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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo investigar a eficacia e seguranca do extrato
hidroalcoolico de Chresta martii (DC.) H. Rob.(EHA) na hipernocicepcéo inflamatoria
da articulacdo temporomandibular (ATM) induzida por Zymosan em ratos, avaliando
o possivel papel do 6xido nitrico (NO) e hemeoxigenase-1 (HO-1). Protocolol: Ratos
Wistar machos (160-220 g) foram pré-tratados com EHA (100, 200 ou 400 mg/kg;
per os) 60 min antes da injecao (intra-articular (i.art.) de Zymosan (2 mg) na ATM
esquerda. O grupo Zymosan (Zy) recebeu salina (per os) 60 min antes da inducao
da artrite. O grupo Sham recebeu solucéo salina (i.art.) ; Indometacina (5 mg/ kg) foi
usada como controle positivo. Teste do Von Frey foi utilizado para avaliar a
hipernocicepcao articular (g) na 42 hora apés injecéo (i.art.) de Zy. Na 62 hora apoés
injegao (i.art.) Zy os animais foram eutanasiados, sob anestesia, e coletou-se o
lavado sinovial para contagem total de células e dosagem da atividade de
mieloperoxidase (MPO) e coletou-se o tecido articular para analise histopatologica
(H&E). Em outra série de experimentos os animais foram pré tratados com L-NAME
(30 mg/kg; i.p.) e ZnPP-IX (3 mg/kg, s.c.). Protocolo 2: Para avaliar a seguranca da
administracdo de EHA camundongos Swiss (25-30 g) receberam diariamente, uma
vez ao dia, 400 mg/kg (per os) durante 14 dias. Variacdo ponderal, peso umido do
figado, leucograma, parametros bioquimicos, e alteragdes comportamentais foram
determinados. Controles receberam solucéo salina (per os). Resultados EHA (400
mg/kg; per os) aumentou (p < 0.05) o limiar de hipernocicepcéo articular, reduziu o
influxo celular e a atividade de MPO, quando comparado ao grupo Zy. EHA (400
mg/kg; per os) reduziu o influxo celular nas membranas sinoviais. Esses resultados
foram similares ao obtido com os compostos testados em ambas as doses. O efeito
antinociceptivo de EHA ocorreu na presenca de L-NAME, porém nao foi observado
guando se administrou ou ZnPP-IX. EHA 400 mg/kg durante 14 dias néo alterou a
variacdo ponderal, o peso umido do figado. EHA 400 mg/kg ndo modificou os
parametros bioguimicos e hematolégicos .O efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio
de EHA é multimodal, ndo atuando pela via do NO, porém dependendo da

integridade das vias do HO-1.

Palavras chave: Chresta martii (DC.) H. Rob.; articulagdo temporomandibular; artrite



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the efficacy and safety of Chresta
martii (DC.) H. Rob.(EHA) in the temporomandibular joint arthritis (TMJ) induced by
Zymosan in rats by evaluating the possible role of nitric oxide and hemeoxygenase-1
(HO-1). Protocol 1. Male Wistar rats (160-220 g) were pretreated with EHA (100,
200 ou 400 mg/kg; per os) before the intra-articular injection (i.art.) of zymosan (2
mgq) in the left TMJ. The Zymosan group (Zy) received saline (per os) 60 min prior to
induction of arthritis. The Sham group received saline (i.art.). Indomethacin (5 mg/kg)
was used as positive control. Von Frey test was used to evaluate the joint
hypernociception (g) at 4 h after injection of Zy. At 6 hours after Zy injection, the
animals were euthanized under anesthesia, and collected the joint lavage for total
cell count, myeloperoxidase activity (MPO) and joint tissue for histopathological
analysis (H&E). In another series of experiments the animals were pretreated with L-
NAME (30 mg/kg; i.p.) or ZnPP-IX (3 mg/kg, s.c.). Protocol 2: To evaluate the
systemic effects of chronic administration of EHA, Swiss mice (25-30 g) received
once a day, 400 mg/kg (per os) for 14 days. Changes in body weight, wet weight of o
liver , white blood cell count, biochemical parameters, and behavioral changes were
determined. Controls received saline (per os). EHA 400 mg/kg (per os) increased (p
< 0.05) joint hypernociception threshold, reduced the cell influx and MPO activity,
when compared to Zy. EHA (400 mg/kg) reduced the cell influx in the synovial
membranes. The analgesic effect of EHA occured in the presence of L-NAME, but
was not observed when administered r ZnPP-1X. EHA (400 mg/kg )for 14 days did
not alter the weight change, wet weight of liver. EHA (400 mg/kg did not affect the
biochemical and hematological parameters in relation to the saline group. The anti-
inflammatory and analgesic effect of EHA is multimodal, which do not act via NO,

however depending on the integrity of the paths of HO-1.

Keywords: Chresta martii; temporomandibular joint; arthritis.
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1 INTRODUCAO

A busca e a utilizacdo de plantas com propriedades medicinais € uma
pratica milenar, atestada em varios tratados de fitoterapia de grandes civilizac6es ha
muito tempo desaparecidas. Estas, ao longo do curso da histéria da humanidade,
desenvolveram maneiras particulares de explora-las para distintas finalidades,

usando-as como alternativa de sobrevivéncia.

Estima-se que cerca de 25 % dos farmacos empregados atualmente nos
paises industrializados advém, direta ou indiretamente, de produtos naturais,
especialmente de vegetais superiores. E licito enfatizar que embora grande parte do
potencial da biodiversidade ainda permaneca inexplorada (PIETERS; VLIETINCK,
2005), o comércio de matérias-primas, plantas medicinais e medicamentos a base
de vegetais apresenta um crescimento anual de 5 a 15 %, movimentando US$ 2,17
bilhdes (PATWARDHAN et al., 2005; WHO, 2005; ALVES et al., 2008). No Brasil, o
setor fitoterapico conta com duzentas empresas movimentando em torno de US$
400 milhdes, o que representa 6,7 % das vendas de medicamentos em toda sua
cadeia produtiva, e emprega mais de cem mil pessoas no pais (MARRONE;
MACEDO, 2007; CARVALHO, 2011).

Diferentes estudos farmacol6gicos com produtos obtidos de plantas da
flora brasileira revelam o potencial terapéutico destas espécies em modelos que

amenizam o dano inflamatério e a dor por diferentes estimulos (AGRA et al., 2008).

A inflamacdo representa uma reacdo protetora, essencial para a
sobrevivéncia do individuo. Entretanto, quando acontece de maneira inapropriada,
pode tornar-se prejudicial, passando a fazer parte do processo patoldgico de
algumas doencas (DALE et al., 2007).

Considerando-se o0s processos inflamatérios dolorosos que afetam o
aparelho estomatognatico, a artrite na articulacdo temporomandibular (ATM)
apresenta-se como um dos diagnosticos diferenciais nas disfungbes
temporomandibulares (DTM) que, por sua vez, engloba um grupo de condicdes
musculoesqueléticas e neuromusculares envolvendo as ATMs, o0s musculos
mastigatorios e todos os tecidos associados. Os sinais e sintomas associados com

essas disfuncdes sdo diversos, e podem incluir dificuldade em mastigar, falar, e/ou
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em outras fungdes orofaciais, estando frequentemente associadas com dor aguda
ou persistente. As formas cronicas das DTMs sao incapacitantes, podendo acarretar
dificuldades nas atividades laborais, exclusdo social, com grandes prejuizos para 0s
sistemas de saude e para a vida desses doentes (GREENE; KLASSER; EPSTEIN
2010).

O tratamento inicial das DTMs é baseado no uso de modalidades
terapéuticas conservadoras e reversiveis. Apesar de nenhuma terapia especifica ser
uniformemente efetiva, muitas das terapias conservadoras provaram ser no minimo
tdo efetivas em proporcionar alivio sintomatolégico quanto as formas de tratamento
invasivas. Pelo fato de essas modalidades terapéuticas nao produzirem
modificagdes irreversiveis, elas apresentam menor risco de causar dano. As
modalidades de tratamento conservadoras incluem terapias com placas oclusais,
terapias fisicas (termoterapia, terapia de resfriamento, laser, ultra-som, estimulacéo
elétrica neural transcutdnea-TENS), fisioterapia, terapia com exercicios e terapia
farmacolégica (OKESON, 2003; DE LEEW, 2010).

Pensando nas terapias conservadoras para as dores orofaciais e na
utilizacdo de produtos naturais para tal fim, € relevante desenvolver estudos que
mostrem sua eficacia. Sabe-se que a flora brasileira representa mais de 20% das
espécies vegetais conhecidas no mundo, embora se observe uma subutilizacédo
deste potencial como fonte de novas moléculas e se constate que seu consumo esta
normalmente associado com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacoldgicas, tendo seu uso e indicacdo respaldados apenas pela
prépria comunidade. Tais praticas trouxeram a tona a discussao o problema do uso
indiscriminado de produtos de origem natural, que pode trazer consequéncias
desastrosas a satde da comunidade (VEIGA JUNIOR, 2005).

Diante desse cenério, muitas tém sido as iniciativas do Ministério da
Saude, em parceria com 6rgados do governo e sociedade civil, para viabilizar a
utilizacdo racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, tendo como linhas
condutoras a preservacao da biodiversidade, o desenvolvimento sustentavel de uma

terapéutica complementar, além do beneficio & populagédo brasileira.



20

De fato, a identificagdo de novas fontes naturais de compostos quimicos
visando o desenvolvimento de fitofarmacos beneficiara a economia de paises em
desenvolvimento, possibilitando uma maior autonomia no gerenciamento de politicas
de saude publica, contribuindo para o acesso da populacdo a medicamentos
seguros e de baixo custo com embasamento cientifico mediante a realizacdo de
pesquisas que comprovem as atividades farmacoldgicas e/ou toxicolégicas
(CALIXTO et al., 2000).

Alguns estudos etnofarmacoldgicos tém demonstrado a utilizacdo popular
da Chresta martii no tratamento de doencgas do trato gastrintestinal (ALMEIDA et al.,
2005, 2006; AGRA et al., 2008). Trabalhos realizados pelo nosso grupo mostraram
seu efeito gastroprotetor em modelos de lesdo gastrica, apresentando atividade
antioxidante e efeito anti-quimiotéaxico (SILVA et al.,2012, 2013), vislumbrando
assim, um potencial efeito anti-inflamatério. O uso dessa terapéutica na inflamacao
articular € inédito, sendo necessario avaliar seu potencial beneficio. Neste sentido,
este estudo propds investigar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio da Chresta
martii (DC.) H. Rob. em um modelo de hipernocicepcao inflamatéria na ATM em

ratos.



21

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas Medicinais

Ao longo dos anos o homem vem buscando na natureza, principalmente
nas plantas, a cura para os diversos tipos de doencas. Numerosas etapas marcaram
a evolucdo da arte de curar, porém, torna-se dificil delimitd-las com exatidao, ja que
a medicina esteve longamente associada a praticas magicas, misticas e ritualisticas.
No entanto, € provavel que ainda na pré-historia, ao observarem o habito dos
animais, os humanos comegaram a manipular e usar plantas para aliviar os sintomas
de moléstias e ferimentos (LI; BROWN, 2009). As receitas mais antigas sobre o uso
de plantas para fins medicinais datam aproximadamente 3700 anos a.C. e foram
encontradas nas piramides do faraé Quéops, no Egito (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006; BENT, 2008). As primeiras descobertas foram feitas por estudos
arqueoldgicos em ruinas do Ird. Também na China, em 3.000 a.C., j& existiam
farmacopeias que compilavam as ervas e as suas indicacfes terapéuticas. Estas
civilizacbes notaram que alguns vegetais experimentados no combate as doencas
revelavam um potencial curativo. Toda essa informacéo foi transmitida as geracdes
posteriores, que as compilou e documentou através da escrita. Atualmente, mesmo
com grande quantidade de drogas sintéticas no mercado farmacéutico, as plantas

continuam a desempenhar um papel de destaque na saude publica.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80 % da populagéo
mundial dependem da medicina tradicional para suas necessidades basicas de
saude, e que quase 85 % da medicina tradicional envolve o uso de plantas

medicinais, seus extratos vegetais e seus principios ativos (CALIXTO, 2000).

Muitos farmacos comercializados apresentam estruturas quimicas
relacionadas a uma substancia extraida de alguma espécie botanica de uso
consagrado na medicina popular. O interesse em medicamentos derivados de
plantas superiores aumentou expressivamente na ultima década. Estimativas atuais
evidenciam que mais de 80 % da populacdo dos paises em desenvolvimento
dependem da medicina popular ou de medicamentos a base de plantas como fonte
primaria de cuidados a satde (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).
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Entretanto, a despeito dessa observacdo, muitas das plantas usadas
pelas comunidades ainda ndo foram objeto de estudos de toxicidade e eficacia, para
permitir sua utilizacdo segura. Muitas espécies sdo usadas empiricamente, sem
respaldo cientifico, 0 que demonstra que, apesar da enorme biodiversidade, existe
uma lacuna entre a oferta de plantas e sua real capacidade terapéutica. Como
qualquer outro medicamento, os fitoterdpicos ou fitomedicamentos, devem ter a sua
eficacia e seguranca comprovadas, bem como a reprodutibilidade de sua acéo
(BATEMAN et al.,, 1998; STEDMAN, 2002; ERNST, 2003). Nesse contexto, a
importéancia da investigacdo de plantas medicinais reside principalmente na
identificacdo de protétipos, cuja atividade farmacoldgica permita o desenvolvimento

de novos farmacos isentos de efeitos adversos.

No Brasil, mesmo com o incentivo da industria farmacéutica para a
utilizacdo de medicamentos industrializados, grande parte da populacdo utiliza
praticas complementares para cuidar da saude. Cabe ressaltar que em algumas
regides brasileiras, em especial no Nordeste, o uso de preparacdes caseiras com
plantas medicinais possui grande importancia, sendo este fato influenciado pela
deficiéncia na assisténcia médica, como pela influéncia dos habitos culturais e pela
disponibilidade da flora (MATOS et al., 1989).

O Brasil ocupa o primeiro lugar dentre os 17 paises mais ricos do mundo
em biodiversidade, possuindo em torno de 15 a 20 % do total mundial de espécies,
com destaque para as plantas superiores, a qual detém aproximadamente 24 %
desta biodiversidade. Além desse acervo genético, o Brasil é detentor de rica
diversidade cultural e étnica que resultou em um acumulo de conhecimentos e
tecnologias, passados de geracdo a geracdo, entre 0os quais se destaca o vasto
acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas com fins terapéuticos
(POLITICA NACIONAL DE PLANTAS MEDICINAIS E FITOTERAPICOS, 2006).

Indubitavelmente, a imensa variedade de espécies vegetais existentes no
Brasil apresenta um importante diferencial para o desenvolvimento de medicamentos
(KATO et al., 2001), o que se constitui em inestimavel valor para a sobrevivéncia do
ser humano, proporcionando a manutencdo do equilibrio dindmico dos

ecossistemas.
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Diante desse cenario, esse estudo se propds a avaliar, em um modelo de
hipernocicepc¢éo inflamatéria na ATM de ratos, a eficacia e seguranca de Chresta
martii (DC.) H. Rob.

2.2 A familia Asteraceae no Brasil

A vegetacdo da caatinga, no semiarido nordestino, compde um bioma
largamente ameacado que cobre vasta area do nordeste do Brasil, sendo fonte de
muitos recursos naturais ainda pouco estudados. A flora medicinal da caatinga é
predominantemente composta por plantas herbaceas (169 espécies) seguida por
arbustos e subarbustos (130 espécies), e vegetacdo arbOrea. Muitas espécies de
plantas medicinais sdo conhecidas e utilizadas na medicina popular e na fabricacéo
comercial de produtos fitoterapeuticos, embora raros estudos etnobotanicos e
etnofarmacoldgicos sejam desenvolvidos na regido nordeste, a despeito da sua
diversidade cultural e biol6gica (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Na regido nordestina do Xing6 (Figura 1), localizada numa é&rea que
abrange parte dos estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, séo
encontradas muitas espécies tipicas da caatinga, tanto arbodreas, nas regides de
platd, quanto arbustivas nos canions, compreendendo também espécies endémicas.
Na regido, ocorrem extensas areas areniticas formando desfiladeiros com flora
prépria (Figura 2), bastante diferentes das demais areas, principalmente com
populacdes de Bignoniaceae e Asteraceae, ndo encontradas em outras areas
(GIULIETTI et al., 2003).

A familia Asteraceae (Compositae), maior ramo filogenético das
Eudicotiledoneas, com 1600 a 1700 géneros, fazendo parte da ordem Asterales,
subordem Asteridae, € um grupo natural e uniforme altamente evoluido (DEL VITTO
& PETENATTI, 2009). Esta familia é constituida por ervas, subarbustos e arbustos e,
menos frequentemente, arvores ou lianas (com ou sem latex), com espinhos
presentes em algumas espécies. De acordo com a descricdo de Souza e Lorenzi

(2008), as asteraceas:

...normalmente possuem folhas alternas ou opostas, menos
frequentemente verticiladas, simples ou raramente compostas, sem
estipulas, com margem inteira ou mais frequentemente serreadas.
Inflorescéncia do tipo capitulo envolvido por bracteas formando um invélucro
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e flores dispostas sobre um receptaculo geralmente discoide. As flores
podem ser todas iguais entre si ou diferenciadas em flores do raio (as mais
externas) e flores do disco (as mais internas); célice geralmente
transformado em papilho cerdoso ou plumoso; corola geralmente
pentdmera, gamopétala, prefloracdo geralmente valvar; estames, sinateros,
epipétalos, anteras rimosas; ovario infero, bicarpelar, unilocular, com Unico
Ovulo de placentacdo ereta. O fruto normalmente é cipsela, com papilho
persistente, auxiliando na dispersao do fruto. No Brasil, as Asteraceae estéao
bem representadas, ocorrendo aproximadamente 250 géneros e 2000
espécies. Muitas sdo cultivadas como plantas ornamentais, como a
margarida (Leucanthemum vulgare), os crisdntemos (Chrysanthemum spp.)
e a dalia (Dahlia X hybrida). Entretanto, diversas plantas medicinais estao
também incluidas, destacando-se a carqueja (Baccharis trimera), a
camomila (Matricaria recutita) e o guaco (Mikania spp.). Sao particularmente
comuns nas formac@es abertas do Brasil, principalmente no cerrado (Calea
e Aspilia) e nos campos (Vernonia, Baccharis e Senecio) e nos campos
rupestres (Lychnophora) sendo pouco comuns no interior de florestas
densas (V. polyantes).

Asteraceas estdo presentes em regides tropicais, subtropicais e
temperadas. Na grande maioria, estdo representadas por espécies herbaceas,
anuais ou perenes, subarbustivas ou arbustivas, trepadeiras e por poucas espécies
arboreas (BARROSO et al.,, 1986). Do ponto de vista fotoquimico, a familia &
conhecida por produzir principalmente poliacetilenos, sesquiterpenoides,
diterpenoides, triterpenoides, flavonoides, cumarinas, benzofuranos e benzopiranos
(EMERENCIANO et al., 1998; SAKAMOTO, 2005). Diferentes estudos mostraram a
presenca, em seus extratos alcodlicos ou hidroalcodlicos, de polifenois (PETACCI et
al., 2012), carboidratos, aminoacidos, taninos, glicosideos cardioténicos,
carotenoides, esteroides e triterpenoides, depsideos e depsidonas, saponinas
espumidicas, alcaloides, purinas, polissacarideos e antraquinonas (HEEMANN et al.,
2006; RIBEIRO et al., 2010). Estudos com espécies desta familia revelam uma
extensa lista de efeitos farmacoldgicos, com utilizacao por diferentes populacdes no
tratamento de afec¢Bes como inflamacéo, hipertenséo, célculo renal (ALMEIDA et
al., 2006), gastrite, Ulcera gastrica (GONZALES et al., 2000; BAGGIO et al, 2003;
BIGHETTI et al., 2005; DIAS et al., 2009), tlcera duodenal (TOMA et al., 2004), além
de atividade bactericida, espasmolitica, antileucémica, antifungica (VERDI et al.,
2005).

2.3 Chresta martii (DC.) H. Rob.

A familia Asteraceae é subdividida em 12 subfamilias, contendo 43 tribos
(FUNK et al., 2009). Vernoniae é uma das mais importantes tribos de Asteraceae
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(subfamilia Cichorioideae) com aproximadamente 1100 espécies agrupadas em 129
géneros, entre eles 0 género Chresta (KEELEY et al., 2007; KEELEY & ROBINSON,
2009), objeto de estudo deste trabalho.

Atualmente, considera-se que o género Chresta € composto por 12
espécies (Chresta amplexifolia, Chresta harleyi, Chresta martii, Chresta pinnatifida,
Chresta curumbensis, Chresta speciosa, Chresta scapigera, Chresta angustifolia,
Chresta plantaginifolia, Chresta sphaerocephala, Chresta exsucca e Chresta
pycnhocephala) que ocorrem no cerrado, caatinga e campos rupestres no planalto
brasileiro. E caracterizado genericamente como composto por ervas perenes ou
arbustos, contendo de 2 a 12 floretes por cabeca e capitulos densamente congestos,
arranjados em glomérulos solitarios ou corimbosos (ROBINSON, 1999; ROQUE et
al., 2008). A espécie Chresta martii (Figuras 3) foi objeto de poucos estudos e existe
ainda uma polémica sobre sua real denominacdo e posicdo no cladograma das
alguns autores a consideram um ramo extra e , outros, sinonimia de Argyrovernonia
harleyi. Entretanto, esta ultima denominacgéo ja ndo consta na Lista de Espécies da
Flora do Brasil (LISTA DE ESPECIES DA FLORA DO BRASIL, 2012). A planta é
caracterizada por conter glomérulos cénicos a campanulados, folhas pecioladas de
formato ovalado-romboide, com 30 a 40 cabecas, 12 a 13 floretes e uma corola
medindo de 12 a 15 mm, com plumagem (indumentum) prateada-acinzentada
(ROBINSON, 1999; ROQUE et al., 2008). A espécie foi pouco estudada do ponto de
vista farmacolégico ou fitoquimico, apesar alguns estudos demonstrarem sua
utilizacdo no tratamento de doencas do trato gastrintestinal (ALMEIDA et al., 2005,
2006; AGRA et al., 2008; SILVA et al., 2012, 2013).



26

ol

PERNAMBUCO

Figura 1- Mesorregidao do Xingé: abrange parte dos estados de Alagoas, Sergipe,
Pernambuco e Bahia sendo constituida por 79 municipios, totalizando uma area de
78.622,2 km2, com uma populacdo de 1.806.155 habitantes.

Fonte: http://www.mi.gov.br/programas/programasregionais/xingo/abrangencia.asp
Acesso em: 11/07/2012.



http://www.mi.gov.br/programas/programasregionais/xingo/abrangencia.asp
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Figura 2 - Chapadas areniticas no vale do rio S&o Francisco, regido do Xingo.
Destacam-se os pareddes, ora nus, ora cobertos com vegetacdes arbustivas tipicas
da caatinga. Fotografia: Antonio Alfredo Rodrigues e Silva
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Figura 3 - Espécime de Chresta martii fotografado na regido do Xingo [longitude -
37.940 (37° 56’ 24” Oeste) e latitude variando de - 9.5563 (9° 33’ 22” Sul) a - 9.5548
(9° 33’ 17”7 Sul), altitude 130 metros], durante expedicdo empreendida em agosto de
2010. Fotografia realizada por Quelciane Regina Magalhaes de Carvalho.
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2.4. Inflamagéo e Dor Inflamatodria
2.4.1 Inflamacgéo

A inflamagdo pode ser definida como um conjunto de alteragbes
bioguimicas e celulares que ocorre em resposta a estimulos inespecificos com
propésito de erradicar o agente agressor e proporcionar o reparo tecidual
(HENSSON, 2005). E a primeira resposta a infeccdo ou lesdo ocasionada por uma
injuria (fisica ou quimica), isquemia do tecido, doencas autoimunes ou agentes
infecciosos (LUCAS; ROTHWELL; GIBSON, 2006; FOX et al., 2010). Vérios séo os
componentes envolvidos nesta resposta inflamatoria, tais como proteinas
plasmaticas, células circulantes (neutréfilos, mondcitos, eosindfilos, linfocitos,
basofilos e plaquetas), vasos sanguineos e componentes celulares e extracelulares
do tecido conjuntivo (mastocitos, fibroblastos, macréfagos, linfécitos, proteinas
fibrosas estruturais, glicoproteinas de adesao e proteoglicanos) (KUMAR; SHARMA,
2010).

As reacdes inflamatdrias podem ser caracterizadas por aumento do fluxo
sanguineo e aumento na permeabilidade vascular, seguida de dilatacdo venular e
acumulo de células do processo inflamatério, caracterizando 0s quatro sinais
cardinais da inflamacéo: rubor, tumor, calor e dor. O quinto sinal da inflamacéo, que
€ a perda da funcdo do tecido ou 6rgao lesado, foi descrito posteriormente por
Virchow no século XIX (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2000).

A inflamacdo é essencial para a manutencdo da saude dos individuos,
pois € a maneira pela qual o organismo reage contra agentes potencialmente
danosos. De fato, o reconhecimento do agente lesivo desencadeia a ativagdo do
sistema imune resultando na ativacédo de células e liberacdo de diversos mediadores
responsaveis pela resposta inflamatéria. No entanto, se a destruicdo do agente
agressor e o processo de reparo nédo ocorrerem de maneira eficiente e sincronizada,
a resposta perde seu carater protetor, podendo levar a uma lesédo tecidual
persistente, com acumulo de leucdcitos e colageno, dentre outras substancias, que
podem prejudicar a funcdo dos tecidos envolvidos (NATHAN, 2002; ROBBINS;
COTRAN, 2005). De fato, esses achados formam a base da fisiopatologia de

doencas autoimunes, como a artrite reumatoide. Em linhas gerais, a resposta
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inflamatdria pode ser classificada em aguda e crbnica levando-se em conta o
periodo de duracdo e caracteristicas patologicas do sitio inflamado. A inflamacéo
aguda estende-se de horas a dias e é caracterizada pela alteracdo no calibre
vascular levando a um aumento do fluxo sanguineo local, mudancas estruturais na
microvasculatura que permite a saida de proteinas plasmaticas e de leucdcitos,
formando o exsudato, e migracéo de leucocitos da microcirculagdo (primariamente
neutrofilos) e seu acumulo no foco da lesdo. As respostas vascular e celular da
inflamacédo aguda sdo mediadas por fatores quimicos provenientes do plasma ou
das células, e desencadeados pelo estimulo inflamatério. A inflamacgéo é terminada
quando o estimulo lesivo € removido, e os mediadores sdo dissipados ou inibidos
(SMITH et al., 1996, LEES et al., 2004).

Por outro lado, a inflamacao crénica é caracterizada por longa duracao
(semanas, meses ou anos), destruicdo tecidual e tentativa de reparo ocorrendo
simultaneamente. Infiltracdo de células mononucleares e fibrose s@o caracteristicas
histoldgicas tipicas de inflamagé&o crénica (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
Esta fase envolve processos inflamatorios que sdo coordenados por linfocitos T
CD4+ denominados de células T que perduram por um periodo indeterminado. No
local inflamado, os linfocitos T produzem interferon gama (IFN-y), interleucinas (IL),
como IL-12 e IL-17, que tém a funcdo de ativar os efeitos bactericidas das células
fagocitarias, prolongando seus efeitos inflamatérios (BACKDAHL; BUSHELL; BECK,
2009; ETHUIN et al., 2004; GEISSMANN et al., 2010).

O processo inflamatério envolve eventos vasculares e celulares que
ocorrem simultaneamente (MCEVER, 1992; MALIK; LO, 1996; LEES et al., 2004).
Os eventos celulares sdo marcados pela saida dos leucdcitos da luz do vaso e a sua
migracdo para o sitio inflamatério. Esse fenbmeno segue algumas fases tipicas
como: rolamento, adesao firme e transmigracdo dos leucécitos (NOURSHARGH,;
MARELLI-BERG, 2005) (Figura 4). Todas estas etapas do processo de migragao
leucocitaria sédo dependentes da expressdo pelos leucocitos e pelas células
endoteliais de estruturas denominadas moléculas de adesdo e de mediadores
quimiotaticos (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-12, IFN-y), que ativam e atraem macréfagos,
mondcitos, células dendriticas e células natural killer (NK) para o local da infecgéo
(SPRINGER, 1994; BENNOUNA et al.,, 2003; KUMAR; SHARMA, 2010). A
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mobilizacdo adequada dos leucdcitos circulantes para o sitio inflamado é
fundamental para a defesa do organismo, ja que estas células podem desenvolver
suas acOes de fagocitose e destruicdo dos agentes patogénicos, levando a

resolucao do processo.
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Figura 4 - Migragéo de leucdcitos através do endotélio vascular.
Fonte: PETRI E BIXEL, 2005.

2.4.2 Dor Inflamatéria

A injuria tecidual, com a consequente resposta inflamatoria, esta
comumente associada com a hipersensibilidade dolorosa, de modo que a area
inflamada torna-se fonte de dor notavel. Observa-se na area inflamada uma reducéo
do limiar doloroso a estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos (RIEDEL; NEECK,
2001).A dor é definida pela International Association for the Study of Pain (IASP)
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano
tecidual real ou potencial ou descrita em termos deste dano (LOESER; MELZACK,
1999). Estéa presente no processo inflamatério e exerce também papel de defesa e
alerta do organismo. Sua cronificagdo, porém, pode comprometer a qualidade de
vida dos pacientes, limitando suas atividades profissionais, afetando suas relacdes
sociais e familiares, com danos emocionais, implicando ainda aumento dos gastos

financeiros para os servigos publicos de saude (ANDRADE FILHO, 2001). Portanto,
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a percepcdo da dor é complexa e ndo envolve apenas a transducdo de um estimulo
nocivo, mas também processos emocionais e cognitivos em nosso cérebro (JULIUS
E BASBAUM, 2001). A dor afeta pelo menos 30 % dos individuos durante algum
momento da sua vida e, em 10 a 40 % deles, tem duragcdo superior a um dia,
tornando-se assim a principal causa de sofrimento, incapacitagdo para o trabalho,
gerando graves consequéncias psicossociais e econdmicas. De fato, muitos dias de
trabalho sdo perdidos por aproximadamente 40 % dos individuos que sofrem de
algum distarbio doloroso (SBED, 2009).

Por outro lado, a palavra nocicepcdo deriva do latim (nocere: nocivo;
capére: captar, receber), ou seja, captacdo do nocivo. Portanto, o termo nocicepgao
se refere aos mecanismos pelos quais os estimulos periféricos nocivos sao
transmitidos ao sistema nervoso central (SNC), sem, no entanto, apresentar o
componente subjetivo que é caracteristico da dor (OLIVEIRA, 2001). Desta forma,
enquanto termo dor deve ser utilizado quando se refere aos animais humanos, que
possuem capacidade integrativa do fendmeno doloroso, o termo nocicepcéo fica

reservado para animais ndo humanos, que sao destituidos dessa capacidade.

A reducdo do limiar doloroso observado na regido inflamada é devido a
uma sensibilizacdo dos nociceptores, que sdo terminacdes nervosas livres presentes
em fibras aferentes sensitivas, principalmente as fiboras C e A-delta. As fibras
aferentes primarias cutaneas sensitivas podem ser classificadas em: fibras C finas,
amielinicas e de conducdo lenta; fibras A-delta, médias, pouco mielinizadas e de
conducado intermediaria; e as fibras A-beta que sdo calibrosas, mielinizadas e de
conducdo rapida. Cada uma dessas fibras codifica informa¢cdes sensoriais, mas
diferem na sensibilidade a estimulos nocivos ou nédo nocivos, de modo que apenas
as fibras C e A-delta sdo capazes de transmitir informacéo nociceptiva (HWANG,;
OH, 2007). Desta forma, diante de estimulos nocivos as fibras mielinizadas A-delta
iniciam uma fase rapida da dor (aguda), enquanto que, as fibras C invocam a

segunda fase (dor lenta).

Alguns tecidos, tais como na pele, musculos, articulacbes, vasos
sanguineos e visceras (MELZACK; KATZ, 1999; WOOLF; MA, 2007), possuem

nociceptores térmicos, ou seja, que podem ser ativados por temperaturas extremas;
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nociceptores mecanicos que sdo ativados por intensa presséo; e 0s nociceptores
ditos polimodais, que sado abundantes e podem ser ativados por estimulos quimicos,

térmicos ou mecanicos (PINTO, 2000).

A sensibilizacdo dos nociceptores ou hipernocicepcdo é um achado
comum em todos os tipos de dor inflamatéria e se deve, pelo menos em parte, a
acdo de mediadores inflamatérios (FERREIRA, LORENZETTI E CORREA, 1978).
Durante a resposta inflamatéria, mediadores proteicos (citocinas) e lipidicos
(prostaglandinas (PG)), juntamente com substancias liberadas localmente
(histamina, bradicinina, substancia P), tanto por células residentes e células que
migram para o tecido, como pelas terminagbes nervosas dos tecidos, sao
responsaveis pela manutencdo e amplificacdo do processo inflamatério. Enquanto
algumas dessas substancias (histamina (5-HT) e bradicinina) sdo capazes de
estimular diretamente 0s nociceptores, outras, como as PGs, sdo capazes apenas

de sensibilizar esses receptores.

Portanto, a alodinia (reposta dolorosa a estimulos mecéanicos ou frios
normalmente inécuos) e a hipernocicepcdo (aumento da sensibilidade a estimulo
nocivo) inflamatéria resultam da atuacdo de mediadores liberados pelo endotélio
vascular, por fibras nervosas sensoriais e autonémicas, por células inflamatorias
locais e migratorias, de precursores plasmaticos, entre outros. O primeiro mediador
para o0 qual se descreveu esta funcdo foi a bradicinina. Desde entdo, foram
identificados varios outros, de acao direta ou indireta, dentre os quais estdo a PGE5,
prostaciclina (PGl,), LTBy4, acido (8R,15S)-dihidroxiicosa-(5E-9,11,13Z) tetraendico
(8R,15S-diIHETE), serotonina, 5-HT, adenosina, histamina, interleucina (IL)-1 e IL-8,
fator de crescimento do nervo (NGF), fator de necrose tumoral (TNF) (LEVINE;
REICHLING, 1999) , mediadores derivados de fibras sensoriais (substancia P e
outras) (DRAY, 1997; JULIUS; BASBAUM, 2001; SAWYNOK, 2003).

A dor inflamatdria € um evento multimediado, de modo que ensaios pré-
clinicos que busquem compreender a complexa rede de mecanismos envolvidos nha
fisiopatologia dos processos dolorosos poderdo fomentar o desenvolvimento de

opcOes terapéuticas que possam alterar o curso evolutivo desses eventos,
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contribuindo para uma melhor qualidade de vida dos pacientes portadores destes

processos cronicos dolorosos.
2. 5 Dor orofacial

Por definicdo, a dor orofacial € qualquer dor associada com os tecidos
moles (pele, vasos sanguineos, glandulas ou musculos) e mineralizados (0ssos e
dentes) da cavidade oral e face. Esta dor pode normalmente ser referida na cabeca
e/ou na regido do pescoco ou podendo ainda estar associada a cervicalgia,
cefaleias primarias e doengas reumaticas tais como fibromialgia e artrite reumatoide
(LEEUW, 2010).

As dores orofaciais representam um grave problema de saude publica,
apresentando etiologia diversa como certos habitos de mastigar ou morder, tensao
muscular excessiva, tratamento cirdrgico ou dentario, traumas, habitos
parafuncionais, uso de aparelhos ortoddnticos, proteses mal adaptadas, estresse,
ansiedade, doencas osteoarticulares (OKESON, 1998; HARGREAVES, 2011,
MONTEIRO et al., 2011).

A OMS reconhece que as doencas bucais representam uma importante
causa de processos dolorosos, estando associadas com dor e sofrimento, com
consequentes comprometimentos emocionais e sociais, acarretando prejuizos
individuais e coletivos (WHO, 2003). De fato, a dor tem um imediato e profundo
impacto nas atividades de vida diarias, reduzindo a qualidade da vida, prejudicando
0 sono, o trabalho, o lazer e o relacionamento com as pessoas (LOCKER; CLARKE;
PAYNE, 2000). Além disso, a dor tem um elevado custo financeiro em virtude do
elevado numero de horas perdidas no processo produtivo (MACFARLANE, 2002).

Dentre os diversos tipos de dores, a proveniente da regido orofacial
corresponde a mais de 25 % dos casos de queixas de dor (SESSLE, 1995). Sabe-se
hoje que existe uma correlagéo entre dor orofacial e estados de estresse, ansiedade
e depressao (OKESON, 1992; BONJARDIM et al., 2005).

Assim como a dor em outras partes do corpo, a dor orofacial € geralmente
resultado de dano tecidual e ativacdo de nociceptores (VICKERS; COUSINS, 2000).
A ativacdo dos nociceptores pode resultar na excitacdo da fibra nervosa aferente
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com a qual estdo associados, e na transmissdo de um estimulo nocivo ao SNC e
aos centros superiores do tronco encefalico, através das fibras aferentes (Ad e C),
enviando informacdes para o complexo trigeminal do tronco encefélico (SESSLE,
2000).

O nervo trigémeo, principal responsavel pelas informac¢des nociceptivas
da regido orofacial, apresenta trés ramos: oftalmico, maxilar e mandibular. A diviséo
oftdlmica € predominantemente sensorial e inerva a superficie das partes superiores
da face e partes da mucosa nasal e paranasal. A divisdo maxilar que é
principalmente sensorial também e inerva dentes, mucosa da maxila, labio superior,
area lateral do nariz, seio maxilar e nasofaringe. A divisdo mandibular & mista (com
funcd@o sensitiva e motora) inerva os dentes, a mucosa da mandibula, articulacdo
temporomandibular, a pele que reveste a mandibula e os musculos que estédo
envolvidos na mastigacdo. A maior parte dos neurénios sensoriais do trigémeo tem
seus corpos celulares localizados no géanglio trigeminal. No homem, o ganglio
trigeminal esta localizado na superficie cerebral do osso temporal, mas alguns
aferentes tém seus corpos celulares localizados no nucleo trigeminal mesencefalico
(MATTHEWS,; SESSLE, 2002). Em ratos encontram-se as mesmas ramificacfes
observadas em seres humanos, sendo que o maior feixe derivado da divisdo maxilar
€ o infra-orbital, composto praticamente de fibras sensoriais. (BENOLIEL; ELIAV;
IADAROLA, 2001).

2.5.1 Articulagdo Temporomandibular

A Articulagdo Temporomandibular (ATM) é um elemento do sistema
estomatognatico formada por diversas estruturas incluindo tecidos 6sseos, disco
articular, ligamentos, capsula articular, apresentando um denso suprimento
sanguineo e nervoso, capaz de realizar movimentos complexos. A mastigacao, a
degluticdo e a fonacdo dependem da funcédo, saude e estabilidade desta articulacéo
(P1OZZI; LOPES, 2002; FLORIAN; MEIRELLES; SOUSA, 2011).

A ATM é dividida por um disco articular em duas cavidades, uma supra-
discal e outra infra-discal. Esta caracteristica anatbmica permite as ATMs realizarem
movimentos de rotacdo e de translacdo simultaneamente, dotando a mandibula de

capacidade unica de movimentos combinados. A ATM esta localizada a frente do
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ouvido e formada anatomicamente a partir de superficies articulares do 0sso
temporal e cabeca da mandibula. Ambas as superficies sdo cobertas por uma
fibrocartilagem articular densa (OKESON, 2000; HERB; STILE; CHO, 2006). As duas
ATM, direita e esquerda, formam uma articulacdo bicondilar e uma variedade
elipsoide de articulagdes sinoviais semelhantes a articulacdo do joelho (ALOMAR et
al., 2007). A mandibula é o Unico osso humano que possui duas articulagcdes
interdependentes, em que os movimentos de uma afetam a outra (CARDOSO;
TAVARES, 2007).

As ATMs trabalham em conjunto com os musculos mastigatorios, e estes
diligenciam em harmonia para realizar todos os movimentos da mandibula. O
masseter, temporal e pterigbideo medial sdo os musculos adutores, enquanto que
supra e infra-hidideos e o pterigoideo lateral é o musculo abdutor das articulacdes. O
musculo principal e mais forte da mastigacdo é o masseter, fixando-se do 0sso
temporal e estendendo-se abaixo até o angulo da mandibula (ALOMAR et al., 2007)
(Figuras 5 e 6).

Misculo pterigdideo lateral

Rafe pterigomandibular Tubérculo articular

Disco articular da
| articulagdo
temporomandibular
R

Ducto parotideo

Ligamento esfenomandibular

Misculo pterigdide medial

. ’ Misculo constritor
Misculo bucinador superior da faringe

Figura 5- llustracdo da articulacdo temporomandibular e mausculos
mastigatérios.Fonte: NETTER, 2000.
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Figura 6: Fotografia ilustrativa da articulacdo temporomandibular. 1.Coéndilo
mandibular; 2.Fossa mandibular do osso temporal; 3.Disco articular; 4.Zona
retrodiscal; 5.Cartilagem articular; 6. Masculo pterigbideo lateral superior; 7. Musculo
pterigbideo lateral inferior. Fonte: CHAVES, 2006.

O disco articular, avascular e sem inervacéo, se encontra interposto entre
as duas estruturas O0sseas com as funcdes de amortecer e distribuir pressdes
durante os movimentos; preencher os espacos intra-articulares, compensando as
irregularidades Osseas; estabilizar os cbéndilos nas suas posicdes e movimentos
funcionais e proteger a cartilagem articular e o osso subcondral. O disco articular
éconstituido por uma matriz fundamental composta de fibras colagenas e
proteoglicanos, com as glicosaminoglicanas principalmente alocadas na porcao
central, com condrdcitos em sua intimidade. Insere-se na capsula articular anterior e
posteriormente, sendo a regido posterior denominada zona bilaminar ou retrodiscal.
Essa regido apresenta dois estratos, o superior, composto de fibras elasticas, e o
inferior, composto de fibras colagenas, sendo a Unica estrutura capaz de tracionar
posteriormente o disco articular, caracterizando-se por ser ricamente inervada e
vascularizada e, portanto, fonte importante de dor nas disfuncdes
temporomandibulares (DTM) que envolvam a ATM (FUJITA; HOSHINO, 1989;
ALOMAR et al., 2007; WILLARD et al., 2012).

A cartilagem hialina desempenha um papel crucial na funcdo da ATM,
facilitando a articulacdo com o disco da ATM e reduzindo cargas pontuais sobre o
0sso subjacente, sendo constituida de fibras de colageno (tipo I, IX e Xl) e
condrocitos (TANAKA et al., 2008; KURODA et al., 2009).
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A ATM é envolta por capsula fibrosa frouxa, insere-se superiormente nos
limites da face articular do temporal e abaixo no colo do condilo da mandibula. Uma
das funcbes da membrana sinovial € a producdo do liquido sinovial. Este é
composto por solucdo aquosa de sais minerais retirados do sangue, glicose e
pequenas quantidades de proteina que penetram e nutrem as fibrocartilagens. O
liquido sinovial é responsavel pela diminuicdo da friccdo entre as superficies
articulares, nutrindo as células do disco articular e da cartilagem articular atuando
ainda na defesa local uma vez que possui células como linfocitos e macrofagos
(MACIEL, 1996; OKESON, 2000; MADEIRA, 2003).

Geralmente, as superficies articulares ndo s&o inervadas e,
consequentemente, incapazes de iniciar uma resposta sensitiva de qualquer tipo,
incluindo nocicepcao. Portanto, a dor oriunda das ATMs pode emanar das estruturas
de tecidos moles associadas a articulacdo ou dos tecidos 6sseos propriamente ditos.
A dor que emana das estruturas 6sseas, em geral, ocorre somente apés a perda da

superficie articular fibrosa da articulagdo. Quando isto ocorre, € comumente
chamado de artrite (OKESON, 1998).

Alguns mecanismos ja foram propostos na perspectiva de elucidar os
mecanismos associados com a fisiopatologia da dor advinda da ATM. Desta forma,
alguns autores demonstraram a participacdo de mediadores inflamatérios como
citocinas (IL-1, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a), substéncias P, prostaglandinas e o6xido
nitrico, na génese da dor advinda da ATM (NOZAWA-INOUE et al.,, 2003;
TAKEUCHI et al., 2004; TAKEDA et al., 2006; MORGAN; GEBHART, 2008).

2.5.2 Disfuncéo Temporomandibular

Segundo a Academia Americana de Dor Orofacial (AAOP, 2010), as
disfuncbes temporomandibulares (DTM) englobam um grupo de condicbes
musculoesqueléticas e neuromusculares que envolvem as ATMs, os musculos
mastigatorios e todos os tecidos associados, podendo desencadear sinais e
sintomas como dores na regido da ATM, cefaleia secundaria, dor nos musculos da
mastigacéao, otalgia, dor facial, limitacdo de abertura de boca, dor cervical, cansaco,
dor durante a mastigagéo, zumbido, dor na mandibula, dentre outros. A somatoria ou

a exacerbacgao desses sinais e sintomas podem levar a auséncia ou insuficiéncia de
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trabalho ou interagGes sociais, resultando em uma redugcdo na qualidade de vida
(GREENE et al., 2010).

As DTMs apresentam etiologia multifatorial tendo como fatores de risco
traumas na regido de face e pescoc¢o; habitos parafuncionais como mascar chicletes,
onicofagia, habito de morder objetos e bruxismo; habitos posturais e habitos
ocupacionais como 0 uso continuo do telefone por telefonistas e musicos com
instrumento de sopro ou instrumento com apoio na mandibula (ISRAEL et al., 1999;
MANFREDINI et al., 2003). Problemas psicolégicos, ansiedade, depressao e
estresse também tém grande correlacdo. Envolvimento de alteracdes sistémicas
relacionadas primariamente com doencas reumatoldgicas, como esclerose
sistémica, polimiosite, dermatomiosite, espondilite = anquilosante, gota,
condrocalcinose e desordens autoimunes (sindrome de Sjogren), artrite reumatoide
e lupus eritematoso sistémico, assim como fibromialgia, sdo importantes de serem
investigadas durante anamnese dos pacientes (FREDRIKSSON et al., 2003;
MERIGHI et al.,2007; SMYTHE, 2005).

Estudos epidemiol6gicos estimam que 40 % a 75 % da populagédo
apresente ao menos um sinal de DTM, como ruidos na ATM, e 33 % pelo menos um
sintoma, como dor na face ou na ATM (LEEUW, 2010). Segundo Nilsson et al.
(2007) a prevaléncia de DTM € maior no sexo feminino e na faixa etaria entre 21 e

40 anos.

A Academia Americana de Dor Orofacial (AAOP) estabeleceu uma nova
classificacdo das diferentes formas de DTM, que séo divididas em dois grandes
grupos, a saber: DTM muscular e DTM articular (LEEUW, 2010). As primeiras
incluem mialgia local, miosite, mioespasmo, mialgia centralmente mediada,
contratura miofibrotica e dor miofascial. Por outro lado, as DTM articulares incluem
desordens congénitas ou de desenvolvimento, fratura do coéndilo, anquilose,
deslocamento da ATM, condi¢cdes nao inflamatorias como osteoartrites, condigdes
inflamatorias como sinovite/capsulite e poliartrites, e deslocamento do disco com e
sem reducédo (LEEUW, 2010).

Alguns estudos relatam o controle de sinais e sintomas em mais de 90 %

dos pacientes que receberam tratamentos conservadores. Educacdo do paciente,
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automanejo, intervencdo comportamental, terapias fisicas (termoterapia, terapia de
resfriamento, laser, estimulacdo elétrica neural transcutanes-TENS), acupuntura,
utilizacdo de farmacos, placas interoclusais, treinamento postural e exercicios
compdem a lista de opcbes aplicaveis (OKESON, 2000; YUASA; KURITA, 2001; DE
LAAT, 2003).

Apesar do curso incapacitante das DTM, nenhuma das intervencoes
terapéuticas disponiveis na atualidade € curativa, (OKESON, 2000; YUASA;
KURITA, 2001; DE LAAT, 2003), limitando-se, portanto, a aliviar os sinais e sintomas
da doenca. A compreensdo da fisiopatologia da dor orofacial advinda da ATM,
elucidando os mediadores inflamatérios envolvidos no surgimento de suas
alteracdes inflamatérias podera contribuir para a introducdo de novas abordagens
terapéuticas mais especificas, trazendo beneficios superiores a um tratamento

paliativo.
2.5.3 Mediadores inflamatérios na Dor orofacial

Estudos pré-clinicos e clinicos desenvolvidos nas Ultimas décadas
sugerem gue na fisiopatologia das DTMs varios mediadores inflamatérios tém sido
associados, tais como: citocinas, produtos derivados do acido arquidbnico
(prostaglandinas), 6xido nitrico (NO), dentre outros. O NO é produzido pela oxidagéo
do aminoéacido L-arginina, sendo essa reacdo catalizada pelas isoenzimas Oxido
nitrico sintase (NOS) (MONCADA; PALMER, 1990). Essa reacdo tem também como
produto L-citrulina e necessita da participacdo de cofatores como o NADPH e FAD
(KWON; NATHAN.; STUEHR, 1989). Esta conversao € estereoespecifica, uma vez
que D-arginina ndo funciona como substrato para a producdo de NO. Uma vez
produzido, a maioria das acées do NO se devem a ativacdo da guanilato ciclase,
resultando na formacdo do segundo mensageiro intracelular GMPc (IGNARRO;
BYRNS; WOOD, 1988; MURAD et al., 1990).

Uma grande variedade de células é capaz de produzir NO, dentre as
quais destacam- se células endoteliais, neutréfilos (REES et al., 1990; McCALL et
al., 1991), macrofagos (STUEHR; MARLETTA, 1987) sinoviocitos e condrocitos
(BEZERRA et al., 2004). Com relagéo a essas ultimas, foi demonstrado que o NO

derivado dos condrocitos contribui de forma significante para a quantidade total de
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NO produzido na cavidade articular durante artropatias inflamatorias (BEZERRA et
al., 2004).

Foram descritas trés isoformas da NOS, a saber: NOS endotelial (NOS;) e
neuronal (NOS3), ambas expressas constitutivamente (NOSc) e a NOS, (NOS
induzida-NOSi), que tem sido detectada em algumas células apds exposicdo a
agentes inflamatérios (FUKUTO; CHAUDHURI, 1995). As isoformas constitutivas
levam a producgéo de pequenas quantidades de NO (picomoles), por curtos periodos
de tempo, sdo célcio-calmodulina-NADPH dependentes e estdo presentes no
endotélio vascular, plaguetas e cérebro. Além disso, essas isoformas estao
envolvidas primariamente na modulacdo de processos fisiol6gicos associados a
homeostase, tais como, relaxamento vascular, agregacdo plaquetaria, regulacdo da
pressdo sanguinea e neurotransmissdo. Por outro lado, a NOS2 pode ter sua
expressdo induzida em uma grande variedade de células, incluindo macréfagos,
células endoteliais, hepatocitos e células da glia, por estimulos inflamat6rios como
citocinas (IL-1, IL-2, TNF-a) e LPS, produzindo grandes quantidades de NO
(nanomoles), por longos periodos de tempo. Essa isoforma é calcio independente e
sua expressdo € inibida por algumas citocinas (IL-4, IL-8, IL-10) (OSWALD et al.,
1992; McCALL et al., 1991) e glicocorticoides (GC) (KENGATHARAN, De KIMPE;
THIEMERMANN, 1996). A inibicdo da NOSi pode explicar alguns dos efeitos
benéficos dos GC sobre o choque séptico, asma e artrite reumatoide, em que a
liberacdo excessiva de NO pode ser responsavel pela vasodilatacdo e dano tissular
(MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1991). A rigor, considera-se que o NO gerado ap6és
a inducdo da NOSi estd envolvido em fendmenos fisiopatolégicos (MONCADA;
PALMER; HIGGS, 1991).

Ademais, esses mediadores produzidos durante a resposta inflamatéria
também podem ativar sistemas de defesa em células expostas ao estresse,
promovendo um feedback negativo na ativagcédo celular e geracdo de mediadores
inflamatorios. Neste sentido, a via da hemeoxigenase (HO) mostra sua relevancia.
Trés isoformas da HO (HO-1, HO-2 e HO-3) foram identificadas (MCCOUBREY;
HUANG; MAINES, 1997). HO-1, a forma induzida da HO, € geralmente expressa em
condicdes de estresse oxidativo, isquemia e reperfusédo e € estimulada por citocinas

pro-inflamatoérias, NO, endotoxinas e heme, o seu substrato, representando um
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mecanismo de defesa celular que pode modular a resposta inflamatoria (FUJITA et
al., 2001; YACHIE et al., 2003). A ativacdo de HO-1 resulta em redugcéo do dano
oxidativo e apoptose, reduzindo eventos inflamatérios como edema, migracao celular
e producdo de citocinas pro-inflamatérias (ALCARAZ; FERNANDEZ; GUILLEN,
2003). HO-2 e HO-3 séo as formas constitutivas expressas na maioria dos tecidos
(MCCOUBREY; EWING; MAINES, 1992; MCCOUBREY; HUANG; MAINES, 1997).

A expressdao aumentada da HO-1 em uma variedade de condigbes
patolégicas (asma, rejeicdo ao enxerto, pancreatite, Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, sepse, aterosclerose) e a associacdo entre esse aumento e efeitos
protetores sobre os tecidos sugere que a atividade da HO-1 pode desempenhar um
importante papel durante o curso desses eventos (WUNDER; POTTER, 2003).
Embora os eventos bioquimicos através dos quais a HO module essa protecéo ainda
careca de maiores elucidacdes, indubitavelmente, os produtos da ativacdo da HO-1,
que incluem monoxido de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro, estdo envolvidos
nessa mediacdo. Neste sentido, nos dltimos anos, varios estudos vém
demonstrando que a HO-1, seu substrato heme e seus produtos, CO e BVD, séo
capazes de modular o processo inflamatério. Foi demonstrado que o grupo heme é
capaz de estimular producao de radicais livres, aumento de permeabilidade vascular,
expressdo de moléculas de adesdo e infiltracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatério (SHONO et al., 1996). Entretanto, pequenas concentracbes de heme
podem possuir efeito anti-inflamatorio e citoprotetor através do aumento da
expressdo da HO-1 e da estimulagéo da formacédo de HO-1 e seus produtos, como o
CO e BVD. A biliverdina é capaz de reduzir a migracao de neutréfilos, exsudacao e
liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e a expressdo de proteinas de adeséo
(HAYASHI et al., 1999; VICENTE et al., 2003), sugerindo que a expressédo de HO-1
possui efeito anti-inflamatério. De fato, o aumento da atividade da HO-1 reduz a
migracao de neutrdfilos, exsudacgéo e liberacdo de mediadores pré-inflamatérios e a
expressdo de moléculas de ades&o (ALCARAZ; FERNANDEZ; GUILLEN, 2003). Por
outro lado, a inibicdo da HO-1 pelo Zinco protoporfirina-1X (ZnPP-1X), um inibidor
especifico da HO-1, aumenta a expressao das moléculas de adeséo e a liberacdo de
mediadores proé-inflamatorios (BELCHER et al., 2006), sugerindo um possivel efeito
anti-inflamatorio da via da HO-1/BVD/CO.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

As condigbes inflamatorias e a dor oriundada da articulagéo
temporomandibular (ATM) apresentam etiologia multifatorial, com grande
comprometimento funcional, reduzindo a qualidade de vida dos individuos
acometidos. ((LEEUW, 2010))Apesar de seu potencial destrutivo e incapacitante,
nenhuma das intervencdes terapéuticas disponiveis na atualidade € curativa,
limitando-se a aliviar os sinais e sintomas da doenca. (OKESON, 2000; YUASA,
KURITA, 2001; DE LAAT, 2003) A compreensado da fisiopatologia das condicbes
inflamatdrias e da dor oriunda da ATM, elucidando os mediadores inflamatoérios
envolvidos no surgimento das alteracdes destrutivas desse processo nosologico,

pode contribuir para a introdugcéo de novas abordagens terapéuticas.

As plantas medicinais simbolizam, muitas vezes, 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Ainda hoje, nas regifes mais
pobres do pais e até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais sao
comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais. O semi-arido nordestino é considerado uma &area com caracteristicas
sociais, econbmicas e ecologicas bem particulares, uma vez que o sertanejo
sobrevive, muitas vezes, a custa dos recursos bibticos para suprir suas
necessidades, inclusive de medicamentos. A OMS recomenda a pratica do uso de
plantas medicinais nos programas de atencdo primaria a saude como forma de
diminuir os custos destes programas e ampliar o numero de beneficiados,
principalmente nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento onde persistem

os grandes bolsdes de pobreza (BIESKI, 2011).

A identificacdo de novas fontes naturais visando o desenvolvimento de
fitofarmacos beneficiara a economia de paises em desenvolvimento, possibilitando
uma maior autonomia no gerenciamento de politicas de saude publica, contribuindo

para o acesso da populacdo a medicamentos seguros e de baixo custo.

A espécie Chresta martii (DC.) H. Rob. é uma planta pertencente a familia
Asteraceae, com caracteristicas de Caatinga, sendo geralmente encontrada entre

rochas as margens do Rio Sao Francisco, principalmente na regido do Xingé, no
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Nordeste do Brasil, conhecida pela populagdo local por suas propriedades no
combate a doencas do trato gastrintestinal (ROBINSON 1980; AGRA et al., 2008;
ALMEIDA et al., 2005; ALMEIDA et al., 2006; ROQUE et al., 2008). Trabalhos
realizados pelo nosso grupo (SILVA et al.,2012 ,2013) mostraram efeito
gastroprotetor em modelos de lesdo géstrica induzidos por &lcool e indometacina,
apresentando atividade antioxidante e efeito anti-quimiotaxico, vislumbrando, assim,

um potencial efeito anti-inflamataorio.

O estudo dos efeitos da Chresta martii (DC.) H. Rob. na modulacdo da
nocicepcao e da inflamacdo observado no modelo de hipernocicepcao inflamatéria
induzida por zymosan na ATM podera contribuir para a identificacdo de uma nova
abordagem terapéutica dos processos dolorosos e inflamatérios, desenvolvendo

opc¢des que proporcionem uma melhora da qualidade de vida desses pacientes.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Avaliar eficacia e seguranca do extrato hidro alcodlico de Chresta martii
(DC.) H. Rob. no modelo de hipernocicepcédo inflamatéria ATM induzida por

Zymosan em ratos.
4.2 Objetivos Especificos

v Analisar a eficacia antinociceptiva e anti-inflamatéria do extrato
hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob. no modelo de hipernocicepcao
inflamatoriana na ATM induzida por Zymosan em ratos;

v Investigar o envolvimento do oxido nitrico (NO) e da via da
hemeoxigenase-1 (HO-1) no mecanismo de acdo antinociceptivo e anti-
inflamatério Chresta martii (DC.) H. Rob. no modelo de hipernocicepcao
inflamatoriana na ATM induzida por Zymosan em ratos;

v' ldentificar a seguranca do extrato hidroalc6olico de Chresta martii

(DC.) H. Rob. em camundongos.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Material Botanico (Chresta martii (DC.) H. Rob.)

Partes aéreas (folhas e flores) de C. martii foram coletadas em 31 de julho
de 2010 na regiao do Xingd, Sergipe, Brasil (longitude -37,940 e latitude variando de
-9,5563 a -9,5548, altitude 130 m). ApOs autenticacdo dos espécimes, feita pela Dr2.
Nadia Roque (Departamento de Botanica do Instituto de Biologia — Universidade
Federal da Bahia, Brasil), uma exsicata (protocolo n° 14602) foi depositada no
Herbério da Universidade do Vale do Acarau (Sobral, Ceard, Brasil).

O po6 seco das partes aéreas da planta (100 g) foi extraido usando-se
uma solucdo de etanol 50 % em temperatura ambiente (28 = 3 °C) durante 48 h.
Depois de filtrada, a solucdo verde-escuro foi concentrada a 50 °C, sob presséo
reduzida, até a secagem, e mantida em freezer. Uma diluicdo fresca do extrato seco
em solugdo salina (0,9 % NaCl) foi preparada no dia dos experimentos, e

administrada via oral ou intraperitoneal, em diferentes doses.
5.2 Animais

Foram utilizados 160 ratos Wistar machos (180-250 g) e 10 camundongos
Swiss machos (25-30 g), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do
Ceard — UFC e alojados no Centro de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Sobral e
Biotério Setorial da UFC — Campus de Sobral. Os animais foram mantidos em ciclo

claro/escuro de 12 h, em temperatura 25 + 2° C, com agua e racao ad libitum.

Todos os esforcos foram feitos para minimizar o numero e o sofrimento
dos animais utilizados. O protocolo experimental estava de acordo com “Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratério (SBCAL) e foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Ceara, recebendo o n° 57/ 10.
5.3 Drogas, reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados nesse estudo apresentaram grau de pureza e
propriedades analiticas adequadas. As drogas e reagentes utilizados para o
desenvolvimento deste trabalho foram: acetato de sodio, acido acético glacial P.A.
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(MERCK), é&cido cloridrico P.A (HCI), acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
agua deionizada Milli-Q (g.s.p.), alcool comercial, alcool etilico P.A, azul de Evans
2,5 %, Carbonato de Sédio (MERCK), cloreto de sédio (NacCl), eosina, fosfato de
potassio dibasico, fosfato de potassio monobasico, formaldeido P.A., Glibenclamida
(Sigma Chemical Company), hematoxilina, hidrato de cloral (Vetec), hidréxido de
sodio (NaOH), Indometacina (SAL-Sigma), N(w)-Nitro-L-arginine methyl ester (L-
NAME), o-dianosidina (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA), peréxido de hidrogénio
(H202), solucéo salina 0,9 % (estéril e apirogénica), Tampédo Carbonato de Sdadio
(50 mM), tribromoetanol, Tween 80 (UBS), violeta de genciana (Reagen), Zinco
Protoporfirina-IX (ZnPP-IX) (Sigma), Zymosan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

As drogas e reagentes foram solubilizadas em salina estéril (0,9 %, NacCl),

agua destilada ou ultra-pura.
5.3.1 Solucdes

Liquido de Turk:

Acido acético glacial P.A. (MERCK)..........ccccoevveeeeeeeeeeeeeeeeenne, 20 ml
Violeta de geNCIANA ........uuvuueiiiiiiieee et e e e eeeeees 2,0ml
e U E= o L= 11 F=To - N 1,0 litro

Tampdo Carbonato de Sddio (50 mM) para diluicdo de Zinco Protoporfirina-1X
(ZnPP-IX) (Sigma):

Carbonato de S6dio (MERCK) .......ccuuviiiiiiiiiiccee e 0,539
Agua deionizada Milli-Q (0.S..) «eeveeveevereereieeeeeeece e e 100 ml
Tampéo Citrato 0.1M pH 6.0:

Citrato de s6dio monohidratado................cccceeeeieeiiiieeiiiiicceeeeis 219
H20 deStilada........ccooeiiiiiiieiee e 1 litro

A solugédo mée (1 M) foi diluida 10 vezes (concentracao final 0.1 M)
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5.4. Protocolo experimental

5.4.1 Inducdo e avaliacdo da hipernocicepcdo inflamatériana articulacao
temporomandibular (ATM) de ratos

Foi realizado treinamento para que 0s animais permitissem a afericdo da
hipernocicepcao inflamatoria articular. Primeiramente foi realizada tricotomia na
regido da ATM esquerda de ratos Wistar. Durante o treinamento, os animais eram
transferidos para gaiolas individuais onde foram mantidos previamente por trinta
minutos e condicionados a receber estimulos mecanicos na ATM esquerda durante
quatro dias que antecedem ao dia de inducdo da hipernocicepcéo inflamatéria e
afericdo da nocicepcdo. No quinto dia, foi obtido o valor basal (média de trés
medidas) da ATM esquerda (DENADAI-SOUZA et al., 2009). Neste dia, procedeu-se
a inducdo da hipernocicepcao inflamatéria. Para tanto, os animais foram
anestesiados com tribromoetanol a 10 % (1 mL/100 g; i.p.) para proceder a injecao
intra-articular (i.art.) de Zymosan (2 mg/articulagao; 40 L), dissolvido em solugao
salina estéril na ATM esquerda dos animais, utilizando agulha de insulina com
calibre de 29 G em seringa de 0,5 mL (CHAVES et al., 2011). Um grupo controle
recebeu solucéo salina estéril 0,9 % no mesmo volume na ATM esquerda. A agulha
foi inserida no ponto imediatamente inferior a borda posterior do arco zigomatico e
avancada em direcdo medial e anterior até contato com o céndilo. Esse contato foi
verificado movimentando a mandibula, e a puncédo da agulha no espaco articular foi
confirmada pela perda de resisténcia, quando se injetou o Zymosan.

Na 42 hora ap6s a inducdo da hipernocicepcdo, a hipernocicep¢ao
inflamatoria articular foi registrada através do comportamento de retirada da cabeca
do animal (head-withdrawal threshold) em resposta a aplicacdo de uma forca (g) de
intensidade crescente a articulacdo temporomandibular (ATM) (CHAVES et al.,
2011). Classicamente, um dos métodos utilizados para avaliar a presenca de
alodinia é através do emprego de filamentos de von-Frey. Em nosso estudo,
utilizamos um equipamento desenvolvido pela Insight (Ribeirdo Preto, SP, Brasil), 0
qual & baseado em um sistema de transducéo digital que registra a forca maxima
aplicada ao animal até o momento de sua resposta de retirada (DENADAI-SOUZA et

al.,, 2009). Na 6a hora apés a inducdo da hipernocicepcdo inflamatoria foram
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coletadas as amostras para avaliagao dos parametros: (1) influxo celular no lavado
sinovial; (2) dosagem de mieloperoxidase (MPO) no lavado sinovial e (3) analise

histopatolégica da ATM, como detalhado a seguir.
5.4.2 Contagem do influxo celular no lavado sinovial

Na 6% hora apds a inducdo da artrite, os animais foram anestesiados com
hidrato de cloral 10 % (0,1 mL/35 g) e eutanasiados por exsanguinacdo. Procedeu-
se dissecacdo dos tecidos superficiais até atingir a ATM para coleta do lavado
sinovial. A seguir, as ATMs esquerdas foram lavadas com volumes de 0,05 mL (2 x)
de solucdo com tampao fosfato de potassio (PBS) e EDTA. Dos lavados articulares
obtidos, retiramos uma aliquota (10 pL) que, apds coloragdo em solugéo de Turk (90
pL), foi utilizada para contagem total do nimero de leucdcitos utilizando camara de
Neubauer em microscépio 6ptico com aumento de 20 x. O restante do lavado foi
armazenado a — 80 °C em tubos eppendorfs para posterior dosagem de

mieloperoxidase.
5.4.3 Avaliacdo da atividade de mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente predominantemente
nos granulos azurdfilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como um marcador
quantitativo da infiltracdo de neutréfilos nos processos inflamatérios em varios
tecidos. Utilizando a técnica descrita por Bradley et al. (1982), a atividade da MPO
por mL de lavado articular foi aferida utilizando 0,0005 % de peroxido de nitrogénio
como substrato para a MPO. A unidade da atividade de MPO foi definida como

aquela capaz de converter 1 umol de peroxido de nitrogénio em agua em 1 minuto.
5.4.4 Andlise histopatoldgica da articulagcdo temporomandibular (ATM)

Na 6a hora, apos a inducéo da artrite, os animais foram anestesiados com
hidrato de cloral 10 % (0,1 mL/35 g), eutanasiados por exsanguinacdo e suas ATM
removidas. As articulacdes foram fixadas em formol 10 % por 24 h. Em seguida, as
ATM foram descalcificadas com EDTA 10 %, embebidos em parafina e seccionados
no longo eixo da ATM, em sec¢des de 4 um, que incluiam céndilo, cartilagem
articular, tecido periarticular e disco articular para coloracdo pelos métodos de

hematoxilina-eosina (H&E). As articulagdes foram analisadas em microscépio optico
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Leica acoplado a computador. Foi realizada anélise semi-quantitativa das laminas,
avaliando-se os critérios histopatologicos de Chaves et al. (2011), que incluiram:
influxo celular inflamatério na membrana sinovial . Atribuiram escores de 0 a 4,
sendo 0 quando os critérios avaliados estavam ausentes; e 1, 2, 3 ou 4 quando

esses critérios foram discretos, leves, moderados ou intensos, respectivamente.
5.5 Avaliacdo da seguranca
5.5.1 Estudo de toxicidade aguda

A toxicidade aguda (DL50) ap6s administracéo oral ou intraperitoneal do
EHA de C. martii foi avaliada em camundongos (n = 10)]. Doses variadas (10-2000
mg/kg, i.p. ou 50-3000 mg/kg, p.0.) ou solucdo salina (5 mL/kg p.o.) foram
administradas aos animais em dose Unica. Os animais foram observados por um

periodo de 48 h para o registro de sinais de toxicidade e mortalidade.
5.5.2 Estudo de seguranca

Perda de massa corporal e dosagem de massa hepdtica, alteracdes na
contagem de células sanguineas e o0s parametros bioquimicos aspartato
aminotransferase e (AST), alanina aminotransferase (ALT), amilase e lipase foram
avaliados apés tratamento subcrénico com dose Unica diaria de EHA (400 mg/kg,
p.0.) ou solucdo salina (5 mL/kg p.o.), durante 14 dias consecutivos. No 15° dia,
todos os animais foram anestesiados com tribromoetanol (200 mg/kg, i.p.), e
amostras de sangue foram coletadas a partir do plexo retro orbitario. A andlise
hematoldgica foi realizada através de analisador automatico (Pentra 80, Horiba ABX,
Montpellier, Franca). As amostras sanguineas foram analisadas para mensuracéo
dos seguintes parametros: contagem de eritrocitos, concentracdo de hemoglobina,
hematdécrito, contagem de plaquetas, contagem total e diferencial de leucdcitos
(neutrdfilos, mondcitos e linfécitos). Para analise bioquimica do soro, o sangue foi
centrifugado a 3000 g, durante 15 min apds coleta. As amostras de soro foram
estocadas a -80°C até as analises. Os parametros bioquimicos que seguem foram
determinados por testes enzimaticos e colorimétricos da Labtest Diagnostica (Lagoa
Santa/MG, Brasil): AST, ALT, amilase e lipase. Ap0s a eutanasia, o figado foi
removido e pesado. Baco, rins e coracao foram avaliados macroscopicamente para

possiveis alteragfes de coloracao.
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5.6 Modulagcdo Farmacolégica

5.6.1 Administracdo de Chresta martii (DC.) H. Rob.no modelo de
hipernocicepcéo inflamatoria na articulagdo temporomandibular por Zymosan

Ratos Wistar receberam (per os) 1 hora antes da inducdo da
hipernocicepc¢éo inflamatoéria o extrato hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob
nas doses 100, 200 ou 400 mg/kg dissolvido em solucédo salina estéril. O grupo
Sham recebeu (per 0s) o veiculo (salina 0,9 %) 1 h antes da inje¢&o intra-articular de
salina estéril 0,9 %. Indometacina (5 mg/kg; s.c.), dissolvida em salina estéril, foi
utilizada como controle positivo. O grupo Zymosan (Zy) representa animais que
receberam (per os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h apds da injecéo (i.art) de

Zymosan (2 mg; 40 pl). (Figura 7)
5.6.2 Investigacdo do mecanismo de acado de Chresta martii (DC.) H. Rob

Na perspectiva de identificar o possivel mecanismo de ac¢do de Chresta
martii (DC.) H. Rob, grupos de animais foram pré-tratados com L-NAME (30 mg/kg;
I.p.), inibidor n&o-seletivo da NO sintetase; ou ZnPP-IX (3 mg/kg; s.c.), inibidor
seletivo da hemeoxigenase 1 — HO-1. Ap6s 30 minutos, para os tratamentos por via
S.c., ou ap6s 1 h para os tratamentos por via i.p., 0S grupos receberam (per 0s)
Chresta martii (DC.) H. Rob na dose de 400 mg/kg. Todas as drogas foram
dissolvidas, ao abrigo da luz, em salina estéril 0,9 %, exceto o ZnPP-IX que foi

dissolvido em tampé&o Na,COs. (Figura 8)
5.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média
(E.P.M.). As médias dos varios procedimentos experimentais foram comparadas
utilizando a anélise de variancia (ANOVA), seguido do teste Bonferroni, adotando-se
o nivel de significancia de 5 % (p < 0,05). Para analise histopatoldgica, os dados
foram expressos em mediana, e foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e Dunn’s para
diferenciacdo estatistica. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. A

analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad Prism (verséo 5.0)
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Figura 7- Esquema ilustrativo da administragéo de Chresta martii no modelo de
hipernocicepg¢ao inflamatoria na articulagdo temporomandibular induzida por

zymosan
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Medida basal da hipernocicepc¢éo articular
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Administracdo das drogas: L-NAME (i.p)
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Apobs 30 min via s.c ﬂ Apo6s 60 min via i.p
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Figura 8- Esquema ilustrativo dos mecanismos de ac&do associado ao extrato
hidroalcéolico Chresta martii no modelo de hipernocicep¢do inflamatoria na
articulacao temporomandibular por zymosan.
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6 RESULTADOS

6.1 Efeitos do extrato hidroalcdlico de Chresta martii (DC.) H. Rob no modelo
de hipernocicepcdo inflamatéria induzida por Zymosan na articulacéo

temporomandibular de ratos

6.1.1 Avaliacdo dos efeitos do extrato hidro alcoolico de Chresta martii (DC.) H.

Rob na hipernocicepcéo articular

Na Figura 9, observa-se que a administracdo (per o0s) do extrato
hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob (400 mg/kg) reduziu de forma
significante (p < 0,05) a hipernocicepc¢éao articular, quando comparado ao grupo Zy.
Estes resultados foram similares ao observado com o grupo tratado previamente
com Indometacina (5 mg/kg; s.c.), anti-inflamatério ndo esteroidal usado como

controle positivo.

6.1.2 Efeitos do extrato hidro alcodlico Chresta martii (DC.) H. Rob sobre a

celularidade no lavado sinovial

O pré-tratamento com o extrato hidroalcoolico de Chresta martii (DC.) H.
Rob (400 mg/kg; per os) reduziu de forma significante (p < 0,05) o influxo celular na
62 hora, em relacdo ao grupo Zy (Figura 10). Estes resultados foram similares ao
observado com o grupo tratado previamente com Indometacina (5 mg/kg; s.c.), anti-

inflamatorio ndo esteroidal usado como controle positivo.

6.1.3 Efeitos do extrato hidro alcodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob sobre a

atividade de mieloperoxidase (MPO)

A Figura 11 ilustra que a administracdo (per os) do hidro alcodlico de
Chresta matrtii (DC.) H. Rob (100, 200 ou 400 mg/kg) reduziu de forma significante
(p < 0,05) a atividade de MPO, em relacdo ao grupo Zy. Estes resultados foram
similares ao observado com o grupo tratado previamente com Indometacina (5

mg/kg; s.c.), anti-inflamatério ndo esteroidal usado como controle positivo.
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Figura 9 - Efeito da administracdo do extrato hidro alcodlico de Chresta martii
(DC.) H. Rob. na hipernocicepcao articular em ratos submetidos a inducéo da
artrite por Zymosan na articulacdo temporomandibular (ATM). Ratos Wistar
receberam injecao intra-articular (i.art.) de Zy (2 mg; 40 yL) na ATM esquerda. O
grupo Sham recebeu 40 uL de solucao salina (i.art.). A hipernocicepgao articular foi
avaliada na 42 h apoés injecdo (i.art.) de Zy ou de solucdo salina. O extrato
hidroalcoolico de Chresta martii (100 ,200 ou 400 mg/kg) foi administrada (per os) 1
h antes da inducéo da artrite. Os dados representam a média £ E.P.M. (n = 6). *p <
0,05 em relagcdo ao grupo Zy; # p < 0,05 em relagcdo ao grupo Sham (ANOVA,
Bonferroni).



56

40000+
#

™

€ 30000+

£

B

S 20000+

o

: T |

o 10000+

—

* *
0 | |

Sh'am In:jo 160 260 460 mg/kg

Chresta martii

Zy 2 mg/40 uL

Figura 10 - Efeito da administracdo do extrato hidro alcodlico de Chresta martii
(DC.) H. Rob. sobre o numero total de leucécitos no lavado sinovial na artrite
induzida por Zymosan (Zy) na articulacdo temporomandibular (ATM) de ratos.
Ratos Wistar receberam injecao intra-articular (i.art.) de Zy (2 mg; 40 pyL) na ATM
esquerda. O grupo Sham recebeu 40 pL de solugéo salina (i.art.). A contagem do
namero total de leucécitos foi realizada na 62 h apos injecao (i.art.) de Zy ou de
solucdo salina. O extrato hidro alcodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob. (100, 200 ou
400 mg/kg) foi administrada (per os) 1 h antes da inducdo da artrite. Os dados
representam média + E.P.M. (n = 6). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Zy; # p < 0,05

em relacdo ao grupo Sham (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 11 - Efeito da administracdo do extrato hidro alcodlico de Chresta martii
(DC.) H. Rob. sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) no lavado sinovial
na artrite induzida por Zymosan (Zy) na articulacdo temporomandibular (ATM)
de ratos. Ratos Wistar receberam injecao intra-articular (i.art.) de Zy (2 mg; 40 pL)
na ATM esquerda. O grupo Sham recebeu 40 uL de solugao salina (i.art.). A coleta
do lavado sinovial foi realizada na 6% h apds injecdo (i.art.) de Zy ou de solucéo
salina. O do extrato hidro alcodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob. (100,200, ou 400
mg/kg) foi administrada (per os) 1 h antes da inducdo da artrite. Os dados
representam a média + E.P.M. (n = 6). *p < 0,05 em relacéo ao grupo Zy; # p < 0,05
em relacdo ao grupo Sham (ANOVA, Bonferroni).
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6.1.4 Andlise histopatoldgica das ATMs de ratos submetidos a inducdo da
artrite na ATM esquerda tratados com extrato hidro alcodlico de Chresta martii
(DC.) H. Rob.

A Tabelal ilustra os escores atribuidos as alteragdes histopatologicas na
ATM de ratos submetidos a inducéo da artrite na ATM esquerda pela injecéo intra-
articular (i.art) de Zymosan (Zy) e tratados com extrato hidro alcoodlico de Chresta
martii (DC.) H. Rob. (400 mg/kg; per os) ou Indometacina (5 mg/kg; s.c.). O grupo
Sham recebeu (i.art.) apenas solucdo salina. Na 62 hora apos inducéo da artrite foi
observado processo inflamatorio moderado, com infiltrado celular inflamatério na
membrana sinovial (MS) (Figura 12). A administracdo de extrato hidro alcodlico de
Chresta martii (DC.) H. Rob. (400 mg/kg; per os) reduziu (p < 0,05) infiltrado celular e
edema na MS. Esses achados podem ser vistos através de fotomicrografias da ATM

e de tecidos periarticulares (Figura 13).
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Tabela 1- Analise histopatoldégica das ATMs de ratos submetidos a inducéo da
artrite na ATM esquerda tratados com extrato hidro alcoélico de Chresta martii
(DC.) H. Rob.

Grupos Influxo Celular na Membrana Sinovial
Sham 0 (0-0)*
Indometacina 0 (0-1)*
Zymosan 3 (1-4)
Chresta martii 1,5 (1-2)*
(400mg/kg)

Dados representam mediana e variacdo de pelo menos 5 ATMs por grupo. *p < 0,05
em relacdo ao grupo Zy (Kruskal-Wallis; Dunn's).
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Figura 12 - Fotomicrografias ilustrativas das articulacdes
temporomandibulares (ATMs) de ratos submetidos a inducdo da artrite por
Zymosan (Zy). (A) e (B): animais que receberam injegéo intra-articular (i.art.) de
solucéo salina (aumento de 40 x e 400 x, respectivamente) sem infiltracdo celular na
membrana sinovial; (C) e (D): animais submetidos & inducdo da artrite pela injecéo
(i.art.) de Zy (aumento de 40 x e 400 x, respectivamente) mostrando infiltrado celular
na MS. Aumento de 40x e 400x. C: condilo; CA: cartilagem articular; DA: disco
articular; MS: membrana sinovial; TME: tecido muscular estriado esquelético. Setas

ilustrando infiltrado celular inflamatério.
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Figura 13-Fotomicrografias ilustrativas das articulacées temporomandibulares
(ATMs) de ratos submetidos a inducdo da artrite por Zymosan (Zy) e pré-
tratados com a dose de (400 mg/kg) do extrato hidroalc6olico de Chresta martii
(400mg/kg). (A) ATM de animais tratados com Chresta martii (400mg/kg); (B) ATM
de animais tratados com o extrato O extrato hidroalc6olico de Chresta martii
(400mg/kg) mostrando leve infiltrado celular na membrana sinovial. Aumento de 40 x
(A) e 400 x (B). C: condilo; CA: cartilagem articular; DA: disco articular; MS:

membrana sinovial; TME: tecido muscular estriado esquelético.



62

6.2 Investigacdo do possivel mecanismo de acdo de Chresta martii (DC.) H.
Rob. no modelo de hipernocicepcdo inflamatdria induzida por Zymosan na

articulacdo temporomandibular: analise do envolvimento da Hemeoxigenase-1

6.2.1 Efeito do Zinco Protoporfirina IX — ZnPP-IX (inibidor seletivo da
hemeoxigenase 1 — HO-1) sobre a eficacia de Chresta martii (DC.) H. Rob. no

modelo hipernocicepcdo inflamatoria da ATM por Zymosan

A fim de avaliar o envolvimento da via da HO-1 outro grupo foi pré-tratado
(s.c.) com ZnPP-1X (3 mg/kg).Apds 1 h os animais receberam (per 0s) o extrato hidro
alcodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob. O efeito analgésico de Chresta martii (DC.)

H. Rob.foi revertido pelo pré-tratamento com ZnPP-1X (Figura 14)

6.2.2 Efeito da coadministracdo do Zinco Protoporfirina IX — ZnPP-IX (inibidor
seletivo da hemeoxigenase 1 — HO-1) e Chresta martii (DC.) H. Rob. sobre a
celularidade no lavado sinovial no modelo hipernocicepcédo inflamatéria da

ATM por Zymosan .

A fim de avaliar o envolvimento da via da HO-1 outro grupo foi pré-tratado
(s.c.) com ZnPP-1X (3 mg/kg).Apds 1 h os animais receberam (per 0s) o extrato hidro
alcoodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob. N&o houve diferenca estatistica entre os

grupos analisados. (Figura 15)
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Figura 14 - Efeito de Zinco Protoporfirina IX — ZnPP-IX (inibidor seletivo da
hemeoxigenase 1 — HO-1) (3 mg/kg) sobre a eficacia do extrato hidro alcodlico
de Chresta martii (DC.) H. Rob.na hipernocicepcédo articular no modelo de
hipernocicepcdo inflamatéria induzida por Zymosan na articulacéo
temporomandibular. Ratos Wistar foram pré-tratados (s.c.) com ZnPP-IX (3 mg/kg)
e ap6s 30 min receberam (per 0s) o o extrato hidro alcoodlico de Chresta martii (DC.)
Apods 1 h os animais receberam injecao intra-articular (i.art.) de Zy (2 mg; 40 pL) na
ATM esquerda. O grupo Sham recebeu 40 pL de solugcdo salina (i.art.). A
hipernocicepcao articular foi avaliada na 42 h apds injecdo (i.art.) de Zy ou de

solucdo salina. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 6). *p < 0,05 em
relacdo ao grupo Zy; #p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham; dp < 0,05 em relagéo ao

grupo tratado com Chresta martii (DC.) e Zy (ANOVA, Bonferroni).
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Figura 15 - Efeito da coadministracdo do Zinco Protoporfirina IX — ZnPP-IX
(inibidor seletivo da hemeoxigenase 1 — HO-1) e Chresta martii (DC.) H. Rob.
sobre a celularidade no lavado sinovial no modelo hipernocicepcao
inflamatdria da ATM por Zymosan . Ratos Wistar foram pré-tratados (s.c.) com
ZnPP-1X (3 mg/kg) e apds 30 min receberam (per 0os) o extrato hidro alcodlico de
Chresta martii ( 400 mg/kg) . Apds 1 h os animais receberam injecéo intra-articular
(i.art.) de Zy (2 mg; 40 pL) na ATM esquerda. O grupo Sham recebeu 40 pL de
solucéo salina (i.art.). O infiltrado leucocitario foi avaliada na 62 h apés injecao (i.art.)
de Zy ou de solucéo salina. Os dados representam média £ E.P.M. (n = 6). (ANOVA,

Bonferroni).
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6.3 Avaliacdo sistémica do extrato hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H.
Rob.

6.3.1 Ensaio de toxicidade aguda

O EHA (50, 100, 2000 ou 3000 mg/kg) administrado oralmente (p.0.) n&o
resultou em mortalidade ou sinais comportamentais de alteracdo neurologica.
Similarmente, baixas doses do EHA (10 ou 100 mg/kg) injetados via intraperitoneal
(i.p.) n&do produziram modificagbes no comportamento dos animais. Entretanto, o
EHA (1000 mg/kg, i.p.) causou 2 mortes até 6 horas apos o tratamento. Além disso,
a dose de 2000 mg/kg, i.p. causou mais de 50 % de mortalidade em 6 h apds o
tratamento, seguidas por 2 e 1 mortes até as 24 e 36 h, respectivamente, a partir do
inicio do ensaio. Todas as mortes foram precedidas de reducdo da locomocédo e

ptose palpebral.
6.3.2 Ensaio de seguranca

O tratamento com EHA (400 mg/kg, p.o.) durante 14 dias ndo causou
alteracBes na contagem de células sanguineas, hemoglobina, hematécrito ou massa
do figado. Nao foram observadas alteragcdes macroscopicas nos 6rgaos internos. Os
indicadores da funcdo pancreatica (amilase e lipase) também ndo foram alterados.
Os valores de ALT e AST foram significativamente diferentes dos valores do grupo
salina (Tabela 1). A curva da massa corporal do grupo tratado com EHA nao foi

estatisticamente diferente do grupo tratado com salina (Figura 16)
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Tabela 2- Efeito do extrato hidro alcodlico de Chresta martii (DC.) H. Rob.

sobre os parametros sanguineos (AST, ALT, amilase, lipase e contagem de
células) e massa do figado apds tratamento diario em dose Unica durante 14

dias consecutivos.

Parametro Salina (5mL/kg p.o.) EHA (400mg/kg, p.o.)
sanguineo/Tratamento

AST (UIL) 80,69 + 4,33 110,30 + 7,247
ALT (U/L) 51,36 £ 5,54 91,79 +8,43 "
Amilase (U/dL) 733,20 £ 11,48 683,50 £ 17,92
Lipase (U/dL) 276,00 £ 5,86 268,50 + 13,73
Eritrécitos 7,67 £0,17 7,79 £0,17
(milhdes/mm?®)
Hemoglobina (g/dL) 12,84 + 0,34 13,14 + 0,30
Hematdécrito (%) 38,67 +1,11 40,26 + 1,05
Leucadcitos 2.080,00 + 196,00 2.471,00 + 259,80
totais (células/mm?)
Neutrofilos 211,90 £ 45,35 181,30 + 66,89
(células/mm?®)
Linfocitos (células/mm?®) 1.431,00 + 86,20 1.974,00 + 212,10

| Monécitos (células/mm?®) 437,30 £ 95,71 316,40 + 72,83
Plaquetas/mm? 601.300,00 + 43.376,00 514.857,00 + 56.340,00
Massa do figado (Q) 2,12 + 0,07 1,92 + 0,07

Dados apresentados com média + EPM. Teste t de Student

EHA extrato hidro alcodlico de Chresta martii

*p < 0,05 versus grupo salina
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Figura 16- Evolucdo da massa corporal de camundongos tratados com dose
Unica diaria de EHA (400 mg /kg) durante 14 dias consecutivos. Os resultados
estdo expressos como percentagem da massa média inicial. Nao houve diferencas

significativas do ponto de vista estatistico entre grupos salina e EHA neste
experimento
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho propomo-nos a investigar a seguranca e a eficacia
antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato hidroalcoolico de Chresta martii (DC.) H.
Rob. no modelo de hipernocicepcao inflamatoria induzida por zymosan (Zy) na

articulacao témporomandibular (ATM) de ratos.

O modelo experimental de hipernocicepcéao inflamatéria na ATM de ratos
induzida por Zy foi padronizado pelo nosso grupo, reproduzindo as principais
condicbes encontradas clinicamente (CHAVES et al.,, 2011). A ATM de ratos
apresenta semelhancas com a articulacdo de humanos, comprovada através de
analises histopatologica e imunohistoquimica, podendo, portanto, ser utilizada em
estudos experimentais (FURSTMAN, 1964; FUJITA; HOSHINO, 1989; NOZAWA-
INOUE et al., 2003).

O zymosan tem sido usado como um agente pré-inflamatério ja héa alguns
anos (GADO; GIGLER, 1991). De fato, a artrite aguda induzida por Zy, inicialmente
proposta em joelho de ratos (ROCHA et al., 1999), é caracterizada pelo aumento da
permeabilidade vascular, migracdo celular e dor. Posteriormente se caracteriza por
uma progressiva sinovite com células mononucleares, ativacdo de fibroblastos e
formacdo do pannus (KEYSTONE et al., 1977; GEGOUT et al., 1994). H4 ainda
estudos sugerindo degradacao da cartilagem articular e do osso subcondral na fase
cronica da artrite por zymozan (GEGOUT et al., 1995; BEZERRA et al., 2004).

Clinicamente, as drogas anti-inflamatdrias nao-esteroidais (DAINES) séo
os farmacos de escolha no tratamento da artrite devido a sua capacidade de
melhorar os sinais e sintomas como dor e edema (SIQUEIRA, TEIXEIRA, 2012). De
forma semelhante, alguns autores demonstraram a eficacia dos DAINES no modelo
de artrite por carragenina na ATM (DENADAI-SOUZA et al., 2009). Em nosso
estudo, indometacina, DAINE usada como controle positivo, reduziu a
hipernocicepcao articular, assim como os parametros inflamatérios de infiltragéo
leucocitaria e atividade de MPO. No entanto, existe uma busca crescente por novas
drogas analgésicas e anti-inflamatdrias, motivada por distor¢cdes na efetividade do
arsenal atualmente empregado, pelos seus efeitos colaterais e altos custos (YUNES
. CALIXTO, 2001; SIMOES et al., 2003). A pesquisa por tais drogas pode
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representar grandes avancos nos estudos da dor e inflamacéo (CAPASSO; LOIZZO,
2001; IDE; SUZUKI, 2001; DE CONNO; RIPAMONTI; BRUNELLI, 2001). Neste
sentido, esse estudo avaliou o possivel efeito analgésico e anti-inflamatorio de
Chresta martii (DC.) H. Rob, uma Asteracea encontrada na regido do Xingé e
conhecida na comunidade pelo nome de Muricica. Nossos resultados revelaram que
Chresta martii (DC.) H. Rob foi capaz de exercer acdo antinociceptiva e anti-
inflamatoria no modelo de hipernocicepcao inflamatéria da ATM induzida por
Zymosan em ratos ao aumentar o limiar de hipernocicepcéo, reduzir o infiltrado
celular no lavado sinovial bem como a atividade de mieloperoxidades (MPO). Esses
achados foram confirmados pela a analise histopatoldgica (H&E) das membranas
sinoviais das ATM onde Chresta martii (DC.) H. Rob reduziu o infiltrado celular
inflamatoério. Ademais, a administracdo de Chresta martii (DC.) H. Rob diariamente

durante 14 dias ndo revelou sinais de toxicidade.

A medida da dor facial € um parametro importante, pois as DTMs estao
frequentemente associadas a dor e seus efeitos subsequentes, tais como
hiperalgesia secundaria, alodinia e dor referida (CHAVES et al., 2011; TAKEUCHI et
al., 2004; TAKEDA et al., 2006). Nesse estudo avaliamos a resposta mecéanica a
nocicepcdo gerada pelo zymosan na ATM de ratos utilizando um analgesimetro
digital, previamente testado e validado, baseado nos mesmos principios dos
filamentos de von Frey, ja utilizado anteriormente na ATM de ratos, superando-0s
em relacdo a precisdo na medida do limiar de nocicepcdo (REN, 1999; PARADA et
al.,, 2003; DENADAI-SOUZA et al., 2009). Neste sentido, a hipernocicepcao
analisada no presente estudo corresponde a uma dor articular real, embora seja
aferida na pele do animal. Observou-se que o extrato hidroalc6olico de Chresta
martii (DC.) H. Rob (400 mg/kg) aumentou de forma significante o limiar de
hipernocicepcdo nesse modelo. De forma semelhante, nosso grupo demonstrou, no
mesmo modelo, a eficicia antinociceptiva de outros produtos naturais como a alga
marinha S. filiformis e Tephrosia toxicaria (ARAUJO, 2012; VAL , 2012).

A migracgao celular até o tecido lesado ocorre por um complexo ciclo de
eventos que permite as ceélulas se locomoverem do espaco vascular para o
extravascular, exercendo suas fungbes de defesa (DRUBIN; NELSON, 1996;
LAUFFENBURGER; HORWITZ, 1996; MITCHISON; CRAMER, 1996; ASSOIAN,
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1997; BRITO et al., 1998; CATAO-DIAS; SINHORINI, 1999; CUMMINGS, 1999;
GAHMBERG et al., 1999; HYNES; BADER; HODIVALA-DILKE, 1999; BOROJEVIC,
1999; SMILENOV et al., 1999; JIN et al., 2000). No presente estudo observou-se que
o extrato hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob (400 mg/kg) reduziu de forma
significante a migragdo de leucdcitos totais e a atividade da enzima MPO no lavado
sinovial. Nos estagios iniciais de diversos processos inflamatérios, a célula
predominante e primeiramente recrutada para o foco inflamatério é o neutrofilo
(KUBES, 1993; ROSSI; HELLEWELL,; 1994), sendo a MPO uma enzima marcadora
de neutréfilos (KLEBANOFF et al., 1999; WINTERBOURN; VISSERS; KETLE, 2000;
GASSER et al., 2003).

Nossos resultados revelaram ainda que histologicamente Chresta martii
(DC.) H. Rob (400 mg/kg) reduziu o infiltrado celular na membrana sinovial da ATM,
guando comparada ao grupo Zy. De forma semelhante, nosso grupo demonstrou
gue Chresta martii diminui a quimiotaxia de leucdcitos, apresentou atividade
antioxidante, além de efeito gastroprotetor no modelo de gastropatia induzida por
etanol e indometacina em camundongos. (SILVA et al, 2012).

Na perspectiva de investigar o possivel mecanismo de acdo de Chresta
martii (DC.) H. Rob no modelo de hipernocicepc¢ao inflamatéria induzida por Zy na
ATM, os animais foram pré-tratados com Zinco Protoporfirina IX — ZnPP-1X (inibidor
seletivo da hemeoxigenase 1 — HO-1), seguido da administracdo de Chresta martii
(DC.) H. Rob.

A HO-1 pode ter sua expressdo induzida em varias células (células
endoteliais, células da musculatura lisa, basofilos, mondcitos/macréfagos, neutréfilos
e fibroblastos) por diferentes estimulos, como estresse oxidativo, citocinas, NO,
endotoxinas, heme, gerados durante a resposta inflamatéria, modulando a resposta
inflamatéria (TENHUNEN; MARVER; SCMID, 1969; WILLIS et al., 1996; TERRY et
al., 1998; DATTA; LIANOS, 1999; OSHIRO et al., 1999; ALCARAZ; FERNANDEZ;
GUILLEN, 2003; VICENTE et al., 2003). Apesar de ter sido descoberta ha mais de
40 anos (TENHUNEN et al., 1969), o enfoque da via da HO-1/BVD/CO na dor e na
inflamagé&o tem sido dado nos ultimos 20 anos. De fato, a atividade da HO-1 resulta

na inibichio do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos classicos da
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inflamacéo, como edema, adesdo e migracao de leucdcitos, e producdo de citocinas
inflamatdrias (ALCARAZ; FERNANDEZ; GUILLEN, 2003).

O efeito antinociceptivo de Chresta martii (DC.) H. Rob foi revertido pela
administracdo prévia de ZnPP-IX (inibidor seletivo da hemeoxigenase 1 — HO-1).
Logo, sua acado antinocieptiva parece depender da integridade da via da HO-1.
Nosso grupo demonstrou que o pré-tratamento com ZnPP-IX, inibidor especifico da
HO-1, potencializa o efeito algico do acido acético na contor¢do, bem como o edema
de pata induzido pela carragenina na 32 h, diminuindo ainda os niveis de bilirrubina
no lavado peritoneal (GRANGEIRO et al., 2011). Esses achados corroboram com
dados encontrados na literatura de que o pré-tratamento com ZnPP-IX amplifica a
resposta inflamatoria, em razdo da consequente falta dos produtos derivados da via
da HO-1 (GRANGEIRO et al., 2011). Vanderlei et al. (2011) também demonstraram
gue o pré-tratamento com ZnPP-IX pontencializou o efeito algico da carragenina no
edema de pata induzido por carragenina, revertendo a atividade anti-inflamatéria do
polissacarideo sulfatado da alga Gracilaria birdiae SP-Gb (10 mg/kg). De forma
semelhante do Val (2012) demonstrou que o pré- tratamento com ZnPP-IX reverteu
a atividade antinociceptiva da Tephrosia toxicaria no modelo de hipernocicepcao

inflamatéria da ATM em ratos induzida por zymosan.

A despeito da grande importancia dos fitoterapicos e da ampla
diversidade de espécies vegetais largamente utilizadas no nosso pais, poucos
estudos foram realizados no que concerne a seguranca. Neste aspecto, foram
avaliados parametros de toxicidade utilizando camundongos, em uso de extrato

hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob Pers.

O teste de seguranca deve priorizara a mesma via utilizada em humanos.
A resposta dos animais frente a administracdo por gavagem ndo serd a mesma
daquela observada quando utilizada a via intraperitoneal, devido as diferencas
existentes entre os perfis de absor¢cdo estomacal e intestinal como pH, superficie de
absorcédo, motilidade intestinal, irrigacdo sanguinea (KLASSEN; WATKINS, 2001).

A variacdo da massa corpOrea € um dos parametros empregados para
indicar o surgimento precoce de efeitos toéxicos de uma determinada substancia no

organismo animal. Quanto ao peso corporal dos animais tratados com Chresta matrtii
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(DC.) H. Rob (400 mg/kg) ndo houve qualquer alteracdo ponderal em relacdo ao

grupo que recebeu apenas solucéo salina.

As andlises das enzimas aminotransferases séricas (ALT e AST) e da
fosfatase alcalina sdo importantes indicadores de lesbes nas células hepaticas
(MARTIN; MAYES; RODWELL, 1981; SILVA et al., 2005). Uma droga nao provoca
dano ao figado sem interferir com a atividade normal dessas enzimas
(VIJAYALAKSHMI; MUTHULAKSHMI; SACHDANANDAM, 2000; SILVA et. al, 2005).
A atividade das transaminases séricas (ALT e AST) é utilizada como indicadora de
lesbes hepaticas quimicamente induzidas (DROTMAN; LAWHORN, 1978). Os
valores de ALT e AST do nosso grupo controle (salina) foram similares aos de outros
trabalhos (DINIZ et al, 2006; MAZZACCARA et al ,2008) . Os resultados do estudo
subcroénico revelaram um aumento significativo (p < 0,05) das médias dos niveis
séricos de ALT e AST do grupo tratado com Chresta martii (DC.) H. Rob (400
mg/kg), quando comparado ao grupo salina. A literatura mostra que aumentos de 2 a
3 vezes nos niveis de ALT acima do limite superior normal sdo necessarios para
serem considerados indicativos de dano hepato-celular (BOONE et al, 2005). Nosso
estudo néo alcancou estes valores (1,78 e 1,36 vezes os valores de ALT e AST do
grupo salina, respectivamente), e n0s comparamos apenas a média, ndo os limites
superiores. Estes parametros ndo podem ser avaliados de forma isolada, de modo
gue a determinacdo deste tipo de efeito toxico induzido por drogas precisa ser
baseada em varios outras observacdes (BOONE et al, 2005). Ademais, 0s
parametros hematologicos ndo sofreram alteracéo significativa quando comparados

ao grupo controle.

Em conclusdo, no modelo de hipernocicep¢éo inflamatéria na ATM por
Zymosan, Chresta martii (DC.) H. Rob. apresentou efichcia e seguranca. Em
conjunto, os dados apresentados neste trabalho podem fornecer subsidios para
ensaios clinicos controlados envolvendo pacientes portadores de DTMs, podendo

contribuir para a instituicdo de uma nova abordagem terapéutica.
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8 CONCLUSAO

No modelo de hipernocicep¢éo inflamatéria induzida por Zymosan na
ATM de ratos, o extrato hidroalcéolico de Chresta martii (DC.) H. Rob. (400 mg/kg)
reduziu a hipernocicepcéo articular, o infiltrado celular inflamatorio no lavado sinovial

e na membrana sinovial , além da atividade de MPO no lavado sinovial.

A administracdo do extrato hidroalc6olico de Chresta martii (DC.) H. Rob
(400 mg/kg) nao apresentou sinais de toxicidade em todos os parametros avaliados,

sendo uma opcgao terapéutica segura nesse modelo animal.
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