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RESUMO

A dor representa uma sensacao desagradavel, mas ela é fundamental para
a sobrevivéncia do individuo, devido a sua funcao protetora. Apesar disso, pelo
carater incapacitante da dor em certas condicbes patologicas, 0 homem tem
buscado substancias analgésicas potentes e com poucos efeitos adversos. Neste
contexto, as plantas representam uma importante fonte para a busca de
medicamentos, inclusive de analgésicos. Varias espécies de plantas do género
Magnolia sdo usadas na medicina popular especialmente no Brasil e Asia. Plantas
deste género sao arvores, incluindo Magnolia ovata, que € amplamente dispersa
pelo pais. As cascas do tronco de M. ovata sdo usadas na medicina popular como
antipirético enquanto que as folhas sao consideradas Uteis contra diabetes. O uso
contra diabetes nao foi confirmado cientificamente, mas o uso como antipirética e
antiinflamatdria foi comprovado pelo nosso grupo de pesquisa. Pelo fato de
diversas substancias que possuem efeito antipirético compartilharem também o
efeito analgésico, objetivamos nosso estudo no sentido de estudar o efeito
antinociceptivo nesta planta e também iniciar os estudos de um possivel
mecanismo de acdo para a N-acetil xilopina, um derivado do composto isolado,
xilopina da M. ovata. Nesse estudo, foi utilizado o extrato etandlico obtido das
cascas do tronco de M. ovata (EEMO) (10-100 mg/kg) e o derivado N-acetil
xilopina (AXIL) (0,015-0,15 mg/kg v.0. e 0,3-30ng/pata) em modelos
experimentais de nocicep¢cdo em camundongos. Os resultados do presente
estudo evidenciam que o extrato e AXIL apresentam acdes analgésicas em
modelos experimentais de nocicepcdo. EEMO e AXIL inibiram a nocicepcao
induzida por &cido acético, com inibicdo maxima de 91+ 9% e 50 + 119%,
respectivamente. A administracdo oral de EEMO e AXIL também inibiu
significativamente a fase inflamatéria da nocicepcao induzida pela formalina com
reducdo maxima de 87 + 3,9% e 71 = 10%, respectivamente. Comprovando a
efetividade do extrato e composto isolado na resposta inflamatéria, EEMO e AXIL
inibiram a hiperalgesia mecénica induzida pela carragenina, com inibicdo de 40 *
6% para EEMO e 82 + 8% para AXIL. O efeito antinociceptivo da Magnolia ovata
parece ser, pelo menos em partes, devido & presenca da xilopina. E possivel que

AXIL esteja atuando principalmente perifericamente, ndo envolvendo acdes
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centrais uma vez que nem o extrato bruto, nem a AXIL foram eficazes no teste da
placa quente e “rota-rod”. Essa agao antinociceptiva ocorre no componente de
prostaglandinas da sensibilizacdo periférica de nociceptores, por ter inibido a
hiperalgesia induzida por BK, TNF-a, IL-1 e PGE,, mas nao no componente
simpético, pela nado inibicdo da alodinia induzida por CINC-1 e DOPA em
camundongos. Sendo assim, a AXIL evidencia a possibilidade para o surgimento
de um novo medicamento para a prevencdo de dor poés-cirdrgica e demais
afeccdes relacionadas a dor inflamatoria, uma vez que a xilopina parece ter seu

mecanismo de acgao diretamente nas vias periféricas da dor.

ABSTRACT

Pain is an unpleasant feeling but it is essential to the survival of the individual,
due to its protective function. Nevertheless, the disabling nature of pain in certain
pathological conditions has lead to a continuous search for potent analgesic
substances with few adverse effects. In this context, plants represent an important
source of analgesic drugs. Several species of plants belonging to the genus
Magnolia are used in folk medicine, especially in Brazil and Asia. Plants from this
genus are trees, including Magnolia ovata that is widely scattered throughout
Brazil. The bark of the trunk of M ovata is used in folk medicine as antipyretic while
the leaves are considered useful against diabetes. The anti-diabetic action has not
been confirmed scientifically, but its antipyretic and anti-inflammatory action has
been confirmed by our group. Since several substances that have antipyretic
effect also share an analgesic effect, we proposed to study the antinociceptive
effect this plant and also begin studies of a possible mechanism of action for the
N-acetyl xilopine (AXIL), a derivative of the compound isolated from xilopina of M.
ovata. In this study, we used the ethanolic extract obtained from the bark of the
trunk of M ovata (10-100 mg/kg) and the derivative N-acetyl xilopine (0.015-0.15
mg/kg po and 0.3-30ng/paw) in experimental models of nociception in mice. The
results of this study indicate that the extract and AXIL have analgesic actions in
experimental models of nociception. The EEMO and AXIL inhibited the nociception
induced by acetic acid in mice, with a maximal inhibition of 91 + 9% and 50 £ 11%,

respectively. Oral administration of EEMO or AXIL also significantly inhibited the
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inflammatory phase of formalin-induced nociception with maximal reduction of 87
+3.9% and 71 = 10%, respectively. Confirming the effectiveness of the extract and
the isolated compound in inflammatory responses, EEMO or AXIL inhibited
carrageenan-induced mechanical allodynia with percentage of inhibition of 40 +
6% for EEMO and 82 + 8% for AXIL. Antinociceptive effect of Magnolia ovata
seems, at least in part, due to the presence of xilopina. Is possible that AXIL are
working mainly peripherally and does not involve central actions since neither the
crude extract nor AXIL were effective on hot plate and "rota-rod" tests.Its action
seems to be related to the prostaglandin component of peripheral sensitization of
nociceptors, because it inhibited the allodynia induced by bradykinin, TNF-a, IL-1
and PGEZ2, but not in the sympathetic component, because not inhibition of
allodynia induced by CINC-1 and dopamine in experimental models in mice. Thus,
the N-acetyl xilopine suggests the possibility for the emergence of a new drug for
the prevention of post-surgical pain and other conditions related to inflammatory
pain, since xilopine seems to have its mechanism of action directly in peripheral

pain pathways.



1) INTRODUCAO

1.1) Definicdo de Dor

Na literatura, existe uma grande variedade de definicbes para a dor e talvez
nenhuma delas consiga agrupar todos os diferentes aspectos desta sensacao.

Desta forma, a dor, por ser uma experiéncia subjetiva, é de dificil definicao
apesar do conhecimento do seu significado. Tipicamente, a dor é uma resposta
direta a um evento indesejavel associado a uma lesao tecidual, como um trauma,
inflamacdo ou cancer. No entanto, a dor intensa pode originar-se
independentemente de qualquer causa predisponente ébvia ou persistir por muito
tempo depois que a leséo precipitante esteja resolvida. Também pode ocorrer por
lesé@o cerebral ou de nervo.

Julius e Basbaum descreveram a dor como uma experiéncia complexa que
envolve ndo apenas a transducdo do estimulo nocivo ambiental, mas envolve
também o processamento cognitivo e emocional pelo encéfalo (Julius e Basbaum,
2001). Varios estudos descrevem o papel fisiologico da dor como um alarme que
tem a funcdo de proteger o organismo ativando reagfes e induzindo
comportamentos de precaugéo que podem diminuir o que estiver causando a dor
e, como resultado, limitar os danos (Markenson, 1996, Millan, 1999, Costigan e
Woolf, 2000, Woolf e Salter, 2000, Almeida et al., 2004). Le Bars e colaboradores
estabeleceram fungbes para a sensacdo de dor: avisar o individuo da
probabilidade de que uma leséo tecidual esta para ocorrer, por percepgdo de que
certo estimulo pode causar dano tecidual e alertar um grupo de individuos de
perigo assim que ele surge para um de seus membros (Le Bars et al.,, 2001).
Assim que o mecanismo de alerta € estabelecido, a ameaca de dor pode provocar
uma resposta comportamental generalizada com respostas enddcrinas como a
secrecao de corticosterona e ativacdo simpatica, levando a hipertenséo arterial e
taquicardia que, juntos com uma antinocicepcdo transitéria, auxiliam o
melhoramento do desempenho dos repertérios comportamentais, permitindo o
afastamento de situagbes de risco com sucesso (Millan, 1999). Desta forma,
apesar da dor ser uma sensacdo tdo desagradavel ela é de fundamental



importancia para a sobrevivéncia do organismo, tendo uma importante funcéo
protetora.

Para Almeida et al. as manifestacbes de dor podem ser entendidas com base
nos substratos neurais que medeiam as funcdes sensoriais e afetivas: enquanto o
sistema sensorial, percebe e permite a localizagcdo espaco-temporal, a
qualificacéo fisica e a intensidade do estimulo nocivo, o componente cognitivo-
afetivo atribui emocdes a experiéncia, sendo responsavel pelas respostas
comportamentais a dor (Almeida et al., 2004). Assim, a dor tem uma conotacao
individual e sofre a influéncia de experiéncias anteriores. Logo, a dor se manifesta
de duas formas: uma é a resposta de aviso que promove a sobrevivéncia no
ambiente hostil e perigoso, enquanto a outra pode ser resultado de mudancas no
sistema nervoso, que podem ser patologicas. Esta ultima sendo responsavel por
sofrimento persistente de milhdes de pacientes (Woolf, 2000). Esta opinido é
compartilhada por Julius e Basbaum (2001), pois a dor persistente perde sua
utilidade como sistema de aviso protetor e se torna cronica e debilitante. Esta
segunda forma de dor adaptativa se manifesta uma vez que a lesdo tecidual
ocorreu, onde o intuito é tentar auxiliar o reparo. A dor contribui para estabelecer
um estado de hipersensibilidade localizada dentro e ao redor da regido lesada.
Um estimulo que normalmente acarretaria apenas uma sensacao indcua torna-se
desconfortavel (Woolf, 2000).

Enfim, apesar das diversas definicbes existentes para descrever a dor, uma
das que descreve de forma mais completa € a da Associacao Internacional para o
Estudo da Dor (IASP do inglés, International Association for the Study of Pain),
que em 1986 conceituou a dor como sendo uma “experiéncia sensorial e
emocional desagradavel que esta associada com lesdes reais ou potenciais ou
descrita em termos de tais lesdes.”

Além disso, a dor pode ser classificada levando-se em consideragdo alguns
parametros como duracédo, se a dor é fisioldgica ou néo e a localizac&o central ou
periférica. No que se refere a duracao, a dor pode ser classificada como aguda ou
cronica. A dor aguda é caracterizada por ser pontual delimitada e desaparecer
com a resolucdo do processo patologico. A dor crbnica persiste por um longo
periodo de tempo, sendo associada a processos patoldgicos crénicos e

mudancas no padréo de transmisséo neuronal (Lent, 2004, Almeida et al., 2004).



1.2) Mecanismos para a inducao/processamento da dor

A dor inicia-se com o estimulo nociceptivo, que ativa ou sensibiliza os
nociceptores, que sao os receptores do estimulo nocivo (Sandkuhler, 2009). Esse
estimulo nocivo é levado da periferia para o sistema nervoso central através das
fibras nociceptivas, que sédo aferentes primarias de pequeno diametro dos nervos
periféricos (Raja et al., 1999)

Os receptores da dor (nociceptores) fazem a transducdo e codificacdo do
estimulo nocivo e estdo presentes em praticamente todos os tecidos do
organismo. Existem nociceptores que podem responder a uma modalidade de
estimulo ou a diferentes estimulos como mecanicos, térmicos e quimicos (Lent,
2004).

Resumidamente, o processamento neural dos estimulos nocivos segue uma
sequéncia de eventos, sendo que a primeira etapa se inicia com a estimulagéo e
consequente transducdo dos estimulos nocivos, ou seja, qualquer que seja o
estimulo que excite o nociceptor, o efeito imediato € a alteracdo do potencial
elétrico da membrana da fibra nervosa. Posteriormente este estimulo é
transmitido para medula espinhal e depois para regides superiores do SNC. E por
fim, pode ocorrer a modulagédo da dor, outro aspecto do processamento deste
estimulo nocivo (Guyton e Hall, 2002, Lent, 2004).

A ativacdo dos nociceptores por estimulos nocivos mecéanicos, térmicos ou
quimicos leva a despolarizagdo do neurbnio e gera um potencial de agdo que se
propaga ao longo de toda a fibra (Woolf e Salter, 2000). Por outro lado, uma
inflamacédo pode conter mediadores inflamatorios ou provocar uma lesdo que
ativa ou sensibiliza os nociceptores locais. No fendmeno que envolve a
sensibilizacdo, as fibras nervosas sensibilizadas assumem limiares de ativacéo
mais baixos (Julius e Basbaum, 2001).

As fibras aferentes de primeira ordem foram classificadas em termos de
estrutura, didmetro, grau de mielinizacéo e velocidade de conducdo em Aa e AR,
Ad ou C (Costigan e Woolf, 2000, Julius e Basbaum, 2001). As fibras Aa e AB
sdo mielinizadas, com diametro maior que 40 ym e velocidade de conducao de
30-100 m/s. As fibras aferentes Ad sdo pouco mielinizadas, variando em seu
diametro entre 2,0-6,0 um e tém velocidade de transmissao de 12-30 m/s. Fibras
nao mielinizadas do tipo C possuem diametro entre 0,4-1,2 ym e mostram uma

velocidade de conducédo de 0,5-2,0 m/s. Neurdnios que possuem corpos celulares



de maior didmetro ddo origem as fibras sensoriais mielinizadas de rapida
conducédo do tipo AB que detectam estimulos in6cuos aplicados a pele, musculos
e articulagbes, ndo contribuindo, assim, para a nocicepcao. No entanto, corpos
celulares de pequeno e médio diametro ddo origem a maioria dos nociceptores,
incluindo fibras C e do tipo Ad. Ha duas classes principais de nociceptores do tipo
Ad (I e IlI): ambas respondem a estimulos mecéanicos intensos, mas podem ser
distinguidas por sua capacidade de responder a estimulos de calor intenso ou
como sao afetadas pela lesdo tecidual. As fibras Ad do tipo | sdo ativadas por
temperaturas inferiores a 53°C, enquanto que as do tipo Il sdo ativadas por
temperaturas inferiores a 43°C. A maioria das fiboras C também € polimodal,
(ativados por estimulos nocivos mecéanicos, térmicos e quimicos). Algumas séo
insensiveis a estimulos mecanicos, mas respondem ao calor nocivo. E importante
salientar que a maioria das fibras C também responde a estimulos nocivos de
origem quimica, como acidos. Entretanto, é dificil de identificar o estimulo natural
de alguns nociceptores. Estes sdo chamados “nociceptores silenciosos” ou
“adormecidos”, que passam a ser ativados apenas quando sensibilizados por
leséo tecidual (Julius e Basbaum, 2001).

Estimulos nocivos que resultam em uma sensacgdo de dor rapida, fina e bem
localizada em geral refletem a ativacdo de fibras Ad (que conduzem a dor
primaria, com estrita correlagcdo com o estimulo e precisa localizacao espacial) e a
nocicepcao difusa e lenta, em queimacdo, € conduzida por fibras C (dor
secundaria, dor que continua mesmo apés o estimulo nocivo ter cessado, dor de
dificil localizacdo e relacionada ao sofrimento). A dor visceral freqientemente &
pouco localizada, profunda e lenta. A lesao tecidual ndo é fundamental para que a
dor visceral exista; ela pode resultar de uma distensdo excessiva (Julius e
Basbaum, 2001, Lent, 2004).

ApOs a transducédo do estimulo, este é transmitido através das fibras Ad e C,
que se incorporam aos demais nervos periféricos e penetram na medula através
dos nervos espinhais e no tronco encefalico através do nervo trigémeo (complexo
sensorial trigeminal). Os corpos dos neurdnios priméarios da dor localizam-se nos
ganglios espinhais e no ganglio trigémeo. A maioria dos neurdnios de segunda
ordem situa-se no corno dorsal da medula e no nucleo espinhal do trigémeo, onde

recebem as sinapses dos aferentes de primeira ordem (Lent, 2004).



O corno dorsal da medula espinhal funciona como uma estacao relé, ou seja,
uma estacdo de retransmissao dos impulsos sensoriais para a transmissao da
dor, aonde as fibras aferentes primarias chegam de maneira altamente
organizada, com as fibras mielinizadas Ad terminando principalmente nas laminas
| e V e as fibras C, ndo mielinizadas, na lamina Il. A partir destas regides, sao
acionados neurdnios de projecéo e interneurdnios de segunda ordem na medula
espinhal, sendo que alguns sao ativados somente por estimulos nocivos
(especificos para a nocicepc¢ao) e outros respondem a estimulos de alta ou baixa
intensidade (limiar dindmico e amplo). Esta conexdo sinaptica entre as fibras
aferentes primarias e os neurbénios do corno dorsal envolve neurotransmissores
como o glutamato e a substancia P, que sdo responsaveis pela producédo de
potenciais pos-sinapticos excitatorios rapidos e lentos, respectivamente (Millan,
1999).

Os neurbnios de segunda ordem emitem axonios dentro da medula que
cruzam para o lado oposto e se incorporam ao feixe espinotalamico na coluna
anterolateral da medula e ascendem até o tronco encefalico encontrando fibras de
segunda ordem do nudcleo espinhal do trigémeo, formando o lemnisco espinhal.
Até aqui, as fibras Ad (dor rapida) estdo misturadas as C (dor lenta). Alguns
anatomistas distinguem entre o feixe neoespinotalamico (impulsos da dor rapida)
e o feixe paleoespinotalamico ou espino-reticulo-talamico (impulsos da dor lenta)
que se dirigem ao talamo, passando pela formagéo reticular. Fibras do sistema
nociceptivo mais antigo terminam em regiées do tronco encefélico, como na
formacdao reticular e grisea periaquedutal, promovendo rea¢des comportamentais
e fisiolégicas da dor. Os impulsos da dor rapida vao para os nucleos talamicos
posterior e ventral posterior, onde estdo os neurbnios de terceira ordem cujos
axénios projetam ao cortex somestésico primario. Isso caracteriza a via direta da
dor rapida com trés neurbnios e duas sinapses antes do cortex (Millan, 1999,
Lent, 2004);

Ja a dor lenta possui fibras de primeira ordem com terminacdes extensas e
ramificadas, que podem convergir. As fibras secundérias se dirigem ao tdlamo e a
area somestésica primaria e também para diversas outras regides do SNC que
controlam os fenbmenos vegetativos e emocionais. Algumas fibras de segunda
ordem projetam aos neurbnios do sistema reticular ascendente (formacédo

reticular), outras projetam a ndcleos do sistema limbico e talamo. As informacdes



nociceptivas chegam também ao cértex cingulado anterior, além do cortex
somestésico (Lent, 2004).

No que se refere a modulacdo do estimulo nocivo, permite a inibicdo ou
facilitacdo seletiva dos sinais nociceptivos que chegam ao corno dorsal da medula
espinhal (Ren e Dubner, 2002). O sistema de modulacdo enddgeno € constituido
de interneurdnios nas camadas superficiais da medula espinhal na qual ha
participacdo de peptideos enddgenos (endorfinas, encefalinas, dinorfinas), cuja
funcdo é modular as sinapses nociceptivas, blogueando a liberacdo de
neurotransmissores excitatérios pelo terminal pré sinaptico e hiperpolarizando a
membrana pés sinaptica. Todos esses peptideos enddégenos sdo encontrados na
substancia cinzenta periaquedutal, nos nucleos da rafe e no corno dorsal da
medula (Lent, 2004).

Os Fluxogramas (Figura 1 e 2) a seguir resumem as vias ascendentes

nociceptivas e as vias descendentes inibitérias da dor:

Vias Aferentes ; _
Formacdo Reticular

Coértex somestésico primario Hipotdlamo
Sistema Limbico
Talamo Posterior e Talamo
Ventral Posterior Cértex Singulado Anterior

Feixe neoespinotalamico Feixe paleoespinotalamico ou espino reticulo
(Fibra A3) talamico (Fibra C)
Tronco encefalico encontra as fibras do nucleo espinhal do trigémeo
formando o leminisco lateral

*

Na medula cruzam para lado oposto

=

Corno dorsal da medula

2

Ganglio espinhal

*

Fibras Ad e C

Figura 1. Vias nociceptivas ascendentes



Mecanismos Analgésicos Enddgenos e
Vias descendentes moduladoras da dor

Cortex somestésico e Hipotalamo

¥

Regido mesencefdlica ao redor do aqueduto cerebral (grisea periaquedutal)
(encefalinas, endorfinas, dinorfinas)

¥

Nucleos bulbares (Nucleos da rafe)
(encefalinas, endorfinas, dinorfinas)

¥

Corno dorsal da medula

Figura 2. Via Descendente inibitéria da dor.

1.3) Dor, nocicepgéo e hiperalgesia

Existe distincdo entre os termos dor, nocicepcao e hiperalgesia.

Para melhor entender estes conceitos, Dor, como descrito na definicdo da
IASP (“experiéncia sensorial e emocional desagradavel que estad associada com
lesGes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesbes”), apresenta dois
componentes: o sensorial e o0 emocional.

Ja o termo nocicepcao refere-se a recepcao do estimulo nocivo e apresenta
apenas o componente sensorial. Os receptores da dor (nociceptores) na pele e
outros tecidos estdo presentes em terminacdes nervosas livres sensiveis a
estimulos dolorosos. A atividade no nociceptor, a via nociceptiva e outros
processos neurofisioldgicos induzidos pelo estimulo doloroso € chamado de
nocicepcao (Dickenson, 1997). Sendo assim, enquanto a dor representa uma
percepgcdo subjetiva com uma dimensdo emocional, a nocicep¢ao consiste na
recepcado dos estimulos pelos nociceptores que codificam sinais para fornecer
informacdes ao SNC da existéncia da lesao (Julius e Basbaum, 2001). Ou seja, o

termo nocicepcdo refere-se as manifestacbes neurofisiolégicas geradas por



estimulos nocivos. J& a dor envolve a percepcdo de um estimulo aversivo e
requer a capacidade de abstracdo e elaboracdo do impulso sensorial (Loeser e
Melzack, 1999, Almeida et al., 2004).

A dor pode surgir com a ativacdo de nociceptores periféricos, gerando um
potencial de ag&o; ou pela liberacdo de neurotransmissores excitatorios como o
glutamato, ou por diminuicdo no limiar da resposta da fibra nociceptiva e
nociceptores circundantes, induzindo a sensibilizagdo dos nociceptores. Além
disso, nociceptores silenciosos, 0s quais normalmente ndo séo ativos, sdo
recrutados apds algum dano tecidual e pode entédo, responder a uma variedade
de estimulos. Uma vez ativados, estes nociceptores previamente silenciosos se
tornam sensibilizados e respondem a estimulos nocivos de forma mais intensa e o
mesmo estimulo produz mais dor (Dray e Bevan, 1993, Julius e Basbaum, 2001,
Loeser e Melzack, 1999, Guyton e Hall, 2002). Ocorre entdo um aumento da
sensibilidade a dor, clinicamente denominada de hiperalgesia, ou “dor
anormalmente intensa, produzida por estimulos que normalmente produzem dor”,
ou seja, “0 aumento da sensibilidade a dor”, que € normalmente decorrente de
importantes mudancas inicialmente no processo periférico e posteriormente, no
processo central de sinalizagdo da dor. Outras alteragbes sensoriais também
podem aparecer, entre elas a alodinia, que é um fendmeno similar ao de
sensibilizacdo das fibras nociceptivas frente a um estimulo nédo lesivo ou doloroso
(“dor em resposta a um estimulo ndo nociceptivo”). A alodinia é mediada pela
ativacdo periférica de receptores sensiveis ao estimulo tatil que ganham acesso
ao processamento nociceptivo central. (Millan, 1999, Loeser e Treede, 2008,
Sandkuhler, 2009).

1.4) Dor Inflamatoria

E frequente um processo inflamatério estar relacionado aos mecanismos que
envolvem a nocicepcdo. A dor associada a processos inflamatorios é resultante
de mudancas funcionais em neurdnios aferentes (nociceptores), cujos corpos
celulares estéo localizados no ganglio dorsal, perto da medula espinhal (Battaglia
e Rustioni, 1988), como discutido anteriormente.

A inflamacdo aguda pode ser caracterizada por sinais cardinais classicos,

descritos por Cornelius Celsius (30 AC): rubor e tumor com calor e dor, podendo



ainda apresentar um quinto sinal, a perda de funcao, acrescentado por Virchow
(1821-1902) (Rocha e Silva, 1978). Esses sinais cardinais surgem como
consequéncia das alteracdbes do microambiente da area lesada, devido a
liberacdo de varios mediadores quimicos nesta area, muitas delas sendo
neuroativas. Estas substancias estimulam nociceptores quimiosensiveis, levando
ao desenvolvimento da dor inflamatéria. lons potassio, ions hidrogénio e trifosfato
de adenosina (ATP), liberadas pelas células lesadas, juntamente com a
bradicinina (BK) sédo as substancias enddgenas que produzem efeito excitatorio,
outras substancias agem principalmente via sensibilizagdo. A sensibilizacao
diminui o limiar de despolarizagdo dos nociceptores, consequentemente tornando-
0 responsivo a uma intensidade menor de estimulo. Além disso, fibras sensitivas
terminais sdo protegidas pelo perineuro, que isola o tecido endoneural,
prevenindo a passagem de moléculas grandes e moléculas hidrofébicas como os
peptideos. No local da inflamacéo essas barreiras sdo interrompidas, permitindo o
acesso destes peptideos (Coutaux et al., 2005).

Assim, a dor inflamatéria pode ser produzida por fendmenos independentes ou
interdependentes. Alguns podem agir através da estimulacdo direta de
nociceptores, e outros dependem de mediadores que agem em tipos especificos
de nociceptores ou entdo produzem modificagbes na via nociceptiva central.
Quando héa lesédo tecidual e instala-se a reacao inflamatoéria, varios mediadores
quimicos sao liberados, e muitos deles participam direta ou indiretamente na
nocicepcdo e na hiperalgesia. A dor inflamatéria €, pois, resultado de uma
complexa inter-relacdo de sistemas que estdo envolvidos na inflamacéo. Sistemas
enzimaticos prostandides (Schaible e Schmidt, 1988, Birrell et al., 1991, Dray,
1995), fator de agregacéo plaquetaria - PAF, (Morita et al., 2004) e cininas (Levine
et al., 1986, Dray, 1997) interagem com fatores de crescimento, interleucinas,
fator de crescimento neural (Dray e Bevan, 1993, Dray, 1995, Ferreira, 1993),
células, entre elas: PMN, macrofagos, linfocitos, além de produtos neuronais
como neuropeptideos (Dray, 1995), de fibras nervosas poés-ganglionares do
simpético e nociceptores (Ferreira, 1993, Levine et al., 1986). Todos estes
sistemas interagem com a fungéo de proteger e imobilizar o tecido lesado, até que
a causa da lesao seja definitivamente eliminada e o tecido restaurado. Enquanto
nao ocorre a resolucdo deste processo inflamatério, os sinais cardinais da

inflamagé&o persistem.



10

A amplificagdo do sinal nociceptivo é produzida n&o somente pelas
substancias liberadas no local da inflamacdo, mas também pelas fibras
adjacentes ativadas ou sensibilizadas, em particular via reflexo axonico:
fendbmeno conhecido como inflamacgédo neurogénica. Desta forma, a fibra aferente
priméria contribui para a “sopa inflamatéria” liberando neuropeptideos. Este
conjunto de intera¢des neuroquimicas é a base da hiperalgesia, ambos originarios
do dano tecidual (hiperalgesia primaria) e ao redor do tecido saudavel
(hiperalgesia secundaria) (Coutaux et al., 2005).

Sendo assim, existem varias fontes importantes onde mediadores que
participam da resposta nociceptiva sao gerados: no tecido lesado, no sistema
vascular, células imunes, tecidos adjacentes, nervos sensoriais e simpaticos.
Esses mediadores atuam em receptores amplamente distribuidos no organismo.
Alguns destes receptores sdo acoplados a proteina G e induzem a formacao de
segundos mensageiros. Outros receptores sao acoplados a canais iGnicos que
regulam a permeabilidade e a concentracao celular de ions (Dickenson e Besson,
1997).

Para melhor compreensdo dos mediadores inflamatorios, seus efeitos e suas

caracteristicas, foram resumidos na tabela a seguir:
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Tabela 1- Mediadores inflamatdrios, tabela modificada de (Pereira, 2006)

Mediador

Inflamatoério

Acao sobre
0S

nociceptores

Caracteristicas e

Efeitos

Referéncias

Bibliograficas

Substancia P

Ativacédo e/ou
sensibilizagéo

Hiperalgesia direta e
indireta por atuacao
em receptores NK-1,
sinergismo com o
glutamato

(Furst, 1999)

(Lofgren et al., 1999)
(Turnbach e Randich, 2002)
(Carlton et al., 1998)

(Teoh et al., 1996)

Prostaglandinas

Sensibilizacdo
e/ou Ativacéo

Hiperalgesia em
modelos de dor
inflamatéria e
neuropatica sensivel
aos inibidores da
ciclooxigenase

(Vane, 1971)

(Malmberg e Yaksh, 1995)
(Yang et al., 1996)

(Hay et al., 1997)
(Syriatowicz et al., 1999)
(Tonai et al., 1999)
(Sherwood e Toliver-Kinsky,
2004)

NO Sensibilizacdo Inducdo de analgesia (Okuda et al., 2001)
ou (Doursout et al., 2003)
hiperalgesia, (Sousa e Prado, 2001)
dependente da
concentracao.

Bradicinina Ativacéo e/ou Hiperalgesia mediada | (Dray, 1997)

sensibilizagéo

por receptores B2
constitutivos e B1
induzidos, além do
aumento da sintese de
outros mediadores em
modelos de dor aguda
e crbnica

(Steranka et al., 1988)

(Lopes et al., 1995)

(Lopes et al., 1993) (Andreeva
e Rang, 1993) (Marceau et al.,
1998)

(Ni et al., 1998)

(Dray e Bevan, 1993)

(neuropética). (Mathis et al., 1996)
Sensibilizacdo de (Austin et al., 1997)
receptores TRPV1 (Ferreira et al., 1993)

NGF (fator de
crescimento

neural)

Sensibilizacdo

Modulacéo da
expressdo génica de
nociceptores,
sensibilizacéo de
receptores TRPV1

(Winkelstein, 2004)
(Marchand et al., 2005)

Citocinas pré6-
inflamatérias:
interleucina (IL)
1B, IL-6, IL-8 e
fator de necrose

tumoral (TNF) - a

Sensibilizacdo

Hiperalgesia em
modelos de dor aguda
inflamatdria e crénica
(neuropética).

(Stein et al., 1988) (Cunha et
al., 1991) (Fukuoka et al.,
1994)

(George et al., 2005) (Schafers
et al., 2001)

(Murphy et al., 1999)
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Cunha et al, 2005 propuseram uma cascata de liberacdo de mediadores
inflamatoérios na hipernocicepc¢éo inflamatéria em modelos animais. Em primeiro
lugar, o termo hipernocicepcao é utilizado por estes pesquisadores ao invées de
hiperalgesia ou alodinia para definir a sensibilizacdo de nociceptores. Estes
pesquisadores relatam que ha& similaridades e diferencas qualitativas entre
camundongos e ratos em termos de liberacdo de citocinas por um estimulo
inflamatorio e mecanismos de acao hipernociceptivos destas citocinas. Fator a de
Necrose Tumoral (TNF-a), Interleucina 1B (IL-1B) e Quimioatraente para
Neutrdfilos Induzidos por Citocinas 1/Quimiocina Derivado de Queratindcito
(CINC/KC), homdlogos de Interleucina 8 (IL-8) humana produzidas por ratos e
camundongos, respectivamente, sdo liberados em ratos e camundongos. Estas
citocinas iniciam duas vias basicas de hipernocicep¢cdo mecanica inflamatoria: a
prostandide e a simpatica provavelmente por liberagdo de Dopamina (DA) (Cunha
et al., 1991, Poole et al., 1999, Cunha et al., 2005).

Em ambas as espécies animais, a liberacdo de prostandides é estimulada por
IL-1B. Entretanto, TNF-a estimula ambas as vias em ratos e somente a via das
prostaglandinas em camundongos. J& o CINC estimula somente o componente
simpético em ratos, enquanto KC estimula ambas as vias hipernociceptivas em
camundongos (Cunha et al., 1992, Lorenzetti et al., 2002, Cunha et al., 2005).

Outra diferenca entre ratos e camundongos esta na participacdo do sistema
de cininas em iniciar a cascata de citocinas na hipernocicep¢do mecanica. Na
hipernocicep¢ao induzida por carragenina em ratos, h4 um evento recente de
ativacdo do sistema cininas plasmaticas com consequente producdo de BK que
induz a producéo de TNF-a pela ativacdo de receptores B1 e B2. Em contraste,
em camundongos, a hipernocicepcao inflamatéria mediada pela bradicinina, ndo
depende de citocinas; BK ativa diretamente a liberagdo de prostaglandinas (PGs)
e aminas simpaticas (Cunha et al., 2005).

Em camundongos, a carragenina ativa liberacdo de duas vias de citocinas:
TNF-a e KC. Ambos atuam na liberacdo de IL-1B e prostanoides por IL-13. No
entanto, KC atua adicionalmente por meio das aminas simpatomiméticas
(Dopamina). Além disso, TNF-a pode atuar diretamente na sensibilizacdo dos
nociceptores (Cunha et al., 2005).

A Figura 3 resume essa cascata de citocinas em camundongos:
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Carragenina

TNF-a KC
! —
IL-1B —
J SA
PGs
J

Sensibilizacdo de Nociceptores

Figura 3. Diagrama modificado de Cunha et al, 2005 Mostra a sequéncia de
liberacdo de mediadores inflamatérios iniciados pela carragenina, intermediada

por citocinas e inducgéo final de prostandides (PGs) e aminas simpaticas (SA).

1.5) Importancia da busca de novos analg ésicos e das plantas como

fonte

Apesar de a dor ser um processo fisiolégico importante para a sobrevivéncia
do individuo, por representar um sistema de alerta para alteracées do organismo,
ela € uma sensacdo desagradavel e muitas vezes associada ao sofrimento em
diversas patologias. Por isso 0 homem tem buscado a alteracado do curso natural
das doencas através do alivio dos sintomas dolorosos, objetivando encontrar
analgésicos potentes e com menores efeitos colaterais.

Hoje existem muitas substancias que séo utilizadas no tratamento da dor.
Entre elas estdo os medicamentos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINE),
opibides, anestésicos locais, antidepressivos triciclicos e antiepiléticos.

Os AINES agem perifericamente e centralmente por inibicdo da ciclooxigenase
(COX), consequentemente inibindo a sintese de endoperoxidos ciclicos e
prostaglandinas, mediadores da resposta inflamatéria e hiperalgesia (Barnes e
Adcock, 1993, Dannhardt e Kiefer, 2001).

A COX-1 foi a primeira a ser caracterizada. Ela é expressa constitutivamente,

ou seja, esta presente nas células em condi¢des fisiologicas. A concentracdo
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desta enzima permanece praticamente estavel nos tecidos, com pequena
elevacdo de 2 a 4 vezes na sua expressdo em resposta & estimulacdo hormonal
ou de fatores de crescimento. JA a COX-2 é induzida em células expostas a
agentes pro-inflamatorios como as citocinas, fatores de crescimento e
endotoxinas. Apesar de ser primariamente induzida durante processos
inflamatorios, a COX-2 pode ser constitutiva no Sistema Nervoso Central € no rim
(Vane e Botting, 1995, Pairet e Engelhardt, 1996, Vane e Botting, 1996,
Dannhardt e Kiefer, 2001).

Outra isoforma de ciclooxigenase, COX-3, expressa uma sequéncia intron
retidos a partir da transcricdo de COX-1. Atualmente, uma hipétese sugere que
COX-3 apresenta o mesmo papel na sintese de PGs, em dultima analise,
regulacéo da dor e febre (Chandrasekharan et al., 2002, Botting, 2003).

PGs sao sintetizadas por acdo das enzimas COX atuando sobre &cidos graxos
essenciais. Estas PGs sdo mediadores da resposta inflamatoria e da nocicepcéo,
que atuam sensibilizando neurénios espinhais da dor. A sensibilizacdo diminui o
limiar de despolarizacdo dos nociceptores, tornando-o responsivo a uma
intensidade menor de estimulo. A inibicdo das PGs, por acdo de AINES, portanto,
produz analgesia.

Os opidides, que sdo potentes analgésicos de acao central e também
periférica, além de produzir sedacdo e hipnose, com tendéncia a produzir
dependéncia e tolerancia, agem nos mecanismos inibitérios descendentes, inibe
diretamente os terminais nociceptivos ou inibe as sinapses nociceptiva espinhais.
Atualmente a administracao sistémica de opidides permanece como 0 meio mais
efetivo de aliviar a dor severa em uma ampla gama de situacdes que incluem dor
aguda, inflamatoria persistente e neuropatica. Apesar do amplo espectro de acao
analgésica, o uso clinico dos opidides é limitado por efeitos colaterais, como
depressao respiratéria, constipacdo e dependéncia fisica. (Falkenberg, 2007)

Os anestésicos locais agem bloqueando os canais de sddio, impedindo o
surgimento do potencial de acdo. Desta forma elevam o limiar de excitabilidade,
alongam o periodo refratario efetivo e bloqueiam a despolarizacdo. Isto produz
bloqueio da conducgdo nervosa, tanto motora quanto sensorial. Os anestésicos
locais séo utilizados na dor aguda, por meio de infiltracées locais, mas podem ser
utilizadas de forma central com a injecdo por puncao lombar e infiltracdo por via

epidural ou subaracnéidea. Além disso, podem ser utilizadas também na dor
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crdnica, principalmente na dor neuropética, neste caso, utliza-se a via
endovenosa, bloqueio nervoso ou aplicacao local (Mao e Chen, 2000, Chestnut et
al., 2008).

Além destes, varios outros farmacos sdo usados como analgésicos,
particularmente para tratar dores neuropdticas, que respondem mal aos
analgésicos convencionais. Neste grupo estdo incluidos: antidepressivos
triciclicos como a imipramina e amitriptilina, que atuam no sistema nervoso central
inibindo a captura de noradrenalina e os antiepiléticos como a carbamazepina e
fenitoina que atuam sobre canais de sddio controlados por voltagem e a
gabapentina que age na subunidade a,0 do canal de célcio do tipo L.

Desta forma, ao longo dos anos, a importancia da busca de novos analgésicos
derivados de produtos naturais, especialmente plantas medicinais se acentua e
reside no fato de encontrar novas substancias que tenham boa poténcia e que
apresentem poucos efeitos adversos (Simdes, 2007).

A importancia histérica das substancias ativas obtidas das plantas como
protétipos para o desenvolvimento de medicamentos € representada pelo
surgimento de novos grupos de compostos, além de proporcionar a identificacéo
de uma nova possibilidade de tratamento terapéutico. As opg¢des de intervencdes
terapéuticas seriam muito escassas se ndo fossem a descoberta dessas
substéancias ativas provenientes de plantas medicinais (Simdes, 2007).

Para que possam ser preparadas monografias oficiais sobre plantas
medicinais € indispensavel estabelecer conhecimento botanico, agrondémicos,
quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos. Apenas apos estes estudos € possivel,
por questbes éticas e logicas, pensar em ensaios clinicos. Numa época em que
as exigéncias de seguranca, eficacia e qualidades estabelecidas pelas agéncias
regulamentadoras de medicamentos se tornaram mais rigidas, a permanéncia ou
entrada no mercado destes produtos estao relacionadas com o desenvolvimento
de estudos de tecnologias apropriadas para a producdo de extratos vegetais e,
especialmente, de ensaios clinicos (Simdes, 2002).

E estimado que cerca de 30% de todos os medicamentos modernos séo direta
ou indiretamente derivados de plantas. Outro aspecto importante deve-se ao
crescente interesse mundial nos ultimos anos do uso de fitofarmacos como
medicamentos complementares ou alternativos na prevencéo ou alivio de muitas

doencas. Nos Estados Unidos, 24% das prescricdes médicas utilizam um ou mais
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principios ativos derivados de plantas e 2,5% utilizam o seu extrato bruto (Calixto
et al., 1998).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), devido a pobreza e a
falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 70% a 80% da populacao
mundial que vive em paises em desenvolvimento depende essencialmente das
plantas medicinais como um primeiro tratamento de saude (Calixto, 2000).

As plantas medicinais desempenham, portanto, papel muito importante na
medicina moderna. Primeiramente porque podem fornecer farmacos
extremamente importantes, os quais dificimente seriam obtidos via sintese
quimica, como por exemplo, os alcaldides da Papaver somniferum e o0s
glicosideos cardiotbnicos da Digitalis spp. Em segundo lugar, as fontes naturais
fornecem compostos que podem ser levemente modificados, tornando-os mais
eficazes ou menos téxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais podem ser
utiizados como protétipos para obtencdo de farmacos com atividades
terapéuticas semelhantes a dos compostos originais (Robbers, Speedie, Tyler,
1996, citados por (Turolla, 2006).

Embora estes dados apontem beneficios do uso de plantas medicinais,
devemos tomar algumas precaucdes em relacdo ao seu uso, como é preconizado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A ANVISA orienta que 0s
cuidados em relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos (planta
medicinal industrializada) sejam 0s mesmos destinados aos outros
medicamentos. Assim preconiza: buscar informagdes com os profissionais de
saude; informar ao meédico qualquer reacao desagradavel que aconteca enquanto
estiver usando plantas medicinais ou fitoterapicos; observar cuidados especiais
com gestantes, mulheres amamentando, criancas e idosos; informar ao médico se
estd utilizando plantas medicinais ou fitoterapicos, principalmente antes de
cirurgias; adquirir fitoterapicos apenas em farmécias e drogarias autorizadas pela
Vigilancia Sanitaria; seguir as orientacdes da bula e rotulagem; observar a data de
validade — nunca tomar medicamentos vencidos; seguir corretamente os cuidados
de armazenamento; e desconfiar de produtos que prometem curas milagrosas.

Neste estudo, teremos como material de estudo para o desenvolvimento de
um potencial analgésico a Magnolia ovata. Para tanto, passaremos a uma

descricdo mais pormenorizada desta planta.
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2) Magnolia ovata

Magnolia ovata (A. St. - Hil.) Spreng, tem a seguinte classificacdo taxonémica
Reino: Plantae;

Divisdo: Magnoliophyta;

Classe: Magnoliopsida,;

Ordem: Magnoliales;

Familia: Magnoliaceae;
Subfamilia: Magnolioideae;
Género: Magnolia

Subgénero: M. subg. Magnolia
Secao: M. sect. Talauma
Subsecédo: M. subsect. Talauma
Espécie: Magnolia ovata

A figura 4 apresenta as caracteristicas desta planta.

Figura 4. Arvore, Flores e Frutos de Magnolia ovata

Magnoliaceae € uma familia de plantas dicotiledénea pertencente a ordem
Magnoliales. Inicialmente era composta por 12 géneros e cerca de 220 espécies.
Os maiores géneros eram: Magnolia (80 spp), Talauma (50 spp) e Michelia (45
spp), diferenciados por seus caracteres vegetativos, florais e frutiferos (Cronquist,
1981, Trinta e Santos, 1996). Atualmente a familia possui os seguintes géneros:
Liriodendron e Magnolia, os géneros Michelia, Talauma e demais géneros, foram
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incorporados ao género Magnolia na nova classificacdo (Callaway, 1994, Hunt,
1998, Law e Liu, 2004, Treseder, 1978).

Essa familia de plantas é largamente distribuida pelas regifes tropicais e
subtropicais da Asia e América. E uma familia de grandes arvores aromaticas,
com muitas espécies usadas na medicina popular (Cronquist, 1981). No Brasil o
género Magnolia é o unico nativo, com algumas espécies cultivadas como
ornamentais. Sao reconhecidas 4 espécies brasileiras: M. amazonica Ducke, M.
irwiniana G. Lozano-C., M. sellowiana St. Hil. e a M. ovata St. Hil. (Lozano-
Contreras, 1990).

A Magnolia ovata é uma arvore amplamente dispersa pelo pais, podendo ser
encontrada desde Goias até o norte do Rio Grande do Sul. Ocorre tanto em
regides de cerrado como de Mata Atlantica, mas sempre em areas alagadicas,
nas matas ciliares e florestas de galeria. A sua preferéncia por terrenos brejosos
rendeu-lhe os nomes populares de pinha-do-brejo, pinheiro-do-brejo, magndélia-
do-brejo e canela-do-brejo. Também é conhecida como baguacu, fruta-de-pau,
magnolia-branca, pau-palheta, avaguacu e pau-pombo. Floresce entre outubro e
dezembro, produzindo grandes flores brancas, aromaticas. Os frutos,
semelhantes a uma pinha, sdo secos e quando maduros, expdem as sementes,
atraindo um grande numero de passaros. Dessa forma contribui para a
manutencao da avifauna local. A madeira é clara e muito usada para a fabricacéo
de caixas. A exploracdo intensiva tem tornado essa espécie rara em algumas
regides, como a floresta ombréfila do Sul do pais. Por ser uma espécie pioneira
tem sido recomendada para o reflorestamento de matas ciliares degradadas
(Trinta e Santos, 1996, Lorenzi, 2000).

Existem relativamente poucos estudos quimicos com espécies de Magndlia.
Estes estudos mostram que o género é quimicamente bastante diversificado,
produzindo ligndides, terpendides, alcalbides e 6leo essencial (Tabela 2).



Tabela 2 — Resumo das classes quimicas de Magnolia spp
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Espécie Alcal6ides |Lignoides Oleo Referéncia
Terpendides |essencial

M. X X (Le Ray et al., 1989)

betongensis

M. gibi X (Dung et al., 1997)

M. X (Nonato et al., 1990)

gitingensis

M. gloriensis X (Haber et al., 2008)

M. hodgsoni X X (Talapatra et al,
1977)

M. X X (Bucay, 2002)

mexicana

M. obovata X X (Plantinet et al.,
1985); (Vieira et al.,
1998)

M. ovata X X X X (Hoffmann et al,
1977); (Stefanello e
Alvarenga, 1997);
(Stefanello et al,
2002);(Stefanello et

al., 2005)

Em algumas populagdes de M. ovata predominam neolignanas nas cascas

do tronco enquanto que em outras predominam sesquiterpenos (Stefanello,

2005).

Estudos farmacoldgicos também sdo escassos neste género. A espécie

mais estudada é M. mexicana, cujo uso como cardiotbnico tem sido comprovado

(Bucay, 2002). O extrato etandlico das folhas de M. hernandezii mostrou atividade
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antioxidante (Puertas et al., 2005). Sobre a M. ovata, além do trabalho pioneiro
sobre a suposta atividade antidiabética (Morato et al., 1989), ha um estudo sobre
a atividade antimicrobiana do 0Oleo essencial das folhas (Apel et al., 2006) e um
outro sobre a atividade inseticida do extrato em hexano dos galhos (Morato et al.,
1989, Coelho et al.,, 2006). Morato et al. demonstraram que as folhas néo
apresentam atividade antidiabética, mas mostrou que a planta possui atividade
colinérgica e elevada toxidez, relacionadas a presenca de alcaldides e saponinas.

As folhas de M. ovata St. Hil. (Magnoliaceae), sdo empregadas na
medicina popular contra diabetes e a casca do tronco é considerada febrifuga
(Mors et al., 2000). Compostos com ac¢do antiinflamatdria como sesquiterpenos,
alcaldides e neolignanas ja foram isolados da casca dessa espécie (Stefanello e
Alvarenga, 1997, Stefanello et al., 2002).

Das cascas do tronco de M. ovata derivam as lactonas sesquiterpénicas
costunolideo (1) e partenolideo (2), o sesquiterpeno ciclocolorenona (3), os
alcaldides anolobina (4) e xilopina (5), na forma acetilada (4° e 5%
respectivamente) e as neolignanas: acido diidroguaiarético (6), austrobailignana-6
(7), austrobailignana-5 (8), oleiferina-C (9), acetil-oleiferina-C (10), oleiferina-F
(11), acetil-oleiferina-F (12) e acetil-oleiferina-G (13) (Figura 5).



‘ 4-R=R;=H
O 4% — R= R, = COCHs
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6-R=H; R1 =R3=0Me; R, =R;=0H

7-R=H; R1- R, =0CH,0; R; = OMe; R;=0H

8-R:H; Rl-RzzRg-R4:OCH20

9-R:OH; R]_- R2:R3-R4:OCH20

10- R = OAc; Ri-R;=R3-R4= OCHzO

11- R=R4=0H; R1- R2 = OCH,0; R3 = Ome

12- R = OAc; R1- R, = OCH20; Rz = OMe; R4 = OH

13-R =H; R1:R2=R3=Ome; R4:OH

Figura 5. Substancias previamente isoladas das cascas do tronco de M. ovata.
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A partir do extrato etandlico das cascas de M. ovata, podem ser extraidos uma
fracdo por particdo com diclorometano e uma fracao rica em xilopina, obtida por
extracdo acida da fracado precedente. Como a xilopina € um composto instavel,
oxida-se com facilidade em condi¢cdes normais, foi realizada a conversdo da

xilopina em um derivado mais estavel: a N-acetil xilopina.
g i
o ‘ NH <o ‘ NCOCH;

OCHj3 OCHs

1 2

Figura 6. Estrutura quimica da xilopina (1), isolada de Magnolia ovata e N-acetil
xilopina (AXIL) (2).

Recentemente nosso grupo de pesquisas mostrou que o EEMO possui
atividade antiinflamatoéria e antipirética, confirmando assim o uso na medicina
popular como antipirética (Kassuya et al., 2009)

Pelo fato de varias substancias que possuem atividade antipirética
compartilharem o efeito analgésico, como é o caso dos AINEs, nés propusemos
estudar se a M. ovata (EEMO e AXIL) possui atividade analgésica, além da

atividade antipirética e antiinflamatoria ja descrita por Kassuya et al (2009).



23

3) OBJETIVOS

3.1) Objetivo Geral
Avaliacao da atividade antinociceptiva do EEMO e da AXIL, um derivado do
composto isolado (xilopina) de Magnolia ovata. Ainda, procuramos desenvolver os

estudos iniciais para a determinacao do possivel mecanismo de a¢do da AXIL

3.2) Objetivos Especificos
* Avaliar o efeito antinociceptivo do EEMO e AXIL, obtidos das cascas dos
troncos de M. ovata em modelos de nocicep¢do quimica (testes do acido

acético e formalina) em camundongos por tratamento sistémico;

* Avaliar o efeito antinociceptivo do EEMO e AXIL em modelo de nocicepcéo
térmica (modelo da placa quente) em camundongos por tratamento

sistémico;

* Avaliar o efeito antihiperalgésico do EEMO e AXIL em modelo de
hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina em camundongos por

tratamento sistémico;

* Avaliar o efeito do EEMO e AXIL sobre o desempenho motor de

camundongos;

* Avaliar o efeito local da AXIL na hiperalgesia mecanica induzida pela

carragenina em camundongos;

* Avaliar o(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido(s) no efeito
antinociceptivo da AXIL por administracdo local de mediadores
inflamatorios como: BK, IL-18, TNF-a, Prostaglandina E, (PGE-)),
Dopamina (DA) e CINC-1
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4) MATERIAL E METODOS

4.1) Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos suicos
machos (25-35 g) proveniente do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas e
mantidos em salas de aclimatacéo do Laboratorio de Inflamagéo, Dor e Febre do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Parana, em
temperatura (22 + 2 °C) e umidade controlada (60-80%), ciclo claro/escuro de 12
horas e com livre acesso a agua e ragcdo. Os animais foram retirados da sala de
aclimatacdo e mantidos no laboratério de experimentacdo para adaptacao por um
periodo de pelo menos 1 h antes do inicio dos experimentos e foram utilizados
somente uma vez em cada teste. Os experimentos foram conduzidos de acordo
com as orienta¢des para os cuidados com animais de laboratorio e consideracdes
éticas com o0s protocolos experimentais aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Parand (processo n°
23075.039372/2007-32, Nbr. 271). Além disso, o presente estudo foi realizado em
conformidade com as diretrizes atuais para os cuidados com os animais de
laboratério e orientacdes éticas para a investigacdo de dor experimental em
animais conscientes de acordo com (Zimmermann, 1983), seguindo as
orientacdes do Instituto Nacional de Saude (E.U.A.).

O numero de animais e a intensidade do estimulo nocivo foram os minimos

necessarios para mostrar os efeitos das drogas testadas.

4.2) Material Botanico, preparacdo do extrato, frac ionamento,
isolamento e identificacdo do composto ativo
Magnolia ovata A. St. Hil. (Magnoliaceae) foi coletada em Outubro de 2003
em Santos Dumont, Minas Gerais, Brasil. Uma exsicata foi depositada no
Herbério da Universidade de Sao Paulo (R. Mello-Silva, 2168).
A responsavel pela obtencdo do EEMO e também pelo isolamento,
separacéo e identificacdo da AXIL foi a Professora Dra Maria Elida A. Stefanello

do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana.
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Sucintamente, troncos secos e pulverizados de M. ovata (424 g) foram
extraidos a temperatura ambiente sucessivamente com hexano ou etanol. O
solvente foi removido sob baixa pressao, rendendo um extrato bruto em hexano
(1,5 g) e etanol (EEMO; 22,5 g).

Uma parte do EEMO (10,0 g) foi dissolvida em etanol:agua (1:1) e foi feito
uma particdo com diclorometano. A fase diclorometano foi separada e o solvente
evaporado, rendendo 1,54 g de residuo (fracéo diclorometano).

Da fracdo diclorometano, uma porcdo (1,00 g) foi dissolvida em
diclorometano e entdo realizada particio com 2% de &acido cloridrico. A fase
aquosa foi separada, basificada com hidroxido de aménia e feito nova particdo
com diclorometano. A fase organica, depois de removido o solvente, rendeu uma
mistura de alcaloides (0,067 g). Esta fracdo foi analisada por cromatografia de
camada delgada (CCD), usando placas de silica gel (Merck 0,25 mm) e
desenvolvida com diclorometano:metanol (3:0,5). A placa foi observada com luz
ultravioleta e os spots foram detectados com o reagente de Dragendorff. Quatro
spots foram observados (Rf = 0.47, 0.40, 0.31, e 0.23) usando o reagente de
Dragendorff. O espectro na Ressonancia Nuclear Magnética de Hidrogénio (*H-
NMR) foi realizado para esta fragdo. Andlises dos dados dos espectros e
comparacao com a literatura (Roblot et al., 1983), demostraram a xilopina (1)
(Figura 2) como o alcaldide em maior quantidade na mistura (fracdo rica em
xilopina ou F2).

Uma porcdo de F2 (0,050 g) foi acetilada com acido acético anidro e
piridina, seguindo um trabalho usual. O produto obtido (0,054 g) foi sujeito a
cromatografia de camada delgada e desenvolvido com
hexano:diclorometano:acetona (3:5:2), rendendo um p6 branco (0,0072 g), que foi
identificado por *H-NMR como AXIL (2) (Figura 2) por comparacdo com dados
prévios obtidos (Stefanello e Alvarenga, 1997) e avaliagdo da literatura (Nonato et
al., 1990). Este rendimento da AXIL foi utilizado para os calculos das doses a
serem utilizadas nos testes in vivo, enquanto que as doses de EEMO utilizados
foram baseadas em estudos anteriores (Kassuya et al., 2009).

N&do foi possivel isolar outros compostos, que foram provavelmente
decompostos durante o isolamento. O rendimento descrito acima foi usado para

calcular da faixa de dose de EEMO e AXIL usados nos experimentos in vivo.
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Espectros de NMR foram obtidos pelo espectrofotémetro Brucker (AC-200),
usando CDCI; (cloroférmio deuterado) como solvente e tetrametilsilano como

referéncia interna.

4.3) Modelos experimentais para avaliacdo da ativid ade

antinociceptiva

4.3.1) Teste das contor¢des abdominais induzidos pe  lo 4cido acético

Este teste permite avaliar a atividade antinociceptiva de substancias que
atuam em nivel central ou periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela
injecao intraperitoneal (i.p.) de &cido acético (0,8 % v/v) diluido em solucéo salina
(Sal, 0,9 % de NaCl). Grupos de camundongos foram pré-tratados por via
oral com EEMO (10-100 mg/kg), AXIL (0,015-0,15 mg/kg) ou indometacina (5
mg/kg, controle positivo) 1 hora antes da injecdo de solucdo de acido acético. O
grupo controle recebeu o0 mesmo volume do veiculo (Tween 80 0,1%, 10 mL/kg)
utilizado para diluir os extratos e compostos. ApGs a injecdo de acido acético os
camundongos foram colocados sob funis de vidro invertido com espelho ao fundo
e foram observados para a contagem do nimero de contor¢des cumulativamente
durante 20 minutos.

As contor¢des abdominais consistem na contragdo da musculatura abdominal
juntamente com a extensdo de uma das patas posteriores de acordo com 0

meétodo descrito anteriormente (Bentley et al., 1981).

4.3.2) Nocicepcao induzida pela formalina

Uma hora antes da inducdo da nocicepc¢ao induzida pela administracao de
formalina 2,5% na pata, os animais receberam por via oral o EEMO (100 mg/Kkg;
30 mg/kg ou 10 mg/kg), ou AXIL (0,15 mg/kg; 0,045 mg/kg ou 0,015 mg/kg), ou
somente veiculo (0,1% de Tween 80) (10 mL/kg).

O procedimento foi realizado conforme descrito por (Hunskaar et al., 1985).
Os animais foram colocados individualmente em plataformas de observacéo

transparentes (sob funil de vidro invertido com espelho ao fundo) por um periodo
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de adaptacdo de no minimo 20 min. Em seguida, cada animal recebeu uma
injecado intraplantar (i.pl.) contendo 20 ul de solucéo de formalina a 2,5 % (0,92 %
de formaldeido) na pata posterior direita. Logo apés a injecdo da formalina, os
animais foram colocados nas plataformas de observacdo. O comportamento
nociceptivo avaliado foi o tempo em que o animal permaneceu lambendo,
mordendo ou elevando a pata injetada com formalina. Este comportamento
nociceptivo foi observado durante 30 min, cronometrados de 5 em 5 minutos. Este
comportamento durante este periodo de observacdo é considerado indicativo de
nocicepcao. Este modelo € bifasico, o que permite avaliar duas fases de
sensibilidade dolorosa: a primeira fase (Fase 1), que ocorre durante 0os primeiros 5
min apos a injecdo de formalina, caracterizada pelo estimulo direto da formalina
no nociceptor (dor de origem neurogénica) e a segunda fase (Fase Il), que
consideramos ser o tempo entre 15 a 30 min apds a formalina, que representa a
resposta tonica a dor, acompanhada de uma resposta inflamatéria. Apenas a fase

inflamatoria esta relacionada a liberacdo de mediadores inflamatérios.

4.3.3) Hiperalgesia mecanica induzida pela carragenina (Cg )

Neste modelo, € necessaria a determinacdo do limiar mecanico basal, que
€ realizada com a avaliacdo do limiar nociceptivo por estimulagdo mecanica, no
dia anterior a realizagcdo do experimento, para determinar o limiar de sensibilidade
mecanica dos animais sem nenhum tratamento. No dia do experimento, 0s
animais foram tratados por via oral (v.0) com EEMO (10-100 mg/kg, v.0.), AXIL
(0,015-0,15 mg/kg, v.0.) ou veiculo (Veic, Tween 80, 0,1%) 1 hora antes da
injecédo i.pl de 20 pL (pata posterior direita) de carragenina (300 pg/pata).

Além do tratamento v.o0., grupos distintos de camundongos receberam na
pata ipsilateral a carragenina (pata posterior direita) a AXIL (0,03-300 ng/pata) ou
na pata contralateral (pata posterior esquerda, 3 ng/pata de AXIL) 30 minutos
antes da injecédo de carragenina. Neste protocolo utilizamos somente o0 composto
isolado, pois a mistura de compostos presentes no extrato bruto poderia causar
danos aos tecidos. A fim de avaliar se o efeito observado da administracdo do
composto foi local, excluindo a possibilidade de um efeito sisttmico. Em outro
protocolo administramos o composto isolado na pata contralateral aquela que

recebeu carragenina.
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A avaliagdo do limiar de sensibilidade mecéanica ou hiperalgesia foi
realizada pelo método de up and down (Chaplan et al.,, 1994), utilizando
filamentos de von Frey antes (basal) e ap0s a injecéo (1-4 horas).

Os camundongos foram colocados em caixas com uma das faces
transparente sobre uma plataforma com fundo de tela de arame, possibilitando o
acesso a pata traseira do animal dos filamentos de von Frey. Apds a climatizacéo
dos animais (em torno de 2 a 3h), foram utilizadas uma série de filamentos de
0,008 a 6,0 g aplicados em ordem crescente ou decrescente para determinar 50%
do limiar de retirada da pata (limiar 50%) (Dixon, 1991). O primeiro filamento da
série testado foi sempre o de 0,4 g na pata posterior direita. Eram realizadas 6
avaliacbes com intervalos de 10 segundos. A auséncia de resposta com um
determinado filamento levou a utilizacdo de outro filamento de maior massa e
assim sucessivamente. Havendo retirada ou lambida da pata pelo animal, um
filamento de menor massa foi aplicado ap6s um intervalo de 2 min. O limiar de
retirada da pata (50% do limiar) foi calculado de acordo com Dixon (Dixon, 1991),

Representada pela seguinte equacao:
Limiar 50% = 10 [log do dltimo filamento + (valor da tabela (Dixon, 1980) x 0,4)]

4.3.3.1) Estudo dos mecanismos dos efeitos antinociceptivos da N-acetil

xilopina

Para o estudo do(s) possivel(is) mecanismo(s) envolvido(s) no(s) efeito(s),
AXIL (3 ng/pata posterior direita) foi administrado 15 minutos antes da injecao dos
mediadores da resposta a dor inflamatéria que induzem nocicepcdo. Os
mediadores injetados na mesma pata em que foi injetada AXIL foram: BK (500
ng/pata); IL1B (0,5 pg/pata); TNF-a (1 pg/pata); PGE2 (100 pg/pata); DA (10
pg/pata); CINC-1 (100 pg/pata), (Cunha et al., 2008).

Como controle foi injetado na pata contralateral o veiculo na dose de 20ul

na pata. A avaliagdo da alodinia foi realizada 3 horas apds a administracdo dos
agentes nociceptivos (Cunha et al., 2008), utilizando o método descrito.
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4.3.4)Teste da placa quente

O teste da placa quente foi utilizado para avaliar o tempo de laténcia
sobre a placa aquecida de acordo com o método descrito anteriormente
por (Eddy e Leimbach, 1953), com algumas modificacdes. Neste
experimento, o aparelho de placa quente foi mantido a 54 = 1°C. Grupos de
camundongos foram tratados via oral com EEMO (30 mg/kg), AXIL (0,15
mg/kg) ou fentanil (100 pg/Kg s.c.) como controle positivo e, apés 1 hora
para o extrato ou AXIL ou 15 min para o fentanil, os animais foram
colocados em um cilindro de vidro com 24 cm de diametro, sobre a
superficie aquecida. O tempo decorrido entre a colocacdo do animal e o
aparecimento das reacbes de balancar ou lamber as patas, ou ainda de
subir na parede do cilindro foi registrado e considerado como indice de
laténcia. Um tempo maximo de 30 s foi utilizado para prevenir possiveis
danos teciduais (tempo de corte). Cada animal foi testado antes da
administracdo das drogas a fim de obter uma resposta basal (laténcia
basal) e foram utilizados somente animais que responderam a placa dentro

de 15 segundos.

Os valores de tempo de laténcia foram dados em % MPE (% Maximo

de Efeito Possivel), calculados de acordo com a seguinte equacao:

%MPE = (laténcia pés-droga — laténcia basal/tempo de corte -
laténcia basal) X 100

4.4) Efeito sobre o desempenho motor (“rota-rod”)

A avaliacdo do desempenho motor permite uma interpretacdo mais acurada
dos resultados obtidos nos testes para determinacdo da atividade antinociceptiva.
Portanto, drogas que promovem relaxamento ou sedacéo alteram o desempenho
motor e podem interferir na resposta, sem serem necessariamente
antinociceptivas.

Esse teste foi desenvolvido de acordo com o método de (Dunham e Miya,
1957) e o desempenho motor do animal foi medido no aparelho “rota-rod” (mod.
DS 37; Ugo Basille). Foram utilizados trés grupos contendo de 8 a 10

camundongos, sendo computado o tempo basal de permanéncia (em segundos)
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na barra giratéria de, no maximo, 3 minutos (tempo de corte). Uma hora antes do
teste, um grupo de animais recebeu veiculo (Veic; 10 mL/kg; v.0.), um grupo
controle positivo foi tratado com Diazepam (5 mg/kg; s.c. 15 min antes do teste) e
0s outros grupos de animais receberam EEMO (100 mg/kg; v.0.), ou AXIL (0,15
mg/kg v.0.). O tempo foi cronometrado imediatamente apds a administracdo das
substancias aos animais (tempo zero), avaliando-se a ocorréncia de mudancas
em seu desempenho motor. O resultado foi dado pela média de tempo em

segundos de permanéncia de cada grupo no aparelho.

4.5) Drogas e Reagentes
Carragenina, indometacina, fentanil, diazepam, prostaglandina E,, bradicinina,
cloridrato de dopamina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO -
E.U.A)). Interleucina-13, Fator a de necrose tumoral, CINC-1 foram adquiridos da
R & D Systems, E.U.A. Formalina foi adquirida da Merck Sharp & Dohme. O
restante dos sais e compostos foram adquiridos de companhias com comprovada
certificacdo de qualidade e eram de grau analitico.

4.6) Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + Erro Padrao da Média
(EPM), exceto para os valores das Dlsp (dose do extrato etandlico necessérias
para reduzir em 50% as respostas nociceptiva em relacédo ao grupo controle) que
foram representados como a média geomeétrica acompanhada de seu respectivo
intervalo de confianga de 95%. Os dados foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Valores de P menores
do que 0,05 (P < 0,05) foram considerados como indicativos de significancia. A
concentracdo dos compostos que produziu 50% do efeito maximo (Dlsp) foi obtida
por calculos a partir da regressao linear no programa GraphPad Prism Software,
San Diego, CA, U.S.A.
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5) RESULTADOS

5.1) Efeitos da EEMO e AXIL nas contor¢gbes abdomina is induzidas

pelo acido acetico.

Os resultados descritos na Figura 7 demonstram que o acido acético
induziu um aumento significante no numero de contor¢cbes abdominais nos
camundongos (aproximadamente 40-50 contorgbes em 20 min) quando
comparado com animais que receberam veiculo/salina. A administracao v.o. de
EEMO (10-100 mg/kg 1 hora antes) inibiu de maneira dose-dependente o nimero
de contor¢cdes abdominais em camundongos. Foi calculado um valor de IDsg
(dose inibitéria média) (limite de confianca 95%) de 18,7 (7,15-48,85) mg/kg e
uma inibicdo maxima de 91+ 9%. De uma forma similar, a administracdo oral de
AXIL (0,015-0,15 mg/kg) inibiu as contor¢cbes abdominais induzidas pelo acido
acético com inibicdo maxima de 50 = 11,2%. A indometacina, droga utilizada
como controle positivo inibiu 54 + 16% na dose de 5 mg/kg o namero de

contor¢cdes abdominais.
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Figura 7. Efeito do EEMO (A) e da AXIL (B) nas contorcbes abdominais em
camundongos induzidas pelo acido acético. Os animais receberam EEMO (10-
100 mg/kg), AXIL (0,015-0,15 mg/kg), indometacina (Indo, 5 mg/kg) ou veiculo
(Veic) por via oral 1 h antes de receber solucado de acido acético 0,8% ou salina
(Sal) por via i.p. As barras representam a média + E.P.M. do numero de
contor¢cdes abdominais avaliados em 20 min (6 a 8 animais/grupo). Os dados
foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste
de Newman Keuls. Os simbolos acima das barras mostram as diferencas
significativas em comparacdo com o grupo Veic/Sal (# p<0,001) ou com em

relacéo ao grupo Veic/Acido acético (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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5.2) Efeitos do EEMO e AXIL na nocicepcéo induzida  pela formalina

Os resultados descritos na Figura 8 demonstram que a formalina induz
comportamento nociceptivo aferido como tempo de lambida e elevacdo da pata
por aproximadamente 100 segundos na primeira fase - neurogénica (primeiros 5
minutos apos aplicacdo de formalina) e aproximadamente 200 segundos na
segunda fase - inflamatoria (de 15 a 30 minutos apds a injecdo de formalina)
guando comparado com 0s animais que receberam veiculo/salina.

As Figuras 8A e 8C mostram o curso temporal do efeito do tratamento dos
animais com EEMO e AXIL, respectivamente, no comportamento nociceptivo
induzido por formalina. Os resultados cumulativos de cada tratamento (EEMO e
AXIL) também sdo mostrados logo abaixo, separadamente em fase | (0-5 min) e
em fase Il (15-30 min).

As figuras 8B e 8D mostram que EEMO (10-100 mg/kg, v.0.) e AXIL (0,015-
0,15 mg/kg, v.0.), respectivamente, inibiram de forma significativa a fase
inflamatoria (Fase 1) da nocicepc¢éo induzida pela formalina com inibicdo méxima
de 87 + 4% para EEMO e 71 + 10% para AXIL. Nao houve diferenca significativa
na fase neurogénica (Fase |) entre os grupos EEMO ou AXIL quando comparados

ao grupo controle.
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Figura 8. Efeito do tratamento oral dos animais com EEMO e AXIL sobre o
comportamento nociceptivo induzido por formalina. Camundongos foram tratados
com EEMO (10-100 mg/kg), AXIL (0,015-0,15 mg/kg) ou Veic (Tween 80 0,1%) e
receberam injecao i.pl. de 2,5% de solucdo de formalina ou Sal depois de 1 hora.
As figuras A e B mostram o curso temporal do comportamento nociceptivo (tempo
de lambida e elevacdo da pata em s) a formalina frente aos diferentes tratamentos
com EEMO (A) e AXIL (C). Abaixo de cada figura, a representacdo cumulativa do
tempo em que 0s animais apresentaram o comportamento nociceptivo na fase | e
Il para 0 EEMO (B) e AXIL (D). Os pontos e as barras representam a média +
E.P.M. de grupos de 6 a 12 animais. Os dados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Os simbolos
acima das barras mostram as diferencas significativas em comparagdo com o
grupo Veic/Sal (# p<0,001) ou com em relacdo ao grupo Veic/formalina (*p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001).
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5.3) Efeitos de EEMO e AXIL na hiperalgesia mecéanic a induzida pela

carragenina

Na Figura 9 observamos que o limiar de sensibilidade basal dos animais
fica em torno de 600 a 800 mg (limiar mecanico 50% aferidos com filamentos de
von Frey). ApGs a injecdo de carragenina esse limiar de sensibilidade é reduzido
para aproximadamente zero nos animais que receberam veiculo/salina.

A injecao i.pl. de 20 uL de carragenina (300 pg/pata) induziu a reducao de
98 + 1% no nivel do limiar mecanico nociceptivo (Figura 9) 3-4 horas apos sua
injecdo (Cunha et al., 2008). A administracdo oral de EEMO (100 mg/kg) e AXIL
(0,15 mg/kg) foi capaz de inibir a hiperalgesia mecanica induzida pela
carragenina. A inibicao foi de 40 = 6% para EEMO e 82 + 8% para AXIL (Figuras

9A e 9B, respectivamente).
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Figura 9. Efeito da EEMO (A) e AXIL (B) na alodinia induzida pela carragenina
em camundongos. O limiar mecanico 50% foi avaliado para cada animal (basal)
em seguida os animais receberam por v.o. EEMO (100 mg/kg), AXIL (0,15 mg/kg)
ou Veic (Tween 80 0,1%). Depois de 1 hora, os camundongos receberam injecéo
i.pl. de carragenina (300 pg/pata), e o limiar mecanico 50% foi avaliado depois de
4 horas utilizando filamentos de von Frey. Cada barra representa a média +
E.P.M. de 6 a 12 animais. Os dados foram avaliados por anélise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Os simbolos acima das
barras mostram as diferencas estatisticas em comparacdo como grupo basal (#
p<0,001) ou com o grupo Veic/Carragenina (*p<0,05, **p<0,01).
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5.4) Efeito da injecéo local de AXIL na hiperalgesi a induzida pela

carragenina

O tratamento i.pl. com AXIL (injecdo na pata direita 0,03-300 ng/pata)
também reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica induzida pela
carragenina (Figura 10A e 10B) principalmente entre 3 e 4 horas depois da
injecdo da carragenina. A InibicAo maxima observada foi de 119,5 + 24% em 3
horas e 81 + 7% em 4 horas.

Adicionalmente quando AXIL foi administrada na pata contralateral a
injecdo de carragenina (na pata esquerda na dose efetiva de 3 ng/pata), nenhum
efeito de inibicdo da hiperalgesia mecéanica induzida pela carragenina foi
observado, ao contrario da reducdo da hiperalgesia observada quando da

administracdo na pata ispsilateral (pata direita) demonstrada na Figura 10C.
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Figura 10. Efeito da administracdo local de AXIL na hiperalgesia induzida por
carragenina em camundongos. O painel A mostra a curva tempo-resposta da
administracao de AXIL nas doses de 0,03-300 ng/pata. O painel B representa os
animais que receberam AXIL (0,03-30 ng/pata) ou Veic 15 minutos antes da
injecdo i.pl. de carragenina (300 pg/pata). As colunas mostram os efeitos das
diferentes doses de AXIL na hiperalgesia induzida pela carragenina em
camundongos 3 horas apos injecdo de carragenina. No painel C, os animais
receberam AXIL (3 ng/pata) ou veiculo na pata direita (ipsilateral) ou na pata
esquerda (contralateral a aplicacdo de carragenina) na mesma dose. Depois de
15 minutos receberam carragenina (300 pg) na pata direita. Cada coluna
representa a média + E.P.M. de 6-8 animais. Os dados foram avaliados por
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls.Os
simbolos acima das colunas denotam a diferenca estatistica em comparacao com
0 grupo basal (# p<0,001) ou com o grupo Veic/Carragenina (**p<0,01,
***n<0,001).
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5.5) Efeito do tratamento com EEMO e AXIL no teste  da placa quente e

no desempenho motor (“rota-rod”)

Os resultados na Figura 11A mostram que EEMO e AXIL, administrados
por v.0., na mesma dose que inibiram a nocicepcédo (100 mg/kg e 0,15 mg/kg
respectivamente) ndo produziram aumento no tempo de laténcia sobre a placa
aguecida a 54T, ou seja, ndo apresentou nenhum efeito analgésico, quando
comparado com o grupo de animais tratados com veiculo. Diferente do controle
positivo, fentanil (administrado pela via s.c.) que apresentou aumento significativo
na % MPE comparado com 0s animais tratados com veiculo (Figura 11A).

