interleucina-12. Physalin B, F e
G foram efetivas em choque séptico induzido por LPS em ratos (Soares, et al., 2003).
Choi & Hwang (2003) demonstraram que o extrato metandlico de flores de P. angulata
exibiam claramente agdo antiinflamatdria contra edema de pata induzido por
carragenina, artrite induzida por formaldeido, como também propriedades anti-alérgicas
contra reagéo de hipersensibilidade de contato (tipo 1V) induzida por 2,4-
dinitrofluorobenzene em ratos. Nossos resultados confirmam que a espécie Physalis
angulata apresenta acdo antiinflamatdria e que o extrato aquoso da raiz apresenta
atividade dose-dependente in vivo em baixas concentra¢Ges administrado por via
intraperitoneal.
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O modelo de inflamacg&o de bolsa de ar, € muito empregado como
modelo experimental para drogas com possivel atividade antiflogistica. Neste modelo o
processo inflamatorio induzido por carragenina é bem caracterizado pelo acimulo de
leucdcitos, macrofagos, neutrofilos e mastécitos, e pelo aumento de permeabilidade
vascular com formacdo de exsudato (Hambleton & Miller, 1989; Morikawa et al., 2003).
Neste modelo amostras de fluidos e tecidos podem ser coletados de modo simples da
bolsa inflamatdria (Ohuchi et al., 1985; Silvan et al., 1997; Hambleton & Miller 1989;
Tao, X., 1999), facilitando o estudo de mecanismos de ac¢do da droga estudada. Este
procedimento experimental € bastante Gtil para determinar o volume de exsudato,
namero de células, permeabilidade vascular e niveis de mediadores na cascata
inflamatoria induzida pelo agente flogistico e possibilitou também, demonstrar uma
correlagdo intima entre os mediadores inflamatorios, migracdo celular e exsudagéo.

O EAPa mostrou uma acéo inibitoria potente no volume de exudate e no
namero total de células. A permeabilidade vascular e a atividade de macr6fagos estdo
relacionadas com a producdo de NO mediada pela eNOS e iNOS, respectivamente
(Olesen et al., 1994; Bred & Snyder, 1994). O NO é um importante mediador no
processo patofisiologico inflamatério, € 0 mais importante relaxante endotelial. Depois
de sua formacéo, o NO difunde-se na musculatura lisa vascular onde ativa guanilato
ciclase (Choi et al., 2003; Laskin & Laskin, 2001), e dilata os vasos sanguineos
promovendo o aumento do volume de exsudato no local. E possivel que o tratamento
com EAPa tenha modificado a permeabilidade vascular por ativagéo de eNOS,
diminuindo NO gerado pela carragenina.

A producdo de NO pelos macrofagos é promovida pela ativacdo de
INOS ou o6xido-redutases que convertem arginina a citrulina e NO. A liberacédo
deste gas promove a producdo de diversas citocinas e mediadores inflamatorios
como interferon-y, TNF-qa, interleucina-1, pelos macréfagos. A ligacdo destas
citocinas e mediadores inflamatérios em receptores especificos nesta célula,
iniciam uma sinalizagdo bioquimica conduzindo a ativagcdo de fatores de
transcricdo nuclear (NF-kB, IRF-1 e GAS) que se ligam a uma sequéncia
consenso em uma regido promotora do gene NOS2 e regula a atividade pro-
inflamatéria do NO em macréfagos (Laskin & Laskin, 2001). Por EAPa inibir a
producdo de NO em macréfagos, analisando os niveis de nitrito, estes resultados,
também podem estar relacionados com o bloqueio do INOS, por conseguinte com
a diminuicdo da ativacdo de macrofagos, jA que como visto, a ativacdo de
macréfagos através de processo inflamatorio € regulada pela liberagdo de NO
induzido pela iINOS e isto contribui diretamente para a inflamacgao (Appleton et al.,

1996, Laskin & Laskin, 2001) ou seja, a diminuicdo no volume de exsudato e
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migragcdo celular demonstrada neste estudo, apos tratamento com EAPa, é

devido provavelmente a inibicdo da producdo de NO em duas de suas diferentes
vias de atuacao (endotelial e induzida) na inflamacg&o.

Evidéncias sugerem que macréfagos tém habilidade de responder a
sinais quimiotaticos; a exercer atividade fagocitica; destruir patdégenos e células
tumorais e depois de ativados apresentam um papel critico na ativacdo de
linfécitos, devido a apresentacdo dos antigenos gerados as células T (Laskin &
Laskin, 2001). A enzima ADA é distribuida amplamente em tecidos humanos e
apresenta uma alta atividade em linfocitos (Sullivan et al., 1977). O papel de
atividade de ADA nas fases iniciais de diferenciagdo de células T foi observado em
pacientes com deficiéncia de ADA (Shore et al., 1981). O tratamento de linhagem
de células linféides com inibidores de ADA confirmou a sensibilidade de linfécitos
em interferir no metabolismo de nucleosideos de purina (Resta & Thompson,
1997), assim, sua atividade fisiologica principal foi relacionada a proliferacdo de
linfécitos (Hovi et al., 1976) e maturacao de linfocitos (Shore et al., 1981). Nossos
dados sugerem que no grupo tratado com EAPa, a atividade de ADA encontra-se
diminuida quando comparado com os valores do veiculo. Estes resultados
demonstram que o EAPa apresenta um efeito inibitério na proliferacdo de células
T.

EAPa também pode ter um mecanismo de acdo adicional e
interessante, além de sua habilidade em inibir NO e ADA, EAPa foi muito efetivo
em inibir a via da enzima ciclooxigenase. Os produtos do metabolismo do acido
aracdonico sao importantes na regulacdo da atividade de macréfagos e na
interacdo macrofago-linfocito (Appleton, 1996). Vale enfatizar que, ocorre atividade
sinérgica entre as vias do NO e PGs, onde é observado que citocinas como
interleucina-1p pode atuar regulando a atividade da COX-2 e iINOS em cultura de

células (Salvemini et al., 1993), ou mesmo o NO produzido pode atuar ativando



73
COX, ja que este parece atuar no grupamento heme-ferro contido na COX

(Salvemini et al., 1993; Wu, 1995).

Neste trabalho, EAPa parece ter um papel inibitério bem evidente na
sintese de prostaglandinas. Além disso, EAPa foi mais efetivo em inibir a via da
PGE; que a dose habitual de indometacina usada como controle positivo. Entéo, é
possivel que EAPa atue inibindo a resposta de linfocitos, macréfagos e na
producéo de PGE;. Resultados em andamento do nosso grupo demonstram que o
tratamento de cultura de linfécitos humanos com EAPa (1-6pug/mml) ndo mostrou
nenhuma mudancga em analise de genotoxicidade.

Com relacdo ao processo de nocicepgao, os resultados demonstram
gque EAPa, administrado intraperitonealmente ou oralmente para ratos, produz
acao antinociceptiva significante contra modelos de nocicep¢do em ratos, atraves
de substancia quimica (dor visceral induzida por &cido acético ou nocicepgao
induzida por formalina) e processos térmico (teste de placa-quente).

Demonstramos também, que EAPa, quando administrado
intraperitonealmente ou oralmente, produz atividade antinociceptiva dose-
dependente significante, de acordo com avaliacdo das contor¢bes abdominais
induzida por &cido acético. A solucdo de &cido acético, depois de administrada
libera mediadores enddgenos que estimulam os neurdnios nociceptivos (Collier, et
al., 1968), que sao sensiveis a drogas antiinflamatérias néo esteroidal (DAINES), a
narcoéticos e a outras drogas com atuacao central (Collier et al., 1968; Santos et
al., 1998; Reichert et al., 2001). Recentemente, Ribeiro (2000) demonstrou que a
atividade nociceptiva de acido acético pode estar relacionado com a liberacdo de
citocinas, como TNF-qa, interleucina-1B e interleucina-8, por macréfagos
peritoneais. Tais resultados sugerem fortemente que EAPa produz acéo
antinociceptiva por inibir a liberacdo de TNF-a, interleucina-1f3 e interleucina-8, por

macrofagos peritoneais. Além disso, EAPa também pode ter um mecanismo
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adicional e interessante de acdo que vai além de sua habilidade por inibir

citocinas proé-inflamatérias envolvidas no modelo acido acético de dor.

Outro resultado interessante é o fato que ambos EAPa e morfina,
inibiram o processo nociceptivo causado por acido acético e formalina, e produziu
também uma atividade antinociceptiva significante no ensaio de placa-quente.
Embora o teste de placa-quente seja usado geralmente para avaliar analgésicos
narcéticos ou drogas de atividade central, inclusive sedativos e relaxantes
musculares (Eddy & Leimback, 1953). Porém, em contraste, indometacina e
outros DAINEs nao apresentam nenhum efeito no teste de placa-quente
(Yamamoto et al., 1996; Santos et al., 1998). Recentemente, foi mostrado que o
tratamento de ratos com o extrato metanodlico de flores de P. angulata, nao
apresentou efeito no teste de placa-quente (Choi & Hwang, 2003). E possivel que
a diferenca entre nossos resultados em relagdo ao ensaio de placa-quente e
esses encontrados na literatura, poderiam ser devido a: a) diferencas nos
procedimentos dos animais empregados; b) diferencas de principios ativos
encontrados nas partes selecionadas (raiz ou flor) da planta; c) diferencas, devido
a fatores ambientais, na concentracdo de principios ativos que agem na espécie
Physalis angulata; e d) diferenca de polaridade entre os solventes utilizados na
producéo do extrato .

A morfina, mas ndo indometacina, é largamente efetiva prevenindo
ambas as fases, primaria e secundaria de dor induzida por formalina confirmando
os estudos de Shibata (1989). Outros estudos mostraram que a formalina libera
varios mediadores inflamatérios (Hunskaar et al., 1986; Hunskaar & Hole, 1987;
Santos & Calixto, 1997). Sendo que é bem caracterizado que a liberacdo de
substancia P e bradicinina sdo largamente evidentes na primeira fase da dor
induzida por formalina (dor neurogénica) enquanto que, na segunda fase (dor

inflamatoria) ocorre a liberacdo excessiva de serotonina, histamina e
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prostaglandina (Shibata, 1989) Porém, a indometacina (DAINE) € ineficaz contra

a primeira fase da dor induzida por formalina. E bem estipulado que os DAINEs
(como aspirina, acetaminofen e diclofenaco), conhecidos em inibir a
ciclooxigenase (COX), séo largamente ineficazes ou causam inibicdo muito fraca
contra a fase primaria do teste de formalina (Hunskaar & Hole, 1987; Malmberg &
Yaksh, 1992; Santos, et al., 1998). Além disso, DAINEs podem atenuar, de uma
maneira dose-dependente, na segunda fase da dor induzida por formalina
(Hunskaar & Hole, 1987; Malmberg & Yaksh, 1992; Santos et al., 1998). EAPa,
administrado por via intraperitoneal, s6 produz inibicdo da segunda fase
(nocicepgao inflamatoria) do teste de formalina. Estes dados sugerem que o EAPa
pode produzir agcdo antinociceptiva por inibir a COX, ja que inibe a sintese de
prostaglandina. Visto que, ocorre um aumento da atividade de PGs
(principalmente PGE, e PGI;) em processos algicos, que irdo atuar sobre a
producéo de bradicinina e histamina estimulando as fibras C (Appleton, 1996;
Millan, 1999).

Como a dor é um dos sinais cardinais da inflamacao, a producéo de
NO é aumentado nestes processos patoldgicos, onde este gas pode exercer a

ativacdo das fibras C; o aumento de [Ca®;

e/ou a ativacdo de receptores N-metil-
d-aspartato (NMDA), promovendo assim a informacéo de nocicepg¢éo a regiao do
corno dorsal (Millan, 1999). A ativacdo de receptores NMDA no cordéao espinhal
pode produzir hiperalgesia através da producdo de NO e PGs (Appleton, 1996).
EAPa pode estar inibindo o processo algico através da inibicdo da producédo de
NO.

Resultados inéditos de nosso grupo também demonstram que o
tratamento de ratos com EAPa, nas doses de 10, 20, 30 e 60 mg/kg ndo produz

nenhuma mudanc¢a no comportamento, como no aparecimento de movimentos

involuntarios, piloerecdo, efeitos estimulatérios, depressdo respiratéria ou outros
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sinais as 4, 24 ou 48 h depois de administracdo de EAPa. O dados indicam que

EAPa apresenta uma baixa toxicidade aguda.

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstram que
EAPa apresenta acdo antiinflamatéria dose-dependente quando analisado no
modelo de bolsa de ar. O mecanismo pelo qual EAPa produz efeitos
antiinflamatérios em parte pode ser devido a inibicdo de proliferagéo de linfécitos,
COX e NO, a atividade de inibicdo migracdo celular e exsudagdo permanecem
obscuro, porém estudos farmacoldgicos e quimicos devem continuar para
caracterizacdo do mecanismo(s) responsavel para a acdo antiinflamatoria e
também identificar principios ativos apresentam em angulata de Physalis. Pela
primeira verificou-se que o EAPa apresenta agcéo antinociceptiva dose-dependente
em substancia quimica (dor visceral induzida por acido acético ou formalina) e
estimulo térmico (teste de placa-quente) em ratos, provavelmente atuando sobre
as vias de PGs e NO. Além disso, o efeito antiinflamatério mostrado no presente
estudo, pelo menos em parte, corrobora com os usos etnofarmacologicos desta

espécie.

6. CONCLUSAO



7

Os resultados confirmam trabalhos anteriores, mostrando uma atividade
antiinflamatéria da espécie P. angulata.

Os efeitos antiinflamatérios observados foram em alguns pontos mais
evidentes que os demonstrados pela indometacina.

EAPa promoveu a inibicdo de migragcdo celular de mecanismos ainda
desconhecidos.

EAPa promoveu wuma diminuigdo na permeabilidade vascular
consequentemente no volume de exsudato, provavelmente inibindo
vasodilatadores do processo inflamatério, como o NO.

EAPa atua como inibidor da via do acido aracdénico.

EAPa inibiu a enzima adenosina deaminase e conseguentemente a
proliferacdo de linfécitos induzidos por carragenina.

EAPa apresentou atividade antinociceptiva em modelos classicos de dor.
EAPa demonstrou ser mais efetiva sobre a dor do tipo inflamatdria que na

dor do tipo neurogénica.
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