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RESUMO

SANTOS, Cliomar Alves. Mecanismos de acdo antinociceptiva do extrato etandlico da
entrecasca da Caesalpinia pyramidalis. Tese (Doutorado em Ciéncias da Salde)
UFS/SE, Aracaju, 2015. A dor representa um dos principais problemas de saude,
levando a populagdo a uma busca constante por tratamento. Um screening
farmacol6gico mostrou que o extrato etanodlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis reduz o
comportamento de nocicepcdo nos testes de contor¢es abdominais, formalina e placa
quente em camundongos. Com o objetivo de avaliar o0 mecanismo de ac¢do do EE da C.
pyramidalis, substrato, antagonistas ou inibidores de diferentes vias envolvidas na
nocicepgdo foram utilizados no modelo de contor¢Ges abdominais. Para a escolha da
dose, camundongos (n = 6/grupo) foram tratados por via oral com EE da C. pyramidalis
(10, 30 ou 100 mg/kg), veiculo (Tween 80 a 0,2% em salina, 10 mL/kg) ou acido
acetilsalicilico (AAS, 300 mg/kg) 1 hora antes da administracéo do acido acético (0,6%,
0,1 mL/10 g, i.p.). Posteriormente, diferentes grupos de animais receberam pré-
tratamento por via intraperitoneal com L-arginina (precursor do NO, 600 mg/kg, 15
min), azul de metileno (inibidor da via NO/GMPc, 20 mg/kg, 15 min), glibenclamida
(inibidor de canais K'atp, 3 mg/kg, 15 min), atropina (antagonista de receptores
colinérgico-muscarinico, 0,1 mg/kg, 15 min), prazosina (antagonista de o;-
adrenoceptores, 0,15 mg/kg, 15 min), ioimbina (antagonista de oy-adrenoceptores, 0,15
mg/kg, 15 min), haloperidol (antagonista de receptores dopaminérgicos, 2 mg/kg, 15
min), cafeina (antagonista de receptores adenosinérgicos, 3 mg/kg, 15 min), flumazenil
(antagonista de receptores gabaérgicos, 3 mg/kg, 15 min) ou reserpina (inibidor da
recaptacdo de monoaminas, 5 mg/kg, 24 h), e foram tratados com o EE da C.
pyramidalis (30 mg/kg, v.0.), veiculo (v.0.), L-NOARG (inibidor da NOS, 75 mg/kg,
i.p.), acetilcolina (agonista de receptores muscarinicos, 1 mg/kg, i.p.), fenilefrina
(agonista de as-adrenoceptores, 1 mg/kg, i.p.), clonidina (agonista de ap-adrenoceptores,
0,1 mg/kg, i.p.), adenosina (agonista de receptores adenosinérgicos, 100 mg/kg, i.p.),
diazepam (agonista de receptores gabaérgicos, 1,5 mg/kg, i.p.) ou clomipramina
(inibidor da recaptagé@o neuronal de monoaminas, 10 mg/kg, i.p.). Sessenta min apds 0s
diferentes tratamentos realizou-se o teste das contor¢fes abdominais. Outros grupos de
animais, 60 min antes da injecdo da capsaicina ou glutamato, receberam a administracdo
de veiculo, doses de 10, 30 ou 100 mg/kg do EE da C. pyramidalis e, 30 min antes,
receberam a administracdo da morfina (3 mg/kg) afim de serem submetidos aos testes
da capsaicina (20 uL, 1,6 pg/pata) ou glutamato (20 uL, 20 umol/pata). Todos o0s
controles do experimento funcionaram conforme acdo farmacoldgica esperada,
observando-se as respectivas reversfes do efeito antinociceptivo, ao se comparar 0s
animais que receberam os diferentes tratamentos com as drogas utilizadas. O numero de
contorcBes abdominais foi significativamente menor quando 0s animais receberam as
doses de 30 e 100 mg/kg (p < 0,001), de maneira dose-dependente, quando comparadas
as observadas nos animais que receberam veiculo, escolhendo-se a dose de 30 mg/kg
(v.0.) para este estudo. Houve reversdo do efeito antinociceptivo do EE da C.
pyramidalis quando os animais receberam pré-tratamento com L-arginina (P < 0,001),
azul de metileno (P < 0,05), glibenclamida (P < 0,001), atropina (P < 0,001), ioimbina
(P < 0,05) e flumazenil (P < 0,001), e a reversdo ndo foi observada quando
administrados prazosina, haloperidol, reserpina e cafeina. Observou-se uma reducéo do
tempo lambida/mordida na dose de 100 mg/kg no teste da capsaicina (P < 0,05) e em
todas as doses no teste do glutamato (P < 0,01). Conclui-se que o EE da C. pyramidalis
apresenta seu efeito antinociceptivo, agindo de maneira sinérgica nas vias dos sistemas
L-arginina/NO, NO/GMPc, canais de K* sensiveis ao ATP, colinérgico-muscarinico, ap-



adrenérgico e gabaérgico, além de envolver a participacdo do glutamato e capsaicina
neste efeito antinociceptivo.

Palavras-chave: nocicepcdo; dor; farmacologia; produtos naturais; plantas medicinais;
Caesalpinia pyramidalis.



ABSTRACT

SANTOS, Cliomar Alves. Antinociceptive mechanisms of action of the ethanol extract
of Caesalpinia pyramidalis inner bark. Thesis (Doctorate in Health Sciences) UFS/SE,
Aracaju, 2015. Pain is one of the major health problems, leading people to search for
treatment. A pharmacological screening showed that the Caesalpinia pyramidalis
ethanol extract (EE) reduces nociception behavior in the writhing, formalin, and hot
plate tests in mice. In order to assess the mechanism of action of EE of C. pyramidalis,
substrate, antagonists or inhibitors of different pathways involved in nociception were
used in the writhing model. To select the dose, mice (n = 6 per group) were pretreated
with EE of C. pyramidalis (10, 30, or 100 mg/kg, p.o.) vehicle (Tween 80, 0.2% in
saline, 10 mL/kg, p.o.) or acetylsalicylic acid (ASA, 300 mg/kg, p.o.) 1 hour before the
administration of acetic acid (0.6%, 0.1 ml/10 g, i.p.). Subsequently, different groups of
animals were pretreated, intraperitoneally, with L-arginine (NO precursor, 600 mg/kg,
15 min), methilene blue (NO/cGMP, way inhibitor, 20 mg/kg, 15 min), glibenclamide
(K*-ATP channels inhibitor, 3 mg/kg, 15 min), atropine (muscarinic-cholinergic
receptors antagonist, 0.1 mg/kg, 15 min), prazosina (al-adrenoceptor antagonist, 0.15
mg/kg, 15 min), yohimbine (o2-adrenoceptor antagonist, 0.15 mg/kg, 15 min),
haloperidol (dopaminergic receptors antagonist, 2 mg/kg, 15 min), caffeine
(adenosinergic receptors antagonist, 3 mg/kg, 15 min), flumazenil (gabaergic receptors
antagonist, 3 mg/kg, 15 min) or, reserpine (inhibitor of monoamine receiving, 5 mg/kg,
24 h), and were treated with EE of C. pyramidalis (30 mg/kg, p.o.), vehicle (p.o.), L-
NOARG (NOS inhibitor, 75 mg/kg, i.p.), acetylcholine (muscarinic receptor agonist, 1
mg/kg, i.p.), phenylephrine (al-adrenoceptor agonist, 1 mg/kg, i.p.), clonidine (o2-
adrenoceptor agonist, 0,1 mg/kg, i.p.), adenosine (adenosinergic receptors agonist, 100
mg/kg, i.p.), diazepam (gabaergic receptors agonist, 1,5 mg/kg, i.p.) or, clomipramine
(neuronal receiving monoamines inhibitor, 10 mg/kg, i.p.). Sixty min after the different
treatments writhing was conducted. Besides, another animal groups, 60 min before the
administration of vehicle, doses of 10, 30, or 100 mg/kg of the EE of C. pyramidalis
and 30 min before administration of the received morphine (3 mg/kg, i.p.) in order to be
subjected to testing of capsaicin (20 pL, 1.6 mg/paw) or glutamate (20 pL, 20
pmol/paw). All experimental controls functioned as expected pharmacological action,
observing their reversals of the analgesic effect, when comparing with animals that
received different treatments with the drugs used. The number of writes was lower when
received the EE from C. pyramidalis in the doses of 30 and 100 mg/kg (P < 0.001), in a
dose-dependent manner, when was compared with the animals that received vehicle,
choosing the dose of 30 mg/kg (p.o.) to this study. There was a reversal of the
antinociceptive effect of the EE C. pyramidalis action when the animals were pretreated
with L-arginine (P < 0.001), methylene blue (P < 0.05), glibenclamide (P < 0.001),
atropine (P < 0.001), yohimbine (P < 0.05), and flumazenil (P < 0.001) and the
reversion was not observed when administered prazosin, haloperidol, reserpine, and
caffeine. The results showed, that the animals reduced the licking/biting time at the dose
of 100 mg/kg in the capsaicin test (P < 0.05) and in all doses in the glutamate test (P
<0.01). Concludes that the EE of C. pyramidalis presents its antinociceptive effect,
acting synergistically in pathways of L-arginine/NO, NO/cGMP, K* channel-ATP
sensitive, muscarinic cholinergic, ap-adrenergic and GABAergic, and involve the
participation of glutamate and capsaicin in the antinociceptive effect.

Keywords: nociception; pain; pharmacology; natural products; medicinal plants;
Caesalpinia pyramidalis.



Xi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Vias espinhal e supraespinhal da dor. ..........c.ccooiiiieiiiiiiciec 25
Figura 2: Habito de Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae). ..........cccoovervrrvrreannenn. 32
Figura 3: Linha do tempo referente ao teste das contor¢cdes abdominais para escolha de
0 (017 TSRS 36
Figura 4: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo L-arginina/6xido nitrico
......................................................................................................................................... 36

Figura 5: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo do monofosfato de
QUANOSING CICHICO. ..ttt nneas 37
Figura 6: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo dos canais de K* sensiveis

B0 AT P e 38
Figura 7: Linha do tempo referente ao estudo da participagdo colinérgico-muscarinica
................................................................................................................................... 38
Figura 8: Linha do tempo referente ao estudo da participagdo dos aj-adrenorreceptores
................................................................................................................................... 39
Figura 9: Linha do tempo referente ao estudo da participagdo dos ap-adrenorreceptores
................................................................................................................................... 39

Figura 10: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo dos receptores
(0 [0 oF= 0 0110 T<T o T 13PTSR 40
Figura 11: Linha do tempo referente a participacdo dos estoques endogenos de aminas
DIOALIVAS. ..ttt et 41
Figura 12: Linha do tempo referente ao estudo da participagdo do sistema
Y0 LT TO ] g 1=T (o (oo PSP STS 41
Figura 13: Linha do tempo referente ao estudo da participagdo dos receptores
GADAEIGICOS ... .eeeieeee ettt et a e a e e et e e e e e aeeeanras 42

Figura 14: Linha do tempo referente ao estudo da nocicep¢do induzida por capsaicina....

Figura 16: Numero de contorcBes abdominais promovidas pelo &cido acético em
(o= 104 0T 1o (o] gl [0 TP 44
Figura 17: Namero de contor¢des abdominais na investigacdo da participacdo do

sistema L-arginina/6xido nitrico no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.... 45



Xii

Figura 18: NUmero de contor¢cbes abdominais na investigacdo da via o6xido
nitrico/ GMPc no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.. ...........cccccoveinrnnn. 46
Figura 19: NUmero de contor¢cBes abdominais na investigacdo da participacdo dos
canais de K+ sensiveis ao ATP no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis...... 47
Figura 20: Numero de contor¢es abdominais na investigacdo da participacdo do
sistema colinérgico muscarinico no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.... 48
Figura 21: Numero de contor¢cdes abdominais na investigagdo da participagdo dos os-
adrenoceptores no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis............c.ccccccvenneene. 49
Figura 22: Numero de contor¢des abdominais na investigagdo da participacao dos ap-
adrenoceptores no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis............c.ccccoovernee. 50
Figura 23: NUmero de contor¢cdes abdominais na investigacdo da participacdo dos
receptores dopaminérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis............ 51
Figura 24: Numero de contor¢bes abdominais na investigacdo da participacdo dos
estoques enddgenos de aminas bioativas no efeito antinociceptivo do EE da C.
PYFAMIAATIS. ..o 52
Figura 25: Numero de contor¢bes na investigacdo da participacdo dos receptores
adenosineérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis............c..cccccveenee.. 53
Figura 26: Numero de contor¢bes abdominais na investigacdo da participacdo dos
receptores gabaérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.................. 54
Figura 27: Efeito do EE da C. pyramidalis na nocicepcao induzida por capsaicina. ..... 55
Figura 28: Efeito do EE da C. pyramidalis na nocicepcao induzida por glutamato....... 56
Figura 29: Niveis de glicemia em camundongos submetidos ao teste das contorcdes
abdominais na investigacdo da participacdo dos canais de K+ sensiveis ao ATP no

efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis...........ccccccovveiiiieiiiie e 57



Xiii

LISTA DE TABELA

Tabela 1: Resumo dos efeitos do extrato etandlico da Caesalpinia pyramidalis na
investigacdo do mecanismo de agao antiNnOCICEPTIVA .......ccevververiererenire s 58



Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT 5-hidroxitriptamina ou serotonina
AAS acido acetilsalicilico

AINE anti-inflamatorio ndo-esteroidal
AMP adenosina monofosfato

AMPA a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato
ANOVA analