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RESUMO

Cupa - Cissus gongylodes (Baker) Planch — é uma liana cosmopolita,
encontrada no Brasil em diversos estados, Minas Gerais incluso. E dito que cupa
tem propriedades para alivio da dor, entdo o presente trabalho teve por objetivo
demonstrar este potencial analgésico, no intuito de validar o conhecimento
tradicional e elucidar a via farmacoldgica participante deste evento.

Foram utilizados camundongos Swiss machos (30g - 40g, n=5). A acao
antinociceptiva de EE foi avaliada pelo teste de formalina. Os animais foram
submetidos ao pré-tratamento oral com extrato diluido nas concentracdes 0, 10,
30, 100, 300 e 1000 mg/kg (extrato/peso animal), administracdo Unica. Formalina
2% - agente hiperalgésico — foi administrada na pata e o tempo de lambida desta
foi registrado nos periodos da dor nociceptiva, 0-5 min depois da formalina, e dor
inflamatoria, 15-30 min. EE demonstrou efeito antinociceptivo de forma dose-
dependente.

Cinco fragOes deste extrato (F1, F2, F3, F4 e F5) foram testadas, por meio
do teste de retirada de pata submetida a compressao no analgesimetro, com o
hiperalgésico prostaglandina E2 (PGE-2), para avaliagéo do limiar nociceptivo. F1
obteve resultados mais satisfatorios e, portanto, submetida & uma caracterizacéo
quimica identificando o &cido malico como o composto majoritario da fracao.

Acido L-malico puro e acido DL-malico (mistura racémica) também foram
testados pelo método de retirada de pata (50, 100 e 200 ug/pata). Acido L-mélico
demonstrou o melhor perfil de efeito antinociceptivo dose-dependente, sendo
100 pg suficiente para o efeito maximo.

N&o vimos participacdo do sistema opioidérgico na antinocicepgéo por L-
malico 100 pg. Contudo, verificamos o envolvimento dos receptores
canabinoidérgicos CB1 e do endocanabinoide anandamida (AEA).

Verificamos também a participacéao da via NO/GMPc/canais Katp no efeito
antinociceptivo de L-malico, pela utilizacdo de inibidores e bloqueadores
especificos. Sugerimos que acido L-malico poderia ser uma nova indicacao para

possivel uso terapéutico para tratamento de dores comuns.

Palavras-chave: Antinocicepgdo, plantas medicinais, L-malico, sistema
canabinoide, NO/GMPc/Katp



ABSTRACT

Cupa - Cissus gongylodes (Baker) Planch - is a cosmopolitan vine, found
in Brazil in several states, including Minas Gerais. It is been said that cup& has
pain-relieving properties, so this study aimed to demonstrate its analgesic
potential, in order to validate traditional knowledge and elucidate the
pharmacological pathway that participates in this event.

Male Swiss mice (30g - 40g, n = 5) were used. The antinociceptive action
of EE was assessed by the formalin test. The animals were submitted to oral
pretreatment with diluted extract in concentrations 0, 10, 30, 100, 300 and 1000
mg / kg (extract / animal weight), one administration. 2% formalin - hyperalgesic
agent - was administered at the paw and licking time was recorded through
periods of nociceptive pain, 0-5 min after formalin, and inflammatory pain, 15-30
min. EE demonstrated a dose-dependent antinociceptive effect.

Five fractions of this extract (F1, F2, F3, F4 and F5) were tested, using the
paw withdrawal test submitted to compression on the analgesimeter, with the
hyperalgesic prostaglandin E2 (PGE2), to assess the nociceptive threshold. F1
obtained more satisfactory results and, therefore, subjected to a chemical
characterization identifying malic acid as the major compound of the fraction.

Pure L-malic acid and DL-malic acid (racemic mixture) were also tested
using the paw withdrawal method (50, 100 and 200 ug/paw). L-malic acid showed
the best dose-dependent antinociceptive effect profile, with 100 pg sufficient for
the maximum effect.

We did not see the participation of the opioidergic system in
antinociception by L-malic 100 ug. However, we verified the involvement of
cannabinoidergic CB1 receptors and endocannabinoid anandamide (AEA).

We also verified the participation of the NO/cGMP/Katp channels in the
antinociceptive effect of L-malic, through the use of specific inhibitors and
blockers. We suggest that L-malic acid could be a new indication for possible
therapeutic use for the treatment of common pain.

Keywords: Antinociception, medicinal plants, L-malic, cannabinoid system,
NO/cGMP/Katp
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1.1. Algumas consideragdes sobre o estudo da dor

A definicao de “dor” foi retificada pela Associagao Internacional do Estudo
da Dor (IASP) no ano de 2020 e hoje € compreendida como “‘uma experiéncia
sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela
associada, a uma leséo tecidual real ou potencial”. A dor € um dos sintomas mais
comuns da medicina: ocorre em uma gama enorme de condicfes clinicas e
existem varias subespecialidades médicas e especialistas envolvidos no
tratamento (Cox et al., 2010).

O reflexo sensorial da dor € de extrema importancia, pois indica alguma
anormalidade ocorrendo no organismo, o que leva o individuo a buscar e tentar
interromper sua causa. Sua auséncia € perigosa, como ocorre em algumas
condigbes hereditarias, podendo levar a danos irreversiveis aos tecidos,
amputacdes e até mesmo a morte (Indo et al., 2001; Cox et al., 2006; Woolf,
2010).

O termo “dor” abrange os componentes fisiolégicos, emocionais, sociais
e cognitivos dessa sensacdo desagradavel. No contexto médico, é vista como
maleficio, mas se considerarmos a dor como ferramenta ritualistica de
passagem, comum em sociedades tradicionais espalhadas pelo mundo, essa
conotacdo maléfica se inverte. Para os Nandi, tribo do Quénia, o jovem se
qualifica guerreiro apdés passar pela circuncisdo sem anestésicos; entre 0s
Mandan, tribo indigena norte-americana, este ritual envolve perfuracdes pelo
corpo. Os jovens indigenas da tribo Sateré-Mawé, da regido amazonica, sédo
submetidos ao ritual da tocandira waumat, onde introduzem a mao em uma luva
cheia de formigas tocandiras, cuja picada é extremamente dolorosa (Alvarez,
2005; Meira, 2009).

Em relacdo aos animais de experimentacao, € de conhecimento que estes
também tém todos os fatores emocionais e cognitivos da dor. Entretanto, em
laboratorio, avaliamos um desses fatores, a nocicepcdo. Nocicepcdo € o
processo neural que codifica e interpreta os estimulos nocivos detectados pelos
nociceptores e envia para o sistema nervoso central. Dessa forma, para os
animais de experimentacido usamos os termos “nocicepg¢ao” e “antinocicepgao”
(Julius e Basbaum, 2001; Klaumann et al., 2008).
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A dor é classificada, simplificadamente, em quatro tipos: dor nociceptiva,
dor inflamatdria, dor neuropética e dor disfuncional. A dor nociceptiva é
adaptativa e protetiva e se configura pelo sinal de alerta fisiol6gico do organismo,
essencial ao detectar e minimizar o contato com o estimulo nocivo e danoso
(quando tocamos algo afiado ou muito quente, por exemplo). A dor inflamatéria,
um dos sinais cardinais da inflamacdo, também é adaptativa, protetiva e de
alerta, pois sinaliza um dano tecidual ao sensibilizar a regido acometida. A dor
neuropatica e a dor disfuncional ndo sdo adaptativas nem protetivas, resultando
do mau funcionamento do sistema nervoso. Podem se originar apés uma leséao
real do tecido, no caso da dor neuropética e para a dor disfuncional, de um
desbalanco do sistema nervoso, que ocorre em condi¢cdes em que ndao ha nem

inflamac&o nem dano aparente deste (Woolf, 2010) (Fig.1).
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A Dor nociceptiva esposta autonomica
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Figura 1: Classificag&o dos tipos de dor. (Retirado e adaptado de Woolf, 2010)
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1.2. Bases fisiologicas da dor

A principio a dor € percebida pelas terminac¢des nervosas livres (TNL), ou
nociceptores, que séo a porgcao terminal de fibras nervosas especializadas que
tém ampla distribuicdo pelo corpo, inervando pele, mucosas, tecido conjuntivo,
musculos, ligamentos, tenddes, entre outros. Estes nociceptores sao receptores
sensoriais de alto limiar do sistema nervoso somatossensorial periférico capazes
de transduzir e codificar estimulos nocivos. Estudos de eletrofisiologia
demonstraram que o calor intenso, pressao intensa ou fortes irritantes quimicos
sao capazes de ativar os nociceptores. Por outro lado, um toque leve ou um calor
confortavel ndo tém acéo sobre estes. Neste caso, 0s receptores sensoriais de
baixo limiar de estimulo é que sdo responsivos (McMahon e Koltzenburg, 1990;
Julius e Basbaum, 2001).

Receptores sensoriais podem ser classificados em trés tipos, sendo: a)
fibras Aa e AB, mielinizadas, largo didmetro, rapida velocidade de conducéo do
estimulo; b) Ad, pouco mielinizadas, didmetro médio e condugdo média; e c)
fibras C, amielinizadas, finas e de conducdo lenta. Via de regra, os estimulos
nocivos sdo, em sua maioria, percebidos pelas fibras Ad e C, mas alguns estudos
ja demonstraram que as fibras Ap podem participar da nocicepg¢ao (revisado por
Millan, 1999; Lawson, 2002). A Figura 2 mostra diferentes fibras sensoriais

detectando diferentes tipos de estimulo sensorial:

Axodnios aferentes primarios Ao B
Limiar de disparo termal

Fibras Aa. e AB
Mielinizadas Negi
Largo didmetro enhum

Propriccepgéo, toque leve

Voltage

Ad C

@; Fibras A3

Pouco mielinizadas ]
Didmetro médio ~53°C Tipo |
Nocicepgéo ]
(Mecanica, térmica, quimica) ~43°CTipo Il Primeira dor

@ Fibras C

N&o mielinizadas

Pequeno didmetro
Temperatura indcua, coceira
Nacicepgéo

(Mecénica, térmica, quimica)

Tempo

Segunda dor

~43°C

Figura 2: Axénios aferentes primarios. Fibras Aa, A, Ad e C. Velocidade de conducéo do
estimulo e relacdo com a primeira e segunda dor. (retirado e adaptado de Julius e Basbaum, 2001)
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O estimulo nocivo percebido é transformado em potencial de a¢do, em um
processo denominado transducdo, desencadeado por receptores e canais
ibnicos dos terminais periféricos dos nociceptores. Entre estes canais e
receptores estdo os canais TRPs, canais ibnicos sensiveis ao &cido (ASIC),
receptores de serotonina, receptor de tirosina quinase A (TrkA), entre outros.

O processo seguinte € a transmissdo, que consiste na passagem de
potenciais de acdo do terminal periférico ao longo dos axoénios até o sistema
nervoso central, pelas fibras nervosas Ad e C. As fibras Ad sdo responsivas a
estimulos nocivos térmicos e/ou mecéanicos, gerando sensacdo dolorosa
localizada e especifica, inervando principalmente pele e mucosas. Ja as fibras C
sao responsivas a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos sendo, por isso,
chamadas de receptores polimodais. Inervam principalmente tecidos e pele
(Julius e Basbaum, 2001; Woolf, 2004; revisado por Vanderah, 2007).

A transmissao é conduzida pelos neurbnios aferentes de primeira ordem
até substancia gelatinosa do corno dorsal da medula espinhal. L4 realizam
sinapses com neurdnios aferentes de segunda ordem, que sao os de conducéo,

gue ascendem pela medula

O neurdnio 32 projeta-se
para varias regioes do cérebro

contralateral até o talamo.

O neurdnio 2° faz
sinapse com o
neurdnio 3° no talamo

Cortex somatossensorial

primario
e

~ \B

No tadlamo ocorre interacao

.!i\ com os neurdnios aferentes

de terceira ordem, que se

projetam para o cortex

\ / > somatossensorial, local
Cérebro ; L,
onde 0s estimulos
Nucleo ventral . i - i
postero-lateral nociceptivos séo traduzidos
do talamo
DRI ’ j’ ao nivel da consciéncia
7 \, SR (Furst, 1999; revisado por
il 7 N 1 N Vanderah, 2007)) (Fig 3).
-
T f; Ganglio da raiz dorsal
edula oblonga 5
. —’ ) Figura 3 Representacao
Neurdnios 22 —— L. .
' Neur6nio 12 esquematica da via ascendente
Medula espinal \ (nociceptor) da dor. (retirado de Golan et al.,
cervical —_— 2014)

Os neurdnios 12 e
22 fazem sinapse
no corno dorsal da
medula espinal
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1.3. Modulacédo enddgena da dor e sistema opioide

Até meados da década de 1960 existiam duas fortes teorias sobre a dor,
que derivavam dos mesmos conceitos propostos por von Frey e Goldscheider
em 1894, mas eram mutuamente excludentes. Em suma, a teoria da
especificidade assumia a existéncia de receptores especificos de dor,
distribuidos pelo corpo, e que sempre que estes receptores fossem ativados
existiria a sensacao dolorosa, independente do carater psicolégico associado. Ja
a teoria do padrdo propunha que néo existia especificidade nos receptores e o
determinante para a sensacao de dor era o tipo de estimulo nocivo aplicado
(revisado por Melzack e Wall, 1965). Hoje sabemos que a primeira teoria peca
ao excluir o carater psicolégico da dor, enquanto a segunda peca em
desconsiderar a alta especializagao das fibras nervosas nociceptivas.

Em 1965 Melzack e Wall propuseram a “Teoria do portdo da dor” como
uma alternativa a esse embate da época. De acordo com o proposto, as fibras
de maior diametro (Aa e AB) e as fibras de menor diametro (Ad e C) se projetam
para o corno dorsal da medula espinal e interferem mutuamente na transmisséo
dos impulsos nervosos. As fibras tateis (Aa e AB), uma vez estimuladas,
ativariam interneurdnios inibitérios na regido que inibiriam a transmissdo
nociceptiva, como se fechasse o portdo para a passagem do impulso nervoso.
Em contrapartida, o estimulo das fibras nociceptivas inibiria estes interneuronios

inibitorios, abrindo o portdo para a passagem do impulso (Fig 4).

Fibra AB

Tato ou
estimulo nao
doloroso

Estimulo

doloroso 2
Fibra C ) @ Estimulo doloroso

Interneurénio  POs-modulagdo dos

inibitdrio Interneuronios

Figura 4: Representagao esquematica do “Portao da dor”. (+) = estimulo; (-) inibi¢&o.
Retirado e adaptado de Silverthorn, 2017.
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Em 1969 Reynolds conseguiu demonstrar experimentalmente a existéncia
deste controle endégeno da dor (também chamada de via descendente). Ao
estimular a substancia cinzenta periaqueductal (SCP) de ratos, Reynolds induziu
processos analgésicos nos animais em cirurgia, que nao haviam sido
anestesiados, sem alterar suas outras respostas comportamentais. Desde entéo,
varios outros sitios antinociceptivos supraespinhais foram identificados, como o
hipotalamo, o loecus coeruleus, o nucleo do trato solitario, entre outros
(Hosobuchi et al., 1977; Sandkuhler, 1996; revisado por Millan, 2002).

A partir dessas descobertas, a modulagdo enddgena da dor passou a ser
amplamente investigada, comecando pelo sistema opioidérgico. Este nome €&
derivado de “6pio”, um extrato purificado da papoula que por milénios foi utilizado
para alivio doloroso. Hoje é sabido que do O6pio se extraem moléculas
analgésicas poderosas, como a morfina e a codeina. Em contrapartida, opiaceos
de um modo geral tem reacdes adversas limitantes como a prisdo de ventre,
sedacdo, depressao respiratoria, tolerancia e dependéncia, chegando a ser
problema de saude publica nos Estados Unidos (Holden et al., 2005; Kolodny et
al., 2015).

O sistema opioidérgico é composto por trés classes de receptores: i (mi),
K (kappa) e 0 (delta), que sao ativados por uma familia de peptideos enddégenos
estruturalmente relacionados, a saber as ($-endorfinas, dinorfinas e encefalinas.
Apesar de haver afinidade maior de um peptideo por um receptor, nenhum deles
€ especifico (Dickenson, 1991; Kieffer, 1999). Em 1982 Watkins e Mayer
demonstraram que essas vias enddgenas analgésicas (opioide e também as
nao-opioide) poderiam ser manipuladas seletivamente com ferramentas
farmacoldgicas, inibindo os tais processos analgésicos evocados pela
estimulacao elétrica na medula (Reynolds, 1969; Watkins e Mayer, 1982).

Desde entdo houve muito progresso no entendimento sobre a modulagao
endogena da dor, além de varios outros mediadores quimicos que foram
descobertos e descritos ao longo dos anos. Para citar alguns exemplos temos a
noradrenalina, a serotonina, a dopamina, a acetilcolina e os endocanabinoides
(Sandkuhler, 1996).
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1.4. Sistema endocanabinoide

Formulacbes a base de Cannabis sativa ja sao utilizadas como
analgésicos h& séculos, mas somente na década de 1960 seu principio ativo
majoritario foi isolado, o A°-tetrahidrocanabinol (conhecido como THC). Além do
THC, aproximadamente outros 100 diferentes canabinoides ja foram isolados da
C. sativa. Um deles é canabinol, que possui propriedades ansioliticas,
anticonvulsivantes, anti-inflamatoérias e analgésicas significantes, mas sem 0s
efeitos psicoativos do THC (Guy et al., 2004; Woodhams et al., 2017). No inicio
da década de 1990 foram descobertos os receptores canabinoides e junto veio
a descoberta de substancias canabinoides enddgenas (endocanabinoides)
capazes de interagir com um ou mais subtipos de seus receptores (Devane et
al., 1992; Munro et al., 1993; Mechoulam et al., 1995).

O sistema canabinoide é composto por dois receptores principais, CB1 e
CB:2. Estes sao receptores acoplados a proteinas Gi/Go, cujo mecanismo de
sinalizagdo intracelular leva a inibicdo de adenilato ciclase soluvel e,
consequentemente, reducdo das concentracdes do segundo mensageiro
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e da atividade da célula como um todo
(Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993).

CB1 € um receptor pré-sinaptico que modula a liberagdo de
neurotransmissores e inibe a transmissao sinaptica, mediando a psicoatividade,
regulacdo da dor, processamento de memoria e controle motor. E expresso em
maior quantidade no sistema nervoso central (SNC), sendo encontrado no
cérebro nas regibes do cOrtex cerebral, hipocampo, amigdala, cerebelo
(Herkenham, 1995; Howlett, 2002) e também na periferia nos neurbnios
aferentes primarios, no ganglio da raiz dorsal (DRG), no corno dorsal da medula
espinal e na substancia cinzenta periaqueductal (Fig. 5). Receptores CB1 séo
bastante expressos nos interneurdnios inibitérios do acido gama-aminobutirico
(GABA), mas pouco expressos na maioria dos neurbnios excitatorios. S&o
encontrados também em células do sistema imune, como macréfagos,
mastoécitos e queratindécitos (Hill et al., 2017).

Em relacdo aos receptores CB:2, estes sao mais encontrados em tecidos

e ceélulas do sistema imune, células hematopoiéticas, figado, terminacdes
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i nervosas periféricas, queratingcitos e nas microglias
‘ ‘f" (Fig 5) (Abrams e Guzman, 2015). A ativagéo de CB2
‘ i 4 . \‘ ndo provoca 0S sintomas psicoativos nem
J ,7\_ cm )\ L circulatorios relativos a Cannabis. Além disso,
} ..: guando ativados, ajudam a controlar processos
/ ( " R ‘ inflamatérios e a modular a dor crénica. Na
= R“ - 3»‘“ realidade, ambos CBi e CB2 tém alguma
-j y participacdo em mecanismos anti-inflamatérios dos

o) o canabinoides (Kano, 2014; Niu et al., 2017).

Apos a descoberta de receptores
o) (o canabinoides, foi discutida a existéncia de ligantes
endogenos capazes de se ligar a esses receptores.
A partir de entdo, o primeiro endocanabinoide

identificado foi a araquidonoiletanolamida (AEA), ou

Figura 5 Distribuicdo anandamida e, pouco tempo depois, 0 2-

anatdbmica dos receptores

canabinoidergicos no corpo araquidonoilglicerol (2-AG). Outros canabinoides

humano. 4 ; ; -
(retirado e adaptado de Inmed endogenos foram descritos, como a noladina (2
Pharmaceuticals, 2020) araquidonilgiceril), o PEA (palmitoiletanolamida) e o

HGLEA (homo-y-linolenoiletanolamida), mas os mais estudados atualmente
ainda sdo o AEA e o0 2-AG. A anandamida tem maior afinidade por receptores
CB41, enquanto 2-AG se liga em ambos receptores CB1 e CB2 (Marzo e Bisogno,
2001; revisado por Howlett, 2002).

Os endocanabinoides sdo uma familia de eicosanoides sintetizados
somente sob demanda e ndo sdo armazenados em vesiculas. A sintese ocorre
a partir de precursores fosfolipidicos de membrana que séo liberados dentro dos
neurbnios pos-sinapticos. Estes neurdnios liberam os endocanabinoides na
fenda logo apds a sintese, que se ligam a receptores canabinoidérgicos pré-
sinapticos, em um tipo de sinalizacao retrograda (Alger, 2002; Hillard e Jarrahian,
2003; Piomelli, 2003). Esse processo termina com a recaptacdo dos
endocanabinoides para o interior dos neurdnios, seguida da degradacgdo por
enzimas especificas. A AEA é degradada pela FAAH (fatty acid amide hydrolase,
amida hidrolase de acidos graxos), sendo convertida em acido araquidonico e

etanolamida, enquanto o 2-AG ¢é degradado pela monoacilglicerol lipase
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(MAGL), sendo convertido em acido graxo e glicerol (revisado por Di Marzo,
2008; Long et al., 2009).

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa tém demonstrado nos ultimos
anos, que a ativagdo do sistema endocanabinoide leva a antinocicepcdo
periférica (Romero et al., 2012a; Ferreira et al., 2018; Oliveira et al., 2019). Além
disso, a literatura também descreve que a via intracelular do 6xido nitrico (NO)
pode participar da antinocicepcdo iniciada pela ativacdo do sistema
endocanabinoide (Azad et al., 2001; Poblete et al., 2005; Jones et al., 2008).

1.5. Sistema nitrérgico

O 6&xido nitrico (NO) participa de varios fendbmemos fisiolégicos como
vasorrelaxamento, inibicdo de agregacdo plaquetaria, regulacdo da presséo
sanguinea basal, microcirculagdo medular e glomerular, entre outros (Cerqueira
e Yoshida, 2002). No entanto, niveis aumentados ou diminuidos de NO estdo
relacionados com uma série de patologias, como disfuncdes
neurodegenerativas, metabolicas, cardiovasculares e inflamatérias (revisado por
Lipina e Hundal, 2017).

O NO endoégeno € produzido pela oxidacdo do aminoacido L-arginina,
que € catalizado por uma das trés isoformas de 6xido nitrico sintases (NOS)
encontradas nas células: a) a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS), b) a 6xido
nitrico sintase endotelial (eNOS) e c) a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). As
isoformas NnNOS e eNOS s&o enzimas constitutivas (cNOS) dependentes de
calcio e calmodulina; em contrapartida, INOS geralmente € ativada em resposta
a algum estimulo pré-inflamatério (Knowles et al., 1989; Bredt et al., 1992;
Salerno et al., 1997).

Além das func¢des supracitadas, o NO tem importante papel na modulacéo
da dor. Age como mensageiro intra e intercelular, nos sistemas nervosos central
e periférico e tem papel crucial na indugdo e manutencdo da hiperalgesia
(Miyamoto et al., 2009; Chen et al., 2010). Em contrapartida, também tem acéo
antinociceptiva, modulando a dor em nivel central (Duarte e Ferreira, 1992; Freire
et al., 2009) e periférico (Duarte et al., 1990; Romero et al., 2012a) (Fig 6).

O oxido nitrico ja foi identificado como ligante da guanilato ciclase (GC),

enzima que quando ativada estimula a producdo do nucleotideo guanosina
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monofosfato ciclica (GMPc), importante segundo mensageiro implicado na
ativacdo da proteina quinase G (PKG). A ativacdo da PKG leva a abertura de
canais para potassio, provocando o efluxo deste ion, reduzindo a excitabilidade
neuronal e assim diminuindo a transmisséo nociceptiva (Duarte et al., 1990;
McDonald e Murad, 1996; Esplugues, 2002).

Lesao Inflamacgao
. fl
ProceSSO ProceSso
agudo tardio l
iNOS
fo) — 89
- WNO) 4=

(NO)

Dor 4—/@/ Q"‘NO,’

Figura 6: Representacdo esquematica do efeito duplo do 6xido nitrico na dor. As cNOS
séo ativadas assim que ocorre a lesdo no tecido, levam a um ligeiro aumento nas quantidades
de NO, induzindo efeito antinociceptivo. Entretanto, na fase tardia, inflamatéria, as iNOS estao
ativas e superexpressas, aumentando NO, causando efeito hiperalgésico (retirado e adaptado
de Hamza et al, 2010).

1.6. Canais para potassio (K*)

Os canais para potassio (K*) permitem, seletivamente, uma difusdo
extremamente rapida do ion devido ao gradiente eletroquimico através da
membrana plasmatica. Estes canais tém papel crucial no controle da atividade
neuronal e transmisséo do sinal através do sistema nervoso (Shieh et al., 2000;
MacKinnon, 2003).

A Unido Internacional de Farmacologia (IUPHAR) propds um padrédo para
a nomenclatura dos canais para potassio baseada na estrutura e relacdes
filogenéticas das proteinas que constituem os canais. Esta nomenclatura

diferencia 4 tipos de canais, sendo eles:
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I.  Canais para K*dependentes de voltagem (Kv);
ii. Canais para K* ativados por calcio (Ca*), de alta, intermediaria e baixa
condutancia (KCa);
iii.  Canais para K* retificadores de influxo (Kir);
iv.  Canais para K* de dois poros (Kzp) (Vergara et al., 1998; Ocafia, 2004).

Os canais para K" retificadores de influxo compreendem 7 familias (Kirl a
Kir7) e varias destas tém seus préprios subtipos. Sua estrutura é mais simples
do que os Ky e os KCa, por exemplo, mas existem duas familias particularmente
importantes para a nocicepcao: os Kir3 e os Katp (canais sensiveis a adenosina
trifosfato) (Mark e Herlitze, 2000).

Ao longo dos anos diversos estudos demonstraram que a abertura destes
canais tém um papel crucial na antinocicepc¢ao induzida por agonistas de muitos
dos receptores acoplados a proteina G (GPCR) (receptores opioides,
muscarinicos, serotoninérgicos, canabinoidérgicos etc.). Além disso, estes
canais também estao envolvidos na antinocicepc¢do induzida por medicamentos
como os anti-inflamatérios n&o estereoidais (AINEs), os antidepressivos
triciclicos, ou os produtos naturais (Rodrigues e Duarte, 2000; Soares e Duarte,
2001; Alves e Duarte, 2002; Ocafia et al, 2004).

1.7. Tradicado e plantas medicinais

Desde os primordios, em diversas regides do mundo, curandeiros,
sacerdotes, xamas e outros representantes divinos empregavam remeédios
naturais e sacrificios, junto as preces, para de alguma forma aliviar ou curar o
sofrimento de quem buscasse ajuda. Para tanto, utilizavam uma gama de
métodos como instrumentos terapéuticos, a citar a aplicacdo de calor, frio,
friccdo, ou ingestédo de determinadas frutas, ervas e a manipulagdo destas em
rituais (Rey et al., 1995). Por exemplo, o papiro de Eber, a farmacopeia egipcia,
aquela época ja orientava sobre o uso de papoula e meimendro para doencas,
cefaleias e dores em geral (revisado por Okada, 2009).

Atualmente, no Brasil, as comunidades tradicionais representadas por
indigenas, ribeirinhos, caboclos e quilombolas desempenham um importante

papel na transmissdo falada do conhecimento de medicina popular. Na
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comunidade quilombola de Tauerd-Acu, no Para, pesquisadoras registraram o
uso de mais de 90 espécies diferentes de plantas medicinais pela populacao,
dentre elas a menta (Mentha pulegium) e o0 macassa (Aeollanthus suaveloens),
originarias da Africa, o que demonstra que a heranca da tradicdo atravessou um
oceano (Pereira e Coelho-Ferreira, 2017). Ja na terra indigena Kaxinawa, no
Acre, o povo da etnia Huni Kul usa dois exemplares do género Annona como
tratamento: cha das sementes de araticum (A. crassiflora) para picada de cobra
e a graviola (A. muricata) para diferentes dores do trato gastrointestinal (Lopes,
2017).

No que tange o conhecimento cientifico sobre a terapia com plantas, o
ponto de partida € orientado pelo uso destas na medicina tradicional, visto que &
mais provavel encontrar atividade biol6gica em plantas ja& conhecidas do que
naquelas escolhidas aleatoriamente. A investigacédo de produtos naturais como
fonte de novas terapias no Ocidente teve um pico entre as décadas de 1970 e
1980 (Koehn and Carter, 2005). Nas ultimas décadas do século XX quase um
quarto dos medicamentos prescritos no mundo eram fitoterdpicos de origem
exclusivamente botanica ou drogas sintéticas obtidas de precursores botanicos.
Entre alguns exemplos classicos temos a digoxina, extraida de representantes
do género Digitalis; morfina e codeina da Papaver somniferum, a papoula;
atropina, da Atropa beladona; e o acido salicilico, da Salix alba, o salgueiro
(revisado por Rates, 2001).

No Brasil, em 2006, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) institucionalizou as plantas medicinais, o0s
fitoterapicos e a medicina tradicional no Sistema Unico de Saude (SUS) (Zeni et
al., 2017). No entanto, mesmo com esta politica publica de incentivo ao uso, falta
fomento para a pesquisa e producéao de fitoterapicos no Brasil. A maior parte dos
medicamentos encontrada nas farmacias brasileiras ainda € de fabricacdo
estrangeira e de plantas estrangeiras. Este € um dado, no minimo, paradoxal,
quando consideramos que o Brasil é o detentor da maior biodiversidade de
plantas no mundo, com mais de 46 mil espécies botanicas catalogadas, sendo
guase a metade (43%) endémica do territorio nacional. No mercado mundial os
medicamentos fitoterapicos tiveram um crescimento de 15% nas vendas nos
altimos anos, ultrapassando muito os 4% da venda dos sintéticos. No Brasil, os

fitoterapicos movimentam em torno de R$ 865 milhées anuais, 0 que mostra que
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0s mercados interno e externo estdo bem abertos e propicios para essa

categoria de medicamentos (revisado por Rodrigues, 2016; Fioravanti, 2016).

1.8. Cissus gongylodes (Baker) Planch.

O cupa - Cissus gongylodes (Baker) Planch — é um cip6 encontrado na
Colémbia, Venezuela, Peru, Bolivia, Brasil (estados do Para, Maranhao, Ceara,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo), de acordo com a
Flora Fanerogamica do Estado de S&ao Paulo (Shepherd e Giulietti, 2002). Foi
descrito pela primeira vez pelo botanico John Gilbert Baker, em 1871 (Kerr et
al., 1978). C. gongylodes é um cip6 de ramos suculentos, angulados e as vezes
avermelhados. Possui muitas gavinhas que se ramificam varias vezes e
possuem discos adesivos nas extremidades, que também podem ser
avermelhados. As folhas sdo compostas trifolioladas, raramente sdo simples,
com lobadas irregulares e margem denticulada. As folhas novas sdo papiraceas
e levemente carnosas. Floresce de janeiro a margo e frutifica de fevereiro a
agosto. Suas inflorescéncias séo aplanadas, de base abaulada e secretora, com
bracteas triangulares que, as vezes, apresentam bordos avermelhados. Seus
frutos sdo em forma de baga, geralmente lisos, de cor purpura (Fig 7) (revisado
por Navarro, 2009).

Figura 7: Imagens de Cissus gongylodes. [A] Desenho das folhas,
ramos e estruturas reprodutivas (retirado e adaptado de Navarro,
2009); [B] Folhas. [C] Inflorescéncia. Fotos de acervo préprio.
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No Peru, C. gongylodes é utilizada para tratamento de reumatismo,
desinfeccao, gastrite, diabetes, pedra nos rins, dor nas juntas, dor de estbmago
entre outras enfermidades (Pirker et al., 2012). Ja no Brasil sua utilizacao pelos
indigenas € uma prética antiga. Utilizada principalmente como alimento, folhas e
galhos séo consumidos cozidos, assados ou em forma de farinha, que usam
como farinha fina ou farinha para pao. Além disso, ha registro de uso medicinal
das folhas de outras espécies do género (Kerr et al.,1978).

Recentemente um estudo utilizando o decocto das folhas de C.
gongylodes demonstrou o potencial dessa planta em inibir as vias inflamatorias
das ciclooxigenases (COX) e das lipoxigenases (LOX), além de facilitar a
dissolucéo de calculos renais (Salem et al., 2020).

Uma andlise do extrato de C. gongylodes utilizado no presente trabalho
mostrou que uma das substancias majoritarias na fracdo aquosa era o &cido

malico.

1.9. O acido malico

1.9.1. Apresentacao

Descrito em 1785 por Carl Wilhelm Scheele, o acido malico € um dos
diversos acidos organicos descobertos pelo quimico sueco. A extracao foi feita
do suco de maca (“malum” em latim), mas este acido pode ser encontrado em
véarias outras plantas, sendo um dos mais comuns na maioria das frutas, tais
como amora silvestre, péra (Tucker, 1993), acai e acerola (Scherer et al., 2008).
Sua férmula molecular € C4HsOs e na nomenclatura IUPAC é conhecido como
2-hidroxibutanodioico. Ocorre de forma natural como o enantidmero levogiro L-
malico e sua mistura racémica DL-malico (1:1 D-malico:L-malico) foi sintetizada
pela primeira vez em 1921 (revisado por Ortiz, 2018). Na Fig 8 as setas brancas
apontam a diferenca da posi¢ao espacial do grupo hidroxila, o que configura a
isomeria Optica das substancias. Em experimentos de isomeria Optica 0s
compostos sao expostos a uma luz planopolarizada e quando ha desvio desta
luz para a esquerda, dizemos que é um enantidmero levégiro (ou L); quando ha
desvio para a direita, dizemos que é um enantidmero dextrégiro (ou D) (Llorens,
2012).

Introducéao



32

Figura 8: Representacdo em 2D e 3D dos enantidmeros do acido mélico. [A]
D-malico; [B] L-mélico. (retirado e adaptado de < https://molview.org//>, acessado
em dezembro de 2020.)

1.9.2. Bioquimica

O acido méalico é abundante na natureza, principalmente em células-
guarda das folhas. Nas fotossinteses C4 e MAC (metabolismo acido das
crassulaceas) o malato, a forma ionizada do acido malico, € um importante
intermediéario para a fixacao de carbono na producéo de carboidratos pela planta
(Sage, 2017). O malato também é metabdlito do ciclo do &cido citrico (ciclo de
Krebs), sendo formado a partir da hidratacdo de fumarato pela fumarase, numa
reacdo reversivel (Nelson et al., 2018). Este, entdo, é reduzido a malato pela
malato desidrogenase NADH-dependente, também numa reacdo reversivel
(Diakou et al., 2000) (Fig. 9). O acido malico se encaixa na categoria dos alfa-
hidroxiacidos (ou AHA), junto com os acidos glicélico, citrico, tartarico e latico.
Sao acidos organicos fracos com um (ou mais) grupo hidroxila ligado ao carbono

alfa, primeiro carbono que segue o grupo acido (Tang e Yang, 2018).
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Figura 9: Esquema ilustrativo simplificado do Ciclo de Krebs com o malato em destaque.
Exceto pelas reagdes de transformacdo do isocitrato em a-cetoglutarato e deste em succinil-
CoA, todas as outras reacdes neste ciclo sdo reversiveis. (adaptado de Nelson et al., 2018). 2C:
2 carbonos; 4C: 4 carbonos; 5C: 5 carbonos; 6C: 6 carbonos.

1.9.3. Segurancga e toxicidade

Varias pesquisas sobre sua toxicidade foram desenvolvidas. Um estudo
elaborado em 1971 pela TRW/Hazleton Laboratories demonstrou que a
administracao cronica de acido malico (via oral) por 104 semanas nao provocou
nenhuma alteracdo dos parametros hematolégicos ou de urina de ratos. Outro
trabalho conduzido para a industria farmacéutica, determinou-se a DLso de
aproximadamente 3 g/kg para camundongos, por meio de ensaio de toxicidade
aguda por via oral (Patty, 1981). Analises histologicas e exames microscépicos
também nao observaram lesdes significantes nos 6rgaos (Fiume, 2001).

A FDA (Food and Drug Administration) aprova a utilizacao do acido malico
desde 1984 (Fiume, 2001). Acerca da versao sintética, a importancia do acido
DL-mélico na industria ndo se resume somente a alimenticia, onde é utilizado
como conservante, realcador de sabor e, principalmente, acidulante (cédigo
E296). Essa mistura racémica vem sendo utilizada também pelas industrias
quimica e farmacéutica (revisado por Ortiz, 2018), em formulagdes cosméticas
como regulador de pH em produtos como esmalte, xampus, condicionadores e

até produtos para bebés (Fiume, 2001).
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1.9.4. Aplicagbes médicas

O termo “nutracéutico” foi cunhado em 1989 e diz respeito a uma categoria
de alimentos, ou partes de alimentos, que trazem algum beneficio médico ou de
salde incluindo a prevencao ou até mesmo tratamento de alguma enfermidade.
Estdo inseridos nesta categoria os nutrientes isolados, alguns suplementos,
produtos herbais, entre outros (revisado por Andlauer e Furst, 2002).

Na indastria farmacéutica o acido malico tem aplicagdo como
nutracéutico. A associacdo deste com o magnésio, por exemplo, € indicada para
tratamento cronico da fibromialgia, uma condicdo generalizada de dor
disfuncional (Abraham e Flechas, 1992). Um estudo recente demonstrou que o
acido mélico (como carreador através da barreira hemato-encefalica) ligado a
um nano-imunoconjugado facilitou a resposta imune do corpo contra gliomas
cerebrais (Galstyan et al., 2019). Entre outros beneficios do acido malico
descritos na literatura estdo o aumento geral da energia para atividade fisica em
adultos e a melhoria da salivacado em pacientes transplantados que apresentam
xerostomia (LaRiccia et al., 2008; Bardellini et al., 2019). De qualquer modo,
existem muitas lacunas de informacgdo acerca dos mecanismos envolvidos nos
efeitos terapéuticos do &cido mélico associados ao tratamento da dor. Sendo
assim, mais estudos sdo necessarios para elucidar a via farmacolégica da acdo
deste AHA.
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A experiéncia dolorosa desagradavel expressa-se nos mais variados
moldes e intensidades e costuma ser danosa a quem acomete. A dor pode
causar piora na qualidade de vida, visto que ha relacdo da sensacao de
impoténcia e incapacidade com o bem-estar geral da pessoa; pode, inclusive,
desencadear outras patologias, tal como a depressao (Kempen et al., 1997;
Gureje, et al., 1998; Baune et al., 2008). Além disto, € considerada um problema
de saude publica, pois atinge o individuo nas esferas profissional e econémica,
acarretando prejuizo social (Edwards et al., 2016).

Males séo tratados desde os primordios com plantas. O registro escrito
mais antigo do uso de plantas medicinais data de aproximadamente 5000 anos,
em uma peca de argila suméria de Nagpur, na india (Petrovska, 2012).
Aproximadamente 25 mil espécies de plantas sao utilizadas em todo o mundo
para producdo de fitofarmacos e fitoterapicos (Rodrigues, 2016). Eis uma
vantagem do Brasil: com seus majestosos biomas, € detentor da maior
biodiversidade de plantas do mundo, com mais de 46 mil espécies catalogadas,
sendo quase a metade (43%) endémica do territério nacional (Fioravanti, 2016).
Sabendo disso, a pesquisa da farmacologia da etnobotanica se revela como
fonte virtualmente inesgotavel de conhecimento e de possiveis tratamentos para
dor.

A fusdo destes dois “mundos” de pesquisa (dor e etnoboténica) foi o
alicerce do nosso trabalho. Demos inicio a investigacdo de uma terapia
alternativa para dor utilizando subprodutos de uma planta especifica que, ao
final, tem se mostrado promissora. A planta alvo de nosso estudo foi a Cissus
gongylodes (Baker) Planch., conhecida popularmente como cupd, sofre-dos-
rins-quem-quer, uva-do-mato, cip6-babéao, entre outros. Como um dos proprios
nomes populares ja diz, essa planta é utilizada em algumas comunidades
tradicionais como auxiliar no tratamento de moléstias que acometem o0s rins,
principalmente a dor do calculo renal. Por isso, testamos a hipotese de que, em
um ambiente controlado e com a metodologia especifica (no caso, 0 modelo
animal para dor nociceptiva periférica), seria possivel comprovar
experimentalmente a eficacia da planta e seus subprodutos no controle da dor.

Dessa forma, ampliar os conhecimentos sobre a C. gongylodes é de
grande valia para entender a sua acgao terapéutica e, quica, levar ao

desenvolvimento de novos medicamentos, a partir de fitoterapicos e/ou
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fitofarmacos. Também é de nosso interesse destacar a importancia da tradi¢cao
do conhecimento popular sobre plantas que podem amenizar as dores,

principalmente aquelas que ndo respondem bem a tratamentos alopaticos e da
medicina majoritariamente convencional.
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3.1. Objetivo geral:

% Avaliar a atividade antinociceptiva dos subprodutos de Cissus gongylodes

(Baker) Planch., bem como de uma de suas principais substancias
isoladas (0o acido malico) e alguns dos possiveis mecanismos

farmacolégicos envolvidos.

3.2. Objetivos especificos:

Verificar o efeito da administracdo oral do extrato etandlico de C.
gongylodes (EE) sobre as dores nociceptiva e inflamatoria, através da
andlise do tempo de lambida de pata, no teste de formalina.

Verificar se EE tem acdo sedativa no sistema nervoso central, ao ser
administrado via oral, aplicando o teste de coordenacdo motora em haste
giratoria.

Verificar se as fracbes obtidas a partr de EE, administradas
perifericamente, estimulam antinocicepcao ante a hiperalgesia induzida
por prostaglandina E2, no modelo de retirada da pata de camundongo
submetida a compressao, através de curvas tempo-efeito e dose-
resposta.

Verificar se o acido malico, em seus dois estereoisdbmeros ativos, quando
administrado na periferia, estimula antinocicepcdo ante a hiperalgesia
induzida por prostaglandina E2, no modelo supracitado.

Excluir o efeito sistémico do acido malico injetado perifericamente, por
meio do teste de exclusdo de pata, realizado no modelo supracitado.
Investigar a participagdo da via opioidérgica no mecanismo de acao
antinociceptivo periférico induzido pelo acido malico.

Investigar a participagdo da via canabinoidérgica no mecanismo de acéo
antinociceptivo periférico induzido pelo acido malico.

Investigar a participagdo da via nitrérgica no mecanismo de acao
antinociceptivo periférico induzido pelo acido malico.

Investigar a participacdo dos canais para potassio no mecanismo de acao

antinociceptivo periférico induzido pelo acido malico.

Objetivos



40

4. Material e Méetodos

Material e Métodos



41

4.1. Material vegetal de Cissus gongylodes (Baker) Planch.

Cissus gongylodes (Baker) Planch. foi coletada na regido noroeste de
Belo Horizonte, capital de Minas Gerais, em 2016. A coleta foi feita pela Profa.
Dra. Lucia Santos Pinheiro Pimenta, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A identificacdo foi feita pelo
botanico Prof. Dr. Julio Anténio Lombardi, do Departamento de Biodiversidade,
no Instituto de Biociéncias da Unesp - Rio Claro. A autorizacéo para uso desta
planta em pesquisas, bem como do conhecimento tradicional relacionado, esta
registrada no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Asssociado, sob o protocolo A683AE3) (vide Anexo

).

4.2. Subprodutos de Cissus gongylodes (Baker) Planch.: extrato
etandlico (EE), fracbes (F1, F2, F3, F4 e F5) e Acido Malico

Os galhos pulverizados de C. gongylodes (264,6 g) foram submetidos a
extragdo com hexano (1,265 mL) em banho de ultrassom por 1h. O material
vegetal foi filtrado a vacuo e novamente
submetido a extracdo com hexano para

ﬁ } retrada de todo material graxo -
:', by T . 2 procedimento repetido quatro vezes. O
%ﬁé‘j;ylyes(sake . hexano foi retirado e o material vegetal

Nt

Extrato etandlico desengordurado foi submetido a extragéo
(33 com etanol 80% (1,1 L) por 3 vezes,
obtendo-se o0 extrato hidroalcodlico.

Quando o solvente foi removido sob

) presséo reduzida, houve precipitagcdo de

Acido . .

o um solido. Este soélido e o restante da

Malico
fracdo constituiram o extrato etandlico

Figura 10: Esquemailustrativo das fases (EE). Este extrato foi filtrado em silica de

de purificacdo do material vegetal de C.

gongylodes. fase reversa C18 com agua; agua:metanol

7:3; agua:metanol 1:1; agua:metanol 3:7;
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metanol. Uma prospeccao fitoquimica com as fragdes agua; agua:metanol 7:3;
agua:metanol 1:1; agua:metanol 3:7 evidenciou a presenca de acuUcares,
flavonoides e fendlicos. O filtrado aquoso foi submetido a cromatografia em
coluna Sephadex LH-20 fornecendo 34 particbes que, quando agrupadas,
renderam 9 fragdes, de massas diferentes. Foi obtido massa suficiente de 5
destas fracdes (F1 a F5), as quais foram utilizadas nos testes farmacolégicos. O

esquema a seguir representa a descricdo do método utilizado (Fig. 11):

Galhos pulverizados de
C. gongylodes

Extracdo em hexano

/
Extracdo em etOH 80%

Fracdao
hidroalcodlica

Filtragdo RP 18

Fracdo hexanica

(ndo-usada)

Fragao Fragao
H,0 MeOH
Cromatografia Sephadex LH-20
Fracao 1 Fracao 2 Fracdo 3 Fracao 4 Fracao 5
(F1) (F2) (F3) (F4) (F5)

Figura 11: Fluxograma representativo das etapas para a obtencéo dos
subprodutos (EE e fragdes) de C. gongylodes.

Andlise da fragdo F1 por cromatografia em camada delgada (CCD) e
comparacdo com padrdo mostrou em sua composi¢cdo o acido malico como
substancia majoritaria (Fig. 12). Foram obtidos os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) desta fracdo onde se comprovou a presenca, além de
acido malico, de a e B-glicose e sacarose. O extrato etandlico, as fragbes e 0

acido malico (na forma pura em L-malico ou racémica como DL-malico) foram
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gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Lacia Pinheiro Santos Pimenta, do

departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais.

—
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A(dd)|
4.34
3.77 7.98 8.50

3.78

T T T
2.60 2.55 2.50

Ad) 8 (d) —— T —— T T ——
5.23 4.64 4.38 4.37 436 435 434 433 432 431 430
1 (ppm)

j Glicose + Sacaroge

\
[

B-Glicose
a-Glicose

Sacarose

R L S s e e S S L B e B L NN S S
54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24
f1 (ppm)

Figura 12: Espectro de ressonancia magnética nuclear de F1.

4.3. Animais de experimentacéao

Os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal
de Minas Gerais (CEUA-UFMG), registradas pelos protocolos niumeros 357/2019
e 98/2020 (Anexos Il e lll). Foram utilizados camundongos Swiss machos
pesando entre 30 e 40 gramas, obtidos no Centro de Bioterismo do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da UFMG (BICBIO-2 ICB/UFMG). Os animais ficaram
acondicionados em gaiolas de dimensdes 40 x 33 x 10 cm (comprimento X
largura x altura), com forragem de maravalha; temperatura controlada (24 + 2°
C); ciclo claro-escuro (06:00 — 18:00h); livre acesso a alimento e agua - exceto
no teste da formalina, quando foram submetidos ao tempo de adaptacdo em
camaras de acrilico 2 horas antes do teste. Foi utilizado um n amostral de 5
animais (n = 5) em todos os experimentos conforme descrito no calculo do n

amostral.
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4.4. Céalculo do n amostral:

Para o calculo estatistico do N amostral foi utilizada a seguinte formula:
2. 0'2. (Zﬁ + Za)z

n

n = numero amostral
o = desvio padrao
Zp = poder de teste de 80%
a = nivel de significancia alfa = 0,05
E = erro absoluto
Considerando que a sugestdo € de que o0s agentes estudados
(subprodutos de C. gongylodes) teriam efeito restaurando o limiar nociceptivo
normal dos animais, assume-se para o teste de hipéteses:
Ho: Mo = 1
Hi: po < p1
Logo, a distribuicdo é unicaudal a direita. Assumindo um poder de teste
de 80% (Zp = 0,84) e nivel de significancia alfa = 0,05 (Z« = 1,64), derivamos 0s
tamanhos amostrais para os grupos, considerando grupos de mesmo tamanho,
porém amostras ndo pareadas (razdo = 1). A margem de erro absoluto foi
assumida como sendo 12 g, um consenso entre experimentadores experientes
que realizam a técnica rotineiramente. A partir de estudos pilotos prévios, o
desvio padrdo das médias foi calculado como sendo igual a 7,026 g. E importante
ressaltar que os valores de confiabilidade e de erro absoluto foram selecionados
de modo a atender os parametros estatisticos sem, entretanto, permitir que o

valor do n amostral se apresentasse elevado, inviabilizando a realizagcdo do

projeto.
2 (7,026)2.(0,84 + 1,64)?
122
n =4,2168 (arredondamento paran =5)

o =7.026
ZB=0,84
Za=1,64
E=12
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4.5. Vias de administracéo:

Figura 13: Fotos das vias de administracdo utilizadas neste trabalho. [A] Injecéo
intraplantar, no coxim da pata posterior direita do animal; [B] administracdo por gavagem; [C]
injecdo subcutanea no dorso do animal, proximo a nuca. Acervo proprio.

e Via intraplantar (i.pl.) (Fig. A): por meio de uma agulha 8,0 x 0,03 mm, a
agulha é inserida no coxim plantar da pata posterior direta.

e Viaoral (v.0.) (Fig. B): por meio de uma sonda gastrica adaptada inserida
pela boca do animal, procedimento denominado de gavagem.

¢ Via subcutanea (s.c) (Fig. C): por meio de uma agulha 13,0 x 0,03 mm, a

agulha é inserida, no tecido da regido dorsal do animal.

4.6. Farmacos e solventes

4.6.1. Farmacos hiperalgésicos:

e Formalina [formaldeido (Labsynth, Brasil) diluido em solucdo aquosa de
cloreto de sédio (NaCl) estéril a 0,9% (solucdo salina estéril), proporcéo
de 1:50] preparada imediatamente antes das injecdes, i.pl. 30 uL.

e Prostaglandina E2 (Sigma, EUA), dissolvida em etanol 100%, na
concentragao de 1 ug/uL. Imediatamente antes das inje¢des, diluicdo em

solucdo salina estéril (proporgéo 1:9), i.pl. 20 pL.
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4.6.2. Farmacos controle:

Indometacina 2 mg/Kg [2-1-4-clorofenil carbonil-5-metoxi-2-metil-1H-
indol-3-il acético (Sigma, EUA)], anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE),
dissolvida em tween, etanol e solucéo salina estéril (1:4:45), v.o., 300 L.
Morfina 5 mg/kg [cloridrato de 7,8-diidro-4,5-epoxi-17-metilmorfina-3,6-
diol (Merck, Alemanha)], agonista opioide, diluida em solucdo salina
estéril, s.c., 100 pL.

Xilazina 16 mg/kg [hidrocloridrato de 2-(2,6-dimetilfenilamina)-5,6-dihidro-
4H-tiazina] (Sigma, EUA)], relaxante muscular, sedativo e anestésico,

diluido em solucéo salina estéril, s.c. 100 pL.

4.6.3. Farmacos dos sistemas enddgenos de controle da dor:

Sistema opioidérgico:
Naloxona (Nx, Sigma, EUA), antagonista ndo seletivo de receptores
opioides, diluida em solucéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

Sistema canabinoidergico:

AM251 (Tocris, EUA). Antagonista seletivo dos receptores canabinoides
CBa, diluido em DMSO 10% em solugéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

MAFP (Tocris, EUA). Inibidor da enzima éacido graxo amida hidrolase
(FAAH, fatty acid amide hydrolase), diluido em acetato de metila 1% em
solucéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

JZL 184 (Tocris, EUA). Inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL),
diluido em DMSO 1% em solucao salina estéril, i.pl. 20 L.

Sistema nitrérgico:

L-NOArg (RBI, EUA). Inibidor ndo seletivo das enzimas 6xido nitrico
sintase (NOS), diluido em solu¢éo salina estéril, i.pl. 20 pL.

L-NPA (Tocris, EUA). Inibidor seletivo da enzima é6xido nitrico sintase

neuronal (NNOS), diluido em solucéo salina estéril, i.pl. 20 L.
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L-NIL (Tocris, EUA). Inibidor seletivo da enzima éxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), diluido em solucéo salina estéril, i.pl. 20 L.

L-NIO, (Tocris, EUA). Inibidor ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS), diluido em solucéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

ODQ (Tocris, EUA). Inibidor seletivo da enzima guanilato ciclase soltvel
(GCs), diluido em DMSO 10% em solucé&o salina estéril, i.pl. 20 pL.
Zaprinast (Cayman Chemical, EUA). Inibidor seletivo da enzima
fosfodiesterase especifica do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc),
diluido em DMSO 10% em solucéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

Canais para potéssio:

Tetraetilamoénio, TEA (Sigma, EUA). Bloqueador ndo-seletivo dos canais
para potassio, diluido em solucao salina estéril, i.pl. 20 pL.
Glibenclamida (Sigma, EUA). Bloqueador seletivo dos canais para

potassio sensiveis ao ATP (Katp), diluido em solucéo salina estéril, i.pl. 20

ML.

4.6.4. Agentes antinociceptivos em estudo:

Extrato etandlico de C. gongylodes (EE) diluido em solucéo salina estéril,
v.0., 300 L.

Fracbes F1, F2, F3, F4 e F5 de EE, diluidas em solugéo salina estéril, i.pl.
20 pL.

Acido L-malico, diluido em soluc&o salina estéril, i.pl. 20pL.

Acido DL-malico (mistura racémica 1:1 D-malico:L-malico), diluido em
solucéo salina estéril, i.pl. 20 pL.

4.7.Teste de formalina

O Extrato etandlico de C. gongylodes foi verificado por meio do teste da

formalina, inicialmente descrito para ratos (Dubuisson & Dennis, 1977),

posteriormente ajustado para camundongos (Hunskaar et. Al, 1985). Foram

utilizadas as doses 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg do extrato e para 0S grupos

controles veiculo EE, morfina e indometacina. Para adaptacado, duas horas antes
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do experimento, os animais foram alocados individualmente em gaiolas de

acrilico transparentes padronizadas (20 x 13 x 12 cm), com um espelho

- -

Figura 14: Camara de acrilico utilizada para visualizacdo do
comportamento de lambida de pata dos animais no teste de formalina.
Acervo proprio.

posicionado em angulo de 45° na parte de baixo, para melhor visualizagcdo do

comportamento dos animais (Fig. 14):

ApoGs esse periodo, o pré-tratamento oral foi feito por gavagem com
extrato diluido, por padrédo, uma hora antes das medi¢des. A administracédo dos
farmacos controle obedeceu a cada protocolo (indometacina - 1 hora; morfina -
30 minutos antes do inicio das observac¢des), sendo entdo os animais retornados
as gaiolas de acrilico para aguardar o inicio do experimento.

A formalina foi injetada por via subcutdnea na superficie ventral da pata
traseira direita (coxim plantar). Imediatamente ap0s esta inje¢cdo, o animal foi
recolocado a camara e iniciou-se o periodo de observagdo. O tempo que o
animal permaneceu lambendo a pata com a injecao foi registrado em segundos
durante os primeiros 5 minutos (12 fase, dor nociceptiva) e de 15 a 30 minutos
(22 fase, dor inflamatdria). A indometacina, um anti-inflamatorio néo estereoidal
(AINE), foi utilizada como controle positivo apenas na 22 fase. A morfina foi
utilizada em ambas (nociceptiva e inflamatéria). A figura 15 representa o

procedimento experimental do teste:
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Figura 15: Fluxograma representativo do procedimento experimental realizado no Teste
de Formalina.

4.8.Teste de coordenacdo motora (Rota-rod)

Para garantir que a EE néo tenha efeitos sedativos, foi feito o teste de
coordenacdo motora no aparelho Ugo Basile modelo 7600, conhecido como
Rota-rod. A coordenagdo motora foi avaliada pelo tempo que o animal
permaneceu se equilibrando e andando na haste giratoria por 2 minutos (tempo
de corte), no protocolo descrito por Dunham & Miya em 1957.

O dispositivo utilizado consiste em uma haste giratoria horizontal,
revestida com plastico antiderrapante, suspensa a uma altura de 25 - 30 cm e

com rotacao constante (16 rpm) (Fig. 16).

Figura 16: Aparelho (Rota-rod) utilizado para avaliagcdo da coordenacé&o
motora dos animais. Acervo proprio.
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Os camundongos foram submetidos a duas sessdes de treinamento nos
2 dias anteriores aos experimentos. A coordenacdo dos animais foi avaliada nos
tempos 0 (basal, imediatamente antes dos tratamentos), 30, 60 e 120 minutos
apos os tratamentos as administracbes de EE, veiculo e xilazina (farmaco

controle).

4.9.Teste de retirada da pata sob compresséo

O modelo experimental utilizado foi originalmente descrito por Randall e
Selitto (1957) para ratos e, posteriormente, adaptado para camundongos por
Kawabata et al. (1992). Esse método consiste em aplicar uma pressao
progressiva na superficie plantar da pata traseira do camundongo, por meio de
um analgesimetro. A resposta nociceptiva do animal, determinada como o
reflexo da retirada da pata, é definida como o limiar nociceptivo, medido em
gramas. O limiar nociceptivo de remocao da pata foi avaliado antes e apos a
administracéo do estimulo hiperalgésico e das substancias em teste.

No teste, 0 animal é cuidadosamente contido em posicao horizontal sobre
0 analgesimetro, por uma das méaos da experimentadora, enquanto a superficie
plantar da pata a ser testada é exposta ao aparelho de medida. A parte
compressora consiste em uma superficie plana e outra conica (area de 1,75
mm?), pela qual se aplica uma forca crescente, de forma que para cada
centimetro percorrido na régua, 10 g € aplicado sobre a pata do animal. O
dispositivo é acionado por um pedal pela experimentadora e, ao ser observada
a resposta de “fuga” do animal, que € a retirada da pata do aparelho, a
experimentadora interrompe a compressdao e ai obtém-se o valor do limiar
nociceptivo, indicado pela régua no aparelho, mas que é expresso em gramas.
Utilizamos o valor de 150 g como limite maximo de pressdo na pata a fim de
evitar possiveis lesdes. Os animais foram ambientalizados ao aparelho nos 2
dias anteriores ao teste, sob as mesmas condi¢cdes do experimento propriamente
dito. Na figura 17 estd demonstrada a forma do manuseio do animal e do

analgesimetro.

Material e Métodos



51

Figura 17: Fotos do manuseio do camundongo no analgesimetro, mostrando como a
pata do animal é posicionada para medi¢ao do limiar nociceptivo quando o animal.
Acervo proprio.

4.9.1. Medida do limiar hiperalgésico

A hiperalgesia é demonstrada pela diminuicdo do limiar nociceptivo em
relacdo ao basal, entdo nos experimentos dos sistemas endbégenos de
modulacdo da dor optamos pela diferenca (A) do limiar nociceptivo obtido no
inicio do experimento, antes de qualquer injecdo (tempo zero), em relacdo ao
limiar medido na terceira hora da injecdo de PGE2, momento este que
coincidimos com o inicio do efeito maximo de cada agente estudado.

Se antes ou durante o desenvolvimento da hiperalgesia induzida pela
PGE: for administrado um farmaco com acdo antinociceptiva, sera verificada
uma diminui¢do do A do limiar hiperalgésico. Do mesmo modo, farmacos com
capacidade de interferir na acdo desses agentes antinociceptivos tendem a
reverter esse efeito, ou seja, restaurar o A a valores mais altos, préximos aqueles

obtidos quando se administra somente o agente hiperalgésico.

4.9.2. Procedimento Experimental

Nos experimentos com o analgesimetro, o limiar basal de cada animal foi
determinado antes da administracdo do agente hiperalgésico e as medidas

foram feitas apos a administracédo dos farmacos. Para construcéo das curvas de
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tempo-efeito e dose- resposta, PGE: foi injetada na pata traseira direita trés
horas antes do tratamento com as fracdes (F1 a F5) e acido malico em suas
duas formas: DL-malico e L-malico e posteriormente foi avaliado as respostas
para a curva de tempo seguindo a figura 18. Os limiares foram sempre medidos
trés vezes, observando um intervalo minimo de 10 segundos entre cada medida,

sendo o resultado final a média dessas medidas.

PGE, Tratamento

-3h
0:45h 1:15h 2h

Oh
\\5-5 min % 10-10 min % 15-15 min

Figura 18: Fluxograma representativo do protocolo de medidas realizado no Teste de
retirada de pata sob compressdo quando da construgcdo das curvas de tempo-efeito e
dose-resposta.

O antagonista nao seletivo dos receptores opioides (naloxona), foi
administrado 30 minutos antes da injecdo do acido L-malico. O antagonista
seletivo dos receptores CB1 canabinoide e seus veiculos, assim como o inibidor
da enzima que degrada anandamida, MAFP, o inibidor da enzima que degrada
2-AG, JZL 184 e seus respectivos veiculos, foram administrados 10 minutos
antes do acido L-malico (trinta minutos antes do pico hiperalgésico de PGE>).

O inibidor ndo seletivo da enzima 6xido nitrico sintase, L-NOArg, bem
como os inibidores seletivos da enzima nNOS (L-NPA) e iNOS (L-NIL) e do
inibidor ndo seletivo da enzima eNOS (L-NIO), foram administrados 30 minutos
antes do acido L-malico. ODQ, inibidor seletivo da guanilato ciclase soluvel, foi
administrado 10 min antes do &cido L-malico; zaprinast, inibidor seletivo da
fosfodiesterase PDES, especifica de GMPc, foi administrado 1 hora antes do
acido L-malico. Por ultimo, o blogueador de canais para potassio foi administrado

30 minutos antes da injecéo do acido L-malico.

4.9.3. Exclusédo do efeito sistémico do acido malico

Para a exclusdo do efeito sistémico, o agente hiperalgésico foi
administrado nas duas patas posteriores dos animais. Os animais também

receberam na pata direita a droga testada (grupo avaliado) ou salina (grupo
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controle). As medidas foram realizadas em ambas as patas. Foi considerado
como efeito local (periférico) a dose que obteve resposta antinociceptiva

somente na pata onde o farmaco foi administrado.

4.10. Eutanasia dos animais

Todos os animais foram eutanasiados ao final dos experimentos, com
sobredose de anestésicos (cetamina 300 mg/Kg e xilazina 25 mg/Kg), de acordo
com as Diretrizes Da Pratica De Eutanasia Do Conselho Nacional De Controle
De Experimentacdo Animal — CONCEA.

4.11. Andalise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism
8.0.2. Os resultados obtidos foram apresentados como a média + erro padréo da
média (E.P.M.) e foram submetidos ao teste de analise de variancia One-Way
ou Two-Way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni para comparacdes
multiplas. Valores considerados estatisticamente significativos foram de p<0,05.
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5. Resultados

Resultados
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5.1. Efeito antinociceptivo do Extrato Etanélico 80% de Cissus

gongylodes (Baker) Planch. (EE):

O extrato etandlico 80% de Cissus gongylodes (Baker) Planch. (EE) foi, a
principio, avaliado pelo teste de formalina, para que se apurasse a informacao
de que a infuséo a frio desta planta traria alivio analgésico.

A primeira fase do teste, equivalente aos primeiros 5 minutos apos a
administracao da formalina, mostrou que os animais tratados com EE tiveram o
tempo de lambida de pata reduzido, de forma dose-dependente, nas maiores
doses administradas (300 mg/kg e 1000 mg/kg, Figura 19 A). A segunda fase do
teste, compreendida entre os minutos 15 e 30, também mostrou que os animais
tratados com EE tiveram o tempo de lambida de pata reduzido, de forma dose-
dependente, novamente nas maiores doses administradas (300 mg/kg e 1000
mg/kg, Figura 19 B).

Verificamos se o tratamento com EE provocaria algum efeito sedativo que
alterasse a resposta motora dos animais. Para tal, foi realizado o teste de
coordenacao na haste giratéria. Administrado na dose de 1000 mg/kg, p.o., EE
nao promoveu nenhuma alteracdo nesta resposta dos animais, ao contrario do
observado no grupo controle de xilazina (16 mg/kg, s.c), que reduziu de modo
significativo o tempo de permanéncia dos animais na haste, conforme visto na

Figura 20.
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Figura 19: Acéo do extrato etandlico dos galhos de Cissus gongylodes (Baker) Planch.
nas Fases 1 (A) e 2 (B) do teste da formalina em camundongos. O tempo total (s) em que o
animal lambeu a pata tratada foi medido nas Fases 1 e 2. Cada coluna representa a média +
E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). * indica significancia estatistica P<0,05; ** indica
significancia estatistica P<0,01; *** indica significancia estatistica P<0,001 quando comparado
ao grupo veiculo (V, solugéo salina estéril 0,9%, p.o.). | (Indometacina; 10 mg/kg, p.0.) e M
(Morfina; 5 mg/kg, s.c.).
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Figura 20: Acéo do extrato etandlico dos galhos de Cissus gongylodes (Baker) Planch.
no teste de coordenacdo motora em camundongos. O tempo (s) de permanéncia sobre a
haste giratoria foi medido em 0 (basal), 30, 60 e 120 minutos apés a administracéo oral EE 80%.
Cada coluna representa a média + E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). ** indica
significancia estatistica P<0,01; *** indica significAncia estatistica P<0,001 quando comparado
ao grupo veiculo (solucao salina estéril, 0,9%). Xilazina; 16 mg/kg, s.c.
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5.2. Andlise da mucosa estomacal dos animais tratados com EE 1000

mg/kg por via oral:

Imediatamente apds o teste de formalina os animais tratados com 1000
mg/kg de EE e os animais do grupo controle foram eutanasiados para, em
seguida, ser feita a retirada e coleta dos estbmagos, com o intuito de avaliar
possiveis irritacdo e/ou lesdo a mucosa estomacal. Apés limpeza em solucao
salina estéril 0,9% e com o auxilio de uma lupa, foi possivel observar que ndo
houve lesdo macroscopica aparente nas mucosas de nenhum dos animais

tratados quando em comparacdo aos animais controle, que receberam veiculo
de EE por via oral (Fig. 21).
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Figura 21: Estémagos dos animais submetidos ao tratamento oral no teste de
formalina: [A] animal controle, veiculo EE; [B] animal tratado com EE 1000 mg/kg.
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5.3. Efeito antinociceptivo das fracdes eluidas de EE 80% ante a

hiperalgesia induzida por prostaglandina Ez (PGE-2):

ApGs averiguacgdo do potencial analgésico de EE, este foi fracionado em
Sephadex LH-20, resultando em 9 grupos, dos quais 5 houve foram analisados
nos testes farmacoldgicos (F1 a F5).

Considerando o peso dos animais testados como 40 g, a dose de partida
para os testes farmacologicos foi determinada pela propor¢cdo da dose mais
eficaz de EE no teste de formalina (1000 mg/kg), para uma pata do animal, que
equivale a 1% de sua massa corporal. Definiu-se, entdo, 400 pg/pata do animal,
aumentando ou diminuindo, a partir da observacao dos resultados preliminares.

Como controles para todas as fragbes (F1 a F5) foram utilizados animais
com reducdo do limiar nociceptivo provocado por PGE: e animais sem
sensibilizacao nociceptiva qualquer (veiculo PGE: e veiculo fracdes - etOH 10%

e solucéo salina estéril, respectivamente).

Fracao F1:

F1 mostrou reverséo da hiperalgesia de PGE:2 de forma dose-dependente,
com melhor resultado observado na dose de 400 ug/pata (Fig. 22) O pico de
acdo se deu em 40 minutos apés a administracdo da mesma, perdurando por 15
minutos.

As doses de 200 e 100 pg/pata também foram capazes de reduzir o efeito
nociceptivo de PGE2, mas ndo de forma total, alcancando préximo de 65% e
15%, nesta ordem. As 3 doses utilizadas apresentaram resultados
estatisticamente significantes (p>0,05) em relacdo ao grupo controle
hiperalgésico ao longo de praticamente todo o periodo, exceto pela ultima
medicao (2 horas apods o tratamento com a fracdo), onde nenhum grupo tratado
teve diferenca estatistica em relacao ao controle PGE..
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Figura 22: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de F1 ante a
hiperalgesia induzida por PGE: (2 pg) em camundongos. As medidas foram feitas em
intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréafico). Cada ponto na curva
representa a média £ E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). * indica significAncia estatistica
P<0,05 em relagdo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina € o grupo controle de
veiculos de PGE: e F1, respectivamente.
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Fracdes F2 e F3:

No experimento piloto com a fracédo F2 verificou-se que esta nédo foi capaz
de reverter totalmente o efeito nociceptivo em nenhuma das doses testadas (Fig.
23). Apesar disso, observa-se que a resposta do limiar nociceptivo dos animais
aumentou de forma dose-dependente. F2 400 pug apresentou melhor resultado e
pico de acdo de 45 minutos, com aproximadamente 78% de reversdao da
hiperalgesia de PGEx-.

O experimento piloto de F3 foi feito com doses maiores (200, 400 e 600
ug, Fig. 24), visto que a dose de partida (400 pug) apresentou pico de acdo mais
rapido que as fracbes antes testadas e, apoiado nisto, surgiu o interesse em
verificar a eficacia de uma dose ligeiramente maior. No entanto, nenhuma das
doses foi capaz de reverter por completo a hiperalgesia de PGE2. As doses de
200 e 400 pug tiveram pico de acdo em 20 minutos, revertendo préoximo de 51%
e 54% da hiperalgesia, respectivamente; a dose de 600 ug teve pico de acdo em

40 minutos, com aproximadamente 44% de reverséao hiperalgésica.
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Figura 23: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de F2 ante a
hiperalgesia induzida por PGE, (2 pg) em camundongos. As medidas foram feitas em
intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréfico). Cada ponto na curva
representa a média + E.P.M. (n amostral = 3 animais por grupo, experimento piloto). * indica
significancia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina
€ o grupo controle de veiculos de PGE: e F2, respectivamente.
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Figura 24: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de F3 ante a
hiperalgesia induzida por PGE; (2 pg) em camundongos..As medidas foram feitas em
intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréafico). Cada ponto na curva
representa a média £ E.P.M. (n amostral = 3 animais por grupo, experimento piloto). * indica
significancia estatistica P<0,05 em relagéo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina
€ o grupo controle de veiculos de PGE: e F3, respectivamente. Para F3 a menor dose testada
foi 200 pg e a maior foi 600 pg.
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Fracéo F4:

A fracao F4 (Fig. 25), assim como F3, foi testada em doses maiores pelo
mesmo motivo (0 pico de acao da dose de partida, 400 ug, foi mais rapido que o
observado em fracGes anteriores). 600 pg foi capaz de reverter de forma integral
a hiperalgesia induzida pela PGE2, com pico de acdo em 30 minutos apos
tratamento, perdurando por 15 minutos. A dose de 400 pg apresentou resultado
intermediario, com pico de acdo aos 25 minutos e aproximadamente 60% de
reversdo. A dose de 200 pg ndo mostrou resposta estatisticamente significante

em relacdo ao grupo controle hiperalgésico.
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Figura 25: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de F4 ante a
hiperalgesia induzida por PGE; (2 ug) em camundongos. As medidas foram feitas em
intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréafico). Cada ponto na curva
representa a média £ E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). * indica significAncia estatistica
P<0,05 em relagdo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina € o grupo controle de
veiculos de PGE: e F4, respectivamente. Para F4 a menor dose testada foi 200 pg e a maior foi

600 pg.
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Fracao Fb5:

A Ultima fracéo testada, F5, apresentou atividade antinociceptiva reduzida
em todas as doses testadas (Fig. 26). Apesar disso, foi possivel verificar
diferenca estatistica em algumas medidas quando comparadas ao grupo
controle de PGEx-.
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Figura 26: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de F5 ante a
hiperalgesia induzida por PGE; (2 ug) em camundongos. As medidas foram feitas em
intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréfico). Cada ponto na curva
representa a média + E.P.M. (n amostral = 3 animais por grupo, experimento piloto). * indica
significAncia estatistica P<0,05 em relacdo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina
€ o grupo controle de veiculos de PGE: e F5, respectivamente.
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5.4. Efeito antinociceptivo do acido malico ante a hiperalgesia induzida

por prostanglandina E2 (PGE-2):

Os resultados obtidos com as fragbes F1 a F5 de EE foram considerados,
ponderados e, ao final, a fragdo F1 foi escolhida para andlise mais profunda.
ApoOs analise quimica de F1 foi possivel identificar a substancia acido malico
cOmo a majoritaria em sua composicao e, a partir disso, deu-se inicio aos testes
com esta substancia purificada.

O &cido L-malico ocorre de forma natural e € um metabolito comum em
seres vivos. Sua mistura racémica, DL-malico, sintética, € amplamente utilizada
nas industrias alimenticia, quimica e farmacéutica (Ortiz, 2018).

A dose de partida para ambos os compostos (DL-malico e L-mélico) foi de
200 ug/pata, fundamentada na indicagdo médica de tratamento para fibromialgia
(a partir de 400 mg por dia) (Russel et al., 1995). Observados os resultados
primarios, foram estipuladas doses menores para efeito de construcao da curva

dose-resposta.

Mistura racémica (1:1) dos estereoisbmeros D-malico e L-malico
(DL-malico):

A mistura racémica DL-malico apresentou efeito antinociceptivo de forma
dose-dependente (Fig. 27). A dose de partida, 200 g, mostrou reversao parcial
da hiperalgesia induzida por PGE2. O pico de a¢do se deu aos 20 minutos, com
aproximadamente 53% de efeito antinociceptivo. Em seguida, a dose de 100 pug
foi testada e sua resposta foi semelhante a da dose de 200 ug: o pico de acao
ocorreu aos 20 minutos, com reversdo de aproximadamente 60% do efeito de
PGE2. Nao houve diferencga estatistica entre as respostas de 100 e 200 pg em
ambos os tempos de pico. Por fim, a dose de 50 pg foi testada e apresentou
potencial antinociceptivo menor que as doses maiores. O pico de acéo foi tardio,
em 35 minutos, e a reversao foi de aproximadamente 34%. Foi possivel observar
efeito duradouro de todas as doses de DL-médlico até 90 minutos depois de

administradas, quando comparadas as respostas ao grupo controle PGE-.
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Figura 27: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de 4cido DL-malico
(mistura racémica) ante a hiperalgesia induzida por PGE>, em camundongos. As medidas
foram feitas em intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do gréafico). Cada ponto na
curva representa a média £ E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). * indica significancia
estatistica P<0,05 em relacdo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina é o grupo
controle de veiculos de PGE:z e &cido DL-mélico, respectivamente.
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Forma pura do estereoisdmero L-maélico:

O &cido L-malico apresentou efeito antinociceptivo de forma dose-
dependente (Fig. 28). A dose de partida (200 pg) reverteu totalmente a
hiperalgesia de PGE2 em 20 minutos a partir do tratamento, gerando um plato
de 35 minutos de efeito antinociceptivo. A seguir, a dose de 100 pg foi utilizada
e também apresentou efeito antinociceptivo apos 20 minutos, com platé de 25
minutos. Nova reducdo da dose, para 50 pg e, foi possivel verificar o efeito
intermediario, com pico de acdo aos 20 minutos e aproximadamente 41% de
reversao do efeito de PGE2. Nas duas maiores doses (200 e 100 pg) o efeito de
L-malico pode ser observado até 90 minutos ap6s administracao; a dose de 50
Hg mostrou efeito com significancia estatistica em relagdo ao grupo controle de
PGE: até 65 minutos apds administracdo. A partir desta descoberta, o acido L-
malico nas doses de 100 pug e 50 pg foram selecionados para as analises
farmacoldgicas posteriores.

A continuidade, avaliamos se o acido L-malico teria efeito antinociceptivo
sistémico mesmo quando administrado na periferia (Fig. 29). Para esta andlise,
PGE: foi injetada em ambas as patas dos dois grupos experimentais, teste e
controle, enquanto o acido L-malico (100 ug/pata) foi administrado somente na
pata direita dos animais teste. Os resultados mostraram que L-malico reverteu
totalmente a hiperalgesia na pata direita; todavia, ndo houve alteracdo da

resposta do limiar da pata contralateral dos animais testados.
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Figura 28: Curva dose-resposta por tempo do efeito antinociceptivo de acido L-malico
ante a hiperalgesia induzida por PGE: (2 pg) em camundongos. As medidas foram feitas
em intervalos crescentes de tempo (ver diagrama acima do grafico). Cada ponto na curva
representa a média £ E.P.M. (n amostral = 5 animais por grupo). * indica significancia estatistica
P<0,05 em relacdo ao grupo controle PGE: + salina. EtOH 10% + salina é o grupo controle de
veiculos de PGE: e acido L-malico, respectivamente.
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Figura 29: Excluséao de efeito antinociceptivo sistémico do acido L-malico (L-malico; 100
pg/pata). Apos tratamento com PGE2, L-malico 100 pg foi injetado (160 min.) apenas na pata
posterior direita do grupo teste. As medidas foram feitas, em ambas as patas dos dois grupos,
no tempo 180 min. (ver diagrama acima do gréafico). Cada coluna representa a média + E.P.M.
do A do limiar nociceptivo, em gramas (g), para 5 animais por grupo. * indica significAncia
estatistica P<0,05 em relacdo ao grupo controle PGE: + salina.
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5.5. Analise do envolvimento do sistema opioidérgico na

antinocicepcao mediada pelo acido L-mélico:

O sistema opioide foi 0 primeiro a ser avaliado neste trabalho. Naloxona,
inibidor ndo-seletivo de receptores opioides, foi injetada na dose de 50 pg/pata,
mas nao reverteu o efeito antinociceptivo produzido por L-malico 100 pg/pata. O
mesmo inibidor ndo provocou efeito hiperalgésico quando administrado sozinho,

nem efeito antinociceptivo quando administrado junto a PGE: (Fig. 30).
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Figura 30: Acdo da Naloxona (Nx), antagonista ndo seletivo de receptores opioides, sobre
o efeito antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. Naloxona (50 pg) e L-malico (100 pg)
foram administrados nos tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima
do gréafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE: + sal + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relacéo ao grupo
PGE: + sal + L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solu¢ao salina
estéril 0,9%.
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5.6. Analise do envolvimento do sistema canabinoidérgico na

antinocicepcao mediada pelo acido L-mélico:

AM251, antagonista seletivo de receptores canabinoidergicos do tipo CB1,
foi injetado na dose de 80 pg/pata e foi capaz antagonizar parcialmente a
antinocicepcdo mediada por L-malico 100 pg (Fig. 31). Contudo, quando
administrado sozinho, ndo provoca hiperalgesia; e quando administrado junto a
PGEz2, ndo promove efeito antinociceptivo desta.

Uma vez avaliada a participacdo do receptor CB1 canabinoide no efeito
antinociceptivo do acido malico, foi avaliada a participacdo dos
endocanabinoides neste evento e, para tanto, foram utilizados o inibidor da
enzima FAAH que degrada a anandamida (MAFP), na dose de 0,5 pg/pata (Fig.
32) e o inibidor da enzima MAGL que degrada o 2-araquidonilglicerol (2-AG)
(JZL184), na dose de 4 pg/pata (Fig. 33). Para que fosse possivel verificar a
potencializacdo do efeito de L-malico, foi utilizada uma dose intermediaria, 50
pg/pata, elucidada pela figura 28. Observamos que o MAFP foi capaz de
potencializar ao maximo o efeito da dose intermediaria de L-malico; no entanto,
JZL184 néao foi capaz deste mesmo efeito. Nenhum dos inibidores de enzimas

provocou hiperalgesia quando administrado s6, nem antinocicepcao ante PGEo..
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Figura 31: Acdo do AM251, antagonista seletivo de receptores canabinoides CB1, sobre
o efeito antinociceptivo induzido pelo &cido L-mélico. AM251 (80 pg) e L-malico (100 ug)
foram administrados nos tempos de 150 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima
do grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significAncia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE2+ DMSO + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relagéo ao
grupo PGE2 + DMSO + L-médlico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal =
solucao salina estéril 0,9%.
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Figura 32: Ac8o do MAFP, inibidor irreversivel de FAAH, sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo &cido L-malico. MAFP (0,5 ug) e L-malico (100 ug e 50 pg) foram administrados
nos tempos de 150 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do grafico). Cada
coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo expresso em gramas
(g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em relacéo ao grupo PGE: +
acet. metila 1% + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo PGE:z+ a.m.
1% + L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solugdo salina estéril
0,9%.
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Figura 33: Acdo do JZL184, inibidor seletivo de MAGL, sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo acido L-malico. JZL184 (4 ug) e L-malico (100 ug e 50 pug) foram administrados
nos tempos de 150 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do grafico). Cada
coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo expresso em gramas
(g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em relacdo ao grupo PGE: +
DMSO + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo PGE2+ DMSO 1% +
L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solugéo salina estéril 0,9%.
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5.7. Analise do envolvimento da via L-arginina/NO/GMPc na

antinocicepcao mediada pelo acido L-mélico:

A administracao de L-NOArg (24 pg/pata), um inibidor ndo seletivo das
enzimas oOxido nitrico sintase (NOS), foi capaz de reverter totalmente o efeito
antinociceptivo de L-malico 100 pg/pata, como mostra a figura 34. L-NOArg,
quando administrado sozinho, ndo provocou hiperalgesia, ou mesmo
antinocicep¢ao quando administrado somente com PGE..

Para saber qual enzima estaria envolvida nesse processo, foram
utilizados trés inibidores da NOS: L-NIL (24 ug/pata), inibidor seletivo da NO-
sintase induzivel (Fig. 35); L-NPA (24 ug/pata), inibidor seletivo da NO-sintase
neuronal (Fig. 36); e L-NIO (24 pg/pata), inibidor ndo seletivo da NO-sintase
endotelial (Fig. 37). L-NIL ndo promoveu reversao do efeito antinociceptivo de L-
malico 100 pg/pata; entretanto observa-se que L-NPA reverteu totalmente e L-
NIO reverteu parcialmente o efeito antinociceptivo induzido pelo acido L-malico.

Assim como o inibidor ndo-seletivo supracitado, nem L-NIL, L-NPA ou L-
NIO provocaram hiperalgesia ou antinocicepgdo quando administrados

sozinhos.
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Figura 34: Acdo do L-NOArg, inibidor ndo seletivo das enzimas NOS, sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. L-NOArg (24 pg) e L-malico (100 pg) foram
administrados nos tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE: + sal + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo
PGE: + sal + L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solu¢ao salina
estéril 0,9%.
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Figura 35: Agdo do L-NIL, inibidor seletivo da enzima iNOS, sobre o efeito antinociceptivo
induzido pelo acido L-malico. L-NIL (24 pg) e L-mélico (100 pg) foram administrados nos
tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do gréafico). Cada coluna
representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo expresso em gramas (Q)
referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em relagéo ao grupo PGE: + sal
+ sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relagéo ao grupo PGE:2 + sal + L-méalico 100
pg. N.S = diferencga estatistica néo significativa. Sal = solu¢ao salina estéril 0,9%.
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Figura 36: Acdo do L-NPA, inibidor seletivo da enzima nNOS, sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo &cido L-méalico. L-NPA (24 pug) e L-mélico (100 pg) foram
administrados nos tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE: + sal + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo
PGE: + sal + L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solu¢ao salina
estéril 0,9%.
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Figura 37: Acédo do L-NIO, inibidor n&o seletivo da enzima eNOS, sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. L-NIO (24 pg) e L-malico (100 pg) foram
administrados nos tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relacéo ao grupo PGE: + sal + sal; # indica significAncia estatistica P<0,05 em relag&o ao grupo
PGE:2 + sal + L-malico 100 ug. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solugao salina
estéril 0,9%.
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O passo seguinte foi verificar se o ODQ, inibidor seletivo da enzima
guanilato ciclase (GC), que catalisa a transformacéo de GTP em GMPc, poderia
reverter o efeito antinociceptivo de L-malico 100 pg/pata. Na figura 38 é possivel
observar que ODQ (100 pg/pata) reverteu parcialmente a acao de L-malico 100
pg/pata.

A seguir, zaprinast, um inibidor seletivo da fosfodiesterase especifica de
GMPc, foi testado e este foi capaz de potencializar ao maximo o efeito da dose
intermediaria de L-malico (50 pg/pata), em um perfil semelhante ao do efeito
observado no grupo controle L-malico 100 pg/pata (Fig. 39).

Ambos os inibidores ndo promoveram hiperalgesia ou antinocicep¢ao

guando verificados em seus respectivos grupos controles (etOH 10% e PGE-2).
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Figura 38: Acdo do ODQ, inibidor seletivo da guanilato ciclase solUvel, sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo 4cido L-malico. ODQ (100 pg) e L-malico (100 pg) foram
administrados nos tempos de 150 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do
grafico). Cada coluna representa a média + E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relagdo ao grupo PGEz2 + DMSO + sal; # indica significAncia estatistica P<0,05 em relacdo ao
grupo PGE2+ DMSO 1% + L-malico 100 pg. N.S = diferenca estatistica néo significativa. Sal =
solucao salina estéril 0,9%.
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Figura 39: A¢do do zaprinast, inibidor seletivo da fosfodiesterase especifica do GMPc,
sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. Zaprinast (50 pg) e L-malico
(100 ug e 50 pg) foram administrados nos tempos de 100 min e 160 min., respectivamente (ver
diagrama acima do grafico). Cada coluna representa a média £ E.P.M. do A da medida do limiar
nociceptivo expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica
P<0,05 em relacdo ao grupo PGE2 + DMSO + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE:2 + DMSO 1% + L-mdlico 100 ug. N.S = diferenca estatistica nao
significativa. Sal = solucdo salina estéril 0,9%.
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5.8. Analise do envolvimento de canais para potassio na

antinocicepcao mediada pelo acido L-mélico:

A fim de verificar a atividade de canais para potassio na acéo
antinociceptiva de L-malico 100 pg/pata, foi utilizado o tetraetilamonio (TEA), um
bloqueador ndo seletivo destes canais, na dose de 30 pg/pata. TEA reverteu
totalmente a acao de L-malico, como demonstrado na Fig. 40.

Em seguida, foi utilizada a glibenclamida (80 pg/pata), de modo a elucidar
a participacdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Katp), visto que esta
droga promove o bloqueio seletivo destes canais. Como foi demonstrado na Fig.
41, a Glibenclamida também foi capaz de reverter totalmente a acdo de L-malico
100 pg/pata.

TEA e Glibenclamida ndo provocaram hiperalgesia ou antinocicepcéo

guando administradas em seus respectivos grupos controle (etOH 10% e PGE-2).
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Figura 40: Acédo do TEA, blogueador ndo seletivo dos canais para K+, sobre o efeito
antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. TEA (30 pg) e L-malico (100 pg) foram
administrados nos tempos de 130 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama acima do
grafico). Cada coluna representa a média £+ E.P.M. do A da medida do limiar nociceptivo
expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE: + sal + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em rela¢édo ao grupo
PGE:2 + sal + L-malico 100 ug. N.S = diferenca estatistica ndo significativa. Sal = solucdo salina

estéril 0,9%.
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Figura 41: Acéo da Glibenclamida, bloqueador seletivo dos canais para Kate, SObre o
efeito antinociceptivo induzido pelo acido L-malico. Glibenclamida (80 ug) e L-malico (100
png) foram administrados nos tempos de 155 min e 160 min., respectivamente (ver diagrama
acima do grafico). Cada coluna representa a média £+ E.P.M. do A da medida do limiar
nociceptivo expresso em gramas (g) referente a 5 animais. * indica significancia estatistica
P<0,05 em relacédo ao grupo PGEz + DMSO + sal; # indica significancia estatistica P<0,05 em
relacdo ao grupo PGE2 + DMSO 1% + L-malico 100 pg. N.S = diferenga estatistica nao
significativa. Sal = solucao salina estéril 0,9%.
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6. Discussao
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Segundo estimativas, até 70.000 espécies de plantas sdo usadas por
seus poderes curativos em todo o mundo (Haq et al., 2012). O uso terapéutico
de plantas como drogas analgésicas na medicina popular € uma tradicdo antiga
(Ullah et al., 2015). Neste contexto, surgiu o interesse em investigar o possivel
potencial terapéutico da planta alvo deste trabalho. Para tanto, iniciamos um
trabalho colaborativo com a area de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica da UFMG, de onde obtivemos o extrato dos galhos de C. gongylodes
para as analises no Departamento de Farmacologia da UFMG.

Efeitos analgésicos de plantas tém sido estudados através de diferentes
modelos experimentais de dor, incluindo o teste de contorcdo, teste do
movimento leve da cauda, teste da imersdo da cauda, teste da placa quente e
teste de formalina (Haq et al., 2012).

O teste de formalina tem amplo uso como modelo para estudo da dor,
uma vez que provoca uma resposta bifasica distinta, dor nociceptiva e dor
inflamatoria. A primeira fase (nociceptiva) é caracterizada por uma dor aguda
compreendida nos primeiros 5 minutos, causada pela sensibilizagéo direta da
formalina em neurdnios aferentes primarios (fibras C). Essa dor se abranda e
entdo surge a segunda fase, compreendida entre 15 e 30 minutos apos injecao
do hiperalgésico. A segunda fase de dor é devida a subsequente inflamacao,
pois ha liberacao de varios mediadores hiperalgésicos e inflamatérios. Opioides
de acao central, como morfina e codeina, sdo capazes de inibir a dor em ambas
as fases do teste; por outro lado, drogas de acdo periférica como anti-
inflamatorios esteroidais (AIES) e ndo esteroidais (AINES) sdo eficientes em
inibir somente a segunda fase, a da dor inflamatéria (Shibata et al., 1989).

Ao avaliarmos a acéo de diferentes doses de EE ante a hiperalgesia por
formalina, vimos que as maiores doses (300 mg/kg e 1000 mg/kg) foram capazes
de reduzir consideravelmente o tempo de lambida da pata, ao longo de todo o
experimento. Na 12 fase, quando comparamos com a morfina (farmaco controle),
a dose de 300 mg/kg apresentou diferenca estatistica (p>0,05), diferente da dose
de 1000 mg/kg, sugerindo que 1000 mg/kg tenha um perfil mais semelhante ao
do opioide controle. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre estas duas
doses de EE na primeira fase e, por isso, nessa observacao ainda néo foi

possivel propor que o tratamento seja dose-dependente.
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Verificamos, também, reducéo do tempo de lambida de pata entre 15 e 30
minutos apos a formalina de maneira dose-dependente, periodo que
corresponde a dor inflamatdria. Decerto, estudos recentes demonstraram o
potencial anti-inflamatério do decocto de C. gongylodes, que foi eficaz em inibir
tanto a via das cicloxigenases (COX) quando a das lipoxigenases (LOX) em
modelo murino (Salem et al., 2020). Visto que a maior dose de EE (1000 mg/kg)
apresentou resultados positivos em ambas as fases da dor, optamos por usar
esta para os calculos das concentracBes a serem utilizadas nos experimentos
seguintes.

Um cuidado que se deve tomar em estudos de analgesia € garantir que
antinocicepc¢dao vista em teste ndo seja, na verdade, um possivel efeito sedativo
da substancia testada (revisado por Millan, 1999). Isso pode acontecer em
modelos de dor que utilizam administracéo sistémica da droga testada, a citar o
préprio teste de formalina. No teste de coordenacdo motora (Rota-rod), os
animais sao adestrados a caminharem sob uma haste giratéria e logram éxito
gquando em condi¢bes normais. Contudo, quando recebem administracdo de
drogas depressoras, ndo conseguem se manter na haste e caem (Kuribara,
1977). Desse modo, para exclusdo de um possivel efeito sedativo de EE,
realizamos o teste de coordenacdo motora, Rota-rod. Os animais foram tratados
previamente com EE 1000 mg/kg, veiculo de EE e xilazina 16 mg/kg. A xilazina
tem acdo analgésica, miorrelaxante e sedativa (Massone, 2003), sendo utilizada
como controle de coordenacdo motora reduzida. Os resultados de todos os
tempos medidos mostraram que EE, mesmo em sua maior dose, ndo apresentou
miorrelaxamento ou sedagdo, 0 que sugere um carater antinociceptivo do
extrato.

Em seguida, analisamos em uma lupa os estdbmagos dos animais tratados
com EE 1000 mg/kg e verificamos que n&o houve nenhuma alteracdo
macroscopica aparente quando comparados aos animais tratados somente com
veiculo. A principio, podemos inferir que o tratamento oral com EE n&o causa
les&o gastrica. De fato, a administragao crénica de infuso e decocto de caule de
C. gongylodes néo leva a alteracdes de peso de 6rgaos, ou de funcdes renais e
hepéticas, sugerindo certa seguranca em relacdo a toxicidade (Navarro, 2009).
De todo modo, uma analise mais profunda dos cortes histolégicos faz-se

necessaria para corroborar essa sugestao.
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A partir destes resultados preliminares de EE, demos seguimento a
investigacdo das porcdes fracionadas do extrato. Essas fracfes foram obtidas a
partir da purificacdo do extrato na coluna em Sephadex LH-20 e foram nomeadas
de acordo com seu peso molecular, em ordem decrescente: F1 sendo a de maior
peso molecular, F5 a de menor. A massa de cada fracdo obtida foi suficiente
para os testes de dor periférica, onde uma pequena dose € injetada na pata do
animal e esta é medida ao longo do tempo. A dose de partida para todas as
fracOes foi ajustada pelo proporcional de dose sistémica de EE (1000 mg/kg),
resultando em 400 pg/pata.

Para os testes de dor periférica, utilizamos o modelo de hiperalgesia por
prostaglandina E2 (PGE:) avaliada no analgesimetro. A prostaglandina provoca
dor quando administrada por injecdo subdérmica em concentra¢des encontradas
numa inflamacao (Ferreira, 1972). Utilizamos a dose de 2 ug/pata por esta
apresentar hiperalgesia maxima no modelo murino testado (Petrocchi et al.,
2019). Por ativacdo de AMPc e via da proteina quinase A (PKA), as
prostaglandinas intensificam as correntes de sodio e inibem canais para
potéssio. Isso diminui o limiar de disparo dos neurbnios aferentes primarios,
aumentando a excitabilidade neuronal e, consequentemente, a liberacdo de
substancias préprias da transmissao do estimulo doloroso, como aminoacidos
excitatorios, substancia P e 6xido nitrico, por exemplo (Millan, 1999; Vanegas e
Schaible, 2001).

A fracdo F1 foi a que apresentou, entre todas, o melhor resultado
antinociceptivo ante PGE2. Além dela, F4 também obteve efeito consideravel. F2
e F3, embora tenham apresentado certo efeito antinociceptivo periférico, foram
descartadas de andlises posteriores por ndo apresentarem resultados
considerados suficientes, por nds, para uma investigacdo mais minuciosa. F2
nao reverteu totalmente a hiperalgesia de PGE2 com a dose de 400 pg/pata,
além de ter o pico de acgdao relativamente tardio. F3 400 pg/pata apresentou pico
de ac&o mais rapido que as duas anteriores. Mesmo quando aumentada a dose,
600 pg/pata, também né&o foi capaz de reverter totalmente a hiperalgesia. F4
também néo teve reversédo total da hiperalgesia com a dose de 400 ug/pata;
entretanto nos despertou interesse por ter apresentado um pico de agcao mais
rapido que o de F1. F5 apresentou efeito antinociceptivo baixo, sendo também
desconsiderada.
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Subprodutos de plantas podem exercer seus efeitos benéficos por acdes
aditivas, sinérgicas ou indutivas de outros compostos endogenos, atuando em
um ou varios alvos e modulando processos fisiologicos (Briskin, 2000). Isto
posto, nossa sugestdo € de que o efeito terapéutico observado em EE e suas
fracOes se encaixaria nestas condi¢coes descritas.

F1 foi capaz de reverter a hiperalgesia causada por PGE:2 na dose de 400
Hg apos o tratamento, enquanto F4 reverteu na dose de 600 pg/pata. Apos a
andlise dos dados coletados, optamos pelo uso da fracdo F1, por apresentar
antinocicepgdo com menor dose. A analise quimica de F1 nos mostrou que a
substancia presente em maior quantidade era o acido malico (Fig. 12).

O acido malico € amplamente utilizado nas indastrias alimenticia e
cosmética ha décadas (revisado por Ortiz, 2018; Fiume, 2001). Além disso,
também é utilizado como nutracéutico quando em associacdo com 0 magneésio
para tratamento da dor da fibromialgia. A dose média encontrada nas farméacias
de manipulacdo € de 400 mg para uma pessoa de 70kg. Ao calcularmos a
propor¢do para um camundongo de 35 g (em média), obtivemos a dose de
partida de 200 pg para os testes desta substancia isolada.

As duas substancias foram testadas no analgesimetro, ante a hiperalgesia
por PGE2. A dose de partida para ambos nos testes preliminares foi de 200
ug/pata. DL-malico ndo demonstrou potencial antinociceptivo total nesta dose,
ao passo que o L-mdlico sim. Além de reverter totalmente a hiperalgesia, L-
malico 200 ug chegou ao pico de ac¢ao aos 20 minutos e perdurou até 55 minutos
apos a injecdo. Diante destes resultados, optamos por reduzir a dose, de ambas
as substancias, para 100 pg/pata e, subsequentemente, 50 pg/pata. Vale
lembrar que o DL-malico utilizado é uma mistura racémica, composta por 50%
de acido D-mélico e 50% de acido L-malico. Logo, a dose de 200 ug de DL-
malico, por exemplo, contém 100 pg de L-malico.

DL-malico em nenhuma das doses testadas foi capaz de promover a
antinocicepcao total. Este resultado sugere que a mistura racémica de acido
malico, além de ndo ser satisfatéria para controle da hiperalgesia, apresenta
alguma interferéncia do isbmero D-malico na ac¢do do isébmero L-maélico,
atrapalhando o efeito benéfico visto deste ultimo. Por certo, a literatura revela
trabalhos envolvendo isdmeros que, ndo necessariamente, apresentam o

mesmo resultado quando administrados sozinhos ou em mistura racémica. Na
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verdade, é comum que misturas racémicas apresentem resultados menos
adequados do que formulacdes com um dos isdbmeros puro (Lima, 1997;
Orlando, 2007). O exemplo mais famoso é a talidomida, medicamento que
continha ambos os enantibmeros ativos em sua composicdo e que causou
anormalidade congénita em milhares de bebés nascidos no meio do século XX
(McBride, 1961; Fabro et al., 1967).

O enantidmero L-malico sozinho apresentou resultados satisfatorios na
dose de 100 pg/pata, com pico de acdo aos 20 minutos de tratamento,
perdurando por 25 minutos. Assim sendo, cogitamos que talvez reduzindo pela
metade novamente obtivéssemos uma dose menor ainda eficaz. Para nossa
surpresa, 50 pg/pata reverteu em torno de 42% da hiperalgesia de PGE-.
Aparentemente a dose de 50 pg/pata ndo € suficiente para ativar o minimo de
receptores que desencadeariam o efeito bioldégico maximo.

Diante desses resultados, elegemos a dose de 100 pg para testes
subsequentes nos quais precisariamos de efichcia maxima e a dose de 50 ug
como intermediaria para testes de potencializacdo do efeito de L-malico.

Para assegurar que a dose local de 100 pg de L-malico néo teria efeito
sistémico, conduzimos o teste de exclusdo de pata. Neste, os animais do grupo
controle e do grupo teste tiveram PGE: injetada em ambas as patas. Nos animais
tratados o L-mdlico foi injetado somente na pata direita, no tempo de acordo com
0 protocolo. Vimos que esta dose néo causou alteracdo no limiar nociceptivo
sensibilizado da pata contralateral, sugerindo que néo ha efeito sistémico de L-
malico 100 ug injetado na periferia (pata).

O primeiro sistema analgésico endégeno que avaliamos foi o sistema
opioidérgico. Este sistema regula respostas a estimulos nocivos dolorosos, de
estresse, ou estimulos de recompensa e motivacao, também controla funcdes
autondmicas como a respiracdo, termorregulacdo, motilidade gastrointestinal,
entre outras (revisado por Kieffer, 1999). Existem 3 tipos de receptores: p (mi); K
(kappa) e & (delta), que sao ativados por diferentes peptideos endoégenos, sejam
das classes das endorfinas, encefalinas ou dinorfinas (Van Ree et al., 2000). Isto
posto, para o inicio da busca de uma possivel participacdo do sistema opioide
no efeito antinociceptivo de L-malico, utilizamos a naloxona (50 pg), um
antagonista nao-seletivo dos receptores opioidérgicos d, K, 8. Os resultados

mostraram que O sistema opioidérgico ndo participa da modulacdo
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antinociceptiva de L-malico, visto que o antagonismo dos receptores opioides
nao alterou a eficacia da droga testada. A literatura apresenta outros trabalhos
utilizando produtos naturais que também demonstraram a nao participacao deste
sistema em seus efeitos analgésicos (Tarselli et al, 2011; Xu et al., 2015; Safavi-
Hemami et al., 2019).

A seguir, nos propusemos a avaliar a participacdo do sistema
canabinoidérgico neste evento. Este sistema é modulado por endocanabinoides,
sendo os mais estudados a anandamida (AEA) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Essas moléculas ativam dois conhecidos receptores canabinoidérgicos: CBa,
amplamente encontrado nos sistemas nervosos central e periférico, e CB2,
expresso principalmente em células ndo neuronais. Os efeitos antinociceptivos
dos canabinoides (ex6genos ou enddgenos) devem-se, em sua maioria, pela
ativacado de receptores CB1 (Matsuda et al., 1990; Munro et al., 1993; Di Marzo
e Fontana, 1995). Considerando essas informacdes, utilizamos AM251 (80 ug),
droga capaz de antagonizar os receptores CB1 canabinoides (Gatley et al., 1996)
e, assim, impedir que a antinocicep¢cdo aconteca mesmo com tratamento.
Observamos que houve uma diminui¢éo do efeito de L-malico 100 pg, mas nao
totalmente.

Apurada a possivel participacdo dos receptores CB1 canabinoides,
mesmo que de forma parcial, resolvemos avaliar a participagdo dos
canabinoides end6genos neste evento. Para tanto, utilizamos duas drogas
potencializadoras de efeitos de endocanabinoides: MAFP, inibidor da enzima
FAAH, que degrada anandamida; e JZL 184, inibidor de MAGL que degrada 2-
AG (Deutsch et al., 1997; De Petrocellis et al., 2000). Utilizamos a dose
intermediaria de L-malico (50 pg), visto que para identificar se ha modulacdo de
endocanabinoides, estes teriam seus efeitos potencializados, uma vez que
diminuimos a degradacdo destas moléculas enddgenas com as drogas
inibidoras supradescritas. Com MAFP vimos que a dose intermediaria de L-
malico foi potencializada ao efeito maximo, sugerindo participacdo de AEA.
Véarias substéncias exogenas derivadas de plantas ja demonstraram a
participacdo de endocanabinoides apds a administracdo de MAFP (Muccioli et
al., 2009; Chicca et al., 2012; Oliveira et al., 2016). Entretanto, o JZL 184 nao foi
capaz de potencializar L-malico 50 pg, sugerindo que 2-AG pode nao estar
envolvido na antinocicepgdo induzida pela droga teste. Embora existam
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trabalhos demonstrando que a inibicdo da enzima MAGL pode potencializar o
efeito antinociceptivo de fito-substancias (Oliveira et al., 2016; Oliveira et al.,
2019), nem sempre isso acontece, mesmo quando é observado o envolvimento
de receptores canabinoidérgicos (Veloso et al., 2018).

CB1 e CB:2 sao receptores metabotropicos acoplados a proteina G dos
tipos Gi/Go (revisado por Morisset et al., 2001) que, quando ativados, inibem a
producdo de adenilato ciclase e, consequentemente, reduzem o0s niveis de
AMPc e proteina quinase A (PKA) intracelulares (Howlett et al., 1988). Dessa
forma, o menor acimulo de AMPc pode induzir a diminuicdo de enzimas
conversoras de Oxido nitrico (as Oxido nitrico sintases, NOS) e, como
consequéncia, reduzir a formacdo de 6xido nitrico (NO). Em um efeito de
retroalimentacdo desta cascata, menores niveis de NO prejudicam diretamente
a atividade de adenilato ciclase (Stefano et al., 1998). A partir disto surgiu o
interesse em verificar se haveria participacéo da via L-arginina/NO/GMPc, ja que
esta via pode ser desencadeada pela ativacéo de receptores canabinoidérgicos
tanto do sistema nervoso central (Azad et al., 2001), quanto do sistema nervoso
periférico (Reis et al., 2011). Logo, para avaliar a participagdo do sistema
nitrégico na antinocicepcédo de L-malico, utilizamos a principio um inibidor ndo
seletivo de NOS, o L-NOArg (Irikura et al., 1994). Os resultados mostraram que
NO participa da modulagéo induzida por L-malico, uma vez que a inibicdo das
NOS reverteu a resposta antinociceptiva da droga teste. As enzimas NOS sao
categorizadas em trés subtipos: Oxido nitrico sintase neuronal, (nNOS),
encontrada majoritariamente no corno dorsal da medula espinhal; éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS), encontrada no endotélio vascular, em algumas
populac6es de neurbnios (revisado por Cury et al., 2011) ou em astrécitos do
nacleo do trato solitario (Lin et al., 2007); e a Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS), expressa na periferia durante a inflamagédo ou em processos de dor
neuropatica, sendo produzida por macrofagos, neutrofilos, astrocitos ou
microglia (Knowles e Moncada, 1994).

Entdo, para identificar qual subtipo de NOS estaria envolvida (ou quais),
utilizamos trés drogas: L-NIL, inibidor seletivo da iINOS; L-NPA, inibidor seletivo
da nNOS; e L-NIO, inibidor ndo seletivo da eNOS. Vimos que L-NIL n&o alterou
o limiar nociceptivo dos animais tratados, mostrando que INOS parece néo estar

envolvida na antinocicep¢ao mediada por L-malico. Entretanto, L-NPA foi capaz
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de reverter totalmente o efeito de L-mdlico, ao passo que L-NIO reverteu
parcialmente. Substancias naturais podem agir na antinocicepc¢ao pela via L-
arginina e, mais especificamente, pela ativacdo de nNOS (Veloso et al., 2015).
Com estes resultados podemos dizer que a enzima nNOS é ativada nessa
cascata antinociceptiva, mas tal sugestdo ndo pode ser feita para a enzima
eNOS, ja que a droga disponivel hoje (L-NIO) para essa analise ndo tem
seletividade para a isoforma endotelial. O resultado visto com L-NIO
aparentemente foi evocado também pela inibicdo da isoforma neuronal da 6xido
nitrico sintase.

A enzima guanilato ciclase soluvel (GC) é sensivel a NO e esta
diretamente relacionada ao aumento dos niveis intracelulares de um nucleotideo
mediador chamado guanosina monofostato ciclica (GMPc). Quando ativada, GC
catalisa a formacao de GMPc a partir de uma molécula de guanosina trifosfato
(GTP) (Moncada et. al, 1988) e niveis aumentados de GMPc evocam
antinocicepcao periférica (Duarte et al., 1990). Para avaliarmos, entdo, se a
guanilato ciclase estaria envolvida nessa sinalizagao intracelular, utilizamos
ODQ, um inibidor seletivo desta enzima. Esta droga foi capaz de reverter
parcialmente o efeito antinociceptivo. De qualquer modo, foi necessario apurar a
participacdo de GMPc na antinocicep¢ao, dado que sua formacéao intracelular
ndo depende somente de guanilato ciclase (Romling et al., 2013). GMPc é
degradado por uma fosfodiesterase especifica, a PDES5, entdo o tratamento com
substancias inibidoras desta fosfodiesterase tornam os efeitos deste nucleotideo
mediador mais duradouro (Duarte e Ferreira, 1992; Rybalkin et al., 2002). Para
tanto, utilizamos zaprinast, inibidor da PDES5 (entre outras) (Taniguchi et al.,
2006), junto com o tratamento na dose intermediaria de L-malico (50 pg/pata),
para efeito de potencializacdo. Observamos que o zaprinast foi capaz de
potencializar o efeito da dose intermediaria do L-malico ao maximo, mostrando
que GMPc esta envolvido na cascata antinociceptiva de L-malico. O mesmo
efeito foi observado em trabalhos de Veloso e colaboradores, em 2015, e
Romero e colaboradores, em 2012, o que ratifica 0s nossos achados.

O acumulo de GMPc intracelular pode modular diferentes tipos de canais
ibnicos, seja por acdo direta nestes ou indireta, por meio da fosforilagdo da
proteina quinase G (PKG). PKG fosforilada e o proprio GMPc interagem e abrem
0S canais para potassio (K*), por exemplo. A saida deste ion provoca
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hiperpolarizagdo celular, reduzindo a excitabilidade neuronal e,
consequentemente, diminui a transmissao do estimulo doloroso (Sachs, et al.,
2004). Séo 4 os tipos de canais para potassio: voltagem-dependente (Kv);
ativados por célcio (Kca); retificador de influxo (Kir) e de dois poros (Kzp). Dentro
do grupo de canais Kir encontram-se 0s canais para potassio sensiveis ao ATP
(Katp) (revisado por Ocafia et al., 2004). Vérios estudos envolvendo os Katp
foram desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa e mostraram relacao direta
entre a abertura destes canais e a antinocicepg¢dao periférica (Rodrigues e Duarte,
2000; Soares e Duarte, 2001; Reis et al., 2011). Neste contexto, nos propusemos
a investigar se esses niveis aumentados de GMPc intracelular, induzidos por L-
malico, modulariam o efluxo de potassio da célula nervosa. Para tanto, utilizamos
tetraetilamoénio (TEA) um bloqueador ndo-seletivo de canais para K* (Cook e
Quast, 1990) e pudemos observar que ha envolvimento destes canais, uma vez
que o TEA foi capaz de reverter totalmente a antinocicepcao periférica induzida
por L-malico. Confirmado o envolvimento de canais para K*, buscamos saber se
0S canais sensiveis ao ATP estariam implicados nesta via de sinalizagéo. Para
tal, utiizamos a glibenclamida, um potente bloqueador de canais para K*
sensiveis ao ATP (Schimd-Antomarchi et al., 1990). Glibenclamida, assim como
TEA, foi capaz de reverter totalmente o efeito antinociceptivo da droga em
estudo, sugerindo que os canais Karp estariam envolvidos nessa cascata
intracelular disparada por L-mdlico, gerando antinocicepcdo. Respostas
semelhantes foram encontradas em outros trabalhos envolvendo substancias

exdgenas naturais (Veloso et al., 2015, Romero et al., 2012b).
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Para concluir, conforme sintetizado na figura 42, propomos que o extrato
da planta estudada, a Cissus gongylodes (Baker) Planch., quando administrado
via oral, tem potencial analgésico para tratamento da dor nociceptiva, bem como
da dor inflamatéria periféricas. Dentre suas substancias, a majoritaria € o 4cido
malico, que também se mostrou eficiente no tratamento da dor periférica. O
enantiomero natural L-malico apresentou os melhores resultados, tendo sido
capaz de induzir a ativacédo de receptores canabinoidérgicos CB1, com possivel
liberacdo do endocanabinoide anandamida e consequente ativacdo da via L-
arginina/NO/GMPc. A producdo de NO é desencadeada por eNOS e,
principalmente, por NnNOS, com posterior ativacdo da enzima guanilato ciclase,
consequente aumento dos niveis de GMPc e abertura de canais para K*
sensiveis ao ATP. Esse efluxo de ions K* provoca hiperpolarizacao da célula,
dificultando a transmissdo do estimulo hiperalgésico, culminando no efeito

antinociceptivo visto em L-malico.

Esse estudo corrobora, com emprego de metodologia cientifica, o
conhecimento popular acerca do cupa, planta com tradicao terapéutica na qual
0 uso se aplica a dor. Além disso inova, ao apresentar pela primeira vez, o
mecanismo molecular de antinocicepcdo periférica do acido L-malico: uma
substancia ha muito conhecida e que agora demonstra ser um potencial agente

terapéutico para o controle da dor.
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Neurdnio pos-sindptico

Figura 42: Esquema grafico que representa o potencial analgésico do extrato de C.
gongylodes e dos supostos mecanismos de antinocicep¢do do acido maélico. [A] EE
administrado sistemicamente evoca antinocicep¢do periférica. Sua substancia majoritaria € o
4cido malico. [B] Acido malico induz liberacéo de AEA, que ativa receptores canabinoides CB1,
ativando nNOS, o que dispara a sinalizacdo intracelular da via L-arginina/NO/GMPc/Katp. O
efluxo de potassio da célula diminui a excitabilidade neuronal, a liberacdo de neurotransmissores
e, consequentemente, a transmisséo do estimulo doloroso.
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