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MARTINEZ, Renata Micheli. Atividade antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica do
extrato de Tephrosia sinapou em modelos experimentais. 2011. 102f. (Mestrado em
Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana.

RESUMO

A espécie Tephrosia toxicaria, também conhecida como 7. sinapou (Buc'hoz) A. Chev é uma
fonte de diversas substancias como flavonoides e compostos quimicos novos. No entanto, ha
poucos estudos sobre seus efeitos terapéuticos. Ha evidéncias que flavonoides isolados
apresentam efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e analgésicos. Assim, foram investigados
os mecanismos antioxidantes do extrato acetato de etila (EAE) de 7. sinapou in vitro, e 0s
efeitos e mecanismos anti-inflamatorios e antinociceptivos desse extrato em camundongos. O
extrato apresentou atividade antioxidante e os mecanismos envolvidos foram poder redutor,
sequestro de radicais livres carregados negativamente (DPPH®) e positivamente (ABTS"),
quelagdo de ferro e inibigdo da lipoperoxidagdo independente e dependente de ferro. O
tratamento dos animais com o extrato de 7. sinapou reduziu o recrutamento de leucdcitos
totais e neutrofilos induzido pela carragenina (Cg), zimosan, lipopolissacarideo e glicogénio.
Estes efeitos anti-inflamatorios do extrato mostraram-se dependentes da redugdo da producao
de citocinas quimiotaticas (TNFa e IL-1B) e da indugdo da produgdo de 6xido nitrico, ja que
foram inibidos pelo tratamento com L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico sintase. O extrato
também inibiu o comportamento de nocicep¢ao manifesta, e foi ativo via intraperitoneal, via
oral e via subcutanea. O tratamento dos animais com o extrato inibiu o comportamento de
nocicep¢ao manifesta induzido por acido acético, fenil-p-benzoquinona, formalina e adjuvante
completo de Freund (CFA). Na hiperalgesia mecanica induzida pela Cg, prostaglandina E,,
(pré-tratamento) e CFA (pos-tratamento) o extrato de 7. sinapou também foi efetivo. Seus
mecanismos de atividade antinociceptiva mostraram envolver a redugdo da producdo das
citocinas hiperalgésicas TNFa e IL-1B. Além disso, o extrato aumentou o limiar nociceptivo
térmico, sugerindo agir via mecanismos de acdo supra-espinhais, incluindo a possibilidade de
participagdo opidide. De fato, o efeito anti-hiperalgésico do extrato na hiperalgesia mecanica
e térmica e a reducdo do recrutamento de neutrofilos induzido pela Cg mostraram-se
dependentes de receptores opidides, ja que foram prevenidos pelo tratamento com naloxona,
um antagonista de receptores opidides. Nao houve alteragdo nos niveis séricos de aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotranferase (ALT), e na habilidade locomotora dos
animais pelo tratamento com o extrato o que descarta efeitos toxicos e relaxantes
musculares/toxicos ou sedativos que prejudiquem a atividade locomotora, respectivamente.
Concluindo, o extrato de 7. sinapou ¢ uma fonte promissora de compostos terapéuticos e mais
estudos sdao necessarios para determinar se um unico ou um conjunto de compostos podem
mimetizar as atividades terapéuticas e mecanismos de acdo do extrato.

Palavras-chave: Tephrosia sinapou. Flavondides. Antioxidantes. Inflamagéo. Dor.



MARTINEZ, Renata Micheli. Antioxidant, antiinflammatory and analgesic activities of
the Tephrosia sinapou extract in experimental models. 2011. 102f. (Health Science
Dissertation) - Londrina State University, Londrina, Parana.

ABSTRACT

Tephrosia toxicaria, which is currently known as 7. sinapou (Buc'hoz) A. Chev. is a source of
compounds such as flavonoids including novel ones. However, few studies have addressed
their therapeutics effects. There is evidence of antioxidant, anti-inflammatory and analgesic
effects of isolated flavonoids. Therefore, were evaluated the antioxidant mechanisms of the T.
sinapou ethyl acetate extract (EAE) in vitro, and anti-inflammatory and analgesic effects and
mechanisms of the extract in mice. The extract presented antioxidant activity and their
mechanisms involve reducing power, scavenging negatively (DPPH") and positively (ABTS")
charged free radicals, iron chelation and inhibition of iron-independent and iron-dependent
lipid peroxidation. The treated mice with 7. sinapou extract reduced total leukocytes and
neutrophil recruitment induced by carrageenin (Cg), zymosan, lipopolysaccharide and
glycogen. These anti-inflammatory effects showed depends on inhibition of production of
chemotatic cytokines (TNFa and IL-1B) and induction of nitric oxide production, since were
inhibited by treatment with L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor). 7. sinapou extract also
inhibited overt nociception-like behavior and was active via intraperitoneal, subcutaneous and
per oral routes. The treated mice with extract inhibited overt nociception-like behavior,
induced by acetic acid, phenyl-p-benzoquinone, formalin and complete Freund’s adjuvant
(CFA). In mechanical hyperalgesia induced by Cg, prostaglandin E, (pre-treatment), and CFA
(post-treatment), 7. sinapou extract was also effective. Their mechanisms of antinociceptive
activity showed involve the inhibition of hyperalgesic cytokines production, TNFa and IL-1.
Furthermore, the extract increased the thermal nociceptive threshold, suggesting that it could
present supra-spinal effects, possibly opioid-like effects. In fact, the inhibition by the extract
of carrageenin-induced mechanical and thermal hyperalgesia and the recruitment of
neutrophils showed depends on opioid receptors, since was inhibited by naloxone treatment,
an opioid receptor antagonist. There was no alteration in aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) serum levels and locomotor activity of mice by T.
sinapou extract treatment disproving toxic effects and muscle relaxing/toxics or anesthetic
effects that impair the locomotory ability, respectively. Concluding, 7. sinapou extract are
conceivable sources of therapeutic compounds and further investigation is necessary to
determined whether single or a mixture of compounds can mimic the extract therapeutics
activities and action mechanisms.

Key-words: Tephrosia sinapou. Flavonoids. Antioxidant. Inflammation. Pain.
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1 INTRODUCAO

O género Tephrosia possui aproximadamente 400 espécies distribuidas em
regides quentes de ambos os hemisférios (ALLEN; ALLEN, 1981). Evidéncias indicam que
extratos de plantas obtidos do género Tephrosia apresentam diversas atividades bioldgicas. A
maioria dos estudos investigou os efeitos de extratos da espécie Tephrosia purpurea. Extratos
de T. purpurea mostraram atividade antiplasmddica in vitro (YENESEW et al., 2011), efeitos
hepatoprotetores na toxicidade hepatica induzida por tioacetamida em ratos (KHATRI;
GARG; AGRAWAL, 2009), potencial terapéutico em doengas gastroduodenais, pois
apresentou atividade anti-Helicobacter pylori in vitro (CHINNIAH et al., 2009), atividade
citoprotetora em ratos com ulcera gastrica (DESHPANDE; SHAH; PARMAR, 2003),
potencial cicatrizante de ferimentos em ratos (LODHI et al., 2006), inibi¢ao da carcinogénese
cutdinea em camundongos induzida por éster de forbol (SALEEM et al., 2001), da
broncoconstri¢do ¢ da anafilaxia em ratos (DESHPANDE; DAVE; SHAH, 2008). Ainda,
extratos de 7. purpurea reduziram a severidade do status epiléptico induzido por litio
(ASUNTHA et al., 2010), apresentaram potencial antihiperglicémico e efeitos antioxidantes
em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (PAVANA et al., 2007; PAVANA et al.,
2009), efeito quimiopreventivo em ratos contra o estresse oxidativo renal e carcinogénese
induzida por N-dietilnitrosamina e bromato de potassio (KHAN et al., 2001). Uma fracao
flavonoica de T. purpurea apresentou propriedades moduladoras dos componentes do sistema
imune humoral e celular em camundongos (DAMRE et al., 2003) e o extrato etanolico desta
espécie inibiu em ratos a formacdo do granuloma induzido por pellets de algoddo (SHENOY
et al., 2010). Flavonoides isolados da espécie T. purpurea induziram a atividade da quinona
redutase, enzima relacionada a quimioprevencao do cancer (CHANG et al., 1997 e 2000).

Extratos de 7. egregia e T. cinerea mostraram atividade larvicida contra o
Aedes aegypti (ARRIAGA et al., 2008 e 2009a) e de 7. egregia mostraram também atividade
antioxidante (ARRIAGA et al.,, 2009a). Extratos de 7. candida mostraram-se toxicos e
repelentes as fases larvais e adultas do Diaprepes, uma praga na agricultura (LAPOINTE;
MCKENZIE; HUNTER, 2003), e um flavondide desta espécie apresentou atividade
anticancerigena (SARIN et al.,, 1976). Extratos de 7. elata apresentaram atividade
antiplasmodica (MUIVA et al., 2009) e de T. vogelii atividade ictiotoxica (IBRAHIM et al.,
2000). A espécie T. villosa ¢ utilizada como planta medicinal para tratamento de diabetes
melitus na India (JAIN; SHARMA, 1967), extratos desta espécie mostraram atividade
antifungica (VIJAYAN; GURUPRASAD; KIRTI, 2008), larvicida sobre as larvas de Culex
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quinquefasciatus, e citotoxica frente a larvas de Artémia salina, um microcrustaceo utilizado
em testes de toxicidade (NONDO et al., 2011). Compostos isolados de T. calophylla (benzil e
coumestano derivados) mostraram atividade citotoxica in vitro (GANAPATY et al., 2009).
Pumilanol, um isoflavondide de Tephrosia pumila apresentou atividade antiprotozoaria
(GANAPATY et al., 2008).

Desta forma, como evidenciado acima ha varios estudos de atividade
farmacologica de plantas do género Tephosia, apesar de que, poucos relatam atividade
antioxidante e anti-inflamatoria e nenhum avalia efeitos analgésicos. Diversas evidéncias
indicam a presenca de uma variedade de flavondides e compostos novos em plantas deste
género (ANDREI et al.,, 1997, 2000; ARRIAGA et al., 2009b; ARROIO et al., 2004;
HEGAZY et al., 2009; JANG et al., 2003).

A espécie Tephrosia toxicaria também conhecida como Tephrosia sinapou
(Buc'hoz) A. Chev. e popularmente conhecida como timb6 de caiena (Figura 1), desenvolve-
se principalmente no Sri-Lanka (extremidade sul do subcontinente indiano) e América do Sul,
e tem despertado interesse por ser uma fonte de rotendides e muitos outros isoflavondides
(ARROIO et al., 2004; JANG et al., 2003). Esta planta ¢ muito conhecida no norte do Brasil,
utilizada para intoxicar peixes, em que os nativos jogam suas raizes na dgua e assim os peixes

podem ser facilmente capturados e consumidos sem inconveniente.

Figura 1 - Foto da planta Tephrosia sinapou

Extratos de 7. sinapou mostraram atividade ictiotoxica (ANDEL, 2000),
larvicida contra o Aedes aegypti e atividade antioxidante frente ao radical DPPH’
(VASCONCELOS et al., 2009). Um estudo demonstrou efeitos quimiopreventivos ao cancer
de flavondides isolados de 7. sinapou, por induzirem em culturas de células a quinona

redutase, enzima relacionada a quimioprevengdo (JANG et al., 2003).



18

Extratos de plantas constituem uma complexa mistura de substincias, e as
possiveis atividades bioldgicas estdo diretamente relacionadas com a estrutura e concentragao
dos constituintes quimicos presentes. Resultados preliminares detectaram a presenca de
flavonoides, incluindo compostos ainda ndo identificados no extrato acetato de etila (EAE) de
Tephrosia sinapou (ANDREI et al., manuscrito em preparacdo). A presenca de flavonodides
pode atribuir, pelo menos em partes, propriedades farmacologicas ao extrato de Tephrosia
sinapou, como demonstrado por outras plantas do género Tephrosia (ARRIAGA et al.,
2009b; HEGAZY et al., 2009; KHALIVULLA et al., 2008; REDDY et al., 2009).

O consumo de flavondides, em alimentos e bebidas, por exemplo, tém sido
associado a reducdo do risco de desenvolvimento de doengas relacionadas ao envelhecimento
em diversos estudos clinicos (GELEIINSE et al., 2002; HERTOG; HOLLMAN, 1996;
HIRVONEN et al., 2001; MUKAMAL et al., 2002; SESSO et al., 1999; YOCHUM et al.,
1999), e o consenso que os flavonodides e outros compostos fenolicos, sdo os responsaveis por
estes beneficios ¢ suportado em varios estudos in vitro e em animais (BICKFORD et al.,
2000; MENG et al.,, 2010; YOUDIM et al., 2003). Os flavondides possuem potencial
antioxidante in vitro, pois sdo capazes de sequestrar uma ampla variedade de espécies reativas
de oxigénio, nitrogénio e cloro, tais como o radical superdxido (O,"), radical hidroxil (HO®),
radical peroxil (ROQO®), peroxinitrito (ONOQO®) e o anion hipoclorito (OCI%). Podem ainda
quelar ions metalicos, como o Fez+, um pro-oxidante, catalisador de reagdes oxidativas
(BOERSMA et al., 1999; CASAGRANDE et al., 2006b; FRANCESCHELLI et al., 2011;
GEORGETTI et al., 2007; HALLIWELL, 2000a, 2008; KETSAWATSAKUL; WHITEMAN;
SILVA, 2000; MIRA et al., 2002). Considerando que, uma quantidade substancial de

evidéncias tem indicado o aumento dos danos oxidativos como um dos fatores responsaveis
pelo desenvolvimento de doengas relacionadas ao envelhecimento (AMES; SHIGENAGA;
HAGEN, 1993; HALLIWELL, 1999, 2000b, 2002), a utilizacdo de compostos com atividade
antioxidante como os flavonoides, ou extrato de plantas contendo estas moléculas torna-se
uma alternativa terapéutica promissora.

O termo espécies reativas de oxigénio (EROs) se refere aos radicais livres,
moléculas organicas ou inorganicas que contém um ou mais elétrons ndo pareados, com
existéncia independente, altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas (HALLIWELL, 1999). Ha também outras espécies ndo radicalares como o perdxido
de hidrogénio (H,0,) e o oxigénio singlete ('O,) que podem facilmente sofrer reagdes
formando radicais livres. Os radicais livres sdo produzidos fisiologicamente como, por

exemplo, na respiracdo, ou em algumas células mediadoras da fun¢do imune. O excesso de
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radicais livres no organismo ¢ combatido por antioxidantes endogenos ou exdgenos,
substancias que retardam ou previnem significativamente a oxida¢ao de moléculas facilmente
oxidaveis, como os lipidios, proteinas e DNA (HALLIWELL, 2007). No entanto, quando a
disponibilidade de antioxidantes encontra-se limitada, o dano causado pelas EROs nas células
pode resultar no estresse oxidativo, que interrompe as fungdes celulares e em ultima instancia
leva a necrose ou morte das células (DROGE, 2002; MAGDALENA; TAK YEE 2010).

Moléculas organicas insaturadas com fracas ligacoes C-H sdo
particularmente propensas a sofrerem auto-oxidacdo, um processo que prossegue por um
mecanismo de geracdo de radicais livres. A auto-oxidacdo de ésteres e esterdis de acidos
graxos poliinsaturados, conhecida como peroxidacao lipidica (LPO), tem atraido a atencao
dos pesquisadores, devido ao fato de estar envolvida na geragdo de diversas EROs (PRATT;
TALLMAN; PORTER, 2011).

A LPO se inicia pelo ataque as moléculas organicas insaturadas por
qualquer espécie suficientemente reativa para retirar um adtomo de hidrogénio de um &cido
graxo poliinsaturado. Espécies como o HO', H,O,, O,", ROO® podem realizar essa oxidagdo
(AIKENS; DIX, 1991). Apés iniciado, o processo se torna autocatalitico, leva a uma reagao
muito rapida (MAILLARD et al., 1983) do radical lipidico formado (R") com o oxigénio
(Figura 2, equagdo 1) e uma reagéo de propagacdo de velocidade reduzida em que o ROO
retira um atomo de hidrogénio de um substrato organico, conforme mecanismo da Figura 2,
equacao 2 (HOWARD et al., 1967). Radicais peroxil podem também continuar a propagagao
da LPO pela reacao de adigdo de alquenos, como representado na Figura 2, equacao 3
(HOWARD, 1972). Compostos fenolicos (ArOH, antioxidantes) inibem a auto-oxidacao,
competem com os radicais peroxil pela transferéncia de dtomos de hidrogénio (Figura 2,
equacdo 4). O radical ariloxil (ArQ") gerado na transformag¢do descrita na equagéo 4 se liga a
um segundo radical peroxil e origina produtos ndo radicalares, terminando a LPO (Figura 2,
equacao 5).

Figura 2 - Propagac@o e inibigdo da peroxidagéo lipidica

Propagation

R®* + 0, ——= R-00°* m
RO0®* + RH _ = R-OOH + R® @
R-00* + = — H'O~O/\.’/R' (3)

Inhibition R

R-00®* + ArOH — a= R-OOH + ArO* 4)

Py ArQ® non-radical 5
RQOT + N products ®)

Fonte: Pratt, Tallman e Porter (2011).
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Antioxidantes, frequentemente os substitutos fenolicos (ArOH), inibem
efetivamente os radicais peroxil, pela transferéncia de atomos de hidrogénio, quando a
constante de reacao da inibi¢do do radical peroxil (Figura 2, equacao 4) ¢ mais rapida que a
cadeia de propagacdo da LPO (BURTON; INGOLD, 1986). No entanto o oposto, com uma
elevada concentracdo de EROs e limitada concentragdo de antioxidantes pode ocorrer o
estresse oxidativo, importante no desenvolvimento de diversas patologias relacionadas com o
envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (PRATT;
TALLMAN; PORTER, 2011).

Embora nao totalmente compreendido, ¢ consenso que ha uma relagao entre
o estresse oxidativo e a produ¢do de mediadores inflamatorios, como as citocinas (BOWIE;
O'NEILL, 2000; VALERIO et al., 2009a). Uma explica¢io concebivel para essa relagio é que
na presenca de uma elevada concentragdo de EROs, fatores de transcricdo como, por
exemplo, o fator de transcricao nuclear kB (NF-«xB), sdo ativados e translocados para dentro
do nucleo. O NF-kB promove entdo a transcrigdo de mais citocinas e quimiocinas
inflamatoérias que fecham uma via de feedback positivo para potencializar a resposta
inflamatoria, e que pode levar a lesdo tecidual pela ativagdo de fagocitos (BONIZZI; KARIN,
2004; GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). O contrario também parece ocorrer
desde que mediadores inflamatorios podem levar a produgdo de EROs, por exemplo, a
citocina TNFa estimula a NADPH oxidase dos macrofagos a produzir O,°, e este ainda pode
reagir com NO e gerar ONOO® (BOUSSETTA et al., 2010; BOWIE; O'NEILL, 2000;
VALERIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011). Desta forma, ha vias de estimulagdo
reciproca entre os mediadores inflamatdrios e os radicais livres, e a interferéncia destas vias
por substancias antioxidantes como os flavonodides explicam sua atividade anti-inflamatoria,
além de sugerir a aplicacao de flavonoides ou de extratos de plantas contendo flavonodides
como agentes anti-inflamatérios (ANDRADE et al., 2010; SANNIGRAHI et al., 2011;
VALERIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011).

Neste contexto, ha evidéncias que os flavonoides inibem a inflamagao
induzida por radicais livres (CASAGRANDE et al., 2006a), citocinas (MORIKAWA et al.,
2003; VALERIO et al., 2009a), PGE, (MORIKAWA et al., 2003), expressdo da 6xido nitrico
sintase induzivel (DIAS et al., 2005) e ativagdo de NF-xB (DIAS et al., 2005; VICENTINI et
al., 2011). A modulagdo da producdo destas moléculas leva a redug¢do da dor inflamatéria
(ANJANEYULU; CHOPRA et al., 2003; 2004; FILHO et al., 2008; VALERIO et al.,
2009a), edema (VALERIO et al., 2009a) e recrutamento de leucécitos (SOUTO et al., 2011).
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Assim, estes dados suportam os efeitos anti-inflamatérios de flavondides e outros
antioxidantes.

Um importante componente da resposta inflamatdria ¢ o recrutamento de
leucdcitos (exemplo: neutrdfilos) para o foco inflamatério, requeridos para fagocitar ou
eliminar os agentes infecciosos (FAVACHO et al., 2011; SOUTO et al., 2011; VALERIO et
al., 2007; VERRI et al., 2007a; 2010). Muitos modelos experimentais s3o utilizados para
estudar o recrutamento de leucocitos ao foco inflamatodrio. A carragenina (Cg) ¢ um estimulo
inflamatoério amplamente utilizado para promover a inflama¢do dependente do aumento de
citocinas pro-inflamatérias (CUNHA et al., 2005). Este estimulo ¢ formado por um grupo
complexo de polissacarideos extraido de algumas espécies de algas vermelhas e composto por
monomeros relacionados a galactose, sendo de trés tipos principais: lambda, kappa e iota, que
sdo capazes de induzir uma resposta inflamatoria quando injetados i.p. ou s.c. (MORRIS,
2003).

Outro modelo utilizado para promover o recrutamento de leucdcitos, ¢ o
zimosan, um polissacarideo componente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae,
comumente utilizado como um irritante pro-inflamatoério que mimetiza a infec¢dao fingica

(AJUEBOR et al., 1998; KOLACZKOWSKA et al., 2001; 2008; 2009). Estudos

demonstraram que o zimosan provoca uma resposta inflamatoria por ativar os receptores tipo
toll-2 (TLR2) presentes em uma variedade de tecidos e em diferentes tipos de células,
principalmente em macrofagos, neutréfilos e células dendriticas (GUERRERO et al., 2006;
2008; LI et al., 2010).

Moléculas comumente encontradas na superficie de microorganismos
constituem padrdes moleculares associados aos patdogenos que ativam a resposta imune inata,
a primeira linha de defesa contra microrganismos, por meio da interagao com os diferentes
receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrdes (RRP), dentre os quais
a familia dos receptores tipo toll (TLR) (MEDZHITOV et al., 1997). Entre os varios RRPs, os
TLRs se destacam pelo papel central na ligacdo a patdgenos e iniciagdo da resposta
inflamatéria. O recrutamento de neutréfilos e macrofagos para o local da infeccdo e o
aumento da producgdo de fatores antimicrobianos devido a ativacdo de TLRs, ocorre devido a
ativacdo do NF-xkB (FERREIRA et al., 2011; LI et al., 2010). Os TLRs, como TLR1, TLR2 e
TRL4 também ativam a NADPH oxidase, ¢ aumentam a producdo de EROs nos fagdcitos
(WEST et al., 2011).

O estimulo inflamatorio lipopolissacarideo (LPS) ¢ uma endotoxina

encontrada na membrana externa de bactérias gram-negativas. Esta endotoxina ¢ reconhecida
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pelos TLR4 e ativa a imunidade inata por estimular as células fagociticas a produzir as
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-1PB, o que consequentemente induz o recrutamento de
neutréfilos ao foco inflamatério (ALVES-FILHO et al, 2010; MEDVEDEV,
KOPYDLOWSKI, VOGEL, 2000). Um estudo mostrou que a Cg do tipo lambda também
ativa a imunidade inata dependente do TLR4 (TSUJI et al., 2003). Ademais, outro estimulo
inflamatoério comumente utilizado para promover o recrutamento de neutréfilos em analises in
vitro, ¢ o glicogénio (LIU et al., 2005; RODRICK et al., 1982).

O recrutamento leucocitario inicia-se pelo rolamento seguido da adesdo
firme dos leucdcitos ao endotélio vascular e finalmente a transmigra¢do para o foco
inflamatorio. O aumento da aderéncia entre os leucocitos e o endotélio vascular ¢ mediado
pela expressdao de um conjunto de proteinas de membrana denominadas coletivamente de
moléculas de adesdo. Dentre as moléculas envolvidas no rolamento de neutréfilos sobre as
células endoteliais, destaca-se as selectinas (E e P-selectinas sdo expressas nas células
endoteliais e L-selectina expressa nos leucocitos) e seus respectivos ligantes (carboidratos). A
ligacdo de selectinas aos carboidratos fornece uma interagdo fraca entre leucocitos e endotélio
vascular resultando no rolamento. O rolamento permite a interagcdo e ativacao progressiva de
selectinas que funcionam como moléculas de adesdo e receptores, e quando os respectivos
carboidratos as ativam, ocorre a ativacdo das integrinas. As integrinas interagem com
moléculas de adesdo da superfamilia das imunoglobulinas, como as moléculas de adesdo
intercelular (ICAM) e possivelmente moléculas de adesao vascular (VCAM-1), permitindo a
adesdo firme dos leucocitos ao endotélio e posterior transmigragdo. Uma vez aderidos, os
neutrdfilos ultrapassam a barreira endotelial por aberturas entre as células endoteliais ou por
meio destas e se dirigem ao foco de lesao (ZIMMERMAN et al., 1992).

Citocinas sao importantes mediadores da inflamagdao responsaveis pelo
recrutamento de leucocitos ao foco inflamatorio. Células residentes como macrdofagos,
mastocitos e fibroblastos quando ativadas por estimulos inflamatorios liberam citocinas,
pequenas proteinas responsaveis pelo recrutamento de células as areas inflamatorias (LEMOS
et al., 2009). As citocinas TNFa e IL-1p sdo cruciais na inflamagdo, de maneira que estdo
envolvidas em todos os tipos de inflamacao (LEMOS et al., 2009; VALERIO et al., 2007;
VERRI et al., 2006a; 2007a; 2008a; 2010; VIEIRA et al., 2009). Sabe-se que, estas citocinas
aumentam a expressao das moléculas de adesdo nas células endoteliais (TSAI et al., 2011).

O recrutamento de leucocitos ¢ regulado também por outras moléculas,
como o 6xido nitrico (NO), um gas com multiplas fungdes, incluindo a inibi¢do da expressao

das moléculas de adesdo nas células endoteliais durante condigdes inflamatorias, e desta
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forma, a reducdo do rolamento, da adesdo e da transmigracdo de leucécitos ao foco
inflamatério (TSAO et al., 1996). O NO também induz a interiorizagdo de receptores para
mediadores quimiotaticos (PAULA-NETO et al., 2011).

Este gas ¢ biosintetizado pela conversdo de L-arginina pela enzima 6xido
nitrico-sintase (NOS) em 6xido nitrico, tendo a L-citrulina como subproduto. Sao conhecidas
trés isoformas de NOS, a 6xido nitrico-sintase neuronal (nNOS), a induzida (iNOS), e a
eNOS, endotelial (WONG; MARSDEN, 1996). Uma vez sintetizado, o NO pode se difundir
para dentro das células vizinhas, onde ele se liga ao grupo heme da guanilil ciclase soluvel

para gerar GMPc (guanosina monofosfato ciclico) a partir de GTP (guanosina trifosfato). O

GMPc ativado se liga a proteinas-alvo incluindo fatores de transcri¢do, proteinas quinases e
fosfodiesterases, desencadeando cascatas de sinalizagao celular (ABRAMSON, 2008).

O NO nas células endoteliais ¢ produzido pela expressdo da enzima
constitutiva eNOS e varios efeitos adversos estdo associados com a diminui¢do de sua
disponibilidade (TSAI et al., 2011). Consideraveis evidéncias indicam que a LDL oxidada
induz uma disfun¢do endotelial associada com uma reducdo da eNOS e aumento da iNOS
(TSAI et al., 2011). No entanto, a relacdo entre NO e a inflamacao celular ¢ complexa, pois
enquanto em baixas concentragdes € necessario para a homeostasia e tem efeitos protetores,
em altas concentracdes pode ser citotoxico (TSAI et al., 2011). Altos niveis de NO tem a
oportunidade de reagir diretamente com EROs, especialmente O,", levando a formagdo de
ONOO?®, uma molécula toxica as células endoteliais (TSAI et al., 2011; EISERICH et al.,
1998).

A inflamag¢do excessiva pode causar lesdes teciduais dependentes de
metaloproteinases ¢ EROs produzidos pelos neutrofilos, como observado em certas doencas
inflamatorias, como artrite reumatdide, gota, vasculites, etc. (LEMOS et al., 2009; VERRI et
al., 2010). Desta forma, a redu¢do do recrutamento de leucdcitos, por exemplo, pela inibicao
do estresse oxidativo e a consequente reducao da produgdo das citocinas quimiotaticas ou pelo
aumento da sinalizacdo do NO no endotélio estd associado com beneficios clinicos em
diversas doencas inflamatorias.

Os leucocitos no foco inflamatdrio além de poderem causar lesdes teciduais
podem também contribuir para o desenvolvimento da dor (CUNHA et al., 2008a). Os
neutréfilos produzem e liberam citocinas pré-inflamatorias, como TNFa que, por sua vez,
induz a liberagdo de outras duas citocinas: IL-1B e IL-8 (em humanos) ou CXCL1 (em
camundongos). A IL-1B promove a ativagdo de uma enzima denominada ciclooxigenase

responsavel pela produgdo de prostaglandinas (PGs), e a IL-8 ou a CXCL1 promove a
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produgdo local de aminas simpatomiméticas. A CXCL1 assim como o TNFa também induz a
liberagdo IL-1p, seguida da liberagdo de prostandides (CUNHA et al., 2005; VERRI et al.,
2006b; 2007b). As PGs e as aminas simpatomiméticas atuam diretamente nos receptores dos
neurdnios sensitivos primarios induzindo a sensibilizac¢do, o que facilita a despolarizacdo por
outros mediadores ou estimulos e a possibilidade de hiperalgesia inflamatéria (CUNHA et al.,
2005; FERREIRA; NAKAMURA; ABREU CASTRO, 1978).

A dor ¢ definida pela Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP)
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou ndo a uma lesdo
tecidual (FLOREZ, 1993). De maneira simplista, ha dois tipos de dor: a primeira informa
rapidamente que os estimulos do meio ambiente agridem ou colocam em perigo a integridade
fisica do animal, e a segunda informa a presenca de alguma disfun¢do organica, ou seja, uma
inflamacao ou uma neuropatia. A dor de origem inflamatéria resulta basicamente da interagao
entre o tecido danificado e os neurdnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da
participa¢do de mediadores inflamatorios, alguns mediadores apenas sensibilizam a resposta
nociceptiva (FERREIRA et al., 2009).

A dor possui um sistema neuronal proprio, denominado sistema nociceptivo.
O sistema nociceptivo possui fibras nervosas caracteristicas distribuidas nos tecidos, as fibras
nociceptivas conhecidas como A-delta e C estdo associadas a inflamacdo e sdo, quando
sensibilizadas, capazes de transduzir estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos em impulsos
elétricos, que serdo transmitidos ao sistema nervoso central (SNC) (FERREIRA et al., 2009).
As fibras sensoriais periféricas se dirigem para o SNC de forma organizada, e o centro
metabolico de cada célula neuronal est4 localizado em seu corpo celular, presente no ganglio
da raiz dorsal. De cada ganglio da raiz dorsal sai um prolongamento axoénico que se divide em
dois troncos, sendo que um deles se dirige para os tecidos periféricos e o outro para a medula
espinal — no caso dos nervos espinais — ou para o tronco encefalico — no caso dos nervos
cranianos (DEVOR, 1999). Dessa forma, a informacao sensorial percorre um longo caminho
desde a estimulagdo periférica, passa pelo ganglio da raiz dorsal e chega a medula espinal, por
onde tera acesso aos centros superiores de processamento. As fibras sensoriais entram na
medula espinal pelo lado dorsal e fazem sinapse com neurdnios secundarios em regides
medulares bem definidas, conhecidas como laminas de Rexed (WILLIS; COGGESHALL,
1991). A ativagdo dos neurdnios subsequentes conduz a informagao até o SNC supra-espinal,
onde serd analisada e interpretada em locais especificos no cortex, lugar em que a dor €

finalmente percebida (PRADO, 1999).
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O aumento da sensibilidade neuronal ¢ uma caracteristica importante da dor
inflamatoria, pois é nesse fenomeno que a maioria dos analgésicos anti-inflamatérios atua. A
IASP define a sensibilizacdo dos nociceptores em duas categorias: alodinia - resposta
dolorosa a um estimulo que antes ndo era doloroso - e hiperalgesia - resposta dolorosa
aumentada a um estimulo previamente doloroso. Um ponto importante em relagdo a inducao
da hiperalgesia inflamatéria é que a liberagdo dos mediadores respeita uma hierarquia
temporal de liberacao e de acdo. Os mediadores inflamatorios liberados durante a resposta
imune inata podem ser divididos em dois grupos: os mediadores hiperalgésicos
intermedidrios ou indiretos como as citocinas (exemplos: TNFa, IL-1p e IL-8) e
os mediadores hiperalgésicos finais ou diretos como as PGs e as aminas simpaticas
(FERREIRA et al., 2009).

Mediadores finais como a PGE, interagem com seus receptores especificos
nos neuronios aferentes primarios, promovendo modificacdes moleculares responsaveis pela
sensibilizacdo dos nociceptores. A PGE; pode atuar por meio da sensibilizacdo de
nociceptores que estdo normalmente silenciosos durante o processo inflamatério, ou por
facilitar a despolarizacdo induzida por outros mediadores quimicos, térmicos ou mecanicos.
Essa facilitagdo da despolariza¢do neuronal resulta da ativacdo dos receptores para PGE,
acoplados a proteina G, que estimulam a adenilato ciclase (Ac) com consequente ativacao da
proteina quinase dependente de AMPc/PKA (adenosina monofosfato ciclico/proteina quinase
dependente de AMPc), a qual fosforila canais de sodio e de potdssio diminuindo o limiar de
ativacdo da célula neuronal, ou seja, causa a sensibilizacdo neuronal (GOLD et al., 1996;
1996b; KHASAR et al., 1998). Todavia, o aumento intracelular de s6dio e o fechamento dos
canais de potassio induzido pela PGE, ndo ¢ suficiente para a despolarizagdo do neurdnio,
mas facilita a despolarizacdo induzida por outros mediadores e estimulos. Em suma,
mediadores finais causam a sensibilizagdo dos nociceptores e a sua produgdo estd
intimamente relacionada com a produgdo prévia de mediadores intermedidrios como as
citocinas pro-inflamatorias (VERRI et al., 2006b).

Além das citocinas pro-inflamatorias existe a participagdo de outras
moléculas pro-nociceptivas como o peptideo endotelina (ET-1). A ET-1 medeia a hiperalgesia
induzida por citocinas como TNFa, IL-1B, IL-18, IL-15, IL-12 e IL-33 e a hiperalgesia
induzida pela ET-1 depende pelo menos parcialmente da produgcdo de PGE, (VERRI et al.,
2005, 2006a, 2008b).

Neste contexto, a dor inflamatéria pode ser controlada por substancias que

previnem a sensibilizacdo dos nociceptores, por inibirem a produg¢do ou acdo de mediadores
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hiperalgésicos intermediarios ou finais, ou por substancias que bloqueiam a sensibilizagdo dos
nociceptores ja instalada, como os opioides e a dipirona (FERREIRA et al., 2009).

Drogas que atuam diretamente, bloqueando a sensibilizagdo dos
nociceptores ja instalada como a morfina e a dipirona, aumentam os niveis intracelulares de
NO, produzido pela ativa¢do da enzima nNOS, o qual ativa a enzima guanilato ciclase (Gc)
com consequente produ¢do de GMP. O AMPc esta envolvido na génese da hiperalgesia
inflamatoéria, enquanto o aumento de GMPc induz efeitos opostos aos do AMPc. Assim, a
ativagdo da via L-arginina/NO/GMPc modula a atividade de canais i0nicos, restabelecendo a
excitabilidade neuronal normal (AGUIRRE-BANUELOS; GRANADOS-SOTO, 1999;
DUARTE; FERREIRA, 1992; SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). Evidéncias indicam
que a administracao de doadores de NO reduzem a hiperalgesia induzida por mediadores que
sensibilizam diretamente os nociceptores, como a PGE, (KEEBLE; MOORE, 2002; BOLLA
et al., 2000).

A ativacdo da via L-arginina/NO/GMPc contrapde a sensibilizacdo dos
nociceptores, por promover a abertura de canais de potassio sensiveis a0 ATP (K'ATP) o que
permite a saida deste ion da célula neuronal, equilibra o aumento do potencial de membrana,
evita a despolarizacdo, ou seja, reduz a hiperalgesia. A abertura desses canais de potassio
ocorre via fosforilagdo da proteina quinase dependente de GMPc, PKG, a qual ¢ ativada pelo
GMPc (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). Estes resultados sdo corroborados por achados
eletrofisioldgicos em neurdnios nociceptivos primarios, onde se demonstrou que a modulagao
de canais K'ATP pelo GMPc reduz a sensibilizacio neuronal induzida pela PGE, (CHI;
JIANG; NICOL, 2007). Outros estudos, indicam que a ativagdo da via L-arginina/NO/GMPc
pode também reduzir a dor por meio da liberagdo endégena de NO na vasculatura nervosa,
corrigindo indiretamente o potencial de membrana do nervo e a geragao de impulsos pelo
aumento do fluxo sanguineo e do aporte de oxigénio e nutrientes as células nervosas
(HANCOCK; RIEGGER-KRUGH, 2008).

Os opidides reduzem a hiperalgesia por dois mecanismos: inibicdo da
adenilato ciclase (Ac), e desta forma, neutralizam a hiperalgesia induzida pela PGE,, e
perifericamente pela ativacdo da via PLKy/AKT/nNOS/NO/PKG/Karp (CUNHA et al.,
2010a). Esta via periférica da morfina se inicia pela acdo direta nos neurdnios nociceptivos
primarios, pela ativagdo dos mediadores PI;Ky/ proteina quinase B (AKT), e
consequentemente a ativagdo da enzima nNOS e producdo de NO, que induz a abertura dos

. + g g ~ A . . . . , . .
canais K'ATP, e reverte a sensibilizagdo dos neurdnios nociceptivos primarios devido a
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PGE,. Estes efeitos estdo associados com a hiperpolariza¢do dos nociceptores, restauragao dos
potenciais de membrana e logo, a reducao da excitabilidade neuronal (CUNHA et al., 2010a).

Embora estes estudos sugerem o NO como um mediador analgésico, o papel
do NO no sistema nociceptivo € controverso. De fato, dependendo do nivel das vias
nociceptivas (central ou periférica) e da quantidade de NO, este pode ter efeitos anti-
hiperalgésico ou hiperalgésico. Por exemplo, na medula espinal, baixas e altas concentragdes
de NO causam anti-hiperalgesia e hiperalgesia respectivamente (SOUSA; PRADO, 2001).

Flavonoides e outros compostos fendlicos oriundos do metabolismo
secundario das plantas sdo moléculas complexas, os quais tém sido relatados diversas
atividades farmacoldgicas importantes, tais como inibem o estresse oxidativo, a inflamagao
e/ou produgdo de citocinas, a hiperalgesia mecanica e térmica por ativar o sistema opidide
enddgeno e/ou por inibir a producdo de citocinas hiperalgésicas (CASAGRANDE et al.,
2006a; DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; FILHO et al., 2008; GEORGETTI et., 2007;
HEIDARI et al., 2009; KUPELI et al., 2006; MOHAMAD et al., 2010; NARAYANAN et al.,
2007; PEREIRA-DA-SILVA; PAZ-PARENTE, 2002; SANNIGRAHI et al., 2011; SOUTO et
al., 2011; VALERIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 201 1). No entanto, apesar do
conhecimento da presenga de flavondides no extrato de 7. sinapou e dos efeitos e mecanismos
de acdo dos flavondides, ainda ndo ha estudos que relatem os mecanismos de atividade
antioxidante e evidéncias de atividade anti-inflamatoria e analgésica neste extrato.

A OMS (2000) recomenda o desenvolvimento de pesquisas que visem o
aproveitamento do potencial terapéutico da flora nacional, de forma a diminuir o nimero de
excluidos dos sistemas governamentais de satde. Os medicamentos fitoterapicos tém ganhado
aten¢do especial em todo o mundo, e o Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, com
flora equivalente a mais de 56 mil espécies de plantas catalogadas. Acredita-se que cerca de
metade dos medicamentos disponiveis no mercado foram originados direta ou indiretamente
de produtos naturais (BALUNAS; KINGHORN, 2005). Neste contexto, a investigagdo de
produtos naturais torna-se uma importante alternativa para o tratamento de doengas,
principalmente em paises em desenvolvimento. Assim, considerando o aumento do interesse
mundial por produtos de origem natural e a presenca no Brasil de uma flora rica em
substancias com potencial utiliza¢@o na clinica, uma abordagem promissora seria a utilizagao
na terapéutica de extratos de plantas, encontradas no Brasil, ricos em substincias com

potenciais atividades farmacologicas, tal como o extrato de 7. sinapou.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar os mecanismos de acdo antioxidante in vitro do extrato acetato
de etila (EAE) de T. sinapou e investigar se o tratamento com o extrato apresenta efeitos anti-

inflamatodrios e analgésicos em camundongos, bem como os mecanismos de acao envolvidos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Determinar os mecanismos antioxidantes in vitro do EAE de T.
sinapou utilizando metodologias que avaliam: potencial redutor,
capacidade sequestradora de radicais livres anidnicos (DPPH®) e
cationicos (ABTS"), inibigdo da lipoperoxidagdo independente e
dependente de ferro e atividade queladora de ferro.

2- Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de 7. sinapou no
recrutamento de leucdcitos totais e neutréfilos induzido pelos estimulos
inflamatorios: Cg, zimosan, LPS e glicogénio em camundongos.

3- Determinar o papel das citocinas, TNFa e IL-1f, no tratamento com o
extrato de 7. sinapou utilizando o estimulo inflamatério Cg (via
intraperitoneal) em camundongos.

4- Determinar o papel da sintese do 6xido nitrico frente ao recrutamento
de leucocitos no tratamento com o extrato de 7. sinapou utilizando o
estimulo inflamatorio Cg, em camundongos.

5- Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de 7. sinapou no
comportamento nociceptivo de contor¢des abdominais induzido por
acido acético e fenil-p-benzoquinona, e no comportamento de nocicepc¢ao
manifesta de nimero de flinches e tempo de lambida induzido pela
formalina e CFA (adjuvante completo de Freund) em camundongos.

6- Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de 7. sinapou na
hiperalgesia mecanica induzida por: Cg, prostaglandina E, (pré-
tratamento) e CFA (pds-tratamento) e nos niveis das citocinas, TNFa e
IL-1B, induzidas pela Cg (via intraplantar), em camundongos.

7- Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de 7. sinapou na
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nocicep¢ao térmica.
8- Investigar se os efeitos do tratamento com o extrato de 7. sinapou na
hiperalgesia mecanica e térmica e no recrutamento de neutrofilos
induzido pela Cg em camundongos sdo dependentes de receptores
opiodides.

9- Determinar se o tratamento com o extrato de 7. sinapou induz efeitos
toxicos/adversos por meio dos niveis de enzimas hepaticas e se altera o

desempenho locomotor em camundongos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Drogas e Reagentes

Acido tiobarbitarico (TBA), acido linoléico, CFA, prostaglandina E,
(PGE,), fenil-p-benzoquinona (PBQ), dexametasona, dipirona, tween 80, dimetilsulféxido
(DMSO), hidrocloreto de naloxona, brometo de hexadeciltrimetilamoénio, 2,4,6 tripiridil-S-
triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH"), 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfonico) (ABTS), Ng-Nitro-L-arginina metil éster hidrocloreto (L-NAME),
dihidrocloreto de o-dianisidina, zimosan, tris ¢ Trolox foram obtidos da Sigma Chemical Co.
(St. Lowis, MO, USA). Carragenina (Cg) da FMC Corporation (Filadéldia, PA, USA) e LPS
da Cayman (Ann Arbor, MI, USA). Batofenantrolina (BPS) e quercetina de 95% pureza da
Acros (Pittsburgh, PA, USA). Glicogénio, formalina e acido acético foram obtidos da Merk
(Darmstadt, Alemanha). Sulfato de morfina da Cristalia (Itapira, SP, Brasil), indometacina da
Prodome Quimica e Farmacéutica (Sao Paulo, SP, Brasil) e prednisolona da Ouro fino
(Cravinhos, SP, Brasil). Kits de ELISA para determinar TNFa e IL-1B da eBioscience (San
Diego, CA , USA). Tween 20, fosfato de potassio mono e dibasico, acetato de sddio, e sulfato
ferroso amoniacal da Labsynth (Diadema, SP, Brasil). NaOH, citrato de sodio, H,O; e
metanol da Biotec (Curitiba, PR, Brasil). H;PO4, KOH e FeCl;.6H,O da Vetec (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). KCI e etanol da Dindmica (Diadema, SP, Brasil). Propilenoglicol, n-
butanol da Nuclear (Diadema, SP, Brasil). Sulfato de potassio de Neon (Sdo Paulo, SP,
Brasil). EDTA da CAAL (Sao Paulo, SP, Brasil). HCI da F. Maia (Cotia, SP, Brasil).

3.1.2 Material Vegetal

A espécie Tephrosia sinapou (Buc'hoz) A. Chev., da familia Fabaceae, foi
cultivada e coletada na fazenda Santa Elisa do Instituto Agronomico de Campinas (IAC), Sao
Paulo, Brasil por S. Myasaka. A identifica¢do foi realizada por A. K. Pastorek em junho de
2005, e o voucher da espécie foi guardado no TAC protegido pelo ntimero de identificacao:

17211.
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3.1.2.1 Preparagdo do extrato

O extrato acetato de etila (EAE) de T. sinapou foi preparado no Laboratdrio
de Pesquisa de Moléculas Bioativas, Departamento de Quimica da UEL. Primeiramente, as
raizes de 7. sinapou foram secas em estufa com ar circulante e moidas utilizando-se moinho
de facas. O pd obtido (8,9 kg) foi submetido & maceragdo exaustiva a frio com acetato de
etila, durante 10 dias com ciclos de 48 horas. O EAE foi lavado exaustivamente com metanol,

e seguido de posterior evaporacdo em evaporador rotativo (conteudo final de 58,7 g).

3.1.2.2 Caracterizacao fitoquimica do extrato

As analises fitoquimicas preliminares do EAE de 7. sinapou foram
realizadas no Laboratorio de Pesquisa de Moléculas Bioativas, do Departamento de Quimica
da UEL, coordenados pelo professor César Cornélio Andrei. As andlises foram realizadas por
Ressonancia Magnética Nuclear e espectrometria de massa e mostraram a presenca de
flavonoides: 1) um novo biflavondide nomeado de toxicarina, constituido por unidade de
glabrarina e 5-O-metilnitenina; 2) flavanona: 7-O-metilglabranina; 3) rotendides: tephrosina,
rotenolona, deguelina, 6-ox0-6a,12a-dehidrodeguelina, 6a,12a-dehidrorotenona, rotenona e
vilosona; 4) flavonols: tephrowatsina A e quercetol B. Outros compostos identificados foram:
1) pterocarpan: flamichapparin B; 2) cumarinas: acido 2,3-dihidro-p-cumarico. Dois novos
compostos foram identificados, um substituto benzaldeido e uma chalcona (ANDRETI et al.,

manuscrito em preparagao)

3.1.3 Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos Swiss machos adultos
pesando de 20 a 25 g, provenientes do biotério central da UEL, e mantidos no Biotério do
Departamento de Ciéncias Patologicas da UEL pelo menos dois dias antes dos experimentos.
Em ambos os biotérios foi utilizado ciclo de claro/escuro (12/12 h), com temperatura
ambiente controlada e os animais foram mantidos em gaiolas plasticas claras padrdo, com
livre acesso a agua e ragdo. Todos os experimentos foram realizados entre 9:00 am e 5:00 pm
em salas com temperatura ambiente controlada. Os experimentos foram realizados de acordo
com as normas estabelecidas pelo comité de ética em experimentacdo animal da UEL, nimero

do processo 31468.2010.84, e conduzidos de forma a minimizar o nimero € o sofrimento dos
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animais utilizados.

3.2 METODOS

3.2.1 Avaliagdo da Atividade Antioxidante

3.2.1.1 Determinacao do poder redutor

O poder de reducdo do EAE de T. sinapou foi avaliado pelo teste FRAP
(poder antioxidante de redu¢@o do ferro), segundo Sanchez-Gonzalez et al. (2005). O reagente
de FRAP foi preparado como segue: 2,5 mL de uma solugdo 10 mM de TPTZ em HC1 40 mM
foram adicionados a 2,5 mL de FeCl;.6H,O 20 mM e 25 mL de tampao acetato 0,3 mM (pH
3,6). Esta solu¢do foi incubada a 37 °C por 30 minutos antes do uso. O EAE de 7. sinapou foi
diluido com DMSO, obtendo-se a concentracao de 1,25 mg/mL. Aliquota de 10 pL desta
amostra foi adicionada a 900 uL do reagente FRAP preparado previamente, ¢ 90 puL. de agua
deionizada. Foi obtida, no meio reacional, a concentracdo de 12,5 ug/mL do extrato de T.
sinapou. O aumento da absorvancia foi mensurado ap6s 30 minutos de incubagdo a 37 °C em
595 nm. O branco foi constituido de 900 uL do reagente FRAP e 100 pL de 4gua deionizada.
Para comparagdo do poder redutor do extrato de 7. sinapou utilizou-se 10 uL. de amostras de
Trolox (0,4 - 2 mmol/L), a forma hidrossoluvel da vitamina E, diluido com auxilio de etanol.
As concentragdes de Trolox obtidas no meio reacional, e utilizadas para curva de calibracao
foram de 4-20 pmol/L. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. O resultado foi
expresso como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em: pmol/L de Trolox/ pg/mL

de extrato.

3.2.1.2 Determinagdo da atividade sequestradora do radical livre carregado negativamente,

DPPH’

A atividade sequestradora do radical estavel DPPH" foi determinada pelo
decaimento da absorvancia mensurado em 517 nm (BLOIS, 1958; CASAGRANDE et al.,
2007). O EAE de T. sinapou foi diluido com auxilio de DMSO e depois em solucao de
etanol/propilenoglicol (50:50, v/v), obtendo-se concentra¢des entre 1,25 - 40 mg/mL do
extrato. Aliquotas de 50 pL. destas amostras do extrato foram adicionadas ao meio reacional

contendo 1 mL de tampao acetato 0,1 M (pH 5,5), 1 mL de etanol e 0,5 mL de solugdo
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etandlica de DPPH" 250 uM. Obteve-se no meio reacional concentragdes entre 25 - 800
pg/mL do extrato. A mudanga na absorvancia foi medida ap6s 20 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente em 517 nm. O controle positivo foi preparado com 50 pL do veiculo
utilizado para diluir o extrato de 7. sinapou e o branco constituido de 1 mL de tampao acetato
0,1 M (pH 5,5) e 1,5 mL de etanol. Para controle do extrato de 7. sinapou utilizou-se 50 uL.
de amostras do flavonoide quercetina (5 e 500 pg/mL), diluido com auxilio de propilenoglicol
e depois em etanol. As concentragdes da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,1 -
10 pg/mL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A capacidade sequestradora do
radical DPPH" foi calculada pela seguinte equagio:

Equacao I: % atividade = (1- absorvancia amostra / absorvancia do controle

positivo) x 100.

3.2.1.3 Determinagdo da atividade sequestradora do radical livre carregado positivamente,

ABTS"

A atividade sequestradora do radical livre ABTS" foi determinada pelo
decaimento da absorvancia mensurado em 730 nm conforme descrito por Sanchez-Gonzalez
et al. (2005). O cation ABTS" foi produzido reagindo 7 mM de solugdo de ABTS com 2,45
mM de persulfato de potassio. Esta solucdo foi armazenada em frasco ambar e em
temperatura ambiente por no minimo 16 horas antes do uso. Para a reacdo, a solugdo de
ABTS" foi diluida com tampao fosfato 20 mM (pH 7,4) até uma absorvéancia de 0,7 a 730 nm.
O EAE de T. sinapou foi diluido com DMSO, obtendo-se concentragdes entre 0,5 - 10
mg/mL. Aliquotas de 100 puL destas amostras do extrato de 7. sinapou foram adicionadas a 4
mL da solucdo ABTS" diluida. Foram obtidas, no meio reacional, concentracdes entre 12,5 -
250 pg/mL do extrato de 7. sinapou. A mudanca da absorvancia foi mensurada apds 6
minutos de incubagdo a temperatura ambiente. O controle positivo foi preparado com 10 pL
de DMSO em 4 mL da solugdo ABTS" diluida e o branco constituido de tampao fosfato 20
mM (pH 7,4). Para controle do extrato de 7. sinapou utilizou-se 10 pL de amostras do
flavonoide quercetina (40 - 800 pug/mL), diluido com auxilio de propilenoglicol e depois em
etanol. As concentragcdes da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,1 - 2 pg/mL.
Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A atividade sequestradora do radical

ABTS" foi calculada pela equagdo I.
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3.2.1.4 Determinagdo da atividade inibidora da LPO independente de Fe**

A atividade inibidora da LPO independente de Fe’* foi determinada pela
diminui¢do da formacgdo de hidroperdxido lipidico, um produto primario da peroxidagdo
lipidica (LINGNERT et al., 1979). O EAE de T. toxicaria foi diluido com auxilio de DMSO e
depois em solucdo de etanol/propilenoglicol (50:50, v/v), obtendo-se concentracdes entre 0,05
- 16 mg/mL do extrato. Preparou-se a emulsao de acido linoléico 10 mM, em tampao fosfato
0,1 M (pH 6,5), com auxilio de tween 20. Em 2 mL desta emulsdao foram adicionados 20 pL
de amostra do extrato. Foram obtidas, no meio reacional, concentragdes entre 0,5 - 160 ug/mL
do extrato. A determina¢do de hidroperoxidos lipidicos foi realizada antes e apds a incubagdo
da emulsdo, a 37°C por 8 horas. Assim, 0,2 mL da emulsdo incubada ou ndo foram
adicionados em 2 mL de metanol e 6 mL de metanol 60% e a absorvancia foi determinada por
espectrofotometria em 234 nm. O controle positivo foi preparado com 20 pL do veiculo
[DMSO e etanol/propilenoglicol (50:50, v/v)] e o branco constituido de tampao fosfato 0,1 M
(pH 6,5) com tween 20. Para controle do extrato de 7. sinapou utilizou-se 20 uL. de amostras
de quercetina (4 - 160 pg/mL), diluida com auxilio de propilenoglicol e depois em etanol. As
concentragdes da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,04 - 1,6 ug/mL. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata. A atividade inibidora da LPO independente de Fe**
foi calculada pela seguinte equacao:

Equacao II: % atividade = 1- (absA apoés incubagdo - absA sem incubagio)
/ (absC ap0s incubagao - absC sem incubagao) x 100.

Onde: absA ¢ a absorvancia da amostra e absC ¢ a absorvancia do controle positivo.

3.2.1.5 Determinacdo da atividade inibidora da LPO dependente de Fe**

A atividade inibidora da LPO induzida por Fe’" foi determinada pela
diminui¢do da formag¢do de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), como por
exemplo, o malondialdeido (MDA), um produto secundario da peroxidagao lipidica (BUEGE;
AUST, 1978; RODRIGUES et al., 2002; CASAGRANDE et al., 2006b). O EAE de T.
sinapou foi diluido com auxilio de DMSO e depois em solugdo de etanol/propilenoglicol
(50:50, v/v), obtendo-se concentragdes entre 0,05 - 8 mg/mL. Foram adicionados em 1 mL de

meio de reag¢do (130 mM de KCl e 10 mM de tris-HCI, pH 7,4), 2 mM de citrato de sodio, 20

pL de amostra do extrato de 7. sinapou, suspensdo de mitocondria correspondente a 1 mg de
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proteina e 50 pM de sulfato ferroso amoniacal. Foram obtidas, no meio reacional,
concentragdes entre 1-160 pg/mL do extrato de 7. sinapou. A reagdo foi incubada a 37°C por
30 minutos. Para determinagdo das TBARS formadas, 1 mL de 4cido tiobarbiturico (TBA)
1% preparado em 50 mM de NaOH, 0,1 mL de NaOH 10 M e 0,5 mL de H3PO420% foram
adicionados, € em seguida incubou-se a reacao por 20 minutos a 85°C. As TBARS foram
extraidas com 2 mL n-butanol, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos, e
a absorvancia do sobrenadante foi determinada por espectrofotometria em 535 nm. O controle
positivo foi preparado com 20 pL do veiculo utilizado para diluir o extrato e o controle
negativo preparado sem o extrato e sem o ferro. O branco foi preparado com a mistura da
reacdo sem mitocondria. Para controle do extrato de 7. sinapou utilizou-se 10 pL. de amostras
de quercetina (4 - 250 pg/mL), diluida com auxilio de propilenoglicol e depois em etanol. As
concentragdes da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,04 - 2,5 pg/mL. Todas as
amostras foram analisadas em triplicata. A atividade inibidora da LPO induzida por Fe*" foi
calculada pela equacao III:

% atividade = [1- absorvancia amostra / (absorvancia do controle positivo -

absorvancia do controle negativo)] x 100.

3.2.1.5.1 Isolamento de mitocondrias de figados de ratos

As mitocondrias utilizadas nos experimentos foram fornecidas pelo
laboratorio de bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto. Ratos
Wister machos pesando aproximadamente 200 g, provenientes do biotério Central da USP de
Ribeirdo Preto, foram mortos por deslocamento cervical, o figado foi removido e colocado no
meio de homogeneizacao (meio I) contendo 250 mM de sacarose, | mM de EGTA ¢ 10 mM
de Hepes-KOH pH 7,4. O figado foi homogeneizado em Potter-Elvehjem-Reostato com
aproximadamente 40 mL do meio I e a suspensdo obtida foi centrifugada a 580 g por 5
minutos em centrifuga refrigerada. O sobrenadante resultante foi novamente centrifugado a
10300 g por 10 minutos e o precipitado obtido foi ressuspendido em 10 mL do meio II
contendo 250 mM de sacarose, 0,3 mM de EGTA e 10 mM de Hepes-KOH pH 7,4. Apds
centrifugacdo a 3400 g por 15 minutos, o sedimento final contendo as mitocondrias isoladas,
foi suspenso em 1 mL do meio III contendo 250 mM de sacarose e 10 mM de Hepes-KOH pH
7,4 (CAIN; SKILLETER, 1987). O contetido de proteina mitocondrial foi determinado pelo
método de Biureto (GORNAL; BARDAWILL; DAVID, 1949)
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3.2.1.6 Determinacio da atividade queladora de Fe**

A batofenantrolina (BPS) ¢ um forte quelador de Fe*" ¢ forma um complexo
colorido quando ligada a este fon. A atividade queladora de Fe*" foi determinada pela
diminui¢do da formacdo do complexo Fe,(BPS); por meio do decaimento da absorvancia
mensurado em 530 nm e 700 nm (BOLANM; ULVIK, 1987). O extrato de 7. sinapou foi
diluido com auxilio de DMSO e depois em solucao de etanol/propilenoglicol (50:50, v/v),
obtendo-se concentragdes entre 12,5 - 200 mg/mL do extrato. Em 2 mL de meio de reagdo
(130 mM de KCI e 10 mM de tris-HCI pH 7,4), foram adicionados 50 pmol/L de sulfato
ferroso amoniacal e 20 uL do EAE de 7. sinapou. Foram obtidos no meio reacional
concentragodes entre 0,125 - 2 mg/mL do extrato. Apds 15 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente 0,2 mM de BPS foram adicionados. Em seguida incubou-se novamente por 15
minutos a temperatura ambiente e a absorvancia determinada em 530 e 700 nm
(CASAGRANDE et al., 2006b). O controle positivo foi preparado com 20 puL do veiculo e o
branco constituido do meio de reagio e Fe**. Para controle do extrato de 7. sinapou utilizou-
se 20 pL de amostras de quercetina (100 - 4000 pg/mL), diluida com auxilio de
propilenoglicol e depois em etanol. As concentra¢des da quercetina obtidas no meio reacional
foram de 1 - 4 pg/mL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A atividade

queladora de Fe*" foi calculada pela equagéo L.

3.2.2 Avaliagdo da Atividade Anti-inflamatoéria

3.2.2.1 Recrutamento leucocitario

3.2.2.1.1 Recrutamento de leucocitos para a cavidade peritoneal

A quantificacdo da migracao de leucocitos totais e de neutrdfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos foi avaliada segundo Valério et al. (2007). Os animais
foram tratados via intraperitoneal (i.p.) com o EAE de T. sinapou (10-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g
de peso do animal) ou veiculo utilizado para diluir o extrato (20% de Tween 80 em salina, 0,1
mL/10 g de peso do animal) de forma a eliminar a hipotese do veiculo interferir na atividade
farmacoldgica, 30 minutos antes da administracdo do estimulo inflamatorio, Cg (500

pg/cavidade, diluida em salina e administrada no volume de 200 pL por animal). O grupo
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controle foi tratado via oral (v.0.) com prednisolona (4 pumol/kg diluido em salina, e
administrado no volume de 100 pL por animal) 30 minutos antes da administracdo de Cg (500
pg/cavidade). O controle negativo da inflamacao foi a inje¢ao i.p. de salina (200 puL).

Foi avaliado também, em outro experimento se o EAE de 7. sinapou (100
mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) reduz o recrutamento de leucécitos totais e de
neutréfilos para a cavidade peritoneal induzido por outros estimulos inflamatorios,
administrados i.p.: zimosan (100 pg/cavidade, diluido em salina e administrado no volume de
200 pL), LPS (100 ng/cavidade, diluido em salina e administrado no volume de 200 uL) e
glicogénio (25 mg/cavidade, diluido em salina e administrada no volume de 500 pL). O
controle negativo foi a inje¢do i.p. de salina (200 pL para zimosan e LPS e 500 pL para
glicogénio).

Em outro experimento os animais foram tratados via subcutanea (s.c.) com
L-NAME, um inibidor da o¢xido nitrico sintase (10-100 mg/kg, diluido em salina,
administrado no volume de 100 puL por animal) ou salina (100 uL) 30 minutos antes do
tratamento i.p. com o extrato de 7. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou
veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Depois de 30 minutos
do tratamento com o extrato ou veiculo os animais receberam o estimulo, Cg (500
pg/cavidade, diluida em salina e administrada no volume de 200 puL por animal). O controle
negativo da inflamacdo foi a injecdo i.p. de salina (200 puL) e a droga controle foi a
prednisolona (4 pmol/kg, 30 minutos antes da Cg).

Seis horas apos a inje¢do de Cg, zimosan, LPS ou glicogénio, os animais
foram terminalmente anestesiados, e os exsudatos peritoniais foram colhidos com a
introducao de 2 mL de tampao fosfato salino (PBS) contendo 1mM de EDTA. A contagem de
leucocitos totais foi realizada em camera de Neubauer utilizando solu¢do de Turk ¢ a
contagem diferencial foi realizada apos coloragdo pela técnica de Rosenfeld e as células foram
diferenciadas em microscopio Optico por meio da objetiva de imersdo em 6leo (aumento de

1000x). Os resultados foram expressos como numero de leucdcitos totais ou neutrdfilos

(VALERIO et al., 2007).

3.2.2.1.2 Recrutamento de neutrofilos para o tecido subcutdneo plantar

A quantificacdo da migracao de neutrdfilos para o tecido subcutaneo plantar

foi realizada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase (MPO) baseando-se na técnica
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primeiramente descrita por Bradley et al. (1982). Neste experimento os animais receberam
inicialmente a inje¢do s.c. de naloxona, um antagonista de receptor opioide, (0,1-1 mg/kg,
diluido em salina, administrado no volume de 100 puL por animal) ou salina (100 uL) 1 hora
antes do tratamento 1i.p. com o EAE de 7. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do
animal), veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou morfina (5
mg/kg, diluida em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Apdés 30 minutos destes
tratamentos os animais receberam a injecao intraplantar (i.pl.) do estimulo, Cg (100 pg/pata,
diluida em salina, administrada no volume de 25 pL por animal). E 5 horas apds a inje¢cdo do
estimulo, amostras dos tecidos subcutaneos plantares foram coletadas em tampao fosfato de
potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilam6nio e mantidas
a - 80 °C até o uso. As amostras foram homogeneizadas com auxilio do ultra turrax (IKA
T10), seguida de centrifuga¢ao (2 minutos, 16.100 g) a 4°C. A dosagem da MPO foi realizada
por reagdo colorimétrica cinética, na qual em uma placa de 96 pogos foi adicionada uma
aliquota do sobrenadante da amostra (7 puL). Posteriormente, adicionou-se 200 pL de tampao
fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo 0,167 mg/mL de o-dianisidina ¢ 0,015% de H,O, ¢ a
atividade de MPO foi determinada em 450 nm, realizando-se 3 leituras em 1 minuto. A
atividade de MPO das amostras foi comparada com uma curva padrdo de neutrofilos, de
concentragdo conhecida. Os resultados foram expressos como atividade da MPO (nimero de

neutrofilos/mg de tecido da pata).

3.2.2.2 Producgao de citocinas

Os niveis das citocinas hiperalgésicas TNFa e IL-1p foram determinados
conforme previamente descrito por Verri et al. (2007), por enzimamunoensaio (ELISA) de
acordo com as instrugdes de uso do fabricante (eBioscience). Para dosagem destas citocinas
em amostras peritoneais, os animais receberam tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100
mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g
de peso do animal) 30 minutos antes da administragdo do estimulo inflamatoério, Cg (500
ug/cavidade, diluida em salina e administrada no volume de 200 uL por animal). No grupo
controle negativo da inflamacgao foi injetado apenas salina (200 puL). Ap6s 2 horas da inje¢ao
da Cg, os animais foram terminalmente anestesiados, € os exsudatos peritoneais foram
colhidos pela introdugdo de 1 mL de PBS contendo ImM de EDTA, centrifugados (10
minutos, 4830 g, 4 °C) e os sobrenadantes analisados por ELISA.

Para dosagem de citocinas em amostras de tecidos subcutaneos plantares, os
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animais receberam tratamento i.p. com o EAE de 7. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso
do animal), veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou
dexametasona (Dexa, 2 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 30 minutos antes da
administracdo 1i.pl. do estimulo inflamatério, Cg (100 pg/pata, diluida em salina e
administrada no volume de 25 pL por animal). O grupo controle negativo recebeu a injecao
i.pl. de 25 pL salina. Ap6s 2 horas da inje¢do da Cg, os animais foram terminalmente
anestesiados, e amostras dos tecidos subcutaneos plantares foram coletadas em 1 mL de PBS
contendo 1 mM de EDTA, trituradas com auxilio do ultra turrax (IKA T10), centrifugadas (10
minutos, 4830 g, 4 °C) e os sobrenadantes analisados por ELISA.

Resumidamente, placas de microtitulacdo (96 pocos) foram recobertas e
incubadas com os anticorpos anti-TNFa ou anti-IL-13, diluidos em PBS durante 15-18 horas
a 4 °C. Apos esse tempo de incubacao, as placas foram lavadas com PBS + 0,1% de Tween 20
e bloqueadas durante 1 hora a temperatura ambiente com albumina de soro bovino (BSA) a
1%. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 15-18 horas a 4 °C com as amostras
e suas respectivas curvas padrio. Posteriormente, as placas foram lavadas novamente ¢
incubadas com o respectivo anticorpo biotinilado, por 1 hora a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e 50 pL de avidina-peroxidase foram adicionados a cada pogo. As
placas foram novamente incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas, e
adicionados 50 pL do substrato dihidrocloreto de 1,2 fenilenodiamina diluido em tampao
fosfato contendo 0,4 mg/mL de H,O, 30%. Apds 15 minutos a reacdo foi interrompida pela
adicdo de H,SO4 1 M. A leitura foi realizada em espectrofotometro ajustado para o
comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos como picogramas de TNF-a

ou IL-1 B baseado na curva padrdo destas citocinas.

3.2.3 Avaliagdo da Atividade Antinociceptiva

3.2.3.1 Teste de contor¢des abdominais

Os modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido acético e fenil-p-
benzoquinona (PBQ) foram realizados conforme previamente descrito por Verri et al.,
(2008a). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de 7. sinapou (1-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g
de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal)

30 minutos antes dos estimulos nociceptivos, acido acético e PBQ. Em outro experimento os
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animais foram tratados com o extrato de 7. sinapou (100 mg/kg) via i.p. (0,1 mL/10 g de peso
do animal), v.0. (100 pL por animal) e via s.c. (100 pL por animal) 30 minutos antes da
administracao de acido acético. O grupo controle foi tratado via i.p. com indometacina (Indo,
5 mg/kg, diluida em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 40 minutos antes dos estimulos
nociceptivos. Decorrido os tempos dos tratamentos foi administrado na cavidade peritoneal
dos camundongos acido acético (0,8% v/v, diluido em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal),
PBQ (1890 pg/kg, diluido em salina e 2% de DMSO, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou
salina (0,1 mL/10 g de peso do animal), o controle negativo da nocicep¢ao. Em seguida, os
animais foram colocados individualmente em um cilindro de vidro e a intensidade do
comportamento nociceptivo quantificada pelo numero total de contor¢cdes abdominais do
animal em um periodo de 0 a 20 minutos ap6s a injecao dos estimulos. As respostas consistem
em uma seqiiéncia de contor¢des e extensdes do abdomen, algumas vezes acompanhada por
tor¢des do tronco e extensdo dos membros posteriores do animal. A intensidade das respostas

de contor¢des abdominais foi expressa como escore cumulativo durante 20 minutos.

3.2.3.2 Teste de nocicep¢ao manifesta induzida por formalina

O teste da formalina foi realizado conforme previamente descrito por
Dubuisson e Denis, (1977). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100
mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g
de peso do animal) 30 minutos antes da administracdo i.pl. da formalina (1,5 %, diluida em
salina e administrada no volume de 25 pL por animal). O grupo controle foi tratado com
morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) i.p., 30 minutos antes da injecdo de
formalina na pata. O grupo controle negativo da nocicep¢do manifesta recebeu apenas a
injecdo i.pl. (25 pL) de salina. Apds a inje¢do da formalina os animais foram colocados
individualmente dentro de um cilindro de vidro e o tempo cronometrado durante 30 minutos.
O numero de sacudidas da pata traseira injetada com a formalina (flinches) e o tempo em
segundos que o animal lambeu a pata traseira injetada com a formalina foi quantificado
cumulativamente como indice de nocicepcao. O teste foi dividido em intervalos de 5 minutos,
e claramente demonstrado a presenca de duas fases, que sdo caracteristicas do método. Os 5
minutos iniciais correspondem a primeira fase, chamada de fase neurogénica, na qual ocorre a
ativacdo direta dos nociceptores locais pela formalina. A segunda fase ocorre entre 15 a 30
minutos, chamada de fase inflamatoria, na qual o comportamento observado ¢ resultado da

acao de mediadores inflamatorios liberados pelo estimulo.
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3.2.3.3 Teste de nocicep¢ao manifesta induzida por CFA

O teste de nocicep¢ao manifesta induzida por CFA foi realizado segundo
Valério et al., (2009a). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de 7. sinapou (100 mg/kg,
0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso
do animal) 30 minutos antes da administracao i.pl. de CFA (administrado 10 pL por animal).
O grupo controle foi tratado com morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) i.p., 30
minutos antes da inje¢do na pata de CFA. O grupo controle negativo da nocicep¢ao manifesta
recebeu apenas a injecdo i.pl. (10 pL) de salina. Apos a injecdo de CFA os animais foram
colocados individualmente dentro de um cilindro de vidro e o tempo cronometrado durante 30
minutos. O niamero de sacudidas da pata traseira injetada com CFA (flinches) e o tempo em
segundos que o animal lambeu a pata traseira injetada com CFA foram quantificados

cumulativamente por um periodo total de 30 minutos como indice de nocicepgao.

3.2.3.4 Avaliacdo da hiperalgesia mecanica pelo teste de pressdo crescente na pata

A atividade inibidora da hiperalgesia mecanica pelo tratamento com o
extrato foi avaliada pelo teste de pressdo crescente em pata de camundongos com o uso de
uma versdo eletronica dos filamentos de Von Frey (CUNHA et al., 2004). Em uma sala
reservada, os camundongos foram colocados em caixas de acrilico individuais (12x10x17 cm)
localizadas em uma plataforma de arame na forma de rede, 15 - 30 minutos antes de iniciar os
testes. O teste consiste em um transdutor de pressdo (anestesidometro eletronico, IITC Life
Science, Woodland Hills, CA) adaptado a um contador digital de forga expressa em gramas
(g). O contato do transdutor de pressdo com a pata do animal foi realizado por meio de uma
ponteira de 0,5 mm’ de polipropileno. As alteragdes nos limiares nociceptivos foram
avaliadas exercendo-se uma forca linearmente crescente no centro da planta da pata dos
camundongos até a produ¢do de uma resposta caracterizada pela retirada e sacudida (flinches)
da pata estimulada. Apos a retirada da pata, a intensidade da for¢a ¢ automaticamente
registrada. O valor adotado como resultado (intensidade de hiperalgesia) foi a média de trés
mensuracdes em cada tempo avaliado, sendo os animais desafiados antes e apOs os
tratamentos. Os resultados foram expressos por delta (A, limiar de retirada em gramas),
calculados pela diferenca entre a média das respostas obtidas no tempo zero e a média das
respostas nos tempos avaliados apos os tratamentos. O limiar de retirada foi de 9,2 + 0,5 g

(média £ EPM; n = 30) antes das injecdes dos agentes hiperalgésicos testados: Cg (100
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pg/pata, diluida em salina e administrada no volume de 25 pL por animal), CFA (10 pL/pata,
administrado no volume de 10 pL animal) e PGE; (100 ng/pata, diluido em salina e

administrado no volume de 25 pL animal).

3.2.3.4.1 Avaliagdo da hiperalgesia mecanica induzida pela Cg

Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (30-300 mg/kg, 0,1
mL/10 g de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do
animal) 30 minutos antes da administra¢do do estimulo Cg (100 pg/pata, diluida em salina e
administrada no volume de 25 pL por animal). O grupo controle foi tratado com indometacina
1.p. (5 mg/kg, diluida em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 40 minutos antes da injecdo
de Cg e o grupo controle negativo da hiperalgesia recebeu a inje¢do de salina (25 pL/pata). A
intensidade da hiperalgesia mecanica foi avaliada 1, 3 e 5 horas, apds a inje¢ao de Cg.

Em outro experimento, os animais receberam a injecdo s.c. de naloxona
(0,1-1 mg/kg, diluida em salina, administrada no volume de 100 pL por animal) ou salina
(100 pL) 1 hora antes de serem tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10
g de peso do animal), veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal)
ou morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Apds 30 minutos adicionais, os
animais receberam a inje¢do i.pl. de Cg (100 pg/pata, diluida em salina e administrada no
volume de 25 puL por animal). O grupo controle negativo do estimulo hiperalgésico recebeu
apenas a administracdo de salina (25 pL/pata). A intensidade da hiperalgesia mecanica neste

experimento foi avaliada apds 3 e 5 horas da inje¢do da Cg.

3.2.3.4.2 Avaliagdo da hiperalgesia mecdnica induzida por CFA

Os animais receberam inje¢do i.pl. de CFA (10 pL/pata, administrado no
volume de 10 pL/animal) e a hiperalgesia mecanica foi avaliada 48 horas apds, confirmando
uma significante hiperalgesia. Apds 30 minutos adicionais os animais foram tratados i.p. com
veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou EAE de 7. sinapou
(100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal). O grupo controle foi tratado com indometacina
i.p. (5 mg/kg, diluida em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 48,5 horas apos a injecao de
CFA e o grupo controle negativo recebeu apenas a injecdo de salina (10 pL/pata). A

intensidade da hiperalgesia mecanica foi mensurada 48 - 72 horas ap0és a inje¢ao de CFA.
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3.2.3.4.3 Avaliagdo da hiperalgesia mecdnica induzida pela PGE;

Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1
mL/10 g de peso do animal), veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do
animal) ou dipirona (metamizol, 80 mg/kg, diluida em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal)
30 minutos antes da administragdo do estimulo, PGE, (100 ng/pata, diluido em salina e
administrado no volume de 25 pL animal). O grupo controle negativo recebeu a
administracao de salina (25 pL/pata). A intensidade da hiperalgesia mecanica foi avaliada 1, 3

e 5 horas ap0s a inje¢do do estimulo, PGE,.

3.2.3.5 Avaliagdo da nocicepgao térmica pelo teste da placa quente

O teste da placa quente foi realizado conforme previamente descrito por

Woolfre e Macdonald (1944). Os camundongos foram colocados em um cilindro de vidro de

10 cm de largura sobre uma placa quente (IITC Life Science Inc. Woodland Hills, CA)
aquecida a temperatura constante de 52 °C. O tempo normal de laténcia dos animais na placa
quente (tempo de reacdo) foi de 15 segundos. O tempo de reagdo foi registrado quando o
animal apresentou alguma resposta caracteristica de retirada da pata, como pular ou lamber a
pata. Foi estabelecido um tempo maximo de permanéncia dos animais na placa quente (cut-
off), de 30 segundos para evitar danos teciduais. Primeiramente os animais foram tratados i.p.
com veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal), EAE de T.
sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou morfina (Smg/kg, 0,1 mL/10 g de
peso do animal). Em seguida o tempo de laténcia dos animais na placa quente foi avaliado 30
minutos, 1, 3 e 5 horas apds a administracdo dos compostos.

Em outro experimento, os animais receberam os mesmos tratamentos
descritos acima, exceto que 1 hora antes destes tratamentos foram tratados com naloxona s.c.
(0,1-1 mg/kg, diluida em salina, administrada no volume de 100 pL por animal) ou salina
(s.c., 100 pL). E 30 minutos apds a injecdo do veiculo, extrato de 7. sinapou ou morfina, os
animais receberam a inje¢do i.pl. de Cg (100 pg/pata, diluida em salina e administrada no
volume de 25 pL por animal). O grupo controle negativo recebeu apenas a administragdo de
salina (25 pL/pata). A intensidade da hiperalgesia térmica foi avaliada antes e apds 3 e 5
horas da inje¢do do estimulo, Cg. Neste experimento os resultados foram expressos por delta
(A, limiar térmico de retirada da pata em segundos), calculados pela diferenca dos tempos de

laténcia obtidos no tempo zero e os tempos de laténcia nos tempos avaliados apos os
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tratamentos.

3.2.4 Avaliacao da Toxicidade

3.2.4.1 Avaliacdo da toxicidade por analises bioquimicas

As atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) também
conhecida como transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e alanina aminotranferase (ALT)
ou transaminase glutdmico pirtvica (TGP) no soro sanguineo dos camundongos foram
determinadas utilizando kits comerciais (Labtest - Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) de
acordo com as instrugdes de uso do fabricante. Os animais foram tratados i.p. com o EAE de
T. sinapou (30-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em
salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) e 5,5 horas apos estes tratamentos as atividades séricas
de AST e ALT foram determinadas. Este tempo corresponde a 30 minutos de pré-tratamento
mais 5 horas ap6s a injecdo de Cg e PGE,. O grupo controle negativo recebeu apenas a

administracao de salina (0,1 mL/10 g de peso do animal).

3.2.4.2 Avalia¢do do desempenho motor pelo teste de rota-rod

Com o objetivo de descartar possiveis efeitos: relaxantes musculares ou
efeitos toxicos/sedativos que prejudiquem a atividade locomotora apds o tratamento com o
EAE de T. sinapou, foi avaliado o desempenho motor dos animais utilizando o teste de rota -
rod (VALERIO et al., 2007). Drogas relaxantes musculares, toxicas ou sedativas podem
alterar o desempenho motor e interferir na resposta dos testes antinociceptivos que dependem
da movimentacdo do animal. Neste teste, o aparato consiste de uma barra com um didmetro
de 2,5 cm, subdividida em seis compartimentos por discos de 25 cm de diametro (Ugo Basile,
Model 7600), a qual gira a uma constante rotagdo de 22 voltas por minuto, ¢ 0os animais
devem permanecer nesta barra durante 120 segundos. Assim, os animais utilizados foram
submetidos a treinamento no aparelho 24 horas antes do teste, de forma a eliminar aqueles
que ndo conseguem permanecer na barra por dois periodos consecutivos de 120 segundos. No
teste os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de
peso do animal) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) e o

desempenho motor foi avaliado apds 1,5, 3,5 e 5,5 horas. Estes tempos foram determinados
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devido a avaliacdo da hiperalgesia mecanica ter sido realizada 1, 3 e 5 horas apds a injecao
dos estimulos (Cg, ¢ PGE,) e mais os 30 minutos que correspondem ao pré-tratamento com o

extrato. O cutt-off utilizado foi de 120 segundos.

3.2.5 Analise Estatistica

As concentragdes in vitro do EAE de T. sinapou e da quercetina necessarias
para inibir o processo oxidativo em 50% (ICs) foram determinadas pelo software GraphPad
Prism®, version 3.02, utilizando uma curva hiperbolica. Os resultados in vitro foram
apresentados pela média =+ EPM de mensuracdes feitas em triplicata de cada concentragdo e
foram representativos de 3 experimentos separados. Os resultados in vivo foram analisados
estatisticamente com auxilio do software GraphPad Prism®, version 3.02, apresentados pela
média = EPM de mensuragdes feitas com 5 ou 6 animais em cada grupo, e¢ foram
representativos de 2 experimentos separados. As diferengas entre as respostas dos grupos
experimentais foram avaliadas por ANOVA com um fator seguido do pos-teste de Tukey para
comparacao entre os grupos. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas

para valores correspondentes a p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.1.1 EAE de T. sinapou Apresenta Poder Redutor

O EAE de T. sinapou apresentou agdo antioxidante como doador de
hidrogénio e assim pode terminar processos oxidativos, convertendo radicais livres em formas
estaveis. A solucdo de 12,5 pg/mL do EAE de T. sinapou reduziu o complexo Fe+/TPTZ de

forma equivalente a 4 pmol/L de Trolox, ou seja, 0,32 umol/L de Trolox / pg/mL de extrato.

4.1.2 EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Negativamente, DPPH*

O EAE de T. sinapou sequestrou de maneira concentragdo dependente o
radical livre carregado negativamente, DPPH® (Figura 3). A linearidade apresentou-se entre
0,025 - 0,2 mg/mL, com ICsy de 142 pg/mL. O platd de atividade foi alcancado com 0,4
mg/mL do extrato com 75% de atividade (Figura 3). O controle quercetina apresentou ICsy de

1,17 pg/mL frente ao radical DPPH" (Tabela 1).

Figura3- Atividade sequestradora do radical DPPH® pelo EAE de T. sinapou. As
concentragdes utilizadas no meio reacional foram de 0,02 - 0,8 mg/L do extrato
de T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo em
relagdo ao controle. Os resultados sdo representados pela média =+ EPM de
mensuragdes feitas em triplicata de cada concentragdo e sdo representativos de 3
experimentos separados.
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Tabela 1 - Concentragdes de quercetina necessarias para inibir o processo oxidativo in vitro
em 50% (ICsp) em diferentes metodologias antioxidantes.

Metodologias Quercetina - I1Cs
DPPH’ 1,17 pg/mL
ABTS" 0,82 pg/mL

LPO/Acido linoléico (Peroxidacio lipidica independente de ferro) 0,51 pg/mL
LPO/Fe*" (Peroxidagio lipidica dependente de ferro) 0,34 pg/mL

Batofenantrolina (Atividade queladora de ferro) 4,00 pg/mL

Os resultados sdo apresentados pela média + EPM de mensuragdes feitas em triplicata de cada
concentracao e sdo representativos de 3 experimentos separados.

4.1.3 EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Positivamente, ABTS"

O EAE de T. sinapou também sequestrou de maneira concentracao
dependente o radical livre carregado positivamente, ABTS" (Figura 4). A linearidade
apresentou-se entre 25 - 150 pg/mL, com ICso de 54,51 pg/mL. O extrato de 7. sinapou
sequestrou 99% do radical ABTS" formado (Figura 4), atingindo o platd com a concentragio
de 250 pg/mL. O controle quercetina apresentou um ICsy de 0,83 pg/mL frente ao radical

ABTS" (Tabela 1).

Figura 4 - Atividade sequestradora do radical ABTS® pelo EAE de 7. sinapou. As
concentragdes usadas no meio reacional foram de 12,5 - 250 pg/mL do extrato de
T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo em relagao
ao controle. Os resultados sdo representados pela média = EPM de mensuragdes
feitas em triplicata de cada concentragdo e sdo representativos de 3 experimentos

separados.
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4.1.4 EAE de T. sinapou Inibe a LPO nas Etapas Iniciais

O EAE de T. sinapou inibiu de maneira concentragao dependente a LPO no
ensaio utilizando acido linoléico, ou seja, inibiu a formagdo de hidroperdxido lipidico, um
produto primario da LPO (Figura 5). A linearidade apresentou-se entre 2 - 20 pg/mL, com
ICso de 8,53 pg/mL. O plato de atividade foi alcangado com 160 pg/mL do extrato com 97%
de atividade antilipoperoxidativa independente de Fe’" (Figura 5). O controle quercetina

apresentou um ICsy de 0,51 pg/mL nesta metodologia (Tabela 1).

Figura 5 - Atividade inibidora da LPO independente de Fe*" pelo EAE de T. sinapou. As
concentragdes usadas no meio reacional foram de 0,5 - 160 pg/mL do extrato de
T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo em relagao
ao controle. Os resultados sdo representados pela média + EPM de mensuragdes
feitas em triplicata de cada concentrag@o e sdo representativos de 3 experimentos
separados.
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4.1.5 EAE de T. sinapou Inibe a LPO nas Etapas de Propagacao e Terminagao

O EAE de T. sinapou inibiu de maneira concentragdo dependente a LPO
dependente de Fez+, ou seja, inibiu a formagdo de TBARS, como por exemplo, 0o MDA, um
dos produtos secundarios da LPO (Figura 6). A linearidade apresentou-se entre 2 - 32 ug/mL,
com ICsy de 20,10 ug/mL. A atividade maxima (97%) de inibi¢ao da formacdo de TBARS foi
obtida utilizando a concentragdo de 160 ug/mL do extrato de 7. sinapou (Figura 6). O

controle quercetina apresentou um ICso de 0,34 pg/mL frente & LPO induzida por Fe**

(Tabela 1).
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Figura 6 - Atividade inibidora da LPO dependente de Fe*" pelo EAE de T. sinapou. As
concentragdes usadas no meio reacional foram de 1 - 160 pg/mL do extrato de 7.
sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibicdo em relacio
ao controle. Os resultados sao representados pela média = EPM de mensuragdes
feitas em triplicata de cada concentragdo e sdo representativos de 3 experimentos
separados.
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4.1.6 EAE de T. sinapou Quela Fe**

A atividade queladora de Fe*™ pelo EAE de T. sinapou também foi de
maneira concentracdo dependente (Figura 7). A linearidade apresentou-se entre 0,2 - 1,6
mg/mL, com ICsy de 1,34 mg/mL. A atividade maxima (64%) de quelagdo de Fe*™ foi obtida
utilizando a concentracdo de 2 mg/mL do extrato de 7. sinapou (Figura 7). O controle

quercetina apresentou um ICso de 4 pg/mL na quelagio de Fe** (Tabela 1).

Figura 7 - Atividade queladora de Fe*" pelo EAE de T sinapou. As concentragdes utilizadas
no meio reacional foram de 0,125 - 2 mg/mL do extrato de 7. sinapou. Os dados
foram expressos como porcentagem de inibi¢do em relagdo ao controle. Os
resultados s3o representados pela média £+ EPM de mensuragdes feitas em
triplicata de cada concentragao e sdo representativos de 3 experimentos separados.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

4.2.1 EAE de T. sinapou Reduz o Recrutamento de Leucdcitos para a Cavidade Peritoneal de

Camundongos

4.2.1.1 EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de leucocitos

induzido pela Cg

Houve um aumento significativo do niimero de leucdcitos totais e de
neutréfilos induzido pelo estimulo Cg, que foi reduzido de maneira dose-dependente pelo
tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 8 A e 8 B respectivamente). A dose de 10 mg/kg
do extrato de 7. sinapou ndo alterou o recrutamento de células induzido pela Cg. No entanto,
a dose de 30 mg/kg do extrato reduziu significativamente o recrutamento de células
(leucocitos totais e neutréfilos) induzido pela Cg. A reducdo do recrutamento de leucocitos
totais e neutrofilos pela dose de 100 mg/kg do extrato foi significativamente maior comparada
com a dose de 10 e 30 mg/kg do extrato. Desta forma, a dose de 100 mg/kg do extrato foi
selecionada para os proximos experimentos. O grupo tratado com o glicocorticoide
prednisolona também reduziu o recrutamento de leucocitos totais e de neutréfilos induzido

pela Cg (Figura 8 A e 8 B).
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Figura8- EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de
leucéceitos induzido pela Cg. Os camundongos foram tratados i.p. com veiculo
(20% de Tween 80 em salina) ou EAE de T. sinapou (10-100 mg/kg) 30 minutos
antes da administracdo do estimulo, Cg (500 pg/cavidade). O controle negativo
da inflamacdo foi apenas a injecdo de salina (200 pL) e a droga controle foi
prednisolona (4 pmol/kg, v.0.) 30 minutos antes da Cg. O niimero de leucdcitos
totais (Painel A) e de neutrdfilos (Painel B) foi determinado 6 horas apds a
injecdo do estimulo. Barras representam média + EPM de 6 animais por grupo, e
sdo representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o
grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + Cg, e ** P < 0,05
comparado com as doses de 10 e 30 mg/kg do extrato.
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4.2.1.2 EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucécitos induzido por zimosan, LPS e

glicogénio

Os outros estimulos inflamatorios utilizados: zimosan, LPS e glicogénio,
também induziram um aumento significativo no recrutamento de leucdcitos totais (Figura 9
A) e de neutrofilos (Figura 9 B) na cavidade peritoneal dos camundongos, o qual foi reduzido

pelo tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 9 A e 9 B).
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Figura 9 - EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucécitos induzido por zimosan, LPS
e glicogénio. Os camundongos foram tratados i.p. com veiculo (20% de Tween 80
em salina) ou EAE de T. sinapou (100 mg/kg) 30 minutos antes da administragao
dos estimulos, zimosan (100 pg/cavidade), LPS (100 ng/cavidade) e glicogénio
(25 mg/cavidade). O controle negativo da inflamag¢ao foi a injecdo de salina (200
uL para zimosan e LPS e 500 pL para glicogénio). O nimero de leucocitos totais
(Painéis A) e de neutrofilos (Painéis B) foi determinado 6 horas ap6s a injecao dos
estimulos. Barras representam média £ EPM de 6 animais por grupo, e sdo
representativas de 2 experimentos separados.* P < 0,05 comparado com o grupo
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + estimulos.
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4.2.2 EAE de T. sinapou reduz a producdo de citocinas induzidas pela Cg na cavidade

peritoneal

Ap6s 2 horas da inje¢do do estimulo Cg houve um aumento significativo na
produg¢do de TNFa (Figure 10 A) e IL-1B (Figure 10 B) na cavidade peritoneal dos
camundongos, comparado com o grupo salina. O tratamento com o EAE de T. sinapou
reduziu significativamente a produ¢do de TNFa (Figure 10 A) e IL-1B (Figure 10 B). Vale

ressaltar que, a producdo induzida pela Cg destas citocinas quimiotaticas foi praticamente
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abolida pelo tratamento com o extrato de 7. sinapou.

Figural0- EAE de T. sinapou reduz a producdo de citocinas induzida pela Cg. Os
camundongos foram tratados i.p. com veiculo (20% de Tween 80 em salina) ou
EAE de T. sinapou (100 mg/kg) 30 minutos antes da administragdo do
estimulo, Cg (500 pg/cavidade). O controle negativo da inflamacdo foi a
injecdo i.p. de salina (200 pL). A produgdo de citocinas TNFa (Painel A) e IL-
1B (Painel B) foram determinadas 2 horas apds a injecdo do estimulo por
ELISA. Barras representam média = EPM de 5 animais por grupo, € sdo
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o
grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + Cg.
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4.2.3 EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucocitos induzido pela Cg de maneira

dependente da 6xido nitrico sintase

Novamente o EAE de T. sinapou reduziu o recrutamento de leucdcitos totais
(Figura 11 A) e de neutréfilos (Figura 11 B) induzido pela Cg na cavidade peritoneal dos
animais. O tratamento com L-NAME (inibidor da 6xido nitrico sintase) preveniu de maneira
dose-dependente os efeitos anti-inflamatorios de 7. sinapou, ou seja, preveniu a redu¢do do
recrutamento de leucdcitos totais e de neutrofilos induzido pela Cg (Figura 11 A e 11 B). As
doses de 10 e 30 mg/kg de L-NAME nao apresentaram efeitos significativos, mas a dose de
30 mg/kg mostrou uma tendéncia de prevengdo da atividade anti-inflamatoria do extrato de 7.
sinapou. A dose de 100 mg/kg de L-NAME preveniu significativamente os efeitos inibitorios
de T. sinapou no recrutamento de leucdcitos totais e de neutrofilos, quando comparado com o
grupo controle, extrato de 7. sinapou, e também quando comparado com o grupo L-NAME 10
mg/kg. O grupo tratado com prednisolona reduziu o recrutamento de leucocitos totais e de

neutrdfilos induzido pela Cg (Figura 11 A e 11 B).
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Figura 11 - EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucocitos de maneira dependente
da 6xido nitrico sintase. Os camundongos foram tratados s.c. com L-NAME (10-
100 mg/kg, inibidor da 6xido nitrico sintase) ou salina (100 pL) 30 minutos
antes do tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou veiculo (20%
de Tween 80 em salina. Apdés 30 minutos do tratamento com o extrato ou
veiculo, os animais receberam i.p. o estimulo Cg (500 pg/cavidade). O controle
negativo da inflamacdo foi a inje¢do de salina (200 pL) e a droga controle foi
prednisolona (prednis. 4 pumol/kg, 30 minutos antes da Cg). O numero de
leucoécitos totais (Painel A) e de neutrofilos (Painel B) foi determinado 6 horas
apos a injecdo do estimulo. Barras representam média + EPM de 6 animais por
grupo, e sdo representativas de 2 experimentos separados.* P < 0.05 comparado
com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + Cg, e ** P <
0,05 comparado com o grupo extrato de 7. sinapou e com o grupo da menor
dose de L-NAME testada.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.3.1 EAE de T. sinapou Inibe o Comportamento de Nocicepcao Manifesta em camundongos

4.3.1.1 EAE de T. sinapou inibe as contor¢des abdominais induzidas por acido acético e PBQ

Foi observada uma inibicdo significativa das contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, de maneira dose-dependente, pelo tratamento i.p. com o EAE de
T. sinapou nas doses de 3-100 mg/kg, e esta inibicdo ndo foi significativa com a menor dose
do extrato, de 1 mg/kg (Figure 12 A). Os efeitos inibitérios das doses de 10 e 30 mg/kg do
extrato foram significativamente maiores que os apresentados pela dose de 3 mg/kg, e ainda, a
inibicdo das contor¢des abdominais induzidas por acido acético pela dose de 100 mg/kg do
extrato foi significativamente maior comparada com a dose de 10 mg/kg (Figure 12 A). Desta

forma, a dose de 100 mg/kg do extrato de 7. sinapou foi escolhida para os proximos
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experimentos de nocicep¢ao manifesta. O tratamento com o extrato (100 mg/kg) via i.p., s.c. e
v.0. inibiu significativamente as contor¢des abdominais induzidas por acido acético (Figura
12 B). O EAE de T. sinapou foi efetivo também em inibir as contor¢des abdominais induzidas
por outro estimulo, o PBQ, em que foi observada uma inibi¢do significativa das contor¢des
abdominais com doses maiores de 3 mg/kg do extrato, i.p. (Figure 12 C). No modelo com
PBQ a inibicdo das contor¢des abdominais pelas doses de 30 e 100 mg/kg foi
significativamente maior comparada com doses menores do extrato de 7. sinapou, ¢ ainda a
dose de 100 mg/kg do extrato inibiu significativamente as contor¢des comparada com a dose
de 30 mg/kg (Figura 12 C). O tratamento com a indometacina i.p. (5 mg/kg) inibiu

significativamente as contor¢des abdominais em todos estes testes (Figura 12).

Figure 12 - EAE de T. sinapou inibe as contor¢des abdominais induzidas por acido acético e
PBQ. Painel A: Os animais foram tratados i.p. com veiculo (20% de Tween 80
em salina) ou EAE de T. sinapou (1-100 mg/kg) 30 minutos antes da
administracdo do estimulo acido acético i.p. (0,8%, diluido em salina). Painel B:
Os animais foram tratados como em Painel A, porém com 100 mg/kg do extrato
de 7. sinapou i.p., s.c. € v.o. . Painel C: Os animais foram tratados como em
Painel A antes do estimulo, PBQ i.p. (1890 pg/kg, diluido em 2% DMSO e
salina). O controle negativo da nocicep¢ao foi a injecao i.p. de salina (0,1 mL/10
g de peso do animal), e a droga controle utilizada foi a indometacina (Indo, 5
mg/kg), 1.p. e 40 minutos antes da injecao dos estimulos. O numero acumulado
das contor¢des abdominais foi avaliado durante 20 minutos apos a inje¢ao dos
estimulos. Barras representam média = EPM de 6 animais por grupo, € sdo
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + estimulos, a dose de 1
mg/kg (Painel A ) e as doses de 1-3 mg/kg do extrato (Painel C ) ** P < 0,05
comparado com o grupo veiculo, as doses de 1-3 mg/kg (Painel A ) e as doses de
1-10 mg/kg (Painel C) do extrato e a via s.c. (Painel B), e P <0,05 comparado
com o grupo veiculo, as doses de 1-10 mg/kg (Painel A), as doses de 1-30 mg/kg
(Painel C) do extrato, e as vias de administracao s.c. e v.o. (Painel B).
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4.3.1.2 EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de nocicep¢ao manifesta

induzido pela formalina

O tratamento ip. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) inibiu
significativamente o comportamento nociceptivo em ambas as fases, do nimero de flinches
(Figure 13 A) e tempo de lambida (Figure 13 B) na pata injetada com formalina. A inibi¢ao
do numero de flinches e tempo de lambida foram significativos nos tempos 5, 20, 25 e 30
minutos apds a inje¢do da formalina (Figura 13). O tratamento com morfina i.p. (5 mg/kg)

também inibiu ambas as fases do teste de formalina (Figura 13).

Figura1l3- EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de nocicep¢ao
manifesta induzido pela formalina. Os animais foram tratados i.p. com veiculo
(20% de Tween 80 em salina), EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5
mg/kg) 30 minutos antes da administracdo do estimulo i.pl., formalina a 1,5%.
O controle negativo da nocicep¢ao foi a inje¢do i.pl. de salina (25 pL). O
nimero total de flinches (Painel A) e o tempo total em segundos que o animal
lambeu a pata (Painel B) foram avaliados durante 30 minutos e expressados em
intervalos de 5 minutos. Os resultados sdo representados pela média + EPM de
6 animais por grupo, ¢ sao representativas de 2 experimentos separados. * P <
0,05 comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo
veiculo + formalina.
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4.3.1.3 EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicep¢ao manifesta induzido por CFA

O tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) também inibiu
significativamente o numero de flinches (Figure 14 A) e tempo de lambida (Figure 14 B)
induzido por CFA. O tratamento i.p. com morfina (5 mg/kg) inibiu o comportamento de

nocicep¢do manifesta induzido por CFA (Figura 14).

Figura 14 - EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicep¢ao manifesta induzido
por CFA. Os animais foram tratados i.p. com veiculo (20% de Tween 80 em
salina), EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5 mg/kg), 30 minutos antes
da administracdo i.pl. do estimulo, CFA (10 pL). O controle negativo recebeu a
inje¢do i.pl. de salina (10 pL). O numero total de flinches (Painel A) e o tempo
total em segundos de lambida da pata (Painel B) foram avaliados durante 30
minutos. Barras representam a média =+ EPM de 6 animais por grupo, e sdo
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + CFA.
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4.3.2 EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecanica no Teste de Pressdo Crescente na

Pata

4.3.2.1 EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica induzida pela Cg no pré-tratamento

A reducdo da intensidade da hiperalgesia mecanica induzida pela Cg pelo
tratamento com o extrato de 7. sinapou foi significativa com a dose de 30 mg/kg somente 5
horas apds a inje¢do da Cg (Figura 15). As doses de 100 e 300 mg/kg do extrato reduziram

significativamente a intensidade da hiperalgesia mecanica nos tempos 1, 3 e 5 horas quando
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comparado com o grupo veiculo + Cg, e nos tempos 3 e 5 horas a redugcdo da hiperalgesia
mecanica foi também significativa comparada com a menor dose do extrato, de 30 mg/kg
(Figura 15). Desta forma, a dose de 100 mg/kg do EAE de T. sinapou foi selecionada para os
proximos experimentos de hiperalgesia. O tratamento com indometacina (5 mg/kg) i.p.,

também reduziu a intensidade da mecanica induzida pela Cg (Figura 15).

Figura 15 - EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica induzida pela Cg. Os animais
foram tratados i.p. com o EAE de 7. sinapou (30-300 mg/kg) ou veiculo (20%
de Tween 80 em salina) 30 minutos antes da administracdo do estimulo Cg (100
pg/pata). O grupo controle foi tratado com indometacina (5 mg/kg) i.p., 40
minutos antes da injegdo de Cg e o grupo controle negativo da hiperalgesia
recebeu a administracdo de salina (25 pL/pata). A intensidade da hiperalgesia
mecanica foi mensurada 1, 3 e 5 horas, apds a inje¢ao de Cg, por um transdutor
de pressdo eletronico. Os resultados sdo representados pela média + EPM de 5
animais por grupo, e sao representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05
comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo +
Cg. ** P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + Cg ¢ a dose de 30 mg/kg do

extrato.
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4.3.22 EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica induzida por CFA no poés-

tratamento

O extrato de 7. sinapou nao alterou significativamente a hiperalgesia
mecanica induzida por CFA 30 minutos ap6s o tratamento, 49 horas apds a inje¢cdo de CFA
(Figura 16). No entanto, o tratamento com o extrato reduziu significativamente a hiperalgesia

mecanica induzida por CFA 2,5, 4,5 e 6,5 horas apods o tratamento (51, 53 e 55 horas apoés a
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injecdo de CFA, respectivamente). O tratamento com indometacina (5 mg/kg) i.p., assim
como o extrato de 7. sinapou reduziu a intensidade da hiperalgesia mecanica induzida por

CFA nos tempos indicados (Figura 16).

Figura 16 - EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica induzida por CFA. Os animais
receberam a inje¢do i.pl. de CFA (10 uL/pata) ou salina (mesmo volume). Apos
48 horas a hiperalgesia mecanica foi determinada, e 48,5 horas apds a inje¢ao de
CFA os animais foram tratados com o extrato de 7. sinapou (100 mg/kg, i.p.)
indometacina (5 mg/kg, i.p.) ou veiculo (20% de Tween 80 em salina, i.p.). A
intensidade da hiperalgesia mecanica foi mensurada 48-72 horas apds a injegao
de CFA por um transdutor de pressdo eletronico. Os resultados sdo
representados pela média + EPM de 5 animais por grupo, € sdo representativas
de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo salina, # P <
0,05 comparado com o grupo veiculo + CFA.
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4.3.3 EAE de T. sinapou Reduz a Produgdo de Citocinas Induzidas pela Cg no Tecido

Subcutaneo Plantar

O tratamento com o EAE de T. sinapou inibiu significativamente a
producgdo das citocinas hiperalgésicas, TNFa (Figura 17 A) e IL-1p (Figura 17 B) induzida
pela Cg no tecido subcutaneo plantar dos camundongos. O tratamento com dexametasona
também reduziu a producdo das citocinas TNFa e IL-1p no tecido subcutaneo plantar dos

animais (Figura 17).
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Figure 17 - EAE de T. sinapou reduz a produg¢do de TNFa e IL-1B induzida pela Cg. Os
camundongos foram tratados i.p. com veiculo (20% de Tween 80 em salina),
EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou dexametasona (dexa, 2 mg/kg) 30 minutos
antes da administracao i.pl. do estimulo, Cg (100 pg/pata). O controle negativo
foi a inje¢do i1.pl. de salina (25 pL). Amostras da pele da pata foram coletadas 2
horas apos a inje¢do do estimulo e os niveis de TNFa (Painel A) e IL-1p (Painel
B) foram determinados por ELISA. Barras representam a média + EPM de 5
animais por grupo, e sdo representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05
comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo +
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4.3.4. EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecanica Induzida pela PGE;

O tratamento com o EAE de 7. sinapou reduziu significativamente a
hiperalgesia mecanica na pata injetada com PGE, em todos os tempos avaliados, 1, 3 e 5 horas
(Figura 18). O tratamento com a dipirona também bloqueou diretamente a hiperalgesia

induzida pela PGE, (Figura 18).
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Figura 18 - EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica induzida pela PGE,. Os
animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), veiculo (20%
de Tween 80 em salina) ou dipirona (80 mg/kg) 30 minutos antes da
administracao do estimulo, PGE, (100 ng/pata). O grupo controle negativo da
hiperalgesia recebeu a injecdo de salina (25 pL/pata). A intensidade da
hiperalgesia mecanica foi mensurada 1, 3 e 5 horas, ap6s a inje¢ao de PGE,, por
um transdutor de pressdo eletronico. Os resultados sdo representados pela média
+ EPM de 5 animais por grupo, ¢ sdo representativas de 2 experimentos
separados. * P < 0,05 comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com
o grupo veiculo + PGE,.
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4.3.5 EAE de T. sinapou Aumenta o Limiar Nociceptivo Térmico no Teste da Placa

Quente

O EAE de T. sinapou nio alterou o limiar nociceptivo térmico 30 minutos
apos o tratamento (Figura 19). No entanto 1 - 5 horas apds o tratamento com o extrato foi
observado um aumento significativo do limiar nociceptivo térmico dos animais no teste da
placa quente. O tratamento com morfina (5 mg/kg) também aumentou o limiar nociceptivo

térmico dos animais no teste da placa quente (Figura 19).
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Figura19 - EAE de T. sinapou aumenta o limiar nociceptivo térmico de camundongos no
teste da placa quente. Os camundongos foram tratados i.p. com veiculo (20%
de Tween 80 em salina), EAE de 7. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5
mg/kg). A intensidade da nocicepcao térmica foi mensurada 0,5 - 5 horas apos
os tratamentos usando o teste da placa quente. Os resultados sdo representados
pela média = EPM de 5 animais por grupo, € sdo representativas de 2
experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo veiculo.
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4.3.6 EAE de T. sinapou Apresenta Efeitos Anti-hiperalgésicos e Reduz o Recrutamento de

Neutrofilos de Maneira Dependente de Receptores Opidides

4.3.6.1 EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica e térmica induzida pela Cg de

maneira dependente de receptores opiodides

O tratamento com naloxona (antagonista de receptor opidide) preveniu de
maneira dose-dependente os efeitos anti-hiperalgésicos do EAE de 7. sinapou na hiperalgesia
mecanica (Figure 20 A) e térmica (Figure 20 B) induzida pela Cg, conforme mensurado 3 e 5
horas apds a injecdo da Cg. A dose de 0,1 mg/kg de naloxona preveniu os efeitos anti-
hiperalgésicos do extrato de 7. sinapou na hiperalgesia mecanica, porém ndo na hiperalgesia
térmica em ambos os tempos avaliados (3 e 5 horas). As doses 0,3 e 1 mg/kg de naloxona
inibiram significativamente os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato na hiperalgesia mecanica
(Figure 20 A) e térmica (Figure 20 B) quando comparado com a menor dose de naloxona

testada (0,1 mg/kg), em ambos os tempos avaliados (Figure 20 A e 20 B).
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4.3.6.2 EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de neutrdfilos para o tecido subcutaneo

plantar induzido pela Cg de maneira dependente de receptores opidides

Houve um aumento significativo da atividade da mieloperoxidase (MPO)
induzido pelo estimulo Cg no tecido da pata dos camundongos, o qual foi reduzido pelo
tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 20 C). Foi observado que o tratamento com
naloxona reverteu de maneira dose-dependente os efeitos inibitérios do extrato na atividade
da MPO induzida pela Cg (Figura 20 C). A dose de 1 mg/kg de naloxona preveniu
significativamente a reducdo da atividade da MPO pelo extrato de 7. sinapou comparado com
o grupo controle negativo para naloxona (Figura 20 C). O tratamento com naloxona (1 mg/kg)
preveniu os efeitos anti-hiperalgésicos da morfina (5 mg/kg) na hiperalgesia mecéanica e
térmica (Figura 20 A e 20 B) e também os efeitos inibitorios sobre o infiltrado leucocitario da

morfina (Figura 20 C).
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Figure 20 - EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecanica e térmica e o recrutamento de
neutréfilos de maneira dependente de receptores opidides. Os animais foram
tratados com naloxona s.c. (0,1 - 1 mg/kg) ou salina 1 hora antes de serem
tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), veiculo (20% de Tween 80
em salina) ou morfina (5 mg/kg). Apos 30 minutos adicionais, os animais
receberam a inje¢ao do estimulo, Cg (100 pg/pata). O grupo controle negativo
recebeu apenas a administragdo de salina (25 pL/pata). A intensidade da
hiperalgesia mecanica (Painel A) e térmica (Painel B) foi mensurada 3 (barras
abertas) e 5 horas (barras fechadas) ap6s a inje¢do de Cg, por um transdutor de
pressao eletronico e pela placa quente respectivamente. A atividade da MPO
(Painel C) foi avaliada 5 horas apds a injecdo de Cg por um ensaio colorimétrico
cinético. Barras representam a média £ EPM de 5 animais por grupo, € sdo
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veiculo + Cg, ** P < 0,05 comparado
com o grupo controle negativo de naloxona, e’ P < 0,05 comparado com o grupo
controle negativo de naloxona e a dose de 0,1 mg/kg de naloxona.
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4.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE

4.4.1 EAE de T. sinapou ndo Altera os Niveis Séricos de AST e ALT

Pela determinagdo dos niveis séricos de AST e ALT 5,5 horas apds o
tratamento com o EAE de T. sinapou (30-300 mg/kg), ndo foram detectados sinais de
toxicidade hepatica, pois ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura

21 Ae2l B).
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Figura2l - EAE de T. sinapou nao altera os niveis de AST e ALT. Os animais foram
tratados i.p. com o EAE de 7. sinapou (30-100 mg/kg), ou veiculo (20% de
Tween 80 em salina). O grupo controle negativo recebeu apenas a injecdo de
salina. Os niveis séricos de AST e ALT foram determinados 5,5 horas apds os
tratamentos utilizando kits comerciais. Barras representam a média + EPM de 5
animais por grupo, € sdo representativas de 2 experimentos separados.

A B E
© TUG) Carragenina
351 .= Carragenina 1259
30 » 10.01
S 20 5 7.5
— 151 : 5.0
2 10 <
5 2.51
0.0
o _30 100 300 © 30 100 300
> R =
%Tephroma (mg/kg) \gTephrosia (mg/kg)
> >

4.4.2 EAE de T. sinapou nao Altera a Atividade Locomotora

Nao houve a inducdo de efeitos relaxantes musculares ou de efeitos

toxicos/sedativos que prejudiquem a atividade locomotora dos animais apods o tratamento com

o extrato de 7. sinapou (100 mg/kg). Ja que, ndo houve alteragdao no teste de rota - rod, 1,5,

3,5 € 5,5 horas ap0s o tratamento com o extrato (Figura 22).

Figura 22 - EAE de T. sinapou nio altera a atividade locomotora. Os animais foram tratados
1.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), ou veiculo (20% de Tween 80 em
salina). O desempenho motor foi avaliado apds 1,5, 3,5 e 5,5 horas da injegdo
dos compostos pelo teste de rota - rod. Barras representam a média = EPM de 5
animais por grupo, e sdo representativas de 2 experimentos separados.
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5 DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Atualmente ¢ crescente o interesse em substincias antioxidantes, ja que
antioxidantes exdgenos sdo constantemente requeridos devido a queda e/ou consumo dos
antioxidantes endogenos, para evitar os danos celulares. Os antioxidantes fenodlicos
compartilham um padrdo quimico em que um ou mais grupos fenolicos doam hidrogénio e
neutralizam os radicais livres (ATOUI et al., 2005; SILVA et al., 2002). Para determinacao da
atividade antioxidante de compostos fendlicos ou de extrato de plantas contendo estas
moléculas, varios métodos in vitro tém sido desenvolvidos, e estes frequentemente dependem
da geracdo de radicais livres (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; ROGINSKY; LISSI, 2005). Os
métodos diferem em seu principio e nas condi¢des experimentais, € um unico método nao
refletird todos os antioxidantes e mecanismos presentes em um extrato (LI et al., 2009).
Assim, para elucidar o potencial antioxidante do extrato de 7. sinapou foi utilizado diferentes
metodologias.

A habilidade de compostos em transferir elétrons ¢ um indicador
significativo de que este age como um potencial antioxidante (MEIR et al., 1995). O método
de FRAP avalia a reducio do complexo Fe"™-TPTZ para um produto colorido. A presenca de
amostras redutoras tais como substancias antioxidantes causam a reducdo do ferro de Fe’*
para Fe*". O método de FRAP detecta compostos com potencial redox < 0,7V (o potencial
redox do Fe™-TPTZ) e o poder redutor mostra estar relacionado com o grau de hidroxilagio e
extensdo de conjugacio dos polifendis (SANCHEZ-GONZALEZ; JIMENEZ-ESCRIG;
SAURA-CALIXTO, 2005). Como 1 pg/mL do EAE de 7. sinapou apresentou poder redutor
equivalente a 0,32 umol/L do antioxidante sintético o Trolox, estes resultados indicam que o
extrato apresenta potencial antioxidante. Substancias que apresentam poder redutor no teste
do FRAP refletem os niveis plasmaticos dos antioxidantes acido ascorbico, acido urico e a-
tocoferol (BENZIE; STRAIN, 1996).

O radical orginico aniénico DPPH’, tem sido amplamente utilizado para a
determinagdo da atividade antioxidante. Devido a presen¢a de um elétron desemparelhado, o
DPPH"® possui uma forte absor¢do em 517 nm, assim que o elétron torna-se pareado a
absorcdo diminui estequiometricamente, proporcional a concentragdo da (s) substancia (s)
com potencial antioxidante presente na solucdo teste (BLOIS, 1958). A mudan¢a na

absorbancia produzida na reagdo ¢ utilizada para determinar a capacidade de compostos em
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doar atomos de hidrogénio aos radicais livres, e desta forma promover o pareamento do
elétron ndo pareado responsavel pela reatividade do radical (IGBINOSA et al., 2011).

A concentragdo do EAE de T. sinapou (142 pg/mL) necessaria para
sequestrar 50 % do radical anidénico DPPH’ formado no teste foi aproximadamente 120 vezes
maior do que a concentracdo de quercetina (1,17 pg/mL), a droga controle utilizada. Este
resultado pode ser atribuido ao fato de a quercetina ser um flavonoide isolado enquanto o
extrato de 7. sinapou contém flavondides, mas pode conter também diversas outras
substancias que interferem na atividade antioxidante. Em um estudo realizado por
GEORGETTI et al. (2007) a concentragdo de Isoflavin Beta®, um extrato comercial
padronizado rico em isoflavonoides, necessaria para sequestrar 50 % do radical DPPH’
formado no teste foi de 160 pg/mL, bem proxima da concentracao do EAE de T. sinapou.

Outro ensaio operacionalmente simples utiliza o radical orgéanico catidnico
ABTS", e monitora o decaimento da absorvancia deste radical por amostras antioxidantes.
Substancias que atuam neste teste correlacionam-se com os niveis enddgenos de glutationa
(KANG; SALTVEIT, 2002). As concentracdes do EAE de 7. sinapou e da quercetina
necessarias para sequestrar o radical cationico ABTS® foram menores em relagio as
necessarias para sequestrar o radical anidnico DPPH’. Para sequestrar 50 % do radical
catidnico ABTS" formado no teste foi necessario uma concentracdo do extrato de 7. sinapou
(54,51 pg/mL) aproximadamente 60 vezes maior do que a concentragdo de quercetina (0,83
ug/mL). Estes resultados indicam que tanto o extrato de 7. sinapou como a quercetina
apresentam atividade sequestradora de radicais livres carregados negativamente e
positivamente, e esta atividade pode ser atribuida a forte habilidade doadora de hidrogénio.
Isto implica que o EAE de T. sinapou pode ser utilizado para tratamento de danos patologicos
relacionados com radicais livres, ou seja, pode inibir o estresse oxidativo.

A LPO ¢ uma rea¢do em cadeia mediada por radicais livres, e seus produtos
primarios sdo os peroxidos (ROOR') ou hidroperoxidos (ROOH), compostos frequentemente
instaveis que se decompdem em aldeidos, cetonas e outras subestruturas reativas. Neste
contexto, foi avaliado se o EAE de 7. sinapou inibe a LPO nas etapas iniciais, pela
determinagdo da atividade sequestradora de ROOH pelo extrato. Os ROOH foram formados a
partir da utilizagdo do acido linoléico, um acido graxo poliinsaturado, em uma metodologia
independente de ferro (LINGNERT; VALENTIN; ERICKSON, 1979). A concentracdo do
EAE de T. sinapou (8,53 pg/mL) necessaria para sequestrar 50 % dos ROOH formados no
ensaio foi apenas 16 vezes maior que a concentracdo de quercetina (0,51 pg/mL). Esses

resultados demonstram que o extrato de 7. sinapou inibe a LPO nas etapas iniciais com [Csg



68

mais proximo do flavonodide isolado, a quercetina, em compara¢do aos outros métodos ja
apresentados.

Com o intuito de avaliar se o EAE de T. sinapou ¢ também capaz de inibir a
LPO nas etapas de propagacdo e terminagdo, foi utilizado outra metodologia, que induz a
LPO utilizando o sistema mitocondrial/ Fe*"/citrato. Na presenga de Fe*" a LPO mitocondrial
pode ser diretamente iniciada pela geragdo do HO®, por meio da quebra do H,O, de acordo
com a reacdo de Fenton ou pela formagdo de complexos entre o oxigénio e os diferentes
estados redox do ferro (OZGOVA; HERMANEK; GUT, 2003). Portanto, em um homogenato
mitocondrial, livre da presenca de peroxidos, a LPO pode ser iniciada pela retirada de um
atomo de hidrogénio da cadeia carbénica, pelo HO®, por exemplo, formando o R’. Este reage
rapidamente com o oxigénio molecular, gerando o ROO" (Figura 2, equagdo 1), o principal
promotor da LPO, que tem como produtos finais alcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos derivados da decomposicdo de ROOH (MARTINEZ, 1995; BUEGE; AUST,
1978). Os produtos finais da LPO, como por exemplo, o malondialdeido (MDA), foram
quantificados pela reacdo com o TBA, por formarem um complexo rosa que absorve em 535
nm (BUEGE; AUST, 1978).

O EAE de T. sinapou inibiu em 50 % a formacdo de TBARS (produtos
finais da peroxida¢do lipidica) em relagcdo ao controle positivo, na concentragdo de 20,10
ng/mL. Enquanto que a quercetina na concentragdao de 0,34 pg/mL, aproximadamente 60
vezes menot, inibiu 50 % da formagdo de TBARS em relagdo ao controle positivo. Segundo
Visavadiya et al (2010) o extrato etandlico da raiz de Asparagus racemosus, uma planta rica
em flavonoides, inibiu em 50 % a formagdao de TBARS neste teste com uma concentragao de
309 pg/mL, o que demonstra que o extrato de 7. sinapou apresenta uma alta atividade
antioxidante nesta metodologia, uma vez que apresentou um ICsy cerca de 15 vezes menor
quando comparado a este extrato. Assim, o EAE de T. sinapou apresenta atividade inibidora
da LPO nas etapas de propaga¢ao e terminacgao, porém ¢é preciso uma concentragdo um pouco
maior de extrato em relagdo a concentragao que inibiu as etapas iniciais da LPO. Com esta
metodologia ndo é possivel distinguir se a atividade inibidora da LPO induzida por Fe*
ocorreu pelo sequestro dos radicais livres formados durante a LPO (exemplo: ROO"), e/ou
pela quelagdo do metal de transicdo adicionado a reacdo. Assim, avaliou-se também apenas a
atividade queladora de Fe**, uma vez que este fon é um efetivo pro-oxidante.

A ruptura da homeostase de ions metalicos estd envolvida no
desenvolvimento de diversas doengas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Embora vital
quando presente em excesso o ion ferro pode ser toxico (LEE; ANDERSEN; KAUR, 2006).
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O rompimento da homeostase de ions metalicos como o Fe** pode descontroladamente formar
EROs deletérios, que participam do aumento da LPO, de modifica¢des das bases nitrogenadas
do DNA e das proteinas (GUTTERIDGE, 1995; VALKO et al., 2007). Um dos mecanismos
dos efeitos toxicos do Fe*" ¢ a reagdo de Fenton, que gera HO'. Substincias antioxidantes,
como os flavondides podem proteger contra a toxicidade dos metais, por exemplo, por meio
da quelagdo de Fe*', de forma a prevenir as reagdes deste com o oxigénio e/ou peroxidos,
manter o seu estado redox e deixa-lo incapaz de reduzir o oxigénio molecular e por fim deter
a formacgao de radicais livres (JOMOVA; VALKO, 2011).

O EAE de T. sinapou inibiu a formagdo do complexo Fe,(BPS);, por meio
da formacgao, por exemplo, do complexo Fe-flavondide. A concentracdo do extrato de 7.
sinapou (1,34 mg/mL) necessaria para quelar 50 % de Fe** presente na solugdo teste foi muito
maior do que a concentragdo de quercetina (4 pg/mL). Estes resultados demonstram que o
extrato de 7. sinapou apresenta atividade queladora de Fe®’, porém ¢é necessaria uma
concentragdo maior de extrato em relacdo aos outros testes antioxidantes realizados. O
flavonoide quercetina também apresentou menor atividade queladora de Fe** (ICs) maior) em
comparacao aos outros testes antioxidantes realizados.

Estes resultados demonstram ndo apenas que o EAE de 7. sinapou pode
inibir o extresse oxidativo por apresentar atividade antioxidante, mas que seus mecanismos
envolvem poder redutor, sequestro de radicais livres carregados negativamente e
positivamente, quelacio de Fe*" e inibicio da LPO independente ¢ dependente de Fe*". A
inibicdo da LPO ocorre principalmente nas etapas iniciais, € também nas etapas de
propagacdo e terminagdo, ja que o extrato inibiu em baixas concentracdes a formacgdo de
ROOH e ROQO’, espécies oxidantes geradas em nosso organismo envolvidas na
desestabilizacdo das membranas celulares e até lise e morte das células. Evidéncias suportam
que, substidncias com esses mecanismos de atividade antioxidante previnem a ativagdo de
fatores de transcri¢gdo envolvidos na produg¢do de mediadores inflamatorios, tais como as

citocinas (SOUTO et al., 2011; VALERIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 201 1).

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Sabe-se que os flavonodides sdo compostos fenolicos antioxidantes, e esta
atividade antioxidante pode explicar, pelo menos em partes, outros efeitos dos flavonoides na
modulagdo da inflamagdo (SOUTO et al., 2011; VALERIO et al., 2009a; VICENTINI et al.,

2011). Ainda, ha evidéncias que os rotendides isolados (isoflavondides presentes no extrato
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de 7. sinapou) apresentam atividade anti-inflamatéria (PEREIRA-DA-SILVA; PAZ-

PARENTE, 2002). E bem estabelecido que haja uma relagéo entre o estresse oxidativo ¢ a

producdao de mediadores inflamatorios, incluindo as citocinas. Por exemplo, o estresse
oxidativo ativa o fator de transcricdo NF-«kB, o qual induz a produc¢do de citocinas
(VICENTINI et al., 2011). Estes mediadores inflamatérios induzem o recrutamento de
leucdcitos ao foco inflamatdrio, o que pode levar a lesdo tecidual (VERRI et al., 2010).

Os neutroéfilos sao os leucocitos predominantes nas primeiras 6 - 24 horas da
inflamacdo. Apds esse periodo, os neutrdfilos iniciam um processo de morte programada
(apoptose), sendo em seguida fagocitado por macrofagos. A partir da décima hora surgem
progressivamente os eosinofilos, macrofagos e linfocitos, permanecendo por cerca de uma
semana no local, isto se o agente agressor for removido, caso contrario, ocorre a cronificagdao
do processo (GALLIN; SNYDERMAN, 1999). Os leucocitos sdo recrutados por citocinas
(exemplo: TNFa e IL-1PB) e sdo requeridos para fagocitar ou eliminar agentes infecciosos no
foco inflamatério. No entanto, a inflamacao excessiva pode levar a lesdo tecidual (LEMOS et
al., 2009; VERRI et al., 2007a; 2010). O recrutamento de leucocitos ¢ inibido por moléculas
como o NO, o qual diminui a expressao de moléculas de adesdo nas células endoteliais, o que
reduz o rolamento, a adesdo e a transmigragao de leucocitos para o foco inflamatorio (TSAO
et al., 1996).

Os neutréfilos utilizam o sistema MPO H,0,/CI" para gerar acido
hipocloroso (HOCI) e outros oxidantes clorados como um mecanismo de defesa celular e
também como um mecanismo que pode levar a lesdo tecidual (HAZEN et al., 1996;
KLEBANOFF; CLARK, 1978; WEISS, 1989; WEISS; LAMPERT; TEST, 1983). Desta
forma, o recrutamento de neutr6filos pode ser determinado pela contagem de células e
também pela atividade da MPO.

O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou reduziu de maneira
dose-dependente o recrutamento de leucocitos totais e neutrofilos induzido pela Cg de
maneira semelhante ao glicocorticéide prednisolona. A Cg ¢ um modelo classico de peritonite
utilizado para provocar inflamagdo dependente de citocinas, sendo a TNF-o uma das
primeiras citocinas a serem liberadas, sucedida pela IL-1p (CUNHA et al., 2005). Vale
ressaltar que, outras moléculas também participam da inflama¢do induzida pela Cg como a
CXCL1 (KC, quimiocinas derivada de queratinocitos) (CUNHA et al., 2005). Desta forma, os
resultados apresentados pelo tratamento com o extrato de 7. sinapou, corroboram seus efeitos
anti-inflamatorios, possivelmente relacionados com a redug¢do da producdo de citocinas

quimiotaticas.
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Para se validar uma droga em ensaios pré-clinicos como possivel candidata
a ensaios clinicos, ¢ necessario demonstrar os seus efeitos em uma ampla variedade de
modelos inflamatérios, bem como demonstrar seu mecanismo de acao. Neste contexto, o EAE
de T. sinapou reduziu também o recrutamento de leucdcitos totais e de neutrofilos para o foco
inflamatério induzido por outros estimulos inflamatorios: o zimosan, o LPS e o glicogénio.
Diversas evidéncias indicaram que o tratamento com extratos de plantas contendo flavondides
ou com flavondides isolados reduzem o recrutamento de células para o foco inflamatdrio
induzido por vérios estimulos inflamatorios (ALGHAITHY et al., 2011; LEIRO et al., 2010;
ORLANDI et al., 2011; SOUTO et al., 2011).

A inje¢do de zimosan induz o recrutamento leucocitario, devido ao aumento
da produgao de citocinas pro-inflamatorias, como TNF-a (LI et al., 2010; SATO et al., 2003)
e IL-1p (KOLACZKOWSKA et al., 2001; LI et al., 2010) e aumento da expressdo da 6xido

nitrico sintase induzivel (iNOS) relacionado ao mecanismo microbicida dos macréfagos
(AJUEBOR et al., 1998). O LPS também induz a produg¢ado destas citocinas pro-inflamatorias,
e sabe-se que esta endotoxina ativa aproximadamente 100 fatores de transcri¢do, sugerindo
uma rede regulatéria complexa dos genes induzidos por esta endotoxina (ALVES-FILHO et
al., 2010; ROACH et al., 2007). E por tltimo, o glicogénio também ¢ um modelo de peritonite
que induz o recrutamento leucocitario dependente de citocinas e da expressao de moléculas de
adesio (MULLIGAN et al., 1998). Desta forma, estes resultados demonstram que o
tratamento com o EAE de 7. sinapou reduz o recrutamento leucocitario ao foco inflamatério
induzido por uma variedade de estimulos inflamatorios, o que novamente corrobora o
beneficio deste extrato em doencas inflamatdrias assim como sua ampla aplicabilidade.

Estes modelos experimentais utilizados para estudar o recrutamento de
leucécitos ao foco inflamatério induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias. Neste
contexto, foi investigado se o tratamento dos animais com o extrato de 7. sinapou reduz a
producdo de citocinas pro-inflamatorias clinicamente relevantes, TNFa e IL-1p, envolvidas
nos modelos de inflamacdo avaliados no estudo. O tratamento com o EAE de 7. sinapou
praticamente aboliu a produg¢dao de TNFa e IL-1P no exsudato peritoneal dos camundongos.
Estas citocinas sdo alvos terapéuticos clinicamente comprovados para diminuir a inflamacao,
como observado na artrite reumatéide com os medicamentos infliximabe (anticorpo anti-
TNFa) etanercepte (receptor soluvel do TNFa) e anakinra (antagonista do receptor de IL-1p)
(VERRI et al., 2006b; 2010).

Vale enfatizar que, estas citocinas, TNFa e IL-1f, se interligam com os

radicais livres produzidos durante a inflamagao, pois radicais livres podem ativar o NF«B, o
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qual aumenta a transcri¢do de genes para produ¢do de citocinas pro-inflamatoérias (BONIZZI;
KARIN, 2004; GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). Ademais, estudos mostraram
que os flavonodides inibem a expressao dos genes para estas citocinas quimiotaticas (HUANG
et al., 2011; LEIRO et al., 2010; VICENTINI et al., 2011). Desta forma, ¢ possivel afirmar
que, um dos mecanismos envolvidos na redu¢do do recrutamento de leucocitos para o foco
inflamatorio pelo extrato de 7. sinapou sdo dependentes da redugdo da produgdo das citocinas
quimiotaticas TNFa e IL-1p.

Mecanisticamente, a redu¢do do recrutamento leucocitério pelo extrato de T.
sinapou mostrou-se dependente da producdo de NO, desde que foi prevenida pelo tratamento
com L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico sintase. A biodisponibilidade de NO pode inibir a
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB pelo aumento da expressao do inibidor kappa B (IxB)
e diminui¢do da translocacdo nuclear da subunidade p50 (ZHEN; LU et al., 2008).

Sabe-se que, inibidores de eNOS, aumentam a adesdo de neutréfilos a
células endoteliais, enquanto doadores de NO diminuem a adesdo e transmigragcdo de
leucoécitos ao foco inflamatorio (GUIDOT et al., 1996; KOSONEN et al., 1999; LELAMALY
et al., 2001, TSAI et al., 2011). Por outra lado, o aumento da producao de NO derivado da
iINOS tem sido mostrado induzir a ativagdo do NF-kB, o que consequentemente leva ao
aumento de varios mediadores pro-inflamatorios e o recrutamento de leucocitos (TSAI et al.,
2011). Vale ressaltar que, a producdo de grandes quantidades de NO ¢ importante na defesa
contra invasores celulares (EISERICH et al., 1998), e ¢ bem estabelecido que citocinas como
TNFa e IL-1P induzem a iNOS (CUNHA et al., 1994).

Os flavondides sdo compostos antioxidantes que inibem o O, e
consequentemente reduzem a expressdo da iNOS por inibir a ativagdo do NF-kB
(FRANCESCHELLI et al., 2011). Sabe-se também que os flavondides estimulam a produgao
de NO nas células endoteliais por ativar a eNOS (CHEN et al., 2010; RIZZA et al., 2011).

Neste contexto, ¢ possivel que o EAE de Tephrosia sinapou ative a eNOS, mas com os
resultados apresentados neste trabalho ¢é possivel afirmar apenas que os efeitos anti-
inflamatoérios do extrato sdo dependentes da NOS, ja que o L-NAME ¢ um inibidor das trés
isoformas de NOS.

Evidéncias suportam que a quantidade de NO bioativo ¢ reduzida pelo
estresse oxidativo (FORSTERMANN et al., 2010), uma vez que o NO pela associagio com
0O,", forma 0 ONOO®, o que prejudica a sinalizagdo do NO (DORONZO et al., 2011). Neste
contexto, ndo pode ser excluido que o extrato de 7. sinapou age como um antioxidante

aumentando, pelo menos em parte, a sinaliza¢do de NO, por exemplo, pela redugio do O, e
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ndo necessariamente aumentando a produgdo de NO, pela ativagdo da NOS.

Em suma, estes resultados demonstram que o tratamento com o EAE de
Tephrosia sinapou reduz o recrutamento de leucdcitos totais e de neutrofilos induzidos por
uma variedade de estimulos inflamatdérios, o que corrobora a sua ampla aplicabilidade.
Ademais, os mecanismos envolvidos na redu¢do do recrutamento de leucocitos pelo extrato
podem estar relacionados com a inibi¢do do estresse oxidativo e da ativacdo do NF-xB ¢ a
consequente reducao da produgdo das citocinas quimiotaticas, TNFa e IL-1B, e também com
o aumento da sinalizagdo do NO no endotélio, por ativar a NOS e/ou por facilitar os efeitos do
NO no endotélio, devido & inibigdo do O,". Uma figura esquematica resume as hipoteses

destes resultados além dos outros resultados discutidos posteriormente (Figura 23).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Durante um processo inflamatério o recrutamento de neutréfilos libera
mediadores hiperalgésicos diretos, como a PGE, (CUNHA et al., 2008a). Assim, substancias
que reduzem o recrutamento de neutrofilos para o foco inflamatorio, como o extrato de 7.
sinapou, tornam-se uma alternativa para o controle da dor inflamatoria.

Em metodologias experimentais que empregam estimulos dolorosos em
animais, os quais apresentam reacdes comportamentais compativeis com a sensacdo de dor,
ndo ¢ possivel determinar objetivamente se a sensacao apresentada pelo animal é realmente de
dor, j& que este ndo pode se comunicar, assim prefere-se denominar estas reagdes como
nocicepc¢ao, resultado da ativagdo das vias nociceptivas. Neste contexto, estimulos dolorosos
induzem a liberacio de mediadores que ativam o0s nociceptores a uma resposta
comportamental considerada nociceptiva, por ser inibida por farmacos analgésicos.

O tratamento dos animais com o EAE de 7. sinapou inibiu de maneira dose-
dependente as respostas comportamentais nociceptivas (contor¢cdes abdominais) induzidas
pelos estimulos 4cido acético e PBQ. Da mesma forma, o tratamento com a indometacina
(inibidor da ciclooxigenase) também inibiu a nocicep¢do manifesta nestes testes, o que
corrobora com a participagdo de prostanoides nestes modelos nociceptivos (GOTO et al.,
1998). Diversas evidéncias mostraram que flavondides isolados ou extratos de plantas ricos
em flavonodides inibem estas respostas comportamentais nociceptivas (BONKANKA;
SANCHEZ-MATEOQ; DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; KUPELI et al., 2006; MOHAMAD
et al., 2010; RABANAL, 2011; SANNIGRAHI et al., 2011; VALERIO et al., 2009).

Os modelos experimentais de contor¢des abdominais induzidas por acido
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acético e PBQ sdo métodos simples e rapidos para triagem de novas drogas, e a0 mesmo
tempo estes métodos envolvem mecanismos complexos, incluindo a produgao de citocinas
pro-inflamatorias e abertura de canais ionicos (VERRI et al., 2007b; 2008a). Embora os
estimulos d4cido acético e PBQ induzam uma resposta comportamental similar, ha
mecanismos diferentes envolvidos entre eles. Por exemplo, a IL-18 e a endotelina participam
da nocicep¢do induzida por PBQ, mas ndo por acido acético (GRISWOLD et al. 1999;
VERRI et al.,, 2008a). Um denominador comum destes modelos ¢ a participacdo de
prostanoides, outras citocinas e a susceptibilidade de tratamento com opidides (VERRI et al.,
2007b; 2008a).

Interessantemente, houve diferenga nos efeitos antinociceptivos do extrato
de T. sinapou dependendo da via de administracdo. A ordem descendente de atividade
antinociceptiva foi i.p. > v.0. > s.c., portanto ndo ha perda significativa por via oral. Como os
efeitos da v.o. foram significativamente maiores que da via s.c. ¢ possivel considerar que ha
diferengas farmacocinéticas nos compostos presentes no extrato de 7. sinapou e que a
viabilidade destes compostos no trato gastrointestinal modulam os efeitos antinociceptivos do
extrato. Esses resultados corroboram com Halliwell (2005) em que os efeitos protetores dos
flavonoides e outros compostos fenolicos podem ocorrer dentro do trato gastrointestinal.

No modelo de nocicep¢do manifesta (flinches e lambida da pata) induzida
pela formalina o tratamento com o extrato de 7. sinapou também foi efetivo. Este resultado
corrobora com efeitos de extratos de plantas contendo flavonoides ou de flavondides isolados
(BONKANKA: SANCHEZ-MATEOQ; DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; HEIDARI et al.,
2009; MOHAMAD et al., 2010). O teste da formalina se caracteriza por duas fases, em que a

primeira fase, neurogénica, primeiros 5-10 minutos, ¢ considerada ser de efeitos diretos da
formalina nos receptores de potencial transitério com dominios anquirina 1 (TRPA1),
membro de uma familia de canais catidnicos, expresso em um subgrupo de neuronios
nociceptivos primarios (MCNAMARA et al., 2007). E a segunda fase do teste da formalina,
inflamatoria, depende da produgdo local de citocinas e outros mediadores inflamatorios
(CHICHORRO et al., 2004). Evidéncias indicam que mediadores como a bradicinina
(CHICHORRO et al., 2004; CORREA; CALIXTO, 1993), citocinas: TNFa e IL-1B, IL-6 e
IL-8 (CHICHORRO et al., 2004; WORDLICZEK et al, 2000), aminas simpaticas
(CHICHORRO et al., 2004; FUCHS et al., 1999) e prostandides, mas nao leucotrienos
(CHICHORRO et al., 2004; MALMBERG: YAKSH, 1995) participam de uma ou ambas as

fases do teste de nocicep¢do manifesta induzida pela formalina. Assim, como o extrato de 7.

sinapou foi efetivo em ambas as fases do teste de nocicep¢do manifesta induzida pela
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formalina ¢ possivel que, este atue por meio da redug@o da producio de diferentes mediadores
hiperalgésicos, de agdo direta e/ou indireta nos receptores neuronais, e/ou ainda por interagir
com os TRPAI1, de forma a reduzir a nocicepgao induzida pela formalina. O tratamento com o
opidide morfina também inibiu ambas as fases do teste de nocicep¢do manifesta induzida pela

formalina, conforme previamente descrito por Shibata et al. (1989).

O tratamento com o extrato de 7. sinapou inibiu também o comportamento
nociceptivo de numero de flinches e tempo de lambida da pata induzido por CFA
(Mycobacterium tuberculosis inativa). Evidéncias indicam que a nocicep¢do manifesta
induzida por CFA ¢ resultado de uma liberacdo sequencial dos mediadores: TNFa - IL-1f -
fator de crescimento do nervo (NGF) e por fim a sensibilizagdo direta dos nociceptores,
devido a estimulagdo da producao de prostanoides (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995).
Assim, o extrato de 7. sinapou pode atuar como um agente antinociceptivo, por inibir a
producdo e/ou acdo destes diferentes mediadores hiperalgésicos. Ademais, estudos mostraram
que os niveis de TNFa mantém-se elevados em 5 dias apds a injecdo i.pl. de CFA em ratos
(WOOLF et al., 1997), desta forma este estimulo ¢ um modelo de hiperalgesia persistente, e
por isso foi utilizado também como um modelo de pos-tratamento neste estudo.

Para exemplificar melhor o processo inflamatorio e mais especificamente a
hiperalgesia, foi utilizado também o modelo de Cg, administrada i.pl.. Como ja citado
anteriormente, a Cg desencadeia a produ¢do de mediadores pré-inflamatorios, que induzem a
hiperalgesia. Ao mesmo tempo em que ocorre a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias,
ocorre também a liberacdo de citocinas anti-inflamatorias que modulam o desenvolvimento da
resposta inflamatdria como a IL-10, a qual inibe a producdo de TNFa e IL-18 (VERRI et al
2006b).

O tratamento com o EAE de 7. sinapou reduziu a hiperalgesia mecanica no
pré e pos-tratamento, como observado nos modelos com Cg e CFA, respectivamente. O
tratamento com indometacina também foi efetivo na reducao da hiperalgesia nestes testes, o
que corrobora a participagdo de prostandides nestes modelos. Os modelos de hiperalgesia
inflamatoéria induzida por Cg e CFA sao extensivamente utilizados em estudos pré-clinicos na
busca de novas drogas e seus mecanismos de agdo. Estudos mostraram que flavonoides e
extratos de plantas padronizados ricos em flavonodides inibem a hiperalgesia nestes modelos
(VALERIO et al., 2009; QUINTAO et al., 2011). Desta forma, substincias que inibem a
hiperalgesia nestes modelos, como demonstrado pelo extrato de 7. sinapou, consistem em
achados importantes com promissora aplicabilidade.

E bem estabelecido que na hiperalgesia induzida por Cg ¢ CFA ha a
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participagdo de citocinas (CUNHA et al, 2005; CUNHA et al., 2010b; SAFIEH-
GARABEDIAN et al., 1995; VERRI et al., 2007b). Neste contexto, o tratamento com o
extrato de 7. sinapou reduziu a producdo de citocinas hiperalgésicas (TNFa e IL-1pB)
induzidas pela Cg no tecido subcutdneo plantar dos animais assim como na cavidade
peritoneal. Estas citocinas sdo mediadores cruciais da dor, participam indiretamente da
sensibilizacdo dos nociceptores ¢ estdo envolvidas em modelos de nocicepg¢do manifesta,
hiperalgesia mecanica e térmica, o que sugere estes mediadores como alvos terapéuticos
potenciais (VERRI et al., 2006b). Entdo, a reducdo da produgdo destas citocinas pelo extrato
de 7. sinapou além de demonstrar um mecanismo anti-inflamatorio ¢ também um anti-
hiperalgésico efetivo na hiperalgesia inflamatoria, capaz de prevenir a sensibilizagdo dos
nociceptores.

A redugdo da producgdo das citocinas TNFa e IL-1PB pelo extrato de T.
sinapou foi semelhante a do glicocorticoide dexametasona. Os glicocorticdides atuam no
nucleo celular e induzem a expressao de diferentes moléculas anti-inflamatorias, como a IL-
10 e o IkB (SCHEINMAN, et al., 1995). Esta classe de medicamentos também promove a
sintese e liberagao do peptideo anexina-1, o qual inibe a fosfolipase A2, e consequentemente
bloqueia a ciclooxigenase-2 e a sintese de PGs (FERREIRA et al., 1997). As ciclooxigenases
para produzir PGs utilizam como substrato o dcido araquidonico, este em condi¢des normais
encontra-se esterificado nos fosfolipideos da membrana celular, no entanto, durante um
processo inflamatério sdo mobilizados pela acdo da enzima fosfolipase A2 (VANE;

BAKHLE; BOTTING, 1998). Desta forma, os glicocorticoides previnem a sensibilizacdo dos

nociceptores dependente da inibi¢cdo da produ¢do de mediadores hiperalgésicos.

Foi investigado também se o tratamento com o extrato de 7. sinapou é capaz
de bloquear a sensibilizagdo dos nociceptores ja instalada por um mediador hiperalgésico de
acdo direta, a PGE,. De acordo com os resultados obtidos, a redu¢do da hiperalgesia mecanica
induzida pela PGE, indica que o extrato de 7. sinapou também bloqueia a sensibiliza¢do dos
nociceptores induzida por mediador hiperalgésico de acdo direta nos nociceptores.

Estudos mostraram que os flavondides aumentam o limiar nociceptivo
térmico (MOHAMAD et al., 2010; SANNIGRAHI et al., 2011). Neste contexto, foi avaliado
se o tratamento com o EAE de T. sinapou ¢ eficaz em produzir antinocicep¢do em modelos de
estimulos nocivos térmicos, pelo teste da placa quente. Este modelo ¢ sensivel para drogas
que atuam centralmente de forma que as respostas comportamentais dos animais de retirada
da pata na placa quente sdo consideradas ser de efeitos supra-espinais (CHAPMAN et al.,

1985; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; WOOLFRE; MACDONALD, 1944). O
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modelo da placa quente caracteriza-se por produzir uma resposta rapida ao estimulo nocivo,
mediada pela ativagdo de nociceptores (fibras C e Ad). Os receptores térmicos sdo membros
da familia dos receptores de potenciais transitorios € sdo denominados de receptores
vanildides, estes receptores sdo diretamente ligados a canais idnicos (JULIUS; BASBAUM,
2001). Como o tratamento dos animais com o extrato de 7. sinapou induziu a um aumento do
limiar nociceptivo térmico no teste da placa quente, sugere-se que o extrato possa agir via
mecanismos de acdo supra-espinais, incluindo o opidide (LE BARS; GOZARIU; CADDEN,
2001; CARVALHO et al., 2011).

De fato, o tratamento com naloxona, um antagonista dos receptores opidides
preveniu de maneira dose-dependente os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato de 7. sinapou
na hiperalgesia mecanica e térmica induzida pela Cg. O tratamento com o extrato de T.
sinapou reduziu também o recrutamento de neutrdfilos induzido pela Cg de maneira
dependente de receptores opidides. Com relagdo a droga controle, a morfina, seus efeitos anti-
hiperalgésicos e inibitérios sobre o infiltrado leucocitario também foram revertidos pelo
tratamento com naloxona. Os opidides como a morfina além de serem analgésicos efetivos,
reduzem o recrutamento de neutrofilos ao foco inflamatério (MARTIN et al., 2010). Eles
podem reduzir o recrutamento de neutrofilos ao foco inflamatorio, ja que reduzem os niveis
de citocinas pro-inflamatorias, como TNFa e IL-1f (CLARK et al., 2007; WANG et al.,
2005). Desta forma, o tratamento com o extrato de 7. sinapou, assim como a morfina, reduz a
hiperalgesia inflamatoria por mecanismos de acdo dependentes dos receptores opidides e
também dependentes da redugdo de citocinas hiperalgésicas. Os resultados apresentados na
Figura 20 mostram ainda uma relagdo entre a migracao de neutrofilos para o foco inflamatoério
e a hiperalgesia mecanica e térmica, pois como ja discutido, neutr6filos sdo fontes de
mediadores hiperalgésicos (CUNHA et al., 2010b).

Os receptores opidides sdo encontrados, principalmente no SNC espinal,
supra-espinal e periférico e também no trato gastrointestinal. Os opidides podem ser de
origens naturais (ex.: morfina), semi-sintéticos (ex.: benzil-morfina), sintéticos (ex.: fentanil),
ou endogenos, peptideos produzidos naturalmente pelo corpo, por exemplo, endorfinas,
encefalinas e dinorfinas. As drogas opidides usadas terapeuticamente apesar de ndo serem
peptideos possuem conformacgdes semelhantes em solucdo as dos opidides endogenos,
ativando os receptores em substituicdo destes (TRESCOT et al., 2008). Desta forma, ¢
possivel que os compostos presentes no extrato de 7. sinapou ativem os efeitos fisiologicos
dos receptores opidides, por atuarem diretamente nos receptores opidides e/ou indiretamente

por induzirem a liberacao de peptideos opidides endogenos.
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A naloxona ¢ um antogonista de receptores opidides. Assim, o tratamento
com o extrato de 7. sinapou pode induzir efeitos dependentes da ativacdo de receptores
opidides supra-espinais, j& que o extrato aumentou o limiar nociceptivo térmico no teste da
placa quente (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001), mas também ndo se descarta a
possibilidade da ativagdo de receptores opiodides espinais. Ademais, como o tratamento com o
extrato foi capaz de bloquear a sensibilizagdo periférica dos nociceptores induzida por um
mediador hiperalgésico de agdo direta, a PGE,, ¢ possivel que o extrato atue também por
ativar efeitos dependentes de receptores opiodides periféricos. Perifericamente, a ativagdo dos
receptores opidides inibe a hiperalgesia por estimular a nNOS a produzir NO, o qual induz a
abertura dos canais K™ e reverte a sensibilizagio dos nociceptores (CUNHA et al., 2010a).
Evidéncias indicam que flavondides apresentam efeitos dependentes da ativagao de receptores
opidides, provavelmente por induzir a liberagdo de opidides endogenos (ANJANEYULU;
CHOPRA, 2003) e ativam a nNOS (XU et al., 2011) e a eNOS (CHEN et al., 2010; RIZZA et
al., 2011). Neste contexto, como o extrato de 7. sinapou € rico em flavondides € possivel que
este atue como um anti-hiperalgésico por ativar direta ou indiretamente (por induzir a
liberacdo de opidides endogenos) os receptores opidides e por ativar as isoformas
constitutivas da NOS (nNOS e eNOS), uma vez que seus efeitos anti-inflamatorios também
mostraram-se dependentes da NOS.

Os opiodides sdo analgésicos efetivos, e a ativacdo de mecanismos opidides
endogenos pode evitar o uso excessivo de opioides. O uso clinico dos opiodides ¢ limitado
devido a seus efeitos colaterais, como depressdo respiratdria, constipacdo, tolerancia e
dependéncia fisica (TRESCOT et al., 2008). Neste contexto, drogas que induzam efeitos
dependentes da ativagdo de receptores opidides como o extrato de 7. sinapou, podem
representar uma abordagem terapéutica promissora (CUNHA et al., 2010a; CARVALHO et
al., 2011).

Em suma, estes resultados demonstram que o tratamento com o extrato de 7.
sinapou induz uma resposta antinociceptiva em modelos de nocicep¢do manifesta e de
hiperalgesia mecanica e térmica. Ademais, os mecanismos antinociceptivos do extrato podem
estar relacionados com a reducdo da producdo de citocinas hiperalgésicas (TNFa e IL-1p),
com a ativacdo das isoformas constitutivas da NOS e mostraram-se dependentes da ativacao
do sistema opidide enddgeno. Uma figura esquematica resume as hipoteses destes resultados,

além dos outros resultados discutidos anteriormente (Figura 23).
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5.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE

Um viés nos estudos de substincias antinociceptivas que deve ser
descartado ¢ a alteragdo no desempenho motor produzida por algumas substincias, que pode
ser erroneamente avaliada como agdo antinociceptiva. Os resultados do teste de rota-rod
permitem confirmar que a restauragdo do limiar nociceptivo ¢ resultado da acdo da
administracdo do extrato de 7. sinapou, e ndo decorrente de uma suposta alteragdo
comportamental derivada de efeitos toxicos/sedativos ou relaxantes musculares, que poderiam
levar a um registro erroneo no processo de obtencdo de resultados com o filamento de Von
Frey, e nos outros testes antinociceptivos que dependem da movimentagdo dos animais. Este
resultado corrobora com estudos anteriores dos efeitos de extratos de plantas contendo
flavonodides ou de flavonoides isolados (DALBC) et al., 2005; MOHAMAD et al., 2010,
VALERIO et al., 2009a).

Evidéncias mostraram que extratos de 7. sinapou apresentaram atividade
ictiotéxica (ANDEL, 2000) e larvicida (VASCONCELOS et al., 2009) o que pode representar
um risco de possiveis efeitos toxicos. Contudo, pela determinagdo dos niveis séricos de AST e
ALT nos camundongos ndo foram detectados efeitos hepatotdxicos apds o tratamento com o
extrato de 7. sinapou. A utilizagdo da atividade destes biomarcadores ¢ um importante
instrumento para monitorar em estudos pré-clinicos drogas que induzem danos hepaticos
agudos (OZER et al., 2008). Desta forma, os flavonodides podem ser toxicos para algumas
espécies € a0 mesmo tempo ndo serem toxicos para humanos. Por tltimo, ¢ consenso que os
efeitos benéficos dos flavonodides a saude humana estdo relacionados com seus efeitos
antioxidantes (CASAGRANDE et al., 2006b; FRANCESCHELLI et al., 2011; GEORGETTI
et., 2007; HALLIWELL, 2000a, 2008; PRATT; TALLMAN; PORTER, 2011).
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6 CONCLUSOES

Este estudo fornece a primeira evidéncia pré-clinica dos mecanismos de
atividade antioxidante, efeitos e mecanismos anti-inflamatorios e analgésicos do extrato de
Tephrosia sinapou. O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou reduziu o
recrutamento de leucdcitos totais e neutrofilos induzido por uma variedade de estimulos
inflamatérios o que corrobora a ampla aplicabilidade deste extrato. Estes efeitos anti-
inflamatorios podem estar relacionados com a inibi¢ao do estresse oxidativo pelo extrato, uma
vez que o extrato apresenta atividade antioxidante em que seus mecanismos mostraram
envolver poder redutor, sequestro de radicais livres carregados negativamente e
positivamente, quelacio de Fe’" e inibicdo da LPO nas etapas de iniciagdo, propagacio e
terminacao.

Os efeitos anti-inflamatorios do extrato podem também estar relacionados
com a reducdo da produgdo das citocinas quimiotaticas TNFa e IL-1f3, uma vez que o extrato
apresenta atividade antioxidante o que previne a ativacdo de fatores de transcri¢do para
citocinas quimiotaticas ou mesmo constituintes do extrato como os flavonoides podem inibir a
ativagdo do NF-kB o que previne a produgdo de citocinas quimiotaticas. Ademais, os efeitos
anti-inflamatorios do extrato podem estar relacionados com o aumento da sinalizacdo do NO
no endotélio, por ativar a NOS ou por facilitar os efeitos do NO no endotélio, devido a
inibi¢do do O,".

O tratamento dos animais com o EAE de 7. sinapou inibiu também a o
comportamento de nocicep¢do manifesta induzido por diferentes estimulos, sendo ativo via
1.p., v.0. e s.c. . Além disso, o tratamento com o extrato de 7. sinapou reduziu a hiperalgesia
inflamatoria mecanica tanto no pré como no pos-tratamento. Estes efeitos anti-hiperalgésicos
podem também estar relacionados com a reducao da producdo das citocinas hiperalgésicas
TNFa e IL-1p.

Os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato de 7. sinapou mostraram-se
dependentes da ativagdo dos receptores opiodides. O extrato de 7. sinapou pode induzir efeitos
dependentes da ativagdo dos receptores opidides supra-espinais, ja que foi capaz de aumentar
o limiar nociceptivo térmico no teste da placa quente, mas também ndo se descarta a
possibilidade de ativar os receptores opiodides espinais. Ainda, como o tratamento com o
extrato bloqueou a sensibilizagdo dos nociceptores induzida por um mediador hiperalgésico
de agdo direta, a PGE,, € possivel que o extrato atue também por ativar os efeitos dependentes

dos receptores opidides periféricos. Ademais, como os efeitos anti-inflamatérios do extrato
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mostraram-se dependentes da NOS, ¢ possivel que o extrato ative as isoformas constitutivas
da NOS, a nNOS e a eNOS.

E importante ressaltar que, o tratamento dos animais com o extrato nio
alterou os niveis séricos de AST e ALT e o desempenho motor dos animais, o que descarta a
possibilidade de efeitos hepatotoxicos e relaxantes musculares ou tdxicos/sedativos que
prejudiquem a atividade locomotora.

Em suma, como diversas evidéncias indicam a presenca de uma variedade
de flavondides e compostos novos em plantas do género Tephrosia, substancias isoladas de
plantas deste género, incluindo a espécie 7. sinapou, sdo fontes promissoras de compostos
terapéuticos com atividade antioxidante, anti-inflamatéria e analgésica, que merecem maiores

investigacoes.



Figura 23 -

Células Residentes

82

EAE de T. sinapou apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatéria e
analgésica. O tratamento dos animais com o extrato de 7. sinapou reduziu o
recrutamento de leucdcitos para o foco inflamatdrio induzido por diferentes
estimulos inflamatorios: Cg, zimosan (ZIM), LPS e glicogénio (GLIC). Os
mecanismos envolvidos na redu¢do do recrutamento de leucdcitos podem estar
relacionados com a inibicao do estresse oxidativo (EROs) e da ativagdo do NF-
kB e a consequente reducdo da producdo das citocinas TNFa e IL-1P, e
também com o aumento da sinalizagdo do NO no endotélio, por ativar a NOS
ou por facilitar os efeitos do NO, devido a inibigdo do O,°. O extrato de T.
sinapou também reduziu a nocicep¢do manifesta e a hiperalgesia inflamatoria,
€ 0S seus mecanismos antinociceptivos podem estar relacionados com a
reducdo da producdo das citocinas TNFa e IL-1B e mostraram-se dependentes
da ativagdo dos receptores opiodides. O extrato pode induzir efeitos dependentes
dos receptores opioides supra-espinais, ja que foi capaz de aumentar o limiar
nociceptivo térmico, mas também ndo se descarta a possibilidade de ativar os
receptores opiodides espinais, € como o extrato bloqueou a sensibilizagdo dos
nociceptores induzida pela PGE,, ¢ possivel que atue também por ativar os
receptores opiodides periféricos.
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