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RESUMO

Calotropis procera é uma planta laticifera encontrada na Asia, Africa e América do
Sul. Este vegetal tem sido bastante utilizado na medicina tradicional para diversas
patologias. Seu latex é rico em proteinas que apresentam relevantes atividades
farmacolégicas. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade das proteinas
do latex de Calotropis procera (LP) em modelos de dor aguda induzida por
carragenina (Cg), por prostaglandina E, (PGE), epinefrina e dor persistente induzida
por adjuvante completo de Freud (CFA) pelo método Von Frey eletrbnico. Foram
utilizados camundongos Swiss (n=5-8, 25-30g). Na hipernocicepcdao mecanica (HM),
os animais foram pré-tratados com LP (0,5; 5 e 50 mg/Kg e.v.), 30 min antes da
aplicacado de Cg (300ug/pata) e avaliados 1, 3 e 5h ap6s Cg. Apds 3 h da injecao de
Cg, tecido subplantar foi coletado para quantificacao do envolvimento de neutréfilos
(MPO), citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-1B), PGE; e KC. Na HM induzida por
PGE, (100ng/pata), os animais receberam LP (5 e 50 mg/Kg e.v.) e avaliados 3h
ap6s PGE.. Para avaliar a participacdo de NO e canais de K'atp 0s animais foram
pré-tratados com L-NAME (30 mg/kg i.p.) ou Glibenclamida (5 mg/kg i.p.). Na HM
induzida por epinefrina (100ng/pata) os animais receberam LP (5 mg/Kg e.v.) e
avaliados 2h ap6s a injecao de epinefrina. Em modelo de dor persistente induzida
por CFA foram avaliados HM e edema de pata durante 7 dias. Animais foram
tratados com salina (controle, e.v.); LP (5mg/kg, e.v.), dexametasona (2mg/kg, s.c.)
diariamente e, enquanto que o CFA (20 ulL/pata, i.pl) foi injetado apenas no primeiro
dia. No 8¢ dia a atividade motora dos animais foi avaliada através do teste rota rod
(4RPM/min) e apds este procedimento o tecido subplantar foi coletado para
quantificacdo de MPO. LP (5 mg/kg) reduziu (p<0,05) a HM em 25%, 55% e 46% e
LP 50 mg/kg em 39%, 64% e 60% na 12, 32 e 52 hora, respectivamente, quando
comparadas ao grupo Cg. As doses 5 e 50mg/kg de LP diminuiram a concentracao
de MPO em 80% e 94%, respectivamente, quando comparadas ao grupo Cg. A dose
5mg/kg de LP reduziu a concentracdo de TNF-aq, IL-1B8, PGE> e KC em 71%, 81%,
72% e 72% respectivamente, quando comparada ao grupo Cg. Em modelo de HM
induzida por PGE,, as doses de 5 e 50mg/kg de LP reduziram (p<0,05) a HM em
40% e 42%, respectivamente, quando comparadas ao grupo PGE,. Este efeito
antinociceptivo do LP foi revertido com L-NAME (inibidor inespecifico da NO sintase)
e glibenclamida (bloqueador dos canais de K'atp). A HM induzida por epinefrina foi
reduzida pela LP. Na dor persistente, LP também reduziu HM e edema de pata em
42% e 59%, respectivamente, quando comparado ao grupo CFA. Nenhum grupo
apresentou comprometimento do sistema motor. LP reduziu (p<0,05) MPO em 45%
comparado ao grupo CFA. A partir destes dados podemos sugerir que o efeito
antinociceptivo do LP estar intimamente relacionado com a diminuigdo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B), PGE,, KC e da migragdo de neutréfilos, além do
envolvimento de NO, canais de K*atp sensiveis a glibenclamida.

Palavras-chave: Calotropis procera. Proteinas laticiferas. Hipernocicepgao
mecanica. Neutrdfilos.



ABSTRACT

Calotropis procera is a laticiferous plant found in Asia, Africa and South America.
This plant has been widely used in the traditional medicinal for the treatment of
various diseases. Its latex is rich in proteins which have important pharmacological
activities. This study aimed to evaluate the activity of protein from latex Calotropis
procera (LP) in the models of acute pain induced by carrageenan (Cg), prostaglandin
E. (PGE>), epinephrine and persistent pain induced by complete Freud's adjuvant
(CFA) by Von Frey electronic method. Swiss mice were used (n=5-8, 25-30g). In
mechanical hypernociception (MH), the animals were pretreated with LP (0.5, 5 and
50 mg/kg, iv) 30 min before Cg application (300ug/paw) and assessed 1, 3 and 5h
after Cg. After 3 h of Cg injection, subplantar tissue was collected to quantify the
involvement of neutrophils (MPO) pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B),
PGE, and KC. In the MH-induced by PGE, (100ng/paw), the animals received LP (5
and 50 mg/kg, iv) assessed 3 hours after PGE.. To evaluate the role of NO and K*atp
channels, the animals were pretreated with L-NAME (30 mg/kg i.p.) or glibenclamide
(5mg/kg i.p.). In the MH induced by epinephrine (100ng/paw) the animals received
LP (5mg/kg i.v.) and after 2h of epinephrine injection MH were assessed. In the
model of persistent pain induced by CFA were evaluated MH and paw edema for 7
days. Animals were treated with saline (control, i.v.); LP (5mg/kg, iv), dexamethasone
(2mg/kg, s.c.) daily, while CFA (20uL/paw, i.pl.) was injected only on the first day. On
the 8™ day, motor activities of animals was assessed by the rota rod test (4 RPM/min)
and after this procedure subplantar tissues were collected for quantification of MPO.
LP (5 mg/kg) reduced (p<0.05) MH 25%, 55% and 46% and LP 50 mg/kg in 39%,
64% and 60% in the 1%, 3@ and 5" hours, respectively when compared to Cg group.
Doses of 5 and 50 mg/kg of LP decreased MPO concentration in 80% and 94%
respectively, compared to Cg group. LP dose of 5mg/kg reduced the concentration of
TNF-a, IL-1B, PGE; and KC at 71%, 81%, 72% and 72% respectively, when
compared to Cg group. In model MH PGE2-induced, the doses of 5 and 50mg/kg of
LP reduced (p <0.05) MH 40% and 42% respectively, when compared to PGE;
group.This antinociceptive effect from LP was reversed by L-NAME (non-specific
inhibitors of NO synthase) and glibenclamide (K'atp channel blocker). The MH
induced by epinephrine was reduced by LP. On the persistent pain, LP also reduced
MH and paw edema by 42% and 59%, respectively, compared to the CFA group.
Neither group showed impaired motor system. LP reduced (p <0.05) MPO by 45%
compared to the group CFA. From these data we could suggest that the
antinociceptive effect of the LP is closely related to the reduction of pro-inflammatory
cytokines (TNF-a and IL-1B), PGE,, KC, migration of neutrophils, in addition to the
involvement of NO, glibenclamide-sensitive K*ate channels.

Keywords: Calotropis procera. Laticiferous proteins. Mechanical hypernociception.
Neutrophils.
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1 INTRODUCAO

1.1 Latex vegetal

O latex é uma secregdo vegetal que se apresenta geralmente como um
liguido de aspecto leitoso, mas dependendo da planta pode ter coloragéao
avermalhada, amarelada, escura, transparente e ser mais ViSCOSO ou nao
(ENDRESS; BRUYNS 2000; PICKARD, 2008). Este exsudato nao apresenta
nenhuma funcdo metabdlica conhecida para o vegetal, mas tem como principal
atividade proteger a planta contra herbivoros, microorganismos ou dano mecanico
selando o tecido danificado (AGRAWAL; KONNO, 2009).

Cerca de 12.500 espécies de 22 familias de plantas ao serem submetidas as
agressoes mecanicas secretam latex, e por esta razao, sdo consideradas plantas
laticiferas. As plantas laticiferas apresentam-se em diferentes formas morfoldgicas
como arbustos, grandes arvores ou ervas e se desenvolvem em diversos habitats
(HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).

Entre as familias de plantas produtoras de latex, destacam-se a
Euphorbiaceae  (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987a) e Apocynaceae
(BROCKBANK; LYNN, 1979), embora outras familias como Moraceae, Compositae,
Anarcadiaceae e Sapotaceae também produzam o latex (DELTA, 1982).

Plantas comuns conhecidas como Horténcia (Calotropis procera), Jasmim
(Plumeria rubra), Unha-de-onca (Cryptostegia grandiflora), Aveloz (Euphorbia
tirucalli), Sapoti (Achras sapota), Mamao (Carica papaya) Dormideira (Papaver
somniferum) sdo plantas produtoras de latex. Entretanto, a planta laticifera mais
conhecida e estudada devido seu impacto econémico € a Seringueira (Hevea
brasiliensis), uma arvore nativa da Amaz6nia, também conhecida como “arvore da
borracha”. A partir do latex desta planta sdo produzidos inumeros produtos
derivados da borracha de grande importancia comercial (SUSSMAN et al., 2002).

O latex se apresenta como uma dispersao coloidal, na qual a borracha
representa a fase dispersa sendo constituida por 96% de hidrocarbonetos, 1% de
proteina, 3% de lipidios e tragcos de magnésio, potassio e cobre. A fase aquosa
contem diferentes classes de compostos suspensos ou em solugado, incluindo

proteinas, carboidratos, bases nitrogenadas e restos celulares (ARCHER et al.,
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1969; MORCELLE; CAFFINI; PRIOLO, 2004; SEMEGEN, 1978). No fluido também
ja foram encontrados diferentes metabdlitos secundarios como: alcaloides, terpenos,
cardenolideos, compostos fendlicos, flavonoides, taninos variando suas
concentragcbes de acordo com as espécies estudadas (MORCELLE; CAFFINI;
PRIOLO, 2004; AGRAWAL; KONNO, 2009).

O latex proveniente de vegetais € uma importante fonte de proteases e mais
de 110 familias de diferentes plantas laticiferas se caracterizam por apresentar, pelo
menos, uma enzima proteolitica em sua composi¢cao quimica (DOMSALLA; MELZIG,
2008). Diferentes proteinas e enzimas tém sido identificadas no latex de plantas:
proteases, como cisteina e serina (RAMOS et al., 2010; RASMANN; JOHNSON;
AGRAWAL, 2009; PATEL; SINGH; JAGANNADHAM, 2007; TOMAR; KUMAR,;
JAGANNADHAM, 2008); oxidases, como peroxidase e lipoxigenase (SETHI et al.,
2009; WALZ et al., 2004); lectinas e quininases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD,
1986a; RAMOS et al., 2010; KITAJIMA et al., 2010); lipases (FIORILLO et al., 2007);
fosfatase (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1986b); lisozimas, proteinas inativadoras
de ribossomos (RIPs) (GIORDANI; LAFON, 1993), dentre outras.

As proteases representam maior porcentagem das proteinas presentes no
latex e parecem desempenhar papel relevante para o desenvolvimento de respostas
da planta frente aos patégenos externos resultando em uma defesa eficaz. Além
disso, estas enzimas sao capazes de ativar receptores especificos de proteases
agindo desta forma como relevantes agentes farmacolégicos ou toxicologicos
(HAGEL; YEUNG; FACCHINI, 2008).

No latex de H. brasiliensis, a seringueira, foram identificados, através de
eletroforese, mais de duzentos polipeptideos, dos quais varios sado enzimas
(KEKWICK, 2001). Além disso, foi relatada a ocorréncia de diversas proteinas como:
beta-1,3-glucanases (CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, glicosidases (GIORDANI;
LAFON, 1993), amilase (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987b), dentre outras. O
latex de Carica papaya contém uma mistura de endopeptidases do tipo cisteina
(DUBOIS, 1988), como a papaina (MITCHEL; CHAIKEN; SMITH, 1970), as
quimopapainas A e B, a diferentes endopeptidases (BARRET; BUTTLE, 1985;
RITONJA et al., 1989; DUBOIS, 1988).

A grande diversidade de compostos identificada nos latex de diferentes
plantas indica que o tecido especializado na producédo deste exsudato deve estar

envolvido em eventos bioldgicos distintos no vegetal que vao desde o acumulo de
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substancias precursoras da borracha até compostos relacionados a defesa do
vegetal contra pragas e patdgenos como algumas proteinases que apresentam
atividade bactericida e/ou antifungica (KEKWICK, 2001; PEREIRA et al.,, 1999;
SHUKLA; MURTI, 1961; LARHSINI et al., 1997).

1.1.1 Calotropis procera (Ait.) R. Br.

Calotropis procera (Ait.) R. Br. € uma espécie vegetal pertencente a familia
Apocynaceae. E popularmente conhecida por diferentes nomes dependendo do
estado em que € encontrada: algodao de seda ou seda (PE), paninha de seda (SP),
leiteiro (SP, MQG), flor-de-seda, ciume ou horténcia (CE). Esta espécie é nativa da
india e Africa Tropical, mas pode ser encontrada em quase todas as regides
tropicais da América, incluindo o Brasil. Apresenta-se como um arbusto perene ou
subarbérea ereta com pouca ramificacdo e que pode alcancar até 3,5m de altura.
Suas folhas sao grandes, subcoriaceas; seus frutos sao globosos, grandes, com
sementes cobertas por painas brancas sedosas; suas flores sdo de cor roxa,
dispostas em inflorescéncia fasciculadas terminais (Figura 1). A sua disseminacao
se da apenas por sementes transportadas pelo vento (KISSMANN; GROTH, 1999;
LORENZI; MATQOS, 2002).
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Figura 1: Aspectos gerais da espécie Calotropis procera.

(A) Arbusto bem desenvolvido na forma adulta (www.uochb.cas.cz/~natur/cerambyx/calotropis.html);
(B) Frutos globosos (www.aiys.org/webdate/gtzrep.html); (C) Sementes envolvidas com fios de seda
(toptropicals.com/HTML/toptropicals/catalog/photo_db/C.html); (D) Flores de cor roxa.

Fonte: www.kingsnake.com/westindian/ecosystemsgeographyoringinsi.

1.1.2 Potencial Farmacoldgico da planta Calotropis procera

Diferentes partes da planta C. procera, como: caule, frutos, flores, raizes,
folnas e o latex, sdo capazes de induzir um numero variado de atividades
farmacoldgicas. Na medicina tradicional indiana, essa planta tem sido utilizada para
uma variedade de doencgas incluindo lepra, Ulceras, tumores, hemorroidas,
reumatismo, doengas do baco, figado e abdémen. No estado do Ceara a planta é
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usada pela populacédo de baixa renda para doencas de pele causadas por bactérias
ou fungos.

Diferentes estudos com modelos experimentais in vivo e/ou in vitro tém sido
realizados com diferentes partes de C.procera e importantes atividades foram
demonstradas.

Com relacdo as flores, observou-se atividade citotoxica contra células
cancerigenas humanas (SMIT et al., 1995); efeito anti-inflamatério em modelo
inflamacdo induzida por carragenina; antipirético e diminuicdo das contorgdes
abdominais induzidas por acido acético (MASCOLO et al., 1988), além da atividade
hepatoprotetora em hepatite causada por paracetamol (RAMACHANDRA et al.,
2007) e efeito anti-helmintico in vivo e in vitro (IQBAL et al., 2005).

Nas cascas do tronco de C. procera, foi demonstrado propriedades
antitussigena (DIEYE et al., 1993), anti-inflamatéria em edema de pata induzido por
carragenina e acao protetora da mucosa gastrica em Ulceras causadas por acido
acetilsalicilico e etanol (TOUR; TALELE, 2011) e ainda atividade antiproliferativa de
células tumorais (MAGALHAES et al., 2010).

As raizes desta planta apresentam atividade antitumoral (VAN
QUAQUEBEKE et al., 2005; MATHUR et al., 2009), anti-inflamatéria em modelo de
artrite induzida por formaldeido e adjuvante completo de Freud (BASU;
CHAUDHURI, 1991; PARIHAR et al., 2011), assim como atividade antiulcerosa
(SEN; BASU; CHAUDURI, 1998).

1.1.3 Potencial Farmacolodgico do latex de Calotropis procera

Calotropis procera é uma planta laticifera e no seu latex ja foram identificados
inimeros compostos tais como cardenilideos, alcaloides, enzimas proteoliticas e
carboidratos (SEIBER; NELSON; MARK LEE, 1982; SALUNKE et al., 2005),
esteroides, triterpenos e carbonatos organicos (GALLEGOS-OLEA et al., 2002),
proteinases do tipo cisteinicas, quitinases e enzimas relacionadas ao estresse
oxidativo vegetal (FREITAS et al., 2007; SINGH et al., 2010). Recentemente foram
identificadas neste latex uma proteina inibidora de papaina (RAMOS et al., 2010) e
osmotina (FREITAS et al., 2011).

De todas as partes da planta C. procera, o latex tem sido a mais estudada e

mais citada na literatura por conter relevantes atividades farmacologicas.
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O latex bruto (fracdo proteica mais borracha) é extraido diretamente da
planta em solventes organicos ou aquosos e apresenta efeitos variados de acordo
com o tipo de solvente usado para extragdo e/ou a via de administracao utilizada.

O latex bruto em solvente aquoso apresenta efeito antioxidante e
hipoglicemiante quando administrado por via oral em ratos tratados com aloxano
(KUMAR; PADHY, 2011), além de ser hepatoprotetor em modelo experimental de
hepatite induzida por tetracloreto de carbono, mostrando uma importante atividade
anti-inflamatéria (PADHY; SRIVASTAVA; KUMAR, 2007). Artigos publicados por
Kumar e Shivkar (2004) e por Kumar e Sehgal (2007) demonstraram efeitos pro-
inflamatérios (edema e hiperalgesia) quando o latex bruto foi administrado
diretamente na pata de ratos, com envolvimento da prostaglandina, histamina e
serotonina. Além destas atividades, o extrato aquoso também apresenta significativa
acao cicatrizante quando aplicado sobre as superficies das les6es nos dorsos de
porquinhos-da-india (RASIK et al., 1999) e também foi capaz de reduzir diarreia e
temperatura corporal em ratos quando administrado por via oral (LARHSINI et al.,
2002; KUMAR et al., 2001).

O latex bruto quando extraido em solventes organicos demonstra atividade
antibacteriana (SHUKLA; MURTI, 1961; LARHSINI et al., 1997), molusquicida
(HUSSEIN et al., 1994) e esquistossomicida (SHARMA; SHARMA, 2000) e
antifungica contra Candida albicans (SEHGAL; ARYA; KUMAR, 2005). O extrato
metandlico administrado por via oral apresentou efeito anti-inflamatério e
antioxidante em modelo de artrite induzida por adjuvante completo de Freud
(KUMAR; RQOY, 2007).

E necessario destacar que as atividades farmacoldgicas citadas foram obtidas
a partir de experimentos realizados com o latex integro dissolvido em solventes
aquosos ou organicos e que nao houve estudos mais apurados sobre a composicao
quimica, bioquimica ou possiveis moléculas presentes nestes extratos responsaveis
pelos efeitos descritos acima. Estes trabalhos foram realizados de modo exploratério
nao contemplando um eficiente método de extracdo, separacdo ou isolamento de
compostos. Desta forma, 0 nosso grupo de pesquisa iniciou uma linha de estudo no
sentido de investigar propriedades farmacolégicas e bioquimicas do latex de
C.procera, mas nao na sua forma integra e sim com fragdes proteicas, isentas de
borracha e obtidas a partir do latex bruto por processos de didlises, centrifugacoes e
cromatografias. Os protocolos utilizados permitiram o isolamento de uma fragao
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proteica (LP) ndo somente livre de borracha, mas também de metabdlitos
secundarios e todos os outros de massa molecular inferior a 8.000 Da, separadas
pela etapa de dialise (ALENCAR et al., 2006; RAMOS et al., 2009). Esta fragdo (LP)
tem sido avaliada em diferentes modelos experimentais e importantes propriedades
farmacolégicas foram demonstradas.

O primeiro estudo realizado para investigar propriedades farmacolégicas de
LP foi por Alencar et al. (2004). Foi demonstrado que LP administrada por via
intravenosa foi capaz de reduzir o processo inflamatério nos modelos experimentais
de peritonite e edema de pata induzidos por carragenina e cistite hemorragica por
ciclofosfamida em camundongos. Importante atividade antinociceptiva da fracéao
proteica foi demonstrada em modelos de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético, lambedura da pata induzida por formalina e placa quente (SOARES et al.,
2005).

Em estudo feito com subfracées LPPI, LPPII e LPPIIl, isoladas a partir de LP,
demonstrou-se que as trés sub-fragcbes tiveram efeitos anti-inflamatérios na
peritonite por carragenina, além de reduzirem o rolamento e adesao de leucdcitos,
sendo estes efeitos mais significativos em animais tratados com LPPI, possivelmente
relacionado com o significativo aumento de 6xido nitrico (NO) no sangue causado
por esta subfragdo em animais com inflamagéo (RAMOS et al., 2009).

LP também apresentou diminuicdo da hiperalgesia em modelo de artrite
induzida por adjuvante completo de Freud (KUMAR et al., 2011). Em modelos de
infeccdo bacteriana sistémica induzida por Samonela Typhimurium em
camundongos, LP demonstrou efeito benéfico aumentando o tempo de sobrevida
dos animais, efeito este, relacionado com a modulacéo de citocinas (TNF-a, IL1-8 e
IL-12), 6xido nitrico e uma atividade imunoestimulante (OLIVEIRA et al.,, 2012;
LIMA-FILHO et al., 2010). Neste mesmo modelo de infecgdo bacteriana, estudo
recente mostrou o efeito significativo da fracao proteica (LP) e das suas subfracdes
(LPPI, LPPIl e LPPIll) em manter a homeostase da coagulacdo sanguinea em
animais sépticos. LP foi capaz de aumentar a contagem de plaquetas e o tempo de
coagulacao nos animais infectados, estando este ultimo efeito demonstrado também
pelas subfracbes LPPIl e LPPIIl além de apresentarem atividades proteoliticas
semelhantes a trombina e plasmina, importantes enzimas da coagulagao sanguinea.
A LPPI, subfracdo desprovida de atividade proteolitica, ndo mostrou efeito
semelhante as demais (RAMOS et al., 2012).
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Com relagéo as atividades na area oncoldgica, a fracdo proteica demonstrou
atividade antiproliferativa sobre diferentes linhagens de células cancerigenas
(OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Em trabalho recente também do nosso grupo, foi demonstrado que LP diminui
a resposta inflamatéria da mucosite oral induzida por 5-fluorascil em hamsters
através de “downregulation” de citocinas pré-inflamatérias (FREITAS et al., 2012.

Aceito para publicacéo)

1.2 Dor

Dor é definida pela IASP (Associacao Internacional para o Estudo da Dor)
como uma “experiéncia sensorial ou emocional desagradavel associada a uma lesgo
tecidual real ou potencial’. Esta definicdo agrega a percepcao da sensacao dolorosa
aspectos psicoldgicos, sociais, emocionais € ambientais. Isso ocorre porque a dor
além de ser uma percepc¢ao dos estimulos nocivos quando receptores sensoriais sao
ativados (NOBACK et al., 1996; LOESER; MELZACK, 1999), também envolve um
componente emocional-afetivo incluindo atengéo e aprendizagem (BONICA, 1990).

A partir dai faz-se necessario uma distincdo entre dois termos, nocicepgao e
dor. A nocicepcao refere-se somente a percepcédo do sinal no sistema nervoso
central evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados
(nociceptores), provenientes de um tecido danificado (FURST, 1999). Por outro
lado, a dor envolve tanto o componente sensorial, quanto o emocional que se
relaciona com condigdes motivacionais, psicolégicas bem como experiéncias de vida
de cada pessoa que normalmente se associam aos quadros dolorosos (COUTAUX
et al., 2005). A partir destes cenceitos pode-se afirmar que a dor seria o termo mais
adequado para o homem enquanto que nocicepcado ou sensagao nociceptiva seria
mais indicada para modelos experimentais com animais (NOBACK et al, 1996).

A hiperalgesia, outro termo importante, € uma alteragdo sensorial que se
caracteriza por exacerbar a sensacao dolorosa, ou seja, receptores respondem a
estimulos nocivos de forma mais intensa produzindo mais dor, mediante a uma
estimulacdo nociva. Isso ocorre devido a sensibilizagdo dos nociceptores
silenciosos, normalmente inativos, que sao recrutados apds algum dano tecidual e
respondem a uma variedade de estimulos. (DRAY; BEVAN, 1993; JULIUS;
BASBAUM, 2001; LOESER; MELZACK, 1999; GUYTON; HALL, 2002). Na clinica
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este termo também é conhecido como “dor anormalmente intensa”. Diferentemente
de hiperalgesia, o termo alodinia é definido, segundo a IASP, como a dor decorrente
de um estimulo normalmente n&o doloroso.

Assim como outras modalidades sensoriais, a dor é necessaria para a
sobrevivéncia e manutencao da integridade do organismo. Entretanto quando esta
se torna sustentada, acarreta sintomas secundarios como ansiedade e a depressao,
diminuindo acentuadamente a qualidade de vida do individuo (HUNT; MANTYH,
2001).

1.2.1 Vias de transmissao da dor

Quando o estimulo nociceptivo, seja ele mecanico, quimico ou térmico, ativa
0s nociceptores periféricos, o sinal é conduzido através dos neurdnios primarios até
o corno dorsal da medula espinhal. Neste local, o neurbénio primario realiza sinapse
com o neurdnio secundario que, cruzando a medula espinhal, envia a informacéao
nociceptiva através de tratos nervosos especificos. Suas aferéncias realizam uma
segunda sinapse com neurénios terciarios no nucleo lateral e medial do talamo. Por
fim, estes neurbnios enviam sinais ao cértex somatossensorial primario e
secundario, envolvidos com localizacdo, duragdo e intensidade do estimulo
nociceptivo (FARQUHAR-SMITH, 2007; VANDERAH, 2007; MARCHAND, 2008).

Distribuidos de forma ubiqua no nosso organismo, 0s nociceptores sao 0s
responsaveis pela percepg¢do do estimulo nocivo. Estes receptores sdo terminais
periféricos de neurbnios sensitivos primarios cujos corpos celulares estao
localizados nos ganglios da raiz dorsal (DRG) ou nos ganglios trigémeos. Sao
distribuidos em trés classes principais de acordo com os diferentes estimulos: (1)
nociceptores térmicos (ativados por temperaturas extremas); (2) nociceptores
mecanicos (ativados por pressdo intensa aplicada na pele) e (3) nociceptores
polimodais (ativados por estimulos mecanicos, quimicos ou térmicos de alta
intensidade). A sensibilizacdo destes nociceptores causa uma reducao do seu limiar
de ativacao e, em alguns casos, atividade espontanea.

O estimulo mecéanico é causado por um estiramento fisico da terminacéo
nervosa, ativando canais transmembranares. Estes canais, geralmente fechados,
quando estimulados permitem o influxo de ions, resultando na despolarizacdo da
célula. Os nociceptores quimicos sdo ativados por ions e citocinas especificas,
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sendo estas substancias pertencentes ao meio ou liberada por células danificadas.
Elas incluem ions (H" e KY), espécies reativas de oxigénio, histamina, serotonina,
cininas, prostaglandinas, substancia P, dentre outras (MEYR; STEINBERG, 2008;
BASBAUM et al., 2009).

As fibras nervosas séo classificadas de acordo com seu diametro, estrutura e
velocidade de conducao em trés grupos distintos: fibras AB, fibras Ad e fibras C. As
fiboras AR estdo principalmente relacionadas a conducdo de estimulos nao-
nociceptivos, como a vibragdo e movimento. Sdo mais mielinizadas e com alta
velocidade de conducao, estando relacionada a modulagcédo da nocicepcéo, ativando
interneurdnios inibitérios para a reducao de estimulos nociceptivos. As fibras Ad sdo
relativamente mielinizadas e apresentam menor velocidade de condutancia quando
comparada a AB. Sao divididas em mecanonociceptores (sensiveis a estimulos
mecanicos intensos e potencialmente danosos) e polimodais (sensiveis a estimulos
mecanicos, térmicos e quimicos), sendo responsaveis pela primeira sensacao
dolorosa. Por fim, as fibras C sdo de pequeno calibre e amielinizadas apresentando
uma velocidade de conducdo bem inferior as demais fibras. Possuem carater
polimodal, sendo responséaveis pela sensacao dolorosa tardia (FARQUHAR-SMITH,
2007; VANDERAH, 2007; MARCHAND, 2008).

Considerando a diferenca de velocidade de transmissao do estimulo entre as
fiboras Ad e C, a nocicepcdo se apresenta de uma forma caracteristica.
Primeiramente, as fibras Ad transmitem rapidamente uma sensagao nociceptiva
breve e aguda, percebida exatamente no ponto de estimulo. Em seguida, as fibras C
transmitem a sua informagdo com um pequeno retardo, resultando em uma

sensagao dolorosa mais profunda e difusa (MARCHAND, 2008).

1.2.2 Classificacao da dor

A classificacdo do processo doloroso é diversificada e depende do critério
adotado. A dor pode ser caracterizada segundo critérios temporais e do ponto de
vista fisiologico. De acordo com os critérios temporais € classificada em transitéria,
aguda ou crénica (FUCHS; WANNAMACHER; FERREIRA, 2006).

Na dor transitéria ocorre ativacdo dos nociceptores independente da
existéncia ou nao de qualquer dano tecidual, sendo entdo este tipo de dor
responsavel pela protegdo do organismo frente a possiveis danos fisicos oriundos
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de estresse tecidual ou mesmo ambiental (LOESER; MELZACK, 1999). Ja a dor
aguda ocorre a partir da estimulacdo excessiva dos nociceptores, originando
sensagao intensa e desagradavel envolvendo uma lesédo tecidual. Tanto na dor
transitéria como na dor aguda, a causa € bem definida e o curso temporal de ambas
sdo limitados. Muitas vezes sdo descritas como uma reacao saudavel do organismo,
permitindo identificar um desequilibrio homeostatico e a partir dai acionar uma
reacao de alerta frente ao estimulo danoso (MEYR; STEINBERG, 2008).

Em contrapartida, a dor crénica estar associada a alteracoes da via fisiol6gica
normal, originando hiperalgesia, alodinia ou dor espontanea sem qualquer estimulo
precipitante, podendo se estender por meses ou anos. A cronificagdo da dor é
resultante de um processo de sensibilizacao periférica e central que ocorre devido
ao cardter dinamico da dor e das vias envolvidas através de mecanismos
excitatérios e inibitérios (MARCHAND, 2008; MEYR; SAFFRAN, 2008).

Em se tratando do ponto de vista fisiol6gico, a dor pode ser classificada em:

a) nociceptiva: caracteriza-se por ser uma resposta fisioldgica ao funcionamento
normal tanto do sistema nervoso central (SNC) quanto do periférico (SNP),
protegendo o organismo de um dano ou eminente (SALTER, 2005);

b) inflamatéria: esta relacionada com processo inflamatério presente principalmente
na dor crénica. Mediadores quimicos liberados devido a injuria tissular ou da
ativacdo do sistema imunolégico sdo o0s responsaveis pela sensibilizacdo dos
nociceptores (FERREIRA, 1979; HANDWERKER, 1976; BASBAUM; JESSELL,
2000);

C) neuropatica: associada a um processamento somatossensorial anormal ao nivel
periférico ou central podendo ser iniciada apds lesdo nervosa, uso cronico de
determinadas drogas ou associadas a algumas patologias (Cancer, AIDS, diabetes)
(BARON, 2000):

d) neurogénica: € aquela que ocorre com o dano diretamente sobre as inervagoes;
e) psicogénica: é aquela que nao possui causa organica, mas se expressa em
consequéncias de problemas psicologicos (MENEZES, 1999).

1.2.3 Dor inflamatoria

A inflamacao é conhecida desde a antiguidade e o primeiro a descrevé-la em

seus constituintes fundamentais foi Aulo Cornélio Celso, na Roma antiga, cerca
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de 50 a.C.. Foi a partir de seus estudos que surgiram os sinais cardeais da
inflamacéao: rubor, tumor, calor e dor. O processo inflamatério se caracteriza por ser
uma resposta imune complexa e sincronizada desenvolvida por tecido vascularizado
vivo frente a um dano tecidual/celular causado por estimulos fisicos, quimicos,
imunolégicos ou microbianos (HUME; FAIRLIE, 2005). A reagédo inflamatoria se
caracteriza por ser um processo homeostatico, cujo objetivo é reparar a leséo, isolar
ou destruir o agente agressor e ativar os mecanismos de reparo necessarios para
garantir o reestabelecimento das fungdes normais do organismo (LEVY, 1996).

E frequente um processo inflamatério estar relacionado aos mecanismos que
envolvem a nocicepcdo. A dor associada a inflamacdo é resultante de mudancas
funcionais em neurdnios aferentes (nociceptores). A sensibilizacdo destes
receptores é caracterizada pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necessario
para ativa-lo, além do aumento da atividade espontdnea da célula nervosa e pelo
aumento na frequéncia de disparo em resposta a estimulos supralimiares (WALL;
MELZACK, 1999). Alteragées no microambiente da area lesada ocorrem devido a
liberacao de varios mediadores inflamatérios que promovem de forma sinérgica uma
alteracdo no mecanismo de transducdo periférica do estimulo nociceptivo
aumentando a sensibilidade de transducdo dos nociceptores levando ao
aparecimento da dor inflamatéria (BONICA et al., 1990; MEYER; CAMPBELL; RAJA,
1994).

Dois grupos de mediadores inflamatérios sdo igualmente importantes na
transmissao nociceptiva: aqueles que ativam diretamente os nociceptores e os que
apenas sensibilizam estes receptores. As prostaglandinas, as aminas simpaticas
(noradrenalina, adrenalina, dopamina), substancia P, endotelinas e bradicinina
representam o primeiro grupo; e 6xido nitrico, fator de crescimento neural (NGF) e
citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6, IL-8 e TNF-a) representam o segundo grupo
de mediadores (TURNBACH; RANDICH, 2002; DOURSOUT; LIANG; CHELLY,
2003; CUNHA et al., 1991).

Os principais eicosanoides envolvidos tanto na geracao da inflamagcao como
também da dor, sdo os leucotrienos (LTs) e as prostaglandinas (PGs). Estes
mediadores promovem vasodilatacao, aumento da permeabilidade vascular e edema
nos sitios de inflamacao, enquanto que na nocicepcao inflamatéria a participacao
das PGs, principalmente a PGE do tipo 2 (PGE,) foi demonstrada utilizando-se pelo

menos trés métodos nociceptivos, o teste de pressdo constante na pata de ratos
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(NAKAMURA; FERREIRA, 1987), o teste de contorcbes abdominais em
camundongos (DUARTE; NAKAMURA; FERREIRA, 1988) e o teste de
estimulacao elétrica em cobaias (NAKAMURA; LICO, 1986).

Os eicosandides séo produtos do processamento do acido araquiddnico (AA)
gue normalmente € encontrado esterificado a fosfolipidios de membrana, de onde &
liberado por acéo de fosfolipases, como a fosfolipase A2 (PLA2). O AA sofre acao da
enzima ciclooxigenase (COX) originando intermediarios que sao convertidos a
prostaglandinas (PGE,, PGD,, PGF.4, PGl,) e tromboxanos, juntos conhecidos como
prostandides. A COX se apresenta no organismo como duas isoformas distintas:
COX-1 e COX-2 (FU et al, 1990; XIE et al.,1991). A COX-1 € uma enzima
constitutiva que se expressa praticamente em todos os tecidos, onde medeia
relevantes fungdes homeostaticas (VANE; BOTTING, 1998). J4 a COX-2 é expressa
por células que estdo envolvidas em processos inflamatérios e tem sido descrita
como a isoforma responsavel pela sintese de prostandides envolvidos em processos
patolégicos como estados inflamatérios agudos e cronicos e também na dor (HINZ;
BRUNE, 2002; FLOWER, 2003). Os AINES sao medicamentos que inibem as
ciclooxigenases e sdo largamente utilizados na dor e inflamacado. Existem classes
destes medicamentos que antagonizam seletivamente a COX-2, apresentando desta
forma, melhor efeito sobre processos envolvendo dor e inflamacéo.

Outra via importante de metabolizacdo do AA é a da lipoxigenase (LOX),
originando os leucotrienos (LTs): acido hidroeicosatetraendico (HETEs) e as
lipoxinas (MACMAHON et al., 2001). Dentre os leucotrienos mais importantes esté o
LTB4, que causa aderéncia de neutréfilos ao endotélio e apresenta uma potente
atividade quimiotatica para neutréfilos. A administracdo de LTB,4 induz nocicepcao
tanto em animais (LEVINE et al.,, 1984) quanto em humanos (BISGAARD;
KRISTENSEN, 1985). Cunha e Ferreira (2003) demonstraram papel crucial do LTB4
na hipernocicepc¢ao inflamatéria de origem imune.

As endotelinas (ETs) sdo mediadores peptidicos que estao relacionados ao
desenvolvimento de diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo aqueles que
envolvem hipertensédo, inflamacao e dor, dentre outros (FILEP; FOURNIER;
FOLDES-FILEP, 1995; SCHIFFRIN, 2005). A producgao/secrecao de ETs pode ser
estimulada, por LPS, Cg, citocinas e fatores de crescimento (KLEMM et al., 1995;
RAE; HENRIQUES, 1998). A administragcdo destes peptideos induz contorcoes

abdominais em roedores, hiperalgesia mecanica em ratos e incapacitagéo articular
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em caes e ratos (RAFFA; JACOBY, 1991; FERREIRA; ROMITELLI; De NUCCI,
1989; DE-MELO et al., 1998). A hipernocicepc¢éao induzida pelas endotelinas parece
ndao depender nem de prostaglandinas nem de aminas simpaticas, uma vez que
seus efeitos hipernociceptivos nado foram bloqueados pela indometacina (AINE nao-
seletivo) ou atenolol (antagonista dos receptores 1 adrenérgicos) (VERRI et al.,
2004).

A bradicinina (BK) é um importante mediador envolvido em varios aspectos da
inflamacao incluindo a dor (COUTERE et al., 2001; STERANKA et al., 1988). Além
de ativar diretamente os nociceptores ela também induz a sensibilizagdo indireta
destes receptores através da ativacdo da producdo de prostaglandinas, aminas
simpaticas e citocinas (FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993a; KHASAR et al.,
1998; CUNHA et al.,, 2007). Este peptideo de alto peso molecular exerce seus
efeitos bioldgicos através da ativacdo dos receptores B1 e B2. O receptor B2 é
constitutivo estando presente em tecidos centrais e periféricos e sao responsaveis
pelos efeitos fisioldégicos da BK. Ja o receptor B1 é geralmente ausente em tecidos
normais, mas pode ser induzido e super expresso durante uma lesédo tecidual ou
pela administracdo de alguns mediadores inflamatérios (PRADO et al.,, 2002;
MOREAU et al., 2005).

Citocinas sao peptideos simples de baixos pesos moleculares produzidos e
liberados por todo tipo celular em resposta a uma variedade de estimulos, como
virus, parasitas, bactérias e seus produtos bem como em resposta a outras
citocinas. Atuam em receptores especificos do tipo tirosina-quinase presentes nas
préprias células que as produziram (efeito autdcrino) ou em receptores de outras
células que nao as que produziram (efeito paracrino) e ainda podem atingir a
circulacdo sanguinea e agir em tecidos distantes (efeito hormonal). A maioria das
citocinas apresenta multiplas funcées biolégicas, como diferenciacéo, sobrevivéncia,
crescimento e metabolismo celular bem como participam de processos inflamatérios
e imunoldgicos (AGGARWAL; PURI, 1995; VILCEK, 2003).

No processo inflamatorio as citocinas estao envolvidas na ligagao entre local
da injuria ou reconhecimento do ndo préprio ao sistema imunol6gico que apds sua
ativagdo ocorre o desenvolvimento de respostas inflamatorias locais e sistémicas
como migragao celular, edema, febre, liberacdo de proteinas de fase aguda e
hipernocicepgao (BLACKWELL; CHRISTMAN, 1996; DINARELLO, 2000; HOPKINS,
2003; CUNHA; FERREIRA, 2005; CONTI et al., 2004).
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Estimulos inflamatérios como Cg (carragenina) e LPS (lipopolisacarideo de E.
coli) induzem a hipernocicepgdo de forma indireta através da liberacdo de uma
cascata de citocinas pro-inflamatérias e posterior aumento da migragcdo de
neutréfilos que promovem, apods diapedese, a liberagdo de outros mediadores
hiperalgésicos amplificando ainda mais o processo doloroso (LEVINE et al., 1994).

A administracao intraplantar de Cg ou LPS estimulam duas importantes vias
da hipernocicepcao inflamatéria. A primeira inicia-se com a producao de BK, que
estimula a producédo de TNF-a. Esta citocina faz com que haja liberacao de IL-6 e IL-
1B que ativam a COX-2 resultando na produgédo de PGE; principalmente (TNF-a >
IL-6 e IL-18 >PGE>). Na segunda via o TNF-a ativa a liberagdo de quimiocinas (IL-
8/CXCL8 em humanos, CINC-1 em ratos, KC em camundongos), que estimulam a
liberagdo/produgdo de aminas simpaticas (TNF-a -> quimiocinas ->aminas
simpaticas) (FERREIRA et al.,, 1988; CUNHA et al., 1991; 1992; FERREIRA;
LORENZETTI; POOLE, 1993; FERREIRA et al., 1993; LORENZETTI et al., 2002).

Cunha et al. (2005) demonstraram diferengas entre ratos e camundongos na
cascata de mediadores descrita acima. Em camundongos a BK ativa diretamente a
producédo de PGE; e aminas simpaticas (AS), independentemente de citocinas. Ja
em ratos, como dito acima, a produgédo destes mediadores é dependente de TNF-q,
IL-6 e IL-1B. Outra diferenca importante € que o TNF-a estimula ambas as vias em
ratos e somente a via das prostaglandinas em camundongos. Além disso, TNF-a
parece atuar diretamente na sensibilizacdo dos nociceptores em camundongos. Ja
CINC-1 estimula somente o componente simpético em ratos, enquanto KC estimula
ambas as vias hipernociceptivas em camundongos (Figura 2).

Os mediadores envolvidos na génese da dor inflamatéria também
desempenham um papel fundamental no desencadeamento de outros eventos
inflamatérios, incluindo edema e migragao de leucécitos. As PGs podem ser cruciais
para a formacao de edema e as citocinas relevantes para o recrutamento de células
em varios modelos de inflamacao (CUNHA et al., 1992; FERREIRA, 1993; WHITE et
al., 2005). Ha evidéncias de que estes eventos podem ocorrer independentemente
uns dos outros, pois estudos mostram que anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES)
nao interferem na migragdo de leucocitos, mas inibem a formagédo de edema e dor
(MONCADA; FERREIRA; VANE, 1973; LUKKARINEN et al., 2006; CANETTI et al.,
2001; BOMBINI et al., 2004; FORD-HUTCHINSON et al., 1984). Também tem sido

demonstrado que a migracado de leucdcitos pode ser essencial para o aumento da
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permeabilidade vascular e consequentemente formacado de exsudado, e ainda
inducédo da dor por certos estimulos inflamatérios (WEDMORE; WILLIAMS, 1981;
ISSEKUTZ, 1984; LEVINE et al., 1984).

Figura 2: Diagrama mostra a sequéncia de liberacao de mediadores
inflamatérios iniciados pela carragenina, intermediada por citocinas e inducao
final de prostandides (PGs) e aminas simpaticas (AS) em camundongos.

Cg

TNF-a |— | KC
IL-1B /| AS

PGs

Voo

Sensibilizacao dos nociceptores

Fonte: Modificado de Cunha et al., 2005.

Diversos trabalhos na literatura demonstram experimentalmente os efeitos
nociceptivos e ainda uma relevante atividade quimiotatica dos mediadores BK, TNF-
a, IL-1B. As citocinas (TNF-a e a IL-1B) aumentam a permeabilidade do endotélio
vascular e a expressdo de moléculas de adesdo como a E-selectina e ICAM-1,
favorecendo a migracao celular. Os eicosanodides também aumentam a expressao
de moléculas de adesdo (WONG; PRAMEYA; DOROVINI-ZIS, 1999). Leucotrieno
do tipo LTB4 em experimentos de hipernocicepcdo sua acao hipernociceptiva
quando se depleta leucécitos. Esse fenbmeno também é observado com Cb5a e
fMLP. Isso nos indica a importante funcao destas células no desenvolvimento da dor
por estes mediadores (LEVINE et al., 1994, 1984, 1985).

A interacdo no ambiente inflamatério entre neutréfilos recrutados, células

residentes (macrofagos, mastdcitos e fibroblastos) e mediadores locais amplifica a
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producédo e liberagdo de varios outros mediadores, incluindo citocinas, enzimas,
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e metaloproteases. Todos estes produtos
contribuem para uma situagao caracteristicamente pré-nociceptiva (KASAMA et al.,
2005; PALMER; GABAY; IMHOF, 2006; CATTANI et al., 2006; TANAKA, 2006; KIM
et al., 2006).

Ha mais de 30 anos foi publicado o primeiro trabalho que mostrava atividade
pré-nociceptiva dos neutréfilos (CASTRO et al., 1979). Levine et al. (1984, 1985)
mostrou que a injecao intraplantar de LTB4, C5a ou fMLP na pata de ratos promovia
hipernocicepcdo mecéanica que dependia diretamente da migracdo de
polimorfonucleares. Outras pesquisas demonstraram que a hipernocicepcao térmica
induzida pelo fator de crescimento do nervo, mediador pré-nociceptivo bem
conhecido, foi inibido depois de depletar neutréfilos em ratos (BENNET et al., 1998;
FOSTER et al, 2003). Em humanos foi demonstrado também uma intima
associacdo entre o efeito hiperalgésico de LTB4 e migracdo de neutrofilos
(BISGAARD; KRISTENSEN, 1985). Ribeiro et al. (2000a) demonstraram que o efeito
pré-nociceptivo do acido acético administrado por via intraperitoneal é atenuado
quando se depleta células residentes da cavidade peritoneal dos animais.

Algumas evidéncias experimentais sugerem que o NO possui uma acgao
moduladora da nocicepgao através da formacdo de GMPc. Estas evidéncias foram
reforcadas mediante as observacdes de que as substancias capazes de liberar NO,
como o nitroprussiato de sédio e nitroglicerina, bloqueiam a hiperalgesia induzida
pela Cg e PGE; e que a analgesia produzida por estas drogas pode ser bloqueada
pelos antagonistas da NOS (L-NMMA, L-NIO, L-NAME), ou ainda por um inibidor da
guanilato ciclase (FERREIRA, 1993).

Parece que o NO exerce atividade moduladora sobre a atividade da COX-2. A
liberacdo de grande quantidade de NO pela NOS pode inibir a indugcao da COX-2 e
suprimir a formacado dos metabdlitos da COX o que contribui para reducédo da
intensidade do processo de inflamacao crénica e dor (VANE; BOTTING, 1995). O
NO também participa da dessensibilizacdo do receptor da bradicinina,
interrompendo, dessa forma, a atividade nociceptiva e hiperalgésica deste
importante mediador inflamatério (DRAY, 1993).
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2 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo da natureza para fins terapéuticos é tdo antiga quanto a
civilizacdo humana e, por muito tempo, produtos minerais, de plantas e animais
foram fundamentais para a area da saude. Historicamente, as plantas medicinais
sao importantes como fitoterapicos e na descoberta de novos farmacos, estando no
reino vegetal a maior contribuicdo de medicamentos.

Calotropis procera € uma planta laticifera encontrada facilmente no territério
cearense e é utilizada pela populacao local para alguns fins terapéuticos, como dor
de dente, diabetes, infeccoes de pele, entre outras. Na medicina tradicional indiana,
essa planta também tem sido utilizada por muito tempo para diversas patologias
incluindo lepra, Ulceras, tumores, hemorroidas, dores nas articulagdes e doencas do
baco, figado e abdémen (KIRTIKAR; BASU, 1935). Na pesquisa, inumeros estudos
mostram que o latex de C. procera, rico em proteinas, apresenta propriedades
farmacolégicas anti-inflamatérias, antinociceptiva, imuno-modulatéria envolvendo
mecanismos celulares, vasculares e liberagdo ou inibicdo de importantes
mediadores inflamatorios (ALENCAR et al., 2006; 2004; RAMOS et al., 2009;
SOARES et al., 2005; KUMAR et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2009; LIMA-FILHO et
al., 2010).

Apesar do grande numero de analgésicos e antiinflamatérios disponiveis
atualmente para uso clinico, ainda ndo dispomos do analgésico ideal, com maior
especificidade, de menor toxicidade e com indicagdo para algumas modalidades de
dor ainda de dificil terapéutica, notadamente as de origem neurogénicas. Entretanto,
o desenvolvimento da biologia molecular tem contribuido para o grande progresso
na descoberta das drogas analgésicas mais modernas.

Neste contexto, o interesse incessante por tratamentos farmacoldgicos
alternativos em processos inflamatérios e dolorosos que apresentem menores
efeitos colaterais, melhor eficacia e menor custo, aliado aos conhecimentos
populares e cientificos da planta C. procera, sao suportes para a realizacdo de
estudos que possibilitem a investigacao de efeitos analgésico e/ou antiinflamatorios

de uma fragao proteica isolada desta planta em diferentes modelos experimentais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de uma fragéao proteica isolada a partir do latex de Calotropis
procera (LP) em modelos experimentais de hipernocicepcao inflamatéria mecanica,

bem como os possiveis mediadores e mecanismos envolvidos.

3.20bjetivos especificos

v' Avaliar o efeito de LP na hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por
agente inflamatorio inespecifico (carragenina). Investigar o envolvimento de
neutréfilos e mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1B3, KC, NO e PGE;) neste

efeito;

v Investigar o efeito de LP na hipernocicepcao inflamatéria aguda induzida por
mediadores inflamatorios (prostaglandina E, e epinefrina). Avaliar o papel da
via Arginina/NO/canais de K*atp neste efeito;

v' Estudar o efeito de LP na hipernocicepcao inflamatéria persistente induzida
por CFA, bem como sobre o edema e infiltracdo de neutréfilos induzidos por
CFA;
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4 MATERIAIS

4.1 Isolamento da fracao proteica do latex de Calotropis procera (Ait) R. Br.

As proteinas utilizadas nesse trabalho foram extraidas do latex da planta
Calotropis procera (Ait) R. Br. (Apocynaceae). Esta espécie vegetal foi identificada
pelo Prof. Dr. Edson de Paula Nunes, taxonomista do Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara (UFC), onde o exemplar de exsicata N. 32.663 foi
depositado.

Este arbusto foi facilimente encontrado em varias localidades da cidade de
Fortaleza, principalmente na area litoranea. A coleta do latex foi realizada através de
incisdes no apice caulinar de plantas saudaveis em tubos do tipo Falcon com agua
destilada (1:1 v/v). O procedimento de coleta do latex em agua minimiza o efeito
natural de “coagulacado” que ocorre nesse fluido logo apds sua exsudacdo. Apds a
coleta, os tubos foram levemente agitados e mantidos a temperatura ambiente até o
seu processamento no laboratério.

O processamento do latex foi realizado no Laboratério de Bioquimica e
Biologia de Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Ceard, sob a supervisao
do Prof. Dr. Marcio Viana Ramos. Inicialmente, o latex foi submetido a centrifugacao
a 5.000 x g; 10 °C por 10 minutos e o precipitado obtido, constituido principalmente
de borracha, foi descartado. O sobrenadante foi, entdo, submetido a dialise contra
agua destilada (1:10 v/v) a 8 °C durante 60 horas, com trocas da agua a cada 4
horas, utilizando uma membrana de didlise com capacidade de retencdo de
moléculas com massa molecular superior a 8.000 Da. Em seguida, o material foi
novamente centrifugado sob as mesmas condicdes anteriores, € um sobrenadante
limpido, rico em proteinas e destituido de borracha foi obtido. Esta fracao, designada
como Proteinas do Latex (LP), foi liofilizada e utilizada nos experimentos realizados
neste trabalho (RAMOS et al., 2009).
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4.2 Animais experimentais

Os experimentos foram realizados utilizando-se camundongos Swiss albinos
(Mus musculus) fémeas de 25 a 30g, n=5-6 animais, provenientes do Biotério
Central do Campus do Pici — UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento
de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Todos foram acondicionados em gaiolas apropriadas, sob condi¢cdes
adequadas de luz (ciclo claro/escuro) e temperatura, permanecendo nas mesmas
condi¢cées ambientais durante os experimentos.

Os protocolos utilizados neste trabalho estdo de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos pelo comité de ética da Universidade Federal do Ceara sob o
namero de processo 61/11.

4.3 Drogas e reagentes

e Adjuvante completo de Freud (Sigma);

e Anticorpo biotinilado de interleucina 1 (Dako);
e Anticorpo biotinilado de TNF-a (Dako);

¢ Anticorpo biotinilado de KC (Dako);

e Carragenina (Sigma);

e Cloridrato de naloxona (Narcan®, Cristalia);

e Dexametasona (Aché);

e Diazo6xido (Sigma);

e DMSO - Dimetilsulfoxido (Vetec);

e Epinefria (Sigma);

e Etanol (Synth);

e Glibenclamida (Sigma);

e HTAB (Brometo de hexadecil trimetil-amonio) (Sigma);
¢ Indometacina (Sigma);

e L-Arginina (Sigma);

e L-NAME (Sigma);

e NADPH (Sigma);
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¢ Need (Sigma);

¢ Nitrato redutase;

e Nitrito de sédio;

e O-dianisidine (Sigma);

. Peréxido de hidrogénio, H>O»

e Prostaglandina E2 (Sigma);

e Solucéo salina — Cloreto de sddio estéril a 0,9% (Gaspar Viana S/A);
e Sulfanilamida (Sigma);

e Sulfato de morfina (Dimorf®, Cristalia);

e Tween 20 (Vetec).

4.4 Equipamentos e materiais

e Agitador para tubos de ensaio mod. TEO89 (MARCON);

e Balanca analitica digital, modelo Ay220 (Shimadzu);

e Balanca para pesagem dos animais, modelo SF-400 (Kitchenscale);
e Banho-maria, modelo 100 (FANEN);

e Centrifuga refrigerada, modelo marathon 26 KMR (Fisher Scientific)
e Citocentrifuga, modelo 2000D (Cientec);

e Estufa, modelo MA033 (Marconi)

e Homogeinezador (Ultra Sirrer);

e Microcamara de 48 pocos (NEUROPROBE Inc. CABIN JOHN, MD);
e Microscopio éptico binocular, modelo 021 (Quimis®);

e Placa quente (Insight);

e Pletismégrafo, modelo Le 7500 (Panlab);

e Rota Rod (Insight);

e Von Frey eletrénico (Insight).
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5 METODOS

5.1Método de Avaliacao da Hipernocicepcao: Pressao crescente na pata (Von
Frey eletrénico)

Em todos os modelos a avaliagéo da hipernocicepgdo mecanica foi realizada pelo método de
pressao crescente na pata dos animais através do Von Frey eletrénico, uma versao modificagédo por
Cunha et al. (2004) da verséao descrita por Frey em 1896.

No Von Frey eletronico, utiliza-se de um anestesiometro eletrbnico que é composto de um
transdutor de pressao ligado por um cabo a um detector digital de forca, a qual é expressa em
gramas (g). Ao transdutor foi adaptada uma ponteira com area 0.05 mm? que estimula diretamente a
pata. Os animais sdo colocados em caixas de acrilico, medindo 12x10x17 cm cujo assoalho é uma
rede de malha igual a 5 mm? constituida de arame nao maleavel, durante 10 minutos antes do
experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos sédo posicionados 25 cm abaixo das caixas de
experimentagdo para facilitar a visualizagdo das plantas das patas dos animais. O experimentador é
treinado a aplicar a ponteira em angulo reto na regido central da pata traseira do animal com uma
pressao gradualmente crescente, o qual provoca uma resposta de flexdo caracteristica com retirada
da pata (comportamento nociceptivo = “flinche”). O estimulo é interrompido apds a observacao da
resposta caracteristica, descrita acima. Foram realizadas trés medidas distintas para cada animal,
sendo calculada a media aritmética destes valores.

A intensidade de hipernocicepgdo € quantificada através da variacao da
pressao aplicada na pata (A limiar de estimulo em gramas). Este delta é obtido a
partir da subtracdo do valor medido antes dos tratamentos (medida basal — TO) e
apds administracdo dos estimulos e droga teste que variam de acordo com o
protocolo experimental, explicados a seguir.

5.2Modelos Experimentais de Hipernocicepcao Mecéanica

5.2.1 Avaliacdo do efeito de LP na hipernocicepcdo mecanica induzida por

carragenina (Cg)

A hipernocicepgao mecanica foi avaliada nos tempos 0, 3 e 5 horas apos a
administracao intraplantar (i.pl.) de Cg (300ug/50uL de salina) nos animais pré-
tratados por via endovenosa (e.v., através do plexo intra-orbital) com LP (0,5; 5 e 50
mg/kg/100uL de salina); com indometacina por via intraperitoneal (5mg/Kg/100uL,
i.p.), inibidor nao-seletivo da COX; e salina (e.v., 100uL) 30 minutos antes da

administracao da Cg na pata traseira direita de cada camundongo. O grupo controle
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negativo foi formado por animais tratados com salina por via i.pl. e e.v. A intensidade
de hipernocicep¢do mecanica foi medida conforme descrito (item 01) e calculada
pela subtracdo das medidas (presséo/g) coletadas (A= TO-T1; Ao= TO-T3 e Az=T0-
T5).

a) Efeito de LP sobre a migracao de neutrdfilos na hipernocicep¢ao induzida por

carragenina (Cg):

Os animais foram tratados e.v. com LP nas duas doses que apresentaram
efeito antinociceptivo (5 e 50 mg/Kg/100uL de salina) e salina (100uL), 30 min antes
da Cg i.pl. (300ug/50uL de salina). O grupo controle negativo foi formado por
animais tratados com salina i.pl. e e.v..

Trés horas ap6s a administracdo da Cg, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o tecido subcutaneo plantar das patas foi coletado e
armazenado a -70°C para posterior quantificacdo da atividade de MPO conforme
metodologia descrita por Cunha e colaboradoes (2008c), descrita a seguir.

Quantificacao da Atividade de MPO

No momento da dosagem as amostras de tecido foram descongeladas e
incubadas em solucdo de HTAB 0,5% (Brometo de hexadeciltrimetilamonio) na
proporcdo de 50 mg de tecido por mL, homogeneizados e centrifugados (15009/15
min a 4°C). O sobrenadante obtido foi transferido para um epperdorf e submetido ao
choque térmico no pellet de células em trés etapas de congelamento e
descongelamento (-20°C; 10 minutos cada). O sobrenadante foi novamente
homogeneizado e centrifugado (1500xg; 15 min a 4°C) para melhor remogdo de
contaminantes. Em seguida, as amostras foram plaqueadas (duplicatas de 7uL em
placas de 96 pocos) e adicionado 200uL da solucdo de leitura (5mg O-dianisidine;
15uL H2O2 1%; 3mL tampao fosfato; 27mL H,O). A leitura da absorbéncia foi obtida
a 460nm (t0=0 min e t1=1 min) em leitor de ELISA. A mudanca na absorbancia foi
plotada em uma curva padrao de neutréfilos, expressa como neutréfilos/mg de tecido

e interpretada como atividade da enzima mieloperoxidase.
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b)  Efeito de LP sobre a produgédo de citocinas (TNF-a e IL-1p), quimiocina (KC) e
prostaglandina (PGE2) na hipernocicep¢ao induzida por carragenina (Cg):

Trés horas ap6s a administracdo da Cg, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o tecido subcutaneo plantar das patas foi coletado e
armazenado a -70°C para posterior quantificacao conforme metodologias de enzime-
linked immunosorbent assay (ELISA) descritas a seguir:

Quantificacdo de TNFa e IL-18e KC

Um ELISA tipo sanduiche foi realizado para quantificar as concentragdes de
TNF-a e IL-15 e KC nas amostras de tecido da pata dos animais. Para tanto, o tecido
coletado foi homogeneizado em solucdo de PBS e processado como descrito por
Safieh-Garabedian et al (1995). A deteccao de IL-1B, TNF-a e KC foram
determinadas no sobrenadante do macerado da amostra por ELISA (CUNHA et al.,
2000). Placas de 96 pocos foram incubadas por 12h a 4°C com anticorpo anti-IL-1,
anti-TNF-a e anti-KC murino (4ug/mL ou 0,8ug/mL; kit da R&D systems- Cat. N®
DY501 ou DY510, respectivamente). Apds sensibilizacdo das placas, as amostras
foram adicionadas em duplicata e a curva padrao foi adicionada em varias diluicdes
e incubada por 24h a 4°C. As placas foram entdo lavadas trés vezes com solucéo
tampao PBS/Tween-20 (0,05%) e incubadas com anticorpo monoclonal biotinilado
anti-IL-1B, anti-TNF-a e anti-KC diluidos (1:1000 com BSA/Tween 1%). Apés o
periodo de incubacao a temperatura ambiente por 1h, as placas foram lavadas e 50
UL do complexo HRP-avidina diluido 1:5000 foram adicionados. Decorridos 15
minutos, o reagente de cor o-fenilenodiamina (OPD, 50uL) foi adicionado e as placas
foram incubadas na auséncia de luz a 37°C por 15 a 20 min. A reacdo enzimatica foi
interrompida com H.SOs (1M) e a densidade éptica medida a 490nm em
espectrofotobmetro. As concentragbes de citocinas contidas nas amostras foram
calculadas a partir de uma curva padrdo com 11 pontos, obtida por diluicao seriada.
Os resultados foram expressos em picograma de citocinas/mL de sobrenadante/mg
de tecido.
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Quantificacio de PGE>

As amostras dos tecidos plantares foram coletadas em 0,5 mL de tampéo
contendo inibidores de enzima e inibidor da cicloxigenase (indometacina). Depois de
homogeneizadas as amostras com auxilio do Polytron, estas foram centrifugadas (20
min, 2000 g, 4 °C), e o sobrenadante foi analisado por radio imunoensaio para
determinar a concentragdo de PGE, (WALLACE et al., 1988).

5.2.2 Avaliacédo do efeito de LP na hipernocicepc¢ao induzida por prostaglandina E;
(PGE>)

A hipernocicepcao mecénica foi avaliada trés horas apés a administracao i.pl.
de PGE, (100ng/50uL de salina) nos animais pré-tratados e.v. com LP (5 e 50
mg/kg) e salina (100uL) 30 minutos antes da administracdo da PGE, em cada pata
direita traseira. O grupo controle negativo foi formado por animais tratados i.pl. e e.v.
com salina. A intensidade de hipernocicepc¢ao foi medida conforme descrito (item 01)

e calculada a partir da subtracdo das medidas (pressao/g) coletadas (A= TO-T3).

a) Avaliacdo do envolvimento do 6xido nitrico no efeito anti-hipernociceptivo de
LP na hipernocicep¢ao induzida por PGE»:

Os camundongos foram tratados com salina (e.v. e i.pl., grupo controle
negativo); L-NAME (30mg/kg/100uL de salina, i.p.); L-Arginina (400mg/kg/100uL de
salina, i.p.), precussor de éxido nitrico; L-NAME juntamente com L-Arginina (L-NAME
administrado 15 minutos antes da L-Arginina); LP (5mg/kg, e.v.); e L-NAME em
conjunto com LP (L-NAME administrado 15 minutos antes de LP). Ap6s 30 minutos
receberam PGE, (100ng/50uL, i.pl.) e depois de 3 horas os camundongos foram
analisados no Von Frey eletrénico (T3). A intensidade de hipernocicepc¢ao foi medida
como descrito anteriormente (item 01) e obtida a partir da subtracdo das medidas
(pressao/qg) coletadas (A= TO-T3).

b) Avaliagdo do envolvimento dos canais de potassio ATP dependentes (K arp)

no efeito anti-hipernociceptivo de LP na hipernocicepg¢do induzida por PGE:
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Os camundongos foram tratados com salina (e.v. e i.pl., grupo controle
negativo); glibenclamida (5mg/kg/100uL de DMSO 5%, i.p.), droga padrao utilizada
para bloquear os canais de K srp; diazéxido (3mg/kg/100uL de DMSO 5%, i.p.),
droga padrao utilizada para ativar canais de K*arp; LP (bmg/kg, e.v.) e solucao de
DMSO 5% (100p/L, i.p.) que foi utilizado no preparo da glibenclamida e do diazéxido.
Ap6s 30 minutos destas administracbes a PGE. (100ng/50uL, i.pl.) foi aplicada e 3
horas depois os camundongos foram analisados no Von Frey eletrénico (T3). A
intensidade de hipernocicepcao foi obtida a partir da subtragdo das medidas
(pressao/qg) coletadas (A= TO-T3).

5.2.3 Avaliagao do efeito de LP na hipernocicepg¢ao induzida por epinefrina

A hipernocicepcao mecénica foi avaliada duas horas apds a administragcéo
intraplantar de epinefrina (100ng/50uL de salina) nos animais pré-tratados e.v. com
LP (5 mg/kg) e salina (100uL) 30 minutos antes da administracdo da epinefrina em
cada pata direita traseira. O grupo controle negativo foi formado por animais tratados
com salina i.pl. e e.v.. A intensidade de hipernocicepcdo foi medida conforme
descrito (item 01) e calculada a partir da subtragdo das medidas (pressao/qQ)
coletadas (A= TO-T3).

5.2.4 Investigacdo do efeito de LP no modelo de hipernocicepcdo persistente
induzida por adjuvante completo de Freud (CFA)

CFA (1 mg/ml de Mpycobacterium tuberculosis inativado, diluido em 85%
de 6leo de parafina e 15% de monoleato de manida) quando administrado uma
Unica vez na pata de roedores, produz inflamacéo que persiste por mais de oito dias
(LARSON et al., 1985). Por esta razdo, os animais foram analisados durante sete
dias consecutivos.

Os animais foram tratados durante oito dias com salina (e.v.); dexamatasona
(2mg/kg/100uL de salina) por via subcutanea (s.c.) e LP (5mg/kg, e.v.). Apenas no 1°
dia de experimento os animais receberam CFA (20uL, i.pl.) em cada pata 30 minutos

apos aplicacao de cada droga.
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Diariamente, apds 3 horas dos tratamentos os animais foram desafiados no
Von Frey eletrénico, sempre no mesmo horario do primeiro dia.

A intensidade de hipernocicepcao foi medida conforme descrito (item 01) e
calculada a partir da subtracdo das medidas (pressao/g) coletadas.

a) Efeito de LP sobre o edema de pata na hipernocicepcao induzida por CFA:

Diariamente, logo apds a avaliacdo da hipernocicep¢do mecénica, 0os volumes das patas
direitas de cada animal foram medidos através do pletismégrafo durante sete dias. O edema foi
calculado como a diferenga entre o volume de liquido deslocado pelas patas ap6s administracdo de

CFA e antes de qualquer tratamento (T0). Os resultados foram expressos em volume de edema (mL).

b) Efeito de LP sobre a migracdo de neutrdfilos na hipernocicepcao induzida por
CFA:

No oitavo dia de experimento os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o tecido subcutaneo plantar das patas foi coletado e
armazenado a -70°C para posterior quantificacdo da atividade de MPO conforme

metodologia descrita acima (item 5.2.1.a).

c) Avaliacdo do efeito de LP sobre o desempenho motor dos camundongos
através do teste rota rod:

Objetivando avaliar possivel efeito inespecifico de LP (5mg/kg, e.v.) sobre a
incoordenacdo motora ou relaxamento muscular dos animais, no oitavo dia de
experimento os camundongos foram colocados individualmente posicionados no
aparelho de rota rod (4 rotacdes por minuto) e o tempo de permanéncia foi
registrado (maximo 2 minutos). Os resultados foram expressos como o tempo (em
segundos) de permanéncia do animal no aparelho £ E.P.M. (DUNHAM; MYIA, 1957).
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Figura 3: Protocolo experimental para avaliacao do efeito da fracao proteica
isolada do latex de Calotropis procera (LP) em modelo de hipernocicepcao
persistente induzida por adjuvante completo de Freud (CFA).

Salina (e.v.) LP {(5ma/kag, e.v.) Dexametasona (2mo/ka, s.C.)

$8 3 3 ] : I 3
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
B~ 1 2 3 4 5 6 7 8

/"f - t t t t t 1t
[Ana’lise de hipernocicepcao mecanica e edema de pata} l

Administracdo de
CFA (20uL/pata)
Salina (ul/pata)

Avaliagdo da performance motora -
Tets do rota red

Atividade de MPO em
tecide subplantar

Fonte: pesquisador.

5.3 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (Erro Padrao da Média).
Para a verificagcado das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada Analise
de Variancia (ANOVA) e teste de Bonferroni. Para todas as analises foi considerado

significativo quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz hipernocicepcao
inflamatéria aguda induzida por carragenina (Cg)

Animais tratados apenas com Cg (i.pl.) apresentaram aumento significativo
(p<0,05) da hipernocicepcao mecanica quando comparados aqueles tratados
apenas com salina (i.pl., e.v., controle). Podemos observar na figura 04 que LP
guando administrada nas duas maiores doses reduziu de forma significativa (p<0,05)
a hipernocicepcdo mecéanica quando comparada ao grupo tratado com Cg (i.pl.).
Este efeito foi observado em todos os tempos de avaliacdo experimental. Na
primeira, terceira e quinta hora a dose de 5mg/kg de LP diminui a hipernocicepcao
em 25%, 55% e 46%, respectivamente, e a dose de 50 mg/kg reduziu em 39%, 64%
e 60 %, respectivamente. O efeito de LP nestas doses foi semelhate ao observado
pelo tratamento com a droga utilizada como padréo, indometacina (i.p.), que reduziu
significativamente (p<0,05) a hipernocicepcdo em 52%, 44% e 38% na primeira,
terceira e quinta hora apdés administracédo i.pl. do estimulo inflamatério. Por outro

lado, a menor dose de LP (0,5mg/kg) nao foi eficiente em reduzir a hipernocicepcéo.
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Figura 4: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz
hipernocicepc¢ao inflamatéria aguda induzida por carragenina (Cg).
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Animais foram tratados com salina (e.v. e i.pl.), indometacina (5mg/kg, i.p.) ou LP (0,5; 5 e 50mg/kg,
e.v.) 30 minutos antes da injecdo de Cg (300ug/pata). Apos 1h, 3h e 5h da administragdo do estimulo
inflamatério, os animais foram desafiados no Von Frey eletrénico. Resultados sdo expressos como a
média £ E.P.M. de 5 animais por grupos. * p<0,05 indica diferenga estatistica comparado com grupo
Cg. (ANOVA, teste de Bonferroni).

a) LP reduz migracdo de neutrofilos induzida por carragenina (Cg) na pata de

camundongos:

A migracdo de neutréfilos foi mensurada através da dosagem de MPO no
tecido da pata estimulada por Cg (300ug/pata). A administracdo intraplantar deste
estimulo inflamatdrio provocou significativo (p<0,05) acumulo de neutréfilos em
tecido subplantar quando comparado ao grupo tratado somente com salina (e.v.,
i.pl., controle). Esta atividade foi reduzida de forma significativa (p<0,05) nos grupos
de animais tratados por via endovenosa com LP nas doses de 5 e 50 mg/Kg, as
quais foram efetivas em reduzir intensamente o influxo de neutrofilos em 80% e
94%, respectivamente, quando comparadas ao grupo tratado com Cg (i.pl.) (Figura
5).
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Figura 5: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz migracao
de neutrodfilos induzida por carragenina (Cg) na pata de camundongos.
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Camundongos foram tratados com salina (e.v., i.pl.) ou LP (5 e 50mg/kg, e.v.) 30 minutos antes da
injecdo de Cg (300ug/pata). Apos 3h da administracdo do estimulo inflamatério, os animais foram
sacrificados e o tecido subplantar foi retirado para quantificagdo de MPO. Resultados sao expressos
como a média £ E.P.M. de 5 animais por grupos. # p<0,05 indica diferenca estatistica comparado
com grupo Salina e * p<0,05 com grupo Cg. (ANOVA, teste de Bonferroni).

b) LP reduz a concentragdo de mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-1B3, KC e
PGE>) no tecido subplantar de patas estimuladas com carragenina (Cg):

Em busca de avaliar possivel envolvimento de mediadores pré-inflamatérios
no efeito antinociceptivo de LP frente a hipernocicepcdo mecanica causada pela
administracdo intraplantar de Cg (300ug/pata), foram quantificadas as citocinas,
TNF-a e IL-1B; quimiocina, KC e PGE, em patas estimuladas com Cg de
camundongos tratados previamente com LP na dose de 5mg/kg (e.v.).

Animais que receberam somente Cg na pata demonstraram aumento
significativo (p<0,05) destes mediadores quando comparados ao grupo tratado
apenas com salina (e.v., i.pl., controle). O pré-tratamento com LP foi capaz de
reduzir significativamente (p<0,05) a concentracdo plantar de TNF-a, IL-1B, KC e
PGE.em 71%, 81%, 72% e 72%, respectivamente, quando comparado ao grupo Cg
(i.pl.) (Figura 6 A-D).
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Figura 6: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz a
concentracao de mediadores pro-inflamatérios (TNF-a, IL-18, KC e PGE) no
tecido subplantar de patas estimuladas com carragenina (Cg).
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Camundongos foram tratados com salina (e.v., i.pl.) ou LP (5 mg/kg, e.v.) 30 minutos antes da injecao
i.pl. de Cg (300ug/pata). Apds 3h da administragdo de Cg os animais foram sacrificados e o tecido
subplantar foi retirado para quantificacdo de TNF-a, IL-18, KC e PGE,. Resultados sdo expressos
como a média £ E.P.M. de 6 animais por grupos. # p<0,05 indica diferenca estatistica comparado
com grupo Salina e * p<0,05 com o grupo Cg. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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6.2Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz hipernocicepcao

inflamatéria induzida por prostaglandina E, (PGE-)

A administracdo intraplantar de PGE. (100ng/pata) promoveu aumento
significativo (p<0,05) da hipernocicepcdo mecénica quando comparado aos
camundongos que receberam somente salina (e.v., i.pl., controle). LP, previamente
administrado e.v. nas doses de 5 e 50mg/kg, diminuiu significativamente (p<0,05) a
hipernocicepgcdo mecanica em 40% e 42%, respectivamente, quando comparados

ao grupo PGE; (Figura 7).

Figura 7: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz
hipernocicepcao mecanica induzida por prostaglandina E; (PGE).
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Salina (e.v., i.pl.) ou LP nas doses 5 e 50mg/kg (e.v.) foram administrados 30 minutos antes da
injecdo intraplantar (i.pl) de PGE, (100ng/pata) e apds 3 horas os animais foram desafiados no Von
Frey eletrdnico. Resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 5 animais por grupos. # p<0,05
indica diferenga estatistica quando comparado ao grupo salina e * p<0,05 ao grupo PGE,. (ANOVA,
teste de Bonferroni).
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a) Efeito anti-hipernociceptivo da LP em hipernocicep¢cao mecanica induzida por
PGE, depende da producédo de NO: L-NAME reverte sua atividade.

Animais tratados com PGE, i.pl. (100ng/pata) demonstraram aumento
significativo (p<0,05) da hipernocicepcao mecanica quando comparados aqueles
tratados apenas com salina (i.pl., e.v., controle). Grupo tratado com L-Arginina
(30mg/kg, i.p.), demonstrou diminuigdo significativa (p<0,05) da hipernocicepcao
mecanica em 16% quando comparado ao grupo PGE,. Este efeito é perdido quando
€ administrado previamente L-NAME (30mg/kg, i.p.) 15 minutos antes de L-Arginina
(grupo L-NAME+L-Arginina).

O tratamento prévio de LP (5mg/kg, e.v.) mostrou reducdo significativa
(p<0,05) da hipernocicepgdo em 49% quando comparado ao grupo PGE,. Esta
atividade foi perdida quando foi L-NAME foi administrado 15 minutos antes de LP
(grupo L-NAME+LP), observando diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo LP e L-
NAME+LP (Figura 8).

Figura 8: Efeito anti-hipernociceptivo da fracao proteica do latex de Calotropis
procera (LP) em hipernocicepcao mecéanica induzida por PGE, depende da
producao de NO: L-NAME reverte sua atividade.
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Camundongos foram tratados com salina (e.v., i.pl.); L-NAME (30mg/kg, i.p.); L-Arginina (L-Arg,
400mg/kg, i.p.); L-NAME juntamente com L-Arginina; LP (5mg/kg, e.v.) e LP juntamente com L-NAME
30 minutos antes da injecao de PGE, (100ng, i.pl.). Apdés 3 horas da administracdo do estimulo
nociceptivo os camundongos foram desafiados no Von Frey eletrénico. Resultados sdo expressos
como a média + E.P.M. de 5 animais por grupos. # p<0,05 indica diferenga estatistica quando
comparado ao grupo salina, a p<0,05 ao grupo L-NAME, * p<0,05 ao grupo L-Arg, ** p<0,05 ao grupo
PGE:; e k p<0,05 ao grupo LP5. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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b) Efeito anti-hipernociceptivo da LP em hipernocicep¢cao mecanica induzida por
PGE, depende dos canais de Karp: glibenclamida reverte sua atividade.

O agente hiperalgésico, PGE2 (100ng/pata), quando administrado por via
intraplantar, induziu um aumento significativo (p<0,05) da hipernocicep¢ao mecéanica
quando comparado ao grupo tratado apenas com salina (e.v., i.pl.). Ja 0s animais
pré-tratados com DMSO (5%) ndo apresentaram nenhum efeito significativo. Grupo
tratado com diazéxido demonstrou diminuicdo significativa (p<0,05) da
hipernocicepcao em 47% quando comparado ao grupo tratado com PGE: (i.pl.). Este
efeito é perdido quando é administrado previamente glibenclamida (15 minutos antes
de diaz6xido).

O pré-tratamento com LP na dose de 5mg/kg (e.v.) 30 minutos antes de
PGE, demonstrou reducdo significativa da hipernocicepcdao em 43% quando
comparado ao grupo PGE: (i.pl.). Esta atividade foi perdida quando foi administrado
glibenclamida 15 minutos antes de LP (grupo glibenclamida+LP), observando
diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos tratados com LP e glibenclamida em

conjunto com LP (Figura 9).
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Figura 9: Efeito anti-hipernociceptivo da fracao proteica do latex de Calotropis
procera (LP) em hipernocicepcao mecanica induzida por PGE. depende dos
canais de Karp: glibenclamida reverte sua atividade.
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Camundongos foram tratados com salina (e.v., i.pl.); DMSO (5%, i.p.); diazéxido (Diaz, 3mg/kg, i.p.);
glibenclamida (Gliben, 5mg/kg, i.p.); glibenclamida juntamente com diazéxido; LP (5mg/kg, i.v.) e
glibenclamida juntamente com LP. Apds 30 minutos destas administragdes, a PGE, (100ng, i.pl.) foi
aplicada e 3 horas depois 0os camundongos foram analisados no Von Frey eletrénico. Resultados sdo
expressos como a média £ E.P.M. de 5 animais por grupos. # p<0,05 indica diferenga estatistica
guando comparado ao grupo salina, * p<0,05 ao grupo PGE,, a p<0,05 ao grupo Diaz e k p<0,05 ao
grupo LP. (ANOVA, teste de Bonferroni).

6.3Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz hipernocicepcao
mecénica induzida por epinefrina

Animais tratados i.pl. com epinefrina (100ng/pata) promoveram aumento da
intensidade de hipernocicepcao de forma significativa quando comparados aqueles
que receberam apenas salina (e.v., i.pl., controle). O pré-tratamento e.v. com LP na
dose de 5mg/kg apresentou reducao significativa da hipernocicepcdo mecanica em

36% quando comparado ao grupo tratado apenas com epinefrina (i.pl.) (Figura 10).
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Figura 10: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz
hipernocicep¢ao mecénica induzida por epinefrina.
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Salina (e.v., i.pl.) ou LP 5mg/kg (LP 5, e.v.) foram administrados 30 minutos antes da injecédo
intraplantar (i.pl.) de epinefrina (100ng/pata) e ap6s 2 horas os animais foram desafiados no Von Frey
eletrénico. Resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 5 animais por grupos. # p<0,05
indica diferenga estatistica quando comparado ao grupo Salina e * p<0,05 ao grupo epinefrina.
(ANOVA, teste de Bonferroni).

6.4 Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz
hipernocicepcao persistente induzida por adjuvante completo de Freud
(CFA)

Grupo de animais tratado com CFA (20uL, i.pl, injetado apenas no primeiro
dia de analise experimental) apresentou aumento significativo da hipernocicepcao
mecanica durante sete dias consecutivos quando comparado ao grupo tratado com
salina (i.pl., e.v.). Animais tratados com dexametasona (2mg/kg, s.c.), corticoide
utiizado como droga padrdo, demosntraram reducdo significativa da
hipernocicepcao em 68% quando comparados aqueles tratados com CFA (i.pl.). O
pré-tratamento e.v. com LP na dose de 5mg/kg apresentou importante reducéo da
intensidade de hipernocicepgdo em 42% quando comparado ao grupo CFA (i.pl.)
(Figura 11A). As percentagens de inibicdo de cada grupo foram expressas como
média dos sete dias de andlise experimental para melhor entendimento, néo

havendo diferenca estatistica entre os dias.
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a) LP reduz o edema de pata em modelo de hipernocicepcdo persistente
induzida por CFA:

Animais que receberam injecao intraplantar de CFA (20uL/pata)
apresentaram intenso edema (p<0,05) em todos os dias de andlise quando
comparados aqueles tratados somente com salina (e.v.). LP (5mg/kg, e.v.) e
dexametasona (2mg/kg, s.c.) foram capazes de inibirem significativamente (p<0,05)
o edema induzido por CFA em 59% e 67%, respectivamente, quando comparados
ao grupo CFA (i.pl.). LP apresentou importante efeito sobre o edema de pata
estimulada com CFA, ndao havendo diferenca estatistica (p<0,05) entre a fracao

proteica e dexametasona (Figura 11B).
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Figura 11: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz a
hipernocicepcao mecanica e edema de pata induzidos por adjuvante completo
de Freud (CFA) em camundongos.
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Os animais foram tratados durante sete dias consecutivos com salina (e.v.) dexamatasona (2mg/kg,
s.c.) e LP (5mg/kg, e.v.). Apenas no dia 1, ap6s administracdo de cada droga, o CFA (20uL/pata) foi
administrado. Resultados sdo expressos como a média + E.P.M. de 5 animais por grupos. * p<0,05
indica diferenca estatistica comparado com todos os grupos. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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b) LP reduz migracao de neutrdéfilos induzida por CFA na pata de camundongos:

A migragdo de neutrdfilos foi mensurada através da dosagem de MPO no
tecido da pata estimulada por CFA (20uL/pata). A administracdo intraplantar deste
estimulo inflamatério provocou significativo (p<0,05) acumulo de neutréfilos em
tecido subplantar quando comparado ao grupo tratado somente com salina (e.v.,
i.pl., controle). Esta atividade foi reduzida de forma significativa (p<0,05) nos grupos
de animais pré-tratados com LP (5mg/Kg, e.v.) e dexametasona (2mg/kg, s.c.), as
quais foram efetivas em reduzir intensamente o influxo de neutréfilos em 42% e
62%, respectivamente, quando comparadas ao grupo tratado com CFA (i.pl.). Na
figura 12 é observado potente efeito de LP na ibicdo do influxo de neutréfilos

causado por CFA, sendo esta atividade semelhante ao grupo dexametasona.

Figura 12: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) reduz migracao
de neutréfilos induzida por adjuvante completo de Freud (CFA) na pata de
camundongos.
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Animais foram tratados durante oito dias consecutivos com salina (controle, e.v.); dexamatasona
(Dexa, 2mg/kg, s.c.) e LP (LP5, 5mg/kg, e.v.). Apenas no dia 1, apés administragéo de cada droga a,
o CFA (20uL/pata) foi administrado. Resultados sé&o expressos como a média + E.P.M. de 5 animais
por grupos. # p<0,05 indica diferenca estatistica quando comparado ao grupo Salina e * p<0,05 ao
grupo CFA. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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c) LP nao interfere no desempenho motor de camundongos:

Nenhum grupo experimental modificou significativamente (p<0,05) o tempo
de permanéncia dos animais sobre a barra giratéria quando comparados ao grupo
salina (controle, i.v. e i.pl.). Todos os camundongos tratados com salina, CFA
(20uL/i.pl.) e LP (5mg/kg, i.v.) durante oito dias consecutivos permaneceram na
barra giratéria por 120 segundos (tempo maximo de analise). Ja o grupo tratado
com dexamatasona (2mg/kg, s.c.) apresentou uma média de permanéncia na barra
de 117+2,8 segundos (Figura 13).

Figura 13: Fracao proteica do latex de Calotropis procera (LP) nao interfere no
desempenho motor de camundongos.
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Camundongos foram tratados durante oito dias consecutivos com salina (e.v.); dexamatasona (Dexa,
2mg/kg, s.c.) e LP (5mg/kg, e.v.). No oitavo dia os animais foram colocados individualmente na barra
giratdria e o tempo de permanéncia foi registrado (maximo 120 segundos). Resultados sao expressos
como a média £ E.P.M. de 6 animais por grupos. (ANOVA, teste de Bonferroni).
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7 DISCUSSAO

O processo inflamatério ocorre como uma resposta do tecido a injuria celular
e caracteriza-se por um fendmeno complexo, dindmico e multimediado, podendo
manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo, como fisico (queimadura, radiacao,
trauma), biolégico (microorganismos, rea¢des imunolégicas) ou quimico (substancia
caustica). Este processo envolve uma complexa cascata de eventos bioquimicos e
celulares, que incluem extravasamento de fluidos, ativacdo enzimatica, migracao
celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativacao de receptores, lise e
reparo tecidual (BECKER, 1983). Os mediadores inflamatérios, uma vez liberados,
promovem de forma sinérgica uma alteragdo no mecanismo de transducgao periférica
do estimulo nociceptivo, na qual é caracterizada pela reducdo do limiar de
percepcao do estimulo doloroso aumentando a sensibilidade dos nociceptores,
desta forma ocorre exagerada resposta a estimulos nocivos (hiperalgesia) ou néo
nocivos (alodinia) (MEYER; CAMPBELL; RAJA, 1994).

A investigacao cientifica do efeito de substancias na hipernocicepcao e
nocicepcao de origem inflamatdria pode ser realizada seguindo varios protocolos.
Dos métodos mais utilizados em laboratérios para avaliacdo de comportamentos
apresentados por animais submetidos a experiéncia dolorosa (ou nociceptiva) estao
aqueles que avaliam a acado de drogas sobre comportamentos indicativos de dor
manifesta (ou nocicepcao manisfesta), nos quais o estimulo utilizado causa, por si
s0, a ativacao das vias nociceptivas, induzindo o comportamento compativel com dor
(teste de formalina ou de contorcoes abdominais com acido acético), e os modelos
de avaliacdo de hipernocicepcao, nos quais € feita a administracdo de drogas que
induzem a sensibilizagdo das fibras neuronais nociceptivas. Nestes ultimos, sdo
avaliados parametros que indicam a presenca de fendmenos como a
hipernocicep¢do ou alodinia, ou seja, nos quais ocorre diminuicdo do limiar de
tolerancia a estimulagao de carater mecanico, térmico ou quimico.

Neste estudo buscou-se a demonstracdo de efeito antinociceptivo de uma
fracao proteica isolada do latex da planta C. procera, que denominamos de LP. Para
tanto, foi utilizado um modelo de hipernocicepcéao inflamatéria mecanica induzida por
diferentes estimulos inflamatérios em camundongos, nos quais a hipernocicepgao foi
avaliada através do teste de pressao crescente (Von Frey eletrénico). Este método
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possibilita a determinacdo quantitativa da hipernocicepcao inflamatéria mecéanica
induzida tanto por estimulos inflamatérios inespecificos (Cg e LPS) como por
mediadores inflamatérios (citocinas, prostaglandinas e aminas simpaticas). Por esta
razdo é muito utilizado para avaliar a atividade anti-hiperalgésica de diferentes
substancias e seus mecanismos de agao.

A carragenina tem sido extensivamente utilizada para se investigar os
mecanismos  envolvidos em  fendmenos inflamatérios agudos, como
hipernocicepg¢ao, migracéo celular e edema bem como em modelo para se avaliar
novas drogas anti-inflamatérias (VINEGAR; TRUAX; SELPH, 1976; HIGGS et al.,
1980; FERREIRA et al.,, 1988; HARRIS et al.,, 2004; FERREIRA et al., 1993;
CUNHA et al., 2004). Apés aplicacao deste agente indireto pré-inflamatério, ocorre
ativacdo de macréfagos e aumento da migracao de neutréfilos, ocorrendo a partir
dai, liberacdo de véarios mediadores inflamatérios como aminas biogénicas
(histaminas, bradicinina), citocinas (TNF-a; IL-6; IL-1B), metabdlitos do acido
aracdodnico (leucotrienos, prostaglandinas) e 6xido nitrico (SOUSA et al., 1988). A
carragenina induz hipernocicepg¢do mecéanica dependente de duas citocinas chaves,
TNF-o e KC. Ambas agem através da liberagdo de IL-1B que por sua vez libera
prostaglandinas. Além disso, KC age também via liberagcdo de aminas simpaticas
(CUNHA et al., 2005).

No presente trabalho, o estudo do possivel efeito antihipernociceptivo de LP
foi iniciado avaliando o efeito desta fracdo na hipernocicepcdo mecénica induzida
por carragenina. Para tanto, LP foi administrada via endovenosa nas doses de 0,5; 5
e 50mg/kg sendo efetiva nas duas maiores doses, diminuindo de forma significativa
a hipernocicepcao da Cg no teste do Von Frey eletrénico.

O conhecimento da fisiopatologia da dor, com a identificacdo precisa dos
mediadores inflamatérios liberados e seus mecanismos moleculares de hiperalgesia
€ de fundamental importdncia no desenvolvimento das drogas analgésicas
modernas de maior seletividade e de menor toxicidade.

Um dos possiveis sitios de acdo de drogas analgésicas no mecanismo
fisiopatolégico da dor inflamatoria seria imediatamente apdés a instalacdo do
processo inflamatério com a consequente migracdo de células e liberacdo dos
primeiros mediadores inflamatérios representados pelas citocinas, prostaglandinas,
cininas e neurocininas, responsaveis pela sensibilizacado dos nociceptores aferentes
primarios da dor (LEVINE; TAIWO, 1994).
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Em geral, os neutréfilos representam a primeira linha de defesa do sistema
imunolégico contra patdgenos. Entretanto, em varias doengas inflamatorias, como a
artrite reumatoide, a atividade destas células pode trazer como consequéncia dano
tecidual. A interacdo entre neutréfilos e células residentes (macréfagos, mastécitos,
fibroblastos) no local inflamado faz com que haja aumento de liberacdo de citocinas
e quimiocinas, além de diversas enzimas e espécies reativas de oxigénio. A partir
dai ocorre o aparecimento da dor inflamatéria, o principal sintoma da artrite
reumatoide (KASAMA et al., 2005; PALMER; GABAY; IMHOF, 2006; CATTANI et al.,
2006; TANAKA, 2006; KIM et al., 2006).

InUmeras pesquisas demonstram que a presencga e ativacao de neutréfilos no
foco inflamatério desempenham um papel crucial na génese da hipernocicepcao
inflamatéria. O neutréfilo ativado no local inflamado libera citocinas pré-inflamatérias
aléem de prostaglandinas e aminas simpaticas que atuam diretamente na
sensibilizacdo de nociceptores (LEVINE et al., 1984; 1985; LAVICH et al., 2006;
CUNHA et al., 2008a; GERRERO et al., 2008; SOUTO et al., 2011; LEMOS et al.,
2009).

Em trabalho de Cunha et al. (2008a) foi demonstrado que a atividade
nociceptiva das citocinas pré-inflamatérias depende do recrutamento de neutréfilos e
ainda da capacidade destas células produzirem mediadores como PGE, e aminas
simpaticas. Estes resultados sugerem claramente a importancia de neutréfilos no
estabelecimento da dor inflamatéria. Isto é confirmado por outros estudos que
mostram que apenas a presenca de neutrofilos no foco ndo é suficiente para o
aparecimento da hipernocicepcdo. Os neutréfilos precisam ser ativados. Por
exemplo, o0 recrutamento dos neutréfilos utilizando glicogénio nao causa
hipernocicepg¢do, mas quando neutréfilos foram ativados com LPS, C5a ou Cg o
estado hipernociceptivo é estabelecido (CASTRO; FERREIRA 1979; LEVINE et al.,
1985).

Células residentes, incluindo células dendriticas, macrofagos, linfécitos e
mastocitos sdo componentes do tecido que, apds reconhecimento do estimulo
inflamatério liberam uma cascata de citocinas. As primeiras citocinas descritas como
participantes no processo de dor inflamatéria foram IL-18, TNF-a, IL-6 e as
quimiocinas IL-8 (CINC-1) e KC (FERREIRA, 1988; VERRI et al., 2006; CUNHA et
al., 2007).
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A IL-18 estimula a expressdo de COX2 e subsequente liberacdo de
prostaglandinas (BERNHEIM; GILBERT; STITT, 1980; ZUCALI et al., 1986;
CROFFORD et al., 1994). A hipernocicepcdo mecéanica causada por carragenina €
parcialmente (50%) atenuada quando camundongos sao tratados previamente com
anticorpos anti-IL-13. Este resultado € compreendido, pois se sabe que a
carragenina desencadeia duas importantes vias hiperalgésicas, em que uma
apresenta como produto final as prostaglandinas e a outra as aminas simpaticas
(CUNHA et al., 1992; FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993; FERREIRA et al.,
1993). A liberacdo da IL-1B esta relacionada a doencas de carater inflamatério,
como a artrite reumatdide (JOOSTEN et al., 2010), a osteoartrite (PUJOL et al.,
2008) e a aterosclerose (JAWIEN, 2008). TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria que
apresenta papel chave no desencadeamento da inflamacédo, imuno-modulacao,
angiogénese, citotoxicidade e dor (AGGARWAL; NATARAJAN, 1996; CUNHA et al.,
1992).

Estas citocinas (IL1-B e TNF-a) desempenham um papel crucial na
manifestacdo de hipernocicepgao inflamatéria em grande numero de modelos
experimentais (CUNHA et al., 2005, 2008a, 2008b; VERRI et al., 2006). Ha
evidéncias de que estas moléculas podem estar atuando diretamente em neurénios
nociceptivos primarios promovendo a sua sensibilizacdo (RICHTER et al., 2010;
GUERRERO et al., 2012).

Outras pesquisas demonstram o importante papel de TNF-a e IL-1B no
processo de migracao neutrofilica através do aumento da expressao das moléculas
de adeséao na superficie endotelial, sendo estas citocinas necessarias para o correto
enderecamento dos neutréfilos (HICKEY et al., 1997; KELLY; HWANG; KUBES,
2007; CANETTI et al., 2001; SAUNDERS et al., 2005). No entanto, neutrofilos
ativados séo essenciais para a liberacdo de grandes quantidades destas citocinas.
Sendo este dado confirmado através do bloqueio da migragdo de neutréfilos por
fucoidina, ferramenta farmacol6gica que bloqueia a interagdo entre selectinas do tipo
E e P. A diminuicao do influxo celular atenua fortemente as concentragcées de TNF-a
e IL-1B no local inflamado (SACHS et al., 2011).

Considerando estes achados, o estudo foi continuado e novas estratégias
experimentais delineadas com o objetivo de investigar o envolvimento da atividade

antinociceptiva da LP na hipernocicepcao mecénica induzida por carragenina com o
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recrutamento de neutréfilos e a producdo de mediadores inflamatérios (citocinas,
quimiocinas e PGE>) .

Demonstrou-se aqui que o pré-tratamento dos animais com LP diminuiu a
migracao de neutréfilos induzida pela administracdo de Cg na pata. Esta avaliagao
foi realizada de forma indireta através da quantificacdo de MPO, enzima localizada
nos granulos de neutréfilos ativados (BORREGAARD; COWLAND, 1997). A fracao
proteica testada reduziu de forma significativa a atividade da MPO no tecido
intraplantar dos animais.

Em acréscimo, o pré-tratamento com LP também interferiu na liberacdo de
mediadores inflamatoérios na hipernocicepcéao inflamatéria induzida por Cg, reduzindo
a concentracao de TNF-a, IL-1B3, KC e PGE; na pata dos animais.

Trabalho desenvolvido por Ramos et al. (2009) demonstrou importante
atividade de subfracdes (LPP1, LPP2 e LPP3) obtidas a partir da fracao proteica
total (LP) em modelo de microscopia intravital. Estas subfracdes foram capazes de
diminuir rolamento e adesdo de neutréfilos em endotélio vascular mesentérico de
animais tratados com carragenina. Outras proteinas de vegetais ja foram sugeridas
como sendo moléculas capazes de reduzir a interacdo entre células de defesa e
endotélio e como consequéncia impedir a migragdo celular in vivo (MOTA et al.,
2006; NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009; ALENCAR et al., 2010).

Desta forma, podemos inferir que o LP causa diminuicdo do influxo
leucocitario provavelmente por estar interferindo na interagdo leucdcito-endotélio
através da diminuicdo de TNF-a e IL-1B, uma vez que estes mediadores atuam
induzindo a expressdo de moléculas de adesdo, aumentando a avidez de ligacao e
promovendo quimiotaxia. A diminuicdo local da concentragdo destas citocinas e da
quimiocina KC também esta diretamente relacionada com a reducao da sintese de
prostaglandinas e aminas simpaticas que sensibilizam diretamente os nociceptores
diminuindo o quadro doloroso causado por carragenina (CUNHA et al., 2005;
CUNHA et al., 1992; LO RENZETTI et al., 2002).

O potencial terapéutico de drogas que tenham como alvo a interacéo
leucécitos-endotélio para o tratamento de doencas inflamatérias agudas e crénicas é
bastante promissor. O desenvolvimento de drogas seguras e efetivas que possuam
como alvo esses componentes moleculares envolvidos no rolamento e adesao dos
leucécitos na resposta inflamatéria pode render um novo campo, com terapias

melhoradas para as desordens associadas com a inflamagdo (PANES; PERRY:;
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GRANGER, 1999). Assim, drogas que inibem a producéo de citocinas ou atenuam
diretamente a interacao leucocito-endotélio, tais como corticosterdides, talidomida
(RIBEIRO et al., 2000b), pentoxifilina (VALE et al., 2004), anankira (FERREIRA et
al., 1988), infliximab ou produtos naturais (MIZOKAMI et al., 2011; TOBIN; KIRBY,
2005; GRESPAN et al, 2012; FIGUEIREDO et al., 2010) sdo importantes
ferramentas anti-inflamatérias e consequentemente analgésicas.

Os farmacos de acao periférica podem ser classificados em dois tipos:
farmacos que previnem a sensibilizacdo dos nociceptores (inibidores da sintese de
mediadores hiperalgésicos finais, antagonistas de receptores dos mediadores finais
e bloqueadores da liberacdo ou a agédo de citocinas) e os farmacos capazes de
reverter a sensibilizacdo dos nociceptores ja estabelecida. Entre essas drogas,
podemos destacar os opibdides de acao periférica e alguns AINEs, como a dipirona e
diclofenaco (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004; CUNHA et al., 2010; TONOSSI;
FERREIRA, 1993).

O conjunto de resultados obtidos até esta etapa do estudo mostra que a
administracdo de LP promove uma acdo anti-hiperalgésica indireta prevenindo a
sensibilizagao dos nociceptores via inibicdo da sintese de TNF-a, IL-13, KC e PGE-.

Cunha et al. (2005) demonstraram que a hipernocicepgao inflamatoéria
mecanica induzida por Cg depende de duas citocinas chaves, TNF-a e KC, as quais
agem através da liberacdo de IL-1B que por sua vez libera prostaglandinas.
Entretanto, estes autores demonstraram que diferentemente da IL-13, KC tem sua
acao independente da liberacao de prostaglandinas, mas € dependente da liberacao
de aminas simpaticas.

Desta forma, os resultados deste estudo sinalizam para elaboracdo de
algumas hipéteses em relagédo ao efeito de LP na cascata de citocinas envolvidas
da hiperalgesia inflamatéria: LP estaria reduzindo a liberacdo de TNF-a, que por sua
vez reduz a liberagdo de IL-1Be consequentemente reduz a sintese de
prostaglandinas; a reducdo da liberacdo de KC por LP contribui também para a
diminuicao da liberacao de IL-1B e aminas simpaticas.

As prostaglandinas sé&o consideradas mediadores finais da dor inflamatdria,
visto que podem ativar diretamente o0s nociceptores, ou seja, independem da
liberagdo de outros mediadores, promovendo a sensibilizacdo destes receptores
para uma dada estimulagcéo posterior, ndo causando dor espontanea (FERREIRA et
al., 2009). De uma forma geral, a PGE, pode aumentar a permeabilidade vascular,



62

promover vasodilatacao além de diminuir o limiar de disparos de potenciais de acao,
facilitando a excitagdo neuronal, levando a hiperalgesia (CALDER, 2009; FERREIRA
et al.,, 2009). Inumeros estudos experimentais demonstram que em um quadro
inflamatério, além das prostaglandinas, as aminas simpaticas (Ex: noradrenalina,
epinefrina e dopamina) sao capazes de induzir hipernocicep¢do mecéanica
(NAKAMURA; FERREIRA, 1987; KHASAR et al., 1999).

Estes mediadores atuam através de receptores acoplados a proteina G,
preferencialmente presentes na membrana neuronal de fibras C ou nociceptores
“‘dormentes” levam a ativacdo de vias de segundos mensageiros intracelulares.
Estas vias intracelulares iniciam com a producdo de AMPciclico e consequente
ativacao das proteinas quinases A e C, as quais catalisam reagdes de fosforilacao
de canais de sbdio tetrodotoxina resistente NaV 1.8. alterando sua condutancia o
gue aumenta a excitabilidade neuronal (FERREIRA; NAKAMURA, 1979; ENGLAND;
BEVAN; DOCHERTY, 1996; GOLD et al., 1996; GOLD et al., 1998; KHASAR et al.,
1998; AKOPIAN et al., 1999; KHASAR et al., 1999).

Desta forma, a proxima estratégia experimental foi elaborada no sentido de
investigar se LP é capaz de bloquear diretamente a sensibilizacdo do nociceptor.
Para tanto, o efeito de LP foi avaliado na hipernocicep¢cdo mecanica induzida pela
PGE, e por epinefrina. Nestas abordagens a LP foi capaz de reduzir a
hipernocicepcao induzida tanto pela PGE> quanto pela epinefrina. Estes resultados
sinalizam fortemente que LP possa estar diminuindo a hiperalgesia inflamatéria
atuando de forma indireta prevenindo a sensibilizacdo dos nociceptores e também
de forma direta, bloqueando o curso da sensibilizagdo e ativagdo dos nociceptores.

O éxido nitrico € um dos poucos gases cuja molécula tem funcao sinalizadora
conhecida, desempenhando um papel em uma variedade de processos bioldgicos.
NO esta envolvido em varios niveis da via de sinalizacdo nociceptiva; entretanto, o
papel do 6xido nitrico se modifica de acordo com o tipo de estimulo doloroso e do
local (sistema nervoso periférico e central). A inibicdo do 6xido nitrico pode ter
efeitos antinociceptivos em modelos animais de hiperalgesia térmica ou de dor
visceral, no entanto, a inibicdo da sintese de 6xido nitrico exacerba a dor em
modelos de hiperalgesia mecénica. O exato mecanismo proé-inflamatério ou
antiinflamatério do 6xido nitrico nestes modelos nao esta, ainda totalmente claro
(MARTIN et al., 2006). Em locais de inflamacéo, os efeitos da producdo de 6xido
nitrico variam de acordo com o tipo de célula produtora de éxido nitrico, o tipo de NO
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sintase envolvida, e a quantidade de 6xido nitrico liberado. Pequenas quantidades
de 6xido nitrico protegem o tecido por inibir a proliferacdo de células T, limitando a
adesdo e migracao de neutréfilos, mantendo a perfusao tecidual via vasodilatacao,
efeitos antiplaquetarios, além do efeito antinociceptivo direto nos nociceptores
(KOSHLAND, 1992).

Na hipernocicepcao inflamatéria, o NO ativa a enzima guanilato ciclase, que
por sua vez, aumenta os niveis de GMPciclico em muitos tipos de células. Este
segundo mensageiro ativa proteina quinase G (PKG) que atuam promovendo a
abertura dos canais de potassio ATP dependentes (K'atp), induzindo uma
hiperpolarizacdo da fibra nervosa o que a torna menos sensivel favorecendo a
analgesia (ZHANG et al., 2011).

Investigando esta via nociceptiva periférica, NO/GMPc/K*atp, inUmeros
estudos demonstram sua intima relagdo com mecanismos de ag¢do de varios
analgésicos como dipirona, cetorolaco, indometacina, morfina e alguns produtos
naturais (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004; VENTURA-MATINEZ et al., 2004;
ALVES; DUARTE, 2002; MIZOKAMI et al., 2012; FIGUEIREDO et al., 2010;
TELESPHORE et al., 2010). Outros estudos demonstram que a isoforma constitutiva
NNOS esta diretamente envolvida com os efeitos analgésicos de substancias que
ativam esta via NO-GMPc (CUNHA et al., 2010; OHGAMI et al., 2009; GUTIERREZ
et al., 2012).

Para elucidar possivel mecanismo pelo qual a LP diminui a hiperalgesia
causada por PGE,, foram feitos experimentos que analisaram a participagdo de NO
e de canais de K'atp. A administracdo de L-NAME (inibidor inespecificos da NOS) e
glibenclamida (bloqueador dos canais de K'atp) 30 minutos antes de LP (5mg/kg)
reverteram o efeito antihipernociceptivo de LP em modelo de hipernocicepcao
mecanica induzida por PGE,. Estes resultados sugerem que o efeito de LP neste
modelo pode estar intimamente relacionado com ativagdo da via NO/GMPc/K*atp,
mecanismo este semelhante aos dos analgésicos padrdes citados acima.

A dor crbnica tem se caracterizado em um grande desafio a medicina e a
psicologia devido as dificuldades e limitagbes dos tratamentos existentes. Sendo
assim, seu tratamento apresenta numerosos desafios (ZWEIFLER, 2012). De fato,
as drogas disponiveis até o0 momento, com o intuito de aliviar as dores crbnicas, sao

efetivas somente em uma pequena parcela dos pacientes.
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Portanto, em busca de avaliar um possivel efeito do LP sobre dor crénica o
efeito desta fracdo foi analisado em um modelo de hipernocicepgéo inflamatéria
persistente induzida pela administracdo de adjuvante completo de Freud (CFA).

A administracao local de CFA causa extravasamento plasmatico, infiliragcao de
células inflamatérias com aumento nos niveis de diversos mediadores inflamatérios,
tais como citocinas, neutrofinas, eicosanoides, histamina, serotonina (BURSTEIN et
al., 2004; RAGHAVENDRA; DELEO; HERTZ, 2003). O Fator de Crescimento
Neuronal (NGF) é uma neutrofina especialmente relacionada a sensibilizagdo
neuronal. Ele é capaz de aumentar a expressao de diversos nociceptores envolvidos
na dor, como aqueles ativados por bradicinina (B1 e B2), importantes tanto na
manutencdo da hiperalgesia inflamatéria persistente quanto na amplificacdo da
formacao do edema. Os mecanismos pelos quais o CFA desenvolve a dor crénica
estdo relacionados com o aumento da expressao de canais de sodio e potassio,
responsaveis pela excitabilidade neuronal, além do aumento de citocinas a nivel
periférico e central (MENDELL; BASBAUM; BUSHNELL, 2009; WATKINS;
MILLIGAN; MAIER, 2001).

Demonstrou-se aqui que a LP administrada diariamente diminuiu a
hipernocicepcao persistente e edema de pata induzidos pela administracao (i.pl)
CFA. Estes resultados estdo intimamente relacionados com a diminuicdo da
migracao de neutrofilos para a pata estimulada com CFA.

Estes resultados corroboram com estudo anterior que demonstra atividade da
LP em diminuir o edema causado por carragenina e nao por dextrana (ALENCAR et
al., 2004). Sabe-se que edema causado por carragenina esta associado a producao
de diferentes mediadores inflamatérios, incluindo histamina, serotonina,
prostaglandina, NO e até migracdo de leucdcitos (SRINIVASAN et al., 2001).
Enquanto que dextrana é um agente inflamatério conhecido por provocar a liberagao
de aminas vasoativas (histamina e serotonina), por degranulagdo mastocitaria,
causando assim um edema osmotico, acelular caracterizado por aumento de
permeabilidade vascular e extravasamento de fluido (PARRAT et al., 1958; LO;
ALMEIDA; BEAVEN, 1982).

Mediadores envolvidos na génese da dor inflamatéria também apresentam
papel essencial no desencadeamento de outros eventos inflamatérios como a
formagcdo de edema. As prostaglandinas podem ter papel crucial na formacéao do
edema (WILLIAMS; MORLEY, 1973; ZANONI et al., 2012; LEGLER et al., 2011).
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Corroborando com os resultados observados no modelo de hiprenocicepcéao
induzida por Cg no qual o efeito antihipernociceptivo de LP esta relacionado com a
reducdo de PGE2 e citocinas pré-inflamatérias, provavelmente estes mediadores
podem estar envolvidos com a diminuicdo da hiperalgesia e edema causados por
CFA.

Como no protocolo de avaliagdo de dor crénica os animais foram tratados
durante oito dias com LP, sentimos a necessidade de avaliar possivel interferéncia
destas proteinas sobre a capacidade de locomocao dos animais, ja que um
impedimento locomotor relacionado a administracao de algumas substéncias reflete
um estado de imobilidade prolongada podendo, desta forma, interferir na avaliagao
comportamental do animal frente ao estimulo experimental (Von Frey eletr6nico).
Para este fim, foi feito o teste do rota rod. O LP, na dose de 5mg/kg, ndo apresentou
nenhuma interferéncia sobre o sistema locomotor dos camundongos. Com este
resultado podemos afirmar que os comportamentos nociceptivos (flinche)
observados em nossos experimentos ndo sofreram interferéncias locomotoras. Outra
possibilidade que nos foi cogitada, devido ao tratamento durante oito dias, foi a
possiveis efeitos toxicos agudos da LP. No entanto, Oliveira et al. (2007, 2010)
demonstraram que fracdes de LP ndo apresentam eventos toxicol6gicos agudos em
camundongos e ratos, respectivamente.

Finalmente, o conjunto de resultados produzidos neste estudo, apesar de
pré-liminares, sdao consistentes e credenciam a fragcdo proteica do latex de C.
procera, como uma possivel ferramenta a ser estudada na prevencao e/ou controle
da dor inflamatoria.

Apesar da existéncia de muitos alvos relevantes para o estudo do possivel
mecanismo anti-nociceptivo de LP, inclusive um possivel efeito central, neste
trabalho nossos estudos foram direcionados para investigacdo do envolvimento
desta fracdo com a liberacao de mediadores inflamatérios, migracao de neutréfilos e
canais de potassio dependentes de ATP. Entretanto, novas abordagens devem ser
realizadas no sentido de melhor esclarecer o mecanismo de acgao do efeito inibitorio
de LP na dor inflamatéria, através do estudo de vias metabdlicas de sinalizacao

intracelular, receptores, canais idnicos entre outros.
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8 CONCLUSAO

Os resultados produzidos neste estudo demonstram efeito
antihipernociceptivo de uma fracao proteica isolada do latex da planta Calotropis
procera (LP) na hiperalgesia inflamatoéria aguda e persistente. O efeito de LP parece

envolver diferentes mecanismos:

1)LP previne a sensibilizacdo dos nociceptores ao inibir a liberacdo de
mediador hiperalgésico final (PGEy) e diminuir a liberagdo de citocinas
(TNF-a, IL-1B8 e KC) com possivel envolvimento de neutrofilos;

2)LP possivelmente bloqueia diretamente a sensibilizagdo do nociceptor,
ao inibir a hipernocicepcao induzida por PGE, e epinefrina, com
envolvimento da via L-arginina/NO/K*ate.
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