De forma semelhante EEMO e AXIL, administrados por v.0. (has mesmas
doses de inibicdo da nocicepcédo: 100 mg/kg e 0,15 mg/kg respectivamente) ndo
afetaram de forma significativa o desempenho motor dos animais testados,
guando comparados com 0s animais que receberam apenas veiculo (grupo
controle) (Figura 11B). Em contrapartida, os animais do grupo controle positivo,
que receberam diazepam (5 mg/kg s.c.) reduziram de forma significativa a

coordenacao motora no teste do rota-rod (Figura 11B).
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Figura 11. Efeito do tratamento oral com EEMO e AXIL no teste da placa quente

(A) e teste do rota-rod (B) em camundongos. Os camundongos foram tratados
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com EEMO (100 mg/kg, v.0.), AXIL (0,15 mg/kg v.0.) ou Veic e submetidos a

estes testes depois de 1h. O grupo controle positivo recebeu fentanil (100 pg/kg

S.C. 15 minutos antes do teste) no teste de placa quente ou diazepam (5 mg/kg

S.C. 15 minutos antes) no teste do rota rod. Cada coluna representa a média +

E.P.M. de 6-12 animais. Os dados foram avaliados por analise de variancia

(ANOVA) de uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Os simbolos acima da

barras denotam a diferenca significativa estatisticamente em comparacdo com o

grupo basal e os grupos tratados com as drogas ou com o veiculo (**p<0,01,

+xn<0,001).
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5.6) Efeito do tratamento com AXIL local na hiperal  gia mecanica

induzidas por BK, TNF- a, IL-18, e PE-G2

Os resultados na Figura 12 mostram o efeito da AXIL administrada
localmente (3 ng/pata) ou Veiculo (20 pL/pata) 15 minutos antes da administracao
de varios mediadores inflamatorios e nociceptivos e na hiperalgesia mecanica
depois de 3 horas.

O limiar de sensibilidade basal dos animais foi de aproximadamente 600
mg (limiar mecanico 50% aferidos com filamentos de von Frey). ApOs a injecao
ILpl. do mediador houve diminuicAo do limiar de sensibilidade para
aproximadamente 100mg para a BK e IL-13 (Figura 12A e 12C, respectivamente),
150mg para o TNF-a (figura 12B),para 200 mg para a PGE; (Figura 12D) ou seja,
BK, TNF-qa, IL-18 e PGE:; i.pl. induzem hiperalgesia mecanica que € observada
pela diminuicdo do limiar de sensibilidade.

Na Figura 12A observamos uma reducéo significativa da hiperalgesia
mecanica pela AXIL (3 ng/pata) administrada 15 min antes da administragao de
BK (500ng/pata), com uma inibicdo méaxima de 99,94 + 3,3%. A Figura 12B
mostra uma reducdo de 64,47 + 16% na nocicepcao induzida pelo TNF-a
(1pg/pata) pela administracéo i.pl. de AXIL 3 ng 15 minutos antes do mediador. A
Figura 12C refere-se a inibicdo da nocicepcao induzida pela IL-13 (0,5 pg/pata) 15
min antes da aplicacdo de AXIL 3 ng/pata, com inibicdo maxima de 83,41 + 4,1%.
E a Figura 12D mostra a inibicdo da hiperalgesia mecéanica induzida pela PG-E;
(100ng/pata) aplicada 15 min depois da AXIL (3 ng/pata), mostrando uma inibicdo
méxima de 81,1 + 11,5%.
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Figura 12. Efeito do tratamento local com AXIL 3 ng ou veiculo 15 min antes de
BK (500 ng/pata) (A); TNF-a, 1 (pg/pata) (B); IIL-18 (0,5 pg/pata) (C); e PG-Ey,

(100 ng/pata) (D). O limiar de hiperalgesia mecanica 50% foi avaliado 3 horas

depois. Cada coluna representa a média + E.P.M. de 6-12 animais. Os dados

foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste

de Newman Keuls. Os simbolos acima das barras denotam o nivel de

significAncia em comparacdo com o0 grupo veiculo- tratado (**p<0,05 e

***p<0,001) e # indica a diferenca em relacdo ao basal.
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5.7) Efeito do tratamento com AXIL local na hiperal  gesia mecanica

induzidas por CINC-1 e DA.

Na Figura 13 observamos que o limiar de sensibilidade basal dos animais
foi de aproximadamente 600 mg (limiar mecéanico 50% aferidos com filamentos de
von Frey). Apés a injecéo i,pl. de CINC-1 ou DA houve diminuicdo do limiar de
sensibilidade para aproximadamente 100 mg ( Figura 13A e 13B), em animais
tratados com o veiculo i.pl., ou seja, CINC-1 e DA induziram hiperalgesia
mecanica em camundongos, 0 que € observado pela reducdo do limiar de
sensibilidade.

A Figura 13 demonstra que o tratamento local com AXIL 3ng ndo modificou
a hiperalgesia mecanica induzidas por CINC-1 (100 pg/pata) nem por DA (10
pg/pata), quando aplicado 15 minutos antes dos mediadores e o limiar de

sensibilidade aferido apds 3 horas.
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Figura 13. Efeito do tratamento local com AXIL 3 ng ou veiculo 15 minutos antes
de CINC-1 100 pg/pata (A) e DA 10 pg/pata (B). O limiar de hiperalgesia
mecanica foi avaliado 3 horas apds. Cada coluna representa a média + E.P.M. de
6-12 animais. Os dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida do teste de Newman Keuls. Os asteriscos denotam o nivel de
significancia em comparacdo com o grupo Veiculo-Tratados (**p<0,05 e

***n<0,001) e # indica a diferenca em relacéo ao basal.
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6) DISCUSSAO

No presente estudo demonstramos que o tratamento oral de camundongos
com extrato etandlico das cascas do tronco de M. ovata (EEMO) reduziu a
nocicepcao induzida por acido acético, formalina e também reduziu a alodinia
mecanica induzida pela carragenina intraplantar. O derivado semisintético AXIL,
produzido pela acetilacdo da xilopina isolada deste extrato da M. ovata, também
mostrou atividade antinociceptiva quando administrado tanto por via oral quanto
localmente. Ambos, EEMO e AXIL foram inefetivos em alterar o tempo de laténcia
sobre a placa aquecida e também ndo modificaram o desempenho motor dos
animais em doses que reduziam a nocicepcao. Além disso, é bastante provavel
que a N-acetil xilopina esteja atuando principalmente perifericamente, nao
envolvendo agdes centrais uma vez que a injecdo na pata ipsilateral produziu
analgesia e este resultado foi corroborado pelos resultados do teste da placa
quente e rota-rod. Essa acdo analgésica ocorreu essencialmente no componente
dependente de prostaglandinas da sensibilizacdo periférica de nociceptores, por
ter inibido a alodinia induzida por bradicinina, TNF-a, IL-13 e PGE2, mas nao no
componente simpatico, pela ndo inibicdo da alodinia induzida por CINC-1 e DA
em modelos experimentais em camundongos.

As cascas do tronco de M. ovata sao usadas na medicina popular como
antipirético enquanto que as folhas sdo consideradas Uteis contra diabetes (Mors
et al., 2000). O uso popular como antidiabético ndo foi comprovado a partir do
extrato bruto de folhas da M. ovata. Nenhum efeito hipoglicemiante,
normoglicemiante ou hiperglicemiante foi observado em ratos diabéticos (Morato
et al., 1989). Em contrapartida, o 6leo essencial extraido de folhas mostraram
atividade antibacteriana (Apel et al., 2006). O extrato de cascas dos troncos
mostrou atividade inseticida (Coelho et al., 2006). Recentemente nosso grupo de
pesquisas mostrou que o extrato etandlico de M. ovata (EEMO) possui atividade
antiinflamatoria e antipirética. Este efeito, em parte, se deve a presenca de
costunolidio no extrato, confirmando assim o uso na medicina popular como

antipirética (Kassuya et al., 2009).
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Pelo fato de varias substancias que possuem atividade antipirética
compartilharem o efeito analgésico, como é o caso dos antiinflamatérios néo
esteroidais (AINEs), nds propusemos estudar se a M. ovata (EEMO) possui
atividade analgésica, além da atividade antipirética e antiinflamatoria ja descrita
por Kassuya et al. em 2009.

Para tanto, foram utilizados alguns modelos experimentais de nocicepgao.
Existem varios modelos de nocicepcdo em animais de laboratério que estdo
disponiveis para verificar a atividade analgésica de extratos e compostos.
Entretanto, esses modelos possuem caracteristicas especificas que devem ser
consideradas, entre elas: simplicidade, sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade, validade dos resultados obtidos e a possibilidade da correlacéo
com estudos clinicos (Dickenson e Besson, 1997).

Para iniciar o estudo da atividade antinociceptiva, optamos pelo modelo das
contor¢des abdominais induzidas pela injecdo i.pl. de &cido acético. Este modelo
€ relativamente simples, mas possui pouca especificidade, ou seja, apresenta
falsos positivos com frequéncia. E um experimento rapido, de facil observacéo e
com boa sensibilidade para varias drogas analgésicas e AINEs, bem como para
drogas semelhantes & morfina e de acdo central. Além disso, os resultados
obtidos neste modelo com as diversas classes de analgésicos apresentam boa
correlacdo com a acdo analgésica em modelos pré-clinicos e estudos clinicos
(Siegmund et al., 1957, Koster et al., 1959, Bentley et al., 1981). O que reforca a
confiabilidade dos nossos resultados.

O acido acético atua indiretamente liberando mediadores endégenos como a
bradicinina, serotonina, histamina e prostaglandinas, que estdo envolvidos na
modulacdo da nocicepcdo. A nocicepcao induzida pelo acido acético também
depende da liberacdo de citocinas como IL-13, TNF-a e IL-8 pelos macréfagos e
basofilos residentes na cavidade abdominal, que em conjunto com outros
mediadores induzem a nocicep¢do deste modelo (Whittle, 1964, Ribeiro et al.,
2000).

EEMO foi potente em inibir as contor¢gbes abdominais, quando comparado
com a acao de outros extratos de plantas usando metodologia similar. Por
exemplo, foram encontrados valores de IDsp variando entre 72 e 700mg/kg v.o.
em trabalhos prévios de extratos de plantas como Polygala cyparissias,

Rosmarinus officinalis L., Drimys winteri, e Stachytarpheta cayennensis (de
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Campos et al.,, 1997, Mendes et al., 1998, Mesia-Vela et al., 2004, Gonzalez-
Trujano et al., 2007). Estes valores estdo acima dos encontrados para EEMO que
foi de 18,7 (7,15-48,85) mg/kg, sugerindo que o potencial efeito analgésico desta
planta deve ser considerado e o estudo deveria ser estendido. Xilopina e AXIL
estdo entre os primeiros compostos que isolamos da M. ovata. Entretanto, quando
testamos para a atividade antipirética, estes compostos nao foram efetivos em
bloquear a resposta febril induzida pelo lipopolissacarideo ou o edema de pata
induzido pela carragenina. Por outro lado, encontramos o costunolideo, outro
composto isolado, que possui potente atividade antipirética e antiinflamatoria
(Kassuya et al., 2009).

Testes preliminares com a fracao rica em xilopina (F2, descrita nos métodos)
mostraram potente atividade analgésica (dados ndo mostrados). Entdo, decidimos
purificar este alcal6ide e produzir uma preparacdo mais estavel, uma vez que a
xilopina é muito instavel, se oxidando rapidamente no ambiente. Obtivemos, desta
forma, a N-acetil xilopina (AXIL). A AXIL também apresentou reducao significativa
no numero de contor¢cdes abdominais da nocicepcéo induzida pelo acido acético
(Fig 7).

Embora o EEMO e AXIL tivessem mostrado efetividade no teste das
contor¢cdes abdominais, pelo fato deste modelo possuir pouca especificidade, &
comum a ocorréncia de falsos positivos neste teste. Entdo, decidimos avaliar o
extrato e o composto isolado utilizando outros modelos de nocicepgao, como o da
formalina e da hiperalgesia mecanica.

O teste de nocicepcao pela formalina € um ensaio inflamatério que envolve
caracteristicamente respostas comportamentais que envolvem a organizacao
supraespinhal. E um modelo bifasico de resposta nociceptiva, consiste na
aplicacéo i.pl. de solucdo de formaldeido na pata posterior do animal. Esta injecédo
desencadeia intensa nocicep¢ado por estimulo direto dos nociceptores (Fase | —
dor neurogénica) e posterior sensibilizacdo dos nociceptores (Fase Il — dor do tipo
inflamatoria) (Hunskaar et al., 1985, Hunskaar e Hole, 1987).

A primeira fase (Fase |) de nocicepc¢ao inicia-se imediatamente apds a inje¢cédo
da formalina, e se estende pelos primeiros 5 minutos, entendida como sendo
devido a estimula¢do quimica direta dos nociceptores (Dubuisson e Dennis, 1977,
Hunskaar et al., 1985) e estd associada a liberacdo de amino&cidos excitatérios,

oxido nitrico, substancia P e outros. Existem estudos mostrando que a formalina
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atua diretamente sobre receptores TRPA1 (Receptor de potencial transitorio com
dominios anquirina 1), membro de uma familia de canais catiénicos TRP (receptor
de potencial transitério), expresso em um subgrupo de neurbénios do ganglio da
raiz dorsal, co-localizados com receptores TRPV1 (receptor de potencial
transitorio vaniléide 1). (McNamara et al.,, 2007, Mogil, 2009). TRPAL1 pode ser
ativado com temperatura de 17<C, enquanto TRPV1 é ativado por temperaturas
acima de 43 e também pela capsaicina, um composto das pimentas vermelhas
(McKemy et al., 2002, Story et al., 2003).

Ja a segunda fase (Fase Il), ocorre nos minutos subsequentes (consideramos
entre 15 e 30 minutos) apos a injecdo da formalina e esta relacionada a liberacéo
de diversos mediadores pro-inflamatorios entre eles: bradicinina, histamina,
substancia P, serotonina e prostaglandinas, que interagem com seus respectivos
receptores para manifestacdo do efeito nociceptivo caracteristico (dor
inflamatoria) (Hunskaar et al., 1985, Hunskaar e Hole, 1987, Correa e Calixto,
1993, Damas e Liegeois, 1999). A dor inflamatoria esta associada a sensibilizacao
de nociceptores que compde esta via nociceptiva, levando a sensacéo dolorosa
em resposta tanto a estimulos nocivos (hiperalgesia) quanto aos ndo nocivos
(alodinia).

Os resultados mostram que o EEMO e AXIL produzem antinocicepg¢ao contra
a fase inflamatéria da formalina (Fase Il), mas ndo contra a fase de dor
neurogénica (Fase 1). Considerando estes resultados e supondo que EEMO e
AXIL estejam atuando na sensibilizacdo de nociceptores, prosseguimos com o0
estudo da atividade analgésica desta planta testando o modelo da alodinia
mecanica induzida pela carragenina.

A carragenina € um coloide obtido por extracdo em fase aquosa a partir de
algas das familias Gigartinaceae, Solieriaceae, Hypneaeceae e Furcellariaceae
da classe Rhodophyceae (algas vermelhas). A administracdo desta substancia
em patas dos animais promove intensa vasodilatacdo e extravasamento
plasmatico pela liberacdo de mediadores que contribuem também para a intensa
migracdo celular ao sitio inflamatoério (Crunkhorn e Meacock, 1971, Henriques et
al., 1987). A carragenina induz uma hipernocicepcédo mecéanica em camundongos,
que inicia a liberacdo de uma cascata de citocinas: TNF-a, IL-1B, PGs, KC e SA,

gue sao responsaveis pela sensibilizacdo do nociceptor (Cunha et al., 2005).
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A liberacdo destes diversos mediadores promovido pela injecdo da
carragenina sensibiliza os nociceptores levando a sensacdo dolorosa apos o
estimulo ndo nocivo (alodinia) da aplicacdo dos filamentos de Von Frey na pata
inflamada. Isto constitui a base do teste da alodinia mecéanica que foi utilizada no
presente estudo, modelo descrito por Chaplan et al, 1994 (Dixon, 1991, Chaplan
et al., 1994, Sandkuhler, 2009).

Os resultados que mostram que o EEMO e AXIL produzem antinocicepcéo na
fase inflamatéria da formalina reforcam o efeito inibitério da alodinia mecéanica
induzida pela carragenina produzida pelo extrato e pelo composto. Uma vez que a
carragenina induz um processo inflamatério local intenso, que é responsavel pela
sensibilizacdo dos nociceptores.

Levando em consideracdo os dados descritos acima, estes resultados
sugerem que EEMO e principalmente AXIL estejam agindo por alteracdo no
processo de sensibilizacdo de nociceptores (um fendmeno comum durante a
resposta inflamatodria) por bloqueio da ativacédo e sensibilizacdo de nociceptores
pelo EEMO e da sensibilizacdo pela AXIL. A inibicho da segunda fase da
formalina (fase inflamatoéria) e da alodinia induzida pela carragenina pela AXIL,
juntamente com resultados prévios de evidéncias de que a xilopina inibe a
agregacao plaquetaria (Chen et al., 1996a, Chen et al.,, 1996b) podem também
sugerir que esta droga possui um mecanismo de acdo similar as drogas AINEs.
No entanto, como mencionado anteriormente, resultados preliminares também
indicaram que AXIL era ineficiente em produzir a reducdo do edema causado pela
carragenina e também ineficaz em reduzir a febre induzida pelo lipopolissacaridio,
respostas que sdo blogueadas por AINEs (Menezes-de-Lima et al.,, 2006)
sugerindo que a inibicdo da sintese de prostaglandinas n&o seria o principal
mecanismo de acdo desta substancia.

Pelo fato de AXIL (0,15 mg/kg, v.0.) promover uma completa inibicdo da
alodinia induzida pela carragenina e da nocicepc¢ao induzida pela formalina e o
fato da anélise *H-NMR da fracdo de alcal6ides ter mostrado que o componente
em maior quantidade em F2 é a xilopina, sugerem que a acdo analgésica
apresentada por EEMO é, pelo menos em parte, devido a presenca deste
alcaldéide. A comparacdo da poténcia da xilopina original com AXIL seria
interessante, mas ndo pode ser realizada, pois a xilopina pura € instavel e se

oxida muito rapidamente. Portanto, enfatizamos que o derivado AXIL pode ser a
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melhor escolha por ser a forma mais estavel. Além disso, mencionamos
anteriormente que a fracdo rica em xilopina recentemente preparada foi
imediatamente testada, mostrando efeito similar em doses comparaveis.

Outro ponto interessante a ser considerado € que AXIL pode estar agindo
perifericamente na sensibilizagdo de fibras nociceptoras. A primeira evidéncia
deste efeito periférico reside no efeito analgésico da AXIL quando injetada
localmente. Mostramos que a injecéo local em doses bem baixas (0,3 a 30 ng) na
pata também reverte a diminuicdo do limiar de nocicep¢cdo mecanico induzido
pela carragenina. O efeito local de AXIL foi confirmado com o tratamento da pata
contralateral a aplicacdo de carragenina e a nao observacdo da reducdo da
nocicepcao. Estes resultados, em conjunto, sugerem que AXIL age localmente na
reducado da sensibilizacdo de fibras nervosas nociceptivas.

Em adicdo, para avaliar se EEMO e AXIL sao eficazes em produzir
antinocicepgdo em modelos de estimulos nocivos térmicos, testamos o modelo da
placa quente, inicialmente descrito por Woolfe e Macdonald, 1994 e
posteriormente modificado por Eddy e Leimback, 1953. Este modelo é sensivel
para drogas que atuam centralmente (atuacdo no SNC — medula espinhal e
enceéfalo). Utilizando este teste é possivel determinar a hiperalgesia térmica. Além
disso, este modelo é utii na pesquisa de drogas analgésicas (Woolfe e
Macdonald, 1944, Eddy e Leimbach, 1953, Carter, 1991).

O modelo da placa quente caracteriza-se por produzir resposta rapida ao
estimulo nocivo, mediada pela ativacdo de nociceptores (fibras C e Ad). As fibras
nociceptoras séo ativadas apo0s a ativacdo dos receptores vaniloides, que sdo
responsaveis pela resposta ao aumento da temperatura (Dickenson e Besson,
1997, Julius e Basbaum, 2001).

Nem EEMO, nem AXIL foram capazes de alterar o tempo de laténcia sobre a
placa aquecida nas mesmas doses em que reduziram as contor¢des, a
nocicepcao da formalina e a hiperalgesia mecanica, sendo este mais um indicio
de que o extrato e o composto estejam agindo perifericamente e ndo no sistema
nervoso central.

Um viés nos estudos de substancias analgésicas que deve ser descartado é a
alteracdo no desempenho motor produzidas por algumas substancias, que pode
ser erroneamente avaliada como acdo analgésica, uma vez que a maioria dos

modelos experimentais utilizados avalia uma alteragdo no comportamento motor
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(elevacao da pata, lambidas nas patas, retirada da pata, contor¢des) produzindo
resultados falso-positivos. Sendo assim, a maior fonte de erros em estudos sobre
drogas que interferem na transmissao nociceptiva tanto perifericamente como
centralmente é a modificacdo no desempenho motor do animal (Millan, 1999,
Millan, 2002).

Desta forma, para verificar se EEMO e AXIL produzem ou ndo uma alteragéo
no desempenho motor, testamos essas drogas no modelo do rota-rod. Os
resultados mostraram que nem o EEMO nem a AXIL alteram o desempenho
motor dos animais nas doses em que reduzem a nocicepg¢ao, comprovando
assim, que a reducdo do comportamento nociceptivo dos animais nos modelos
testados sdo devidos ao efeito analgésico e ndo a alteragcdo no desempenho
motor.

Para o estudo da determinacdo do possivel mecanismo de a¢éo pelo qual a
AXIL age, decidimos analisar como ela estaria alterando a sensibilizacdo dos
nociceptores, verificando quais as substancias da cascata de citocinas
mediadoras da hiperalgesia inflamatoria mecanica que a AXIL é capaz de
bloquear em camundongos.

Cunha et al, 2005 propde uma cascata de liberacdo de mediadores
inflamatorios iniciados pela carragenina na hiperalgesia mecanica em
camundongos. A carragenina ativa liberacdo de duas vias de citocinas: TNF-a e
KC. Ambos atuam na liberacdo de IL-1B e prostandides por IL-13. No entanto, KC
atua adicionalmente por meio das aminas simpatomiméticas. Além disso, TNF-a
pode atuar diretamente na sensibilizacdo dos nociceptores (Cunha et al., 2005).
(Figura 3).

A carragenina induz hiperalgesia em ratos ativando o sistema de cininas
plasmaticas com consequente produc¢éo de bradicinina, que induz TNF-a por meio
de ativacdo de receptores Bl e B2. Em contraste, em camundongos, a
hiperalgesia inflamatoria mediada pela bradicinina ndo depende de citocinas. BK
ativa diretamente a liberacdo de PGs e SA (Cunha et al., 2005).

Sendo assim, utilizando o modelo da hiperalgia mecanica com filamentos de
von Frey, verificamos o efeito da AXIL frente aos mediadores BK, TNF-a, IL-18,
PG-E,, CINC-1 e DA na inducédo da hiperalgesia.

Como néo foi possivel a aquisicao de KC, que é a quimiocina especifica de

camundongos (Mus musculus), cujo nome completo original € chemokine (C-X-C
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motif) ligand 1 e abreviatura Cxcll, utilizamos CINC-1, que € a quimiocina
especifica de ratos (Rattus norvegicus), cujo nome completo original € chemokine
(C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) e o simbolo
Cxcll, sabendo que estas quimiocinas ndo sao muito seletivos ao se ligarem em
diferentes receptores de quimiocinas.

Um outro fato importante € que CINC e KC sdo homélogos da IL-8 (CXCL8)
humana, uma citocina pro inflamatéria.

As quimiocinas sao classificadas em subfamilias: CXC (maioria pro-
inflamatoérias, e induzem quimiotaxia dependente de receptores a que se ligam),
CC (maioria pro-inflamatoria, importantes na inflamacao crénica e alérgica), CX3C
(representada pela fractalina quimiotatica para mononucleares) e XC
(representada pela linfotactina, quimiotatica para linfécitos T e células
dendriticas). Existem 4 familias de receptores de quimiocinas. CXCR séo 5
subtipos, CCR sé&o 9 subtipos, CX3CR e XCR (Penas, 2006, Alessandri, 2007)

cCL1
CXCL16 CXCL20
CCRB
CXCL13 R CChe XCL1
CXCR5 f - XCR1 XCLz
CX3CL1
CXCL12
CXCR4 44 CX4CR1
G COHStItUi‘IVOfZ migracéo CXCLS
ccles CCR10 basal ou *homing oxCRy CXCL6
CXCL8
CCL25  CCR9 CXCL5
CXCR2 CXCL1
CXCL2
CCL19 (¢CcR7 CXCL3
ccL21 ’ : CXCR3 CXCL7
CCRs CXCL9
CCL3 o Sy _Aad CXCL10
CCL4 - CCR1 CXCL11
CCLs CCR3 CCR2 CCL5
ccLs CCL17 CCL3
ccL22 CCL11 CccL2 CCL7
CCL5 LolLs
CCL7 CCL7
ccLi3 CoLLR

Figura 14. Figura modificada de Johnson et al., 2005, mostrando as quimiocinas,

a classificacdo e seus receptores.
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Levando-se em consideracéo o que foi descrito, e baseando-se no diagrama
da sequencia de liberacdo de mediadores inflamatdrios por acdo da carragenina
em modelos de sensibilizacdo mecanica de nociceptores em camundongos,
podemos propor um possivel mecanismo de acao pra AXIL.

O resultado do tratamento local com AXIL inibiu significativamente a
hiperalgesia induzidas por BK, TNF-a, IL-1B e PG-E2, mas n&o inibiu quando
administradas CINC-1 e DA. Estes resultados sugerem que AXIL age
perifericamente e preferencialmente no componente de prostaglandinas da
sensibilizacdo de nociceptores, mas ndo no componente simpatico. Apesar dos
resultados mostrarem que AXIL nao foi capaz de inibir a nocicep¢ao induzida nem
por CINC-1 nem por DA, a participacdo do simpatico na sensibilizacdo dos
nociceptores precisa ser melhor avaliada para confirmar essa acao da AXIL.

Outro dado importante que sugere a acdo periférica da AXIL é a
incapacidade deste composto em alterar o tempo de laténcia dos animais sobre a

placa aquecida.
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7) CONCLUSAO

Apesar de diferentes espécies de Magnolia ndo serem utilizadas na medicina
popular como analgésicos, os resultados deste estudo séo relevantes pelo fato
desta espécie ser amplamente utilizada na medicina popular no Brasil e no mundo
e pela xilopina estar presente em outras plantas do mesmo género (Plantinet et
al., 1985, Nonato et al., 1990).

Este trabalho evidencia que EEMO e o derivado semi-sintético AXIL exercem
uma pronunciada antinocicepcdo sistémica contra estimulos nocivos produzidos
por &cido acético, formalina e carragenina em camundongos. A atividade
antinociceptiva do EEMO é causado, pelo menos em parte, pela presenca da
xilopina e este alcaldide reduz a sensibilizacdo de nociceptores.

E possivel que a AXIL possa estar agindo pela inibicdo da sensibilizacéo
periférica de nociceptores, preferencialmente na inibicdo do componente de

prostaglandinas dessa sensibilizacao.
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ABSTRACT

This study investigated the antinociceptive effects of the ethanolic extract (EEMO) obtained from Magnolia
ovata (A.St.-Hil.) Spreng and N-acetylxylopine (AXyl), a stable derivative of xylopine in different models
nociception. The EEMO and AXyl inhibited the nociception induced by acetic acid in mice, in a dose-
dependent manner with a maximal inhibition of 91 + 9% and 50 + 11%, respectively. Oral administration
of EEMO or AXyl also significantly inhibited the inflammatory phase of formalin-induced nociception with
maximal reduction of 8743.9% and 71 & 10%, respectively. Confirming the effectiveness of the extract
and the isolated compound in inflammatory responses, EEMO or AXyl inhibited carrageenan-induced
mechanical allodynia with percentage of inhibition of 40 + 6% for EEMO and 82 + 8% for AXyl. Intraplantar
injection of AXylin the ipsilateral paw, but notin the contralateral paw, also reduced carrageenan-induced
mechanical allodynia in mice. The response of the animals for maximal doses tested of EEMO and AXyl in
the hot-plate or rota-rod models were not altered. These results show that the extract from M. ovata and
the stable derivative AXyl possess analgesic properties towards inflammatory pain acting on peripheral

sites.

© 2010 Published by Elsevier GmbH.

Introduction

Symptomatically, pain may be manifested spontaneously or fol-
lowing a challenge with noxious or innocuous stimulation or after
damage to, or alterations in, sensory neurons (Woolf and Mannion
1999). During an inflammatory event, pain generation is a conse-
quence of interactions between mediators such as prostaglandins
(Samad et al. 2002) and other nociceptive agents (Julius and
Basbaum 2001). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
are the class of analgesic compounds most widely used to treat
mild to moderate pain following injury, disease or minor surgery
[seeﬁvensson and Yaksh (2002) for review]. For more severe painful
conditions, opioid agonists, carbamazepine, gabapentine, and sero-
tonin re-uptake inhibitors may be useful (Campbell and Meyer
2006). However, the important side effects as well as §1e ineffec-
tiveness of some drugs in some conditions require the continuous
search for new analgesic drugs.

Magnolia ovata (A. St. Hil.) Spreng (old name Talauma ovata A. St.
Hil) is a Brazilian medicinal plant, that has been used for the treat-
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ment of fever (trunk bark) and diabetes (leaves) (Mors et al. 2000).
Recently it has been showed that the ethanolic extract from trunk
bark of M. ovata possess anti-inflammatory and antipyretic effects
and, at least in part, those effects were related to the presence of
the sesquiterpene lactone costunolide in the extract, supporting
its popular medicinal use (Kassuya et al. 2009). Besides costuno-
lide, neolignans, sesquiterpenes and alkaloids were previously
reported from the trunk bark and leaves of this plant (Stefanello
nd Alvarenga 1997; Stefanello et§l. 2002,2009; Barros et al. 2009).
Because M. ovata is popularly described as an antipyretic and we
could confirm this action (Kassuya et al. 2009), an activity shared by
analgesic drugs such as the nonsteroidal anti-inflammatory drugs,
the investigation about a potential analgesic activity of whole
extract from M. ovata (EEMO) was soon initiated. Subsequently,
some of the isolated compounds, especially N-acetylxylopine
(Axyl), were also tested in currently known models for nociception
in mice and the results are described here.

Materials and methods
Animals

The experiments were conducted using male Swiss mice
(25-35¢g), housed under 12 h light-dark cycle, controlled humidity
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OCH3

Fig. 1. Chemical structures of xylopine (1) isolated from M. ovata and N-
acetylxylopine (AXyl) (2).

(60-80%), and temperature (22 + 1 °C) conditions with free access
to food and water. The experiments were carried out in accordance
with the guidelines for the care of laboratory animals and ethical
guidelines for the investigation of experimental pain in conscious
animals, according to (Zimmermann 1983), and were approved by
the ethics committee for research on laboratory-animal use of the
institution (Nbr. 271). The number of animals and the intensity of
noxious stimuli were the minimum necessary to show consistent
results.

Plant material and isolation of the N-acetylxylopine

Trunk bark of M. ovata A. St. Hil. (Magnoliaceae) were collected
in October 2003 in Santos Dumont, Minas Gerais State, Brazil.
A voucher specimen (R. Mello-Silva, 2168) was deposited at the
Herbarium of Universidade de S3o Paulo.

Dried and powdered trunk bark was extracted at room temper-
ature with hexane and ethanol, successively. The ethanol extract
(EEMO, 10.0g) was extracted with dichloromethane yielding the
respective fraction (F1, 15.4%). This fraction was submitted to acid
extraction to give a mixture of alkaloids (F2, 6.7%), mainly xylop-
ine (1) (Fig. 1). This mixture was acetylated with acetic anhydride
and purified by silica gel chromatography to give N-acetylxylopine
(2, AXyl, 14.4%) (Fig. 1), which was identified by analysis of its 1/§
NMR and comparison with data previously reported (Stefanello an
Alvarenga 1997). The detailed procedure was previously described
(Stefanello et al. 2009). The yielding described above was used to
calculate the range of doses of AXyl to be used in in vivo exper-
iments. NMR spectra were recorded in a Brucker spectrometer
(AC-200), using CDCl3 as solvent and tetramethylsilane as internal
reference.

Materials and reagents

Carrageenan, Indomethacin, Fentanyl and Diazepan were pur-
chased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Other drugs and
reagents used were of analytical grade.

/deominal constriction induced by acetic acid

Abdominal constrictions were induced according to previ-
ously described procedures (de Campos et al. 1997). Briefly,
mice were pretreated with the EEMO (10-100mg/kg), AXyl
(0.015-0.15 mg/kg) or indomethacin (INDO, é\mg/kg) or vehicle
(Tweén 80 0.1% for EEMO and Axyl and Tris-buffer pH 8.2 for
INDO) by oral route and after 1 h received the i.p. injection of acetic
acid (0.8%, 0.45 ml/mouse). Abdominal constrictions were counted
cumulatively over a period of 20 min.

Formalin-induced licking

The procedure used was similar to that described previously

101 Q1 (Hunskaar et al., 1985; Hunskaarﬂnd Hole 1987). Mice were pre-
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Fig. 2. Effect of the ethanolic extract from M. ovata (EEMO, panel A) and
N-acetylxylopine (AXyl, panel B) on acetic acid-induced abdominal constric-
tion in mice. Animals received EEMO (10-100 mg/kg), AXyl (0.015-0.15 mg/kg),
indomethacin (Indo, 5 mg/kg) or vehicle (Vé}l) by the oral route 1 h before receiving
the intraperitoneal solution of acetic acid (0.8%) or saline (Sal), and the number of
writhes was counted for 20 min. Each bar represents the mean + SEM of 6-8 ani-
mals. Symbols above the bars denote statistic difference in comparison with the
Veh/Sal group (¥p<0.001) or with Veh/acetic acid group (*p<0.05, **p<0.01, and
*+p <0.001), A

treated with the EEMO (10-100 mg/kg), AXyl (0.015-0.15 mg/kg)
or vehicle (Tween 80 O.]%)f)\y oral route, 1 h before injection of the
20 pl of 2.5% formalin (0.92% formaldehyde), in the right hind paw.
The animals were then placed in glass cylinders and the time that
the animal spent licking and/or elevating of the injected paw was
recorded in blocks of 5 min up to 30 min. The first 5 min were con-
sidered phase I (neurogenic) while the phase II (inflammatory) was
set between 15/and 30 min.

Carrageenan-induced allodynia response in the mouse paw

The mechanical threshold with von Frey hairs was measured
using the up-down paradigm as previously described (Chaplan et
al. 1994). Mice were pretreated (60 min before, oral route) with
the EEMO (100 mg/kg) and AXyl (0.15 mg/kg) or locally (into right
or into left paw, 15 min before) with AXyl (0.03-30ng/paw) and
received a 20 ] s.c. injection into the right hind paw of carrageenan
(300 pg/paw) ‘suspended in sterile 0.9% saline. Control animals
received a similar volume of vehicle. The mechanical threshold

in mg) was registered before (basal) and 3/<4h after injection of
carrageenan.

Hot-plate test and locomotor performance

The procedure used for both tests was similar to that described
previously (Santos et al. 1999). For the/bot—plate test, animals were
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Fig. 3. Effect of oral treatment with EEMO and AXyl on phase I (A and C) and phase II (B and D) of the nociceptive behavior induced by intraplantar injection of formalin.
Mice were treated with EEMO (10-100 mg/kg), AXyl (0.015-0.15 mg/kg), or vehicle (Veh, Tween 80 0.1%) and received an intraplantar injection of a 2.5% formalin solution
or saline (Sal) after 1 h. Bars show the mean & SEM of 6—12/a\ﬁmals, Symbols above the bars denote statistically different in comparison with the Veh/Sal group (¥p<0.001)

or with Veh/Formalin group (*p<0.05, **p<0.01, and ***p<0.001).

placed on the heated surface (55 +1°C), and latency between the
placement and responses of shaking, licking of the paws, or jump-
ing was recorded. A 30-s cutoff was used to prevent tissue damage.
Mice were then orally pretreated with EEMO (100 mg/kg), AXyl
(0.15mg/kg), fentanyl (100 pg/kg, s.c. — used as a positive con-
trol), or with the vehicle (Tween 80 0.1%) and after 1h (EEMO
and AXyl) or 15min (fentanyl) postdrug latency was evaluated
as described before. The percentage of maximal possible effect
(%MPE) was calculated as follows: ¥MPE = (postdrug latency — basal
latency)/(cutoff time — basal latency) x 100%. For the evaluation of
locomotor performance animals were treated with the same doses
of EEMO and AXyl or diazepam (5mg/kg, s.c.), or with vehicle
and subjected to the rotarod task (Ugo Basile, Model 7600, Italy,
22 rpm). Results are expressed as the duration of time (s) for which
the animals remained on the rotarod. Cutoff time was set as 180s.

Statistical analysis

The results are presented as the mean + SEM, except for the
ID5o value of EEMO which is reported as the geometric mean
accompanied by its respective 95% confidence limit. The statisti-
cal significance among the groups was assessed using the one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Newman-Keuls’ test. p
values less than 0.05 were considered an indication & significance.

Results

The results depicted in Fig. 2A show that the EEMO produced
a dose-related inhibition of the acetic acid-induced abdominal
constrictions in mice, with a mean IDsg value (and its respective
95% confidence limits) of 18.7 (7.15-48.85) mg/kg and maxi-
mal inhibition of 91 +9%. Similarly, {t\le oral treatment of mice

with AXyl (0.015,;0.15mg/kg, Fig. 2B) inhibited the abdominal

constrictions with maximal inhibition of 504+ 11%, an inhibition
similar to the reference drug indomethacin (54 + 16%). The results
depicted in Fig. 3B and D show that EEMO (10-100 mg/kg, p.o.) and
N-acetylxylopine (AXyl, 0.015-0.15 mg/kg, p.o.) significantly inhib-
ited the inflammatory phase {phase II) of formalin-induced licking
with a maximal inhibition of 87 +4% and 71 +10%, respectively
but did not change the neurogenic phase (phase I, Fig. 3A and C).
The intraplantar injection of carrageenan reduced the nociceptive
threshold by 984 1% (Fig. 4A). The oral treatment of the ani-
mals with EEMO (100 mg/kg) and AXyl (0.15 mg/kg) significantly
inhibited carrageenan-induced mechanical allodynia (26 & 7% and
87 +13%, respectively). The local treatment with AXyl (right paw,
0.03-30 ng/paw) also reduced the carrageenan-induced mechan-
ical” allodynia (maximal inhibition of 1204+24% at 3 h, Fig. 4B).
Additionally, when AXyl was administered into left paw no effect
was seen on carrageenan-induced mechanical allodynia observed
in the right paw (Fig. 4C). EEMO and AXyl, administered by the p.o.
route (at the same doses that inhibited nociception) did not produce
any significant increase in latency in the hot-plate test or change in
the motor performance on the rotarod task when compared with
vehicle-treated animals (data not shown). Fentanyl-treated ani-
mals reached 100% of the MPE in the hot plat test while diazepam
treated-animals had a significant reduction (28%) on their motor
performance.

Discussion

In the present study we showed that the oral treatment of
mice with the ethanolic extract from M. ovata trunk bark and the
emi-synthetic derivative AXyl, produced by acetylation of xylop-
ine isolated from this plant reduced the nociception induced by
chemical agents such as acetic acid and formalin and carrageenan-
induced hind paw allodynia. Axyl was also effective when given
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Fig.4. Effect of systemic administration of EEMO and AXyl (A)or of local administra-
tion of AXyl (B and C) on the carrageenan-induced allodynia in mice. The threshold
was evaluated for each animal (basal) and then animals received EEMO (100 mg/kg)
or AXyl (0.15mg/kg) or AXyl (0.03-30 ng/paw, into right or into left paw) or the
appropriate volume of vehicle (Veh, Tween 80 0.1%) 1 h (for systemic treatment) or
15 min (for local treatment) before the injection of carrageenan (300 p.g/paw). The
threshold was evaluated again after 4 h. Each bar represents the mean + SEM of 6-12
animals. Symbols above the bars denote statistically different in comparison with
the basal group (¥p<0.001) or with Veh/Carrageenan group (*p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001).

locally. EEMO and AXyl did not alter the hot-plate latency and
motor performance at doses that caused significant antinocicep-
tion.

Some studies have suggested that the extracts or active sub-
stances obtained from other Magnolia species have a broad
spectrum of biological activities (Villar et al. 1987; Morato et al.
1989; Tsai et al. 1989; Chen et al. 1996a,b; Montenegro et al. 2003;
Apel et al. 2006; Coelho et al.'2006). Specifically from the trunk
bark of M. ovata it was previously reported the isolation of the
alkaloids anolobine and xylopine (as their acetyl derivative), liri-
odenine, lanuginosine, O-methylmoschatoline and dicentrinone,
the sesquiterpene lactones costunolide and parthenolide, the

sesquiterpene cyclocolorenone and the lignans acetyl oleiferin-C,
acetyl oleiferin-F, acetyl oleiferin-G, oleiferin-F, dihydrogua-
iaretic acid, austrobailignan-5, oleiferin-C, and austrobailignan-6
(Stefanello and Alvarenga 1997; Stefanello et al. 2002, 2009). A
screening of the biological activity of the essential oil from M.
ovata suggested a potential anti-inflammatory activity (Apel et al.
2006). We have recently corroborated the anti-inflammatory activ-
ity in the trunk bark extract and also reported that the EEMO has
antipyretic activity confirming the popularly known use for this
plant (Kassuya et al. 2009). As soon as we identified those actions in
EEMO we started to test its analgesic activity since these properties
are shared by several aspirin-like analgesics.

EEMO was very effective in inhibiting abdominal constrictions
and very potent compared with extracts from other plants eval-
uated using a similar methodology. For example, an ID5y ranging
from 72 to 700 mg/kg, p.o., has been reported in previous works
for extracts from plants such as Polygala cyparissias, Rosmarinus
officinalis L., Drimys winteri, and Stachytarpheta cayennensis (de
Campos et al. 1997; Mendes et al. 1998; Mesia-Vela et al. 2004;
Gonzalez-Trujano et al. 2007). Those values are above the one we
found for EEMO suggesting that the potential analgesic effect in
this plant should be further studied. Axyl was among the first
compounds isolated from M. ovata but it was ineffective in block-
ing the febrile response induced by lipopolysaccharide or the
carrageenan-induced oedema (data not shown). Instead, we found
that costunolide was responsible, at least in part, for those activities
(Kassuyaetal.2009). However, preliminary tests with the xylopine-
enriched fraction (fraction F2 described in methods) showed a
potent analgesic activity. We then decided to purify this alkaloid
and, to establish a more stable preparation (due to the rapid oxida-
tion of pure xylopine) to obtain the derivative AXyl which showed
analgesic effect comparable to the original EEMO in abdominal con-
strictions test.

Painful inflammatory conditions are associated with sensitiza-
tion of nociceptors that compose the nociceptive (pain) pathway,
leading to enhanced pain sensations in response to both noxious
(termed hyperalgesia) and non noxious (termed allodynia) stimuli.
We showed here that EEMO and AXyl produced antinociception
against the inflammatory phase of formalin. This result is reinforced
by the effective inhibition of the carrageenan-induced mechanical
allodynia by the extract and compound. These results suggest that
EEMO and AXyl mainly exert their effect by altering the process
of sensitization of the nociceptor (a common phenomenon dur-
ing the inflammatory response) than by blocking the activation
of the nociceptor itself. The effectiveness of AXyl in inflammatory
pain together with previous evidences of that xylopine inhibits
platelet aggregation (Chen et al. 1996a,b) could also suggest a
mechanism of action similar to the NSAIDs for this compound. Nev-
ertheless, further studies are necessary to clarify this point since,
as mentioned before, responses that can be reduced by NSAIDs
such as fever and oedema formation (Menezes-de-Lima et al. 2006)
could not be blocked by AXyl. Because AXyl (0.15 mg/kg, p.o.) pro-
moted a complete inhibition in carrageenan-induced allodynia and
formalin-induced nociception and because the 'H NMR analyses of
the alkaloid fraction showed that the major component of F2 frac-
tion was xylopine, it is herein suggested that the analgesic action
shown by EEMO may result at least in part from the presence of this
alkaloid. Also, as we mentioned before xylopine-enriched fraction,
freshly prepared and immediately tested showed a similar effect at
comparable doses (data not shown).

Another interesting point we have considered is that AXyl
could be acting peripherally in the sensitization of the nociceptive
fiber. We confirmed that the injection of AXyl at very low doses
(0.3-30ng) directly in the inflamed paw, but not in the contralat-
era{})aw, also reversed the decrease of the nociceptive mechanical
threshold induced by carrageenan. These results together suggest
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that AXyl is acting locally to reduce the sensitization of the noci-
ceptive nerve fiber. In addition, these observations and the fact that
EEMO and AXyl was ineffective in /{ota—rod and hot-plate tests con-
firms a peripheral, opposed to a céntral effect of this compound and
gives additional support that the observed reduction on the noci-
ceptive behavior of the animals is due to an analgesic effect rather
than to a change in the motor performance of the animal.

In summary, although Magnolia species are not popularly used
as analgesic, the present study provides convincing evidence
that EEMO and the derivative AXyl exert a pronounced systemic
antinociception against nociceptive response caused by acetic acid,
formalin and carrageenan in mice. So, it appears that the antinoci-
ceptive activity of the ethanolic extract of M. ovata is caused by the
presence of xylopine which is particularly relevant because those
species are widely used in popular medicine in Brazil and through-
out the world and because xylopine has been found in other plants
of the same genus (Plantinet et al. 1985; Nonato et al. 1990). It
seems that this alkaloid reduces the sensitization of nociceptors
but the mechanism by which AXyl exerts this effect needs further
studies.
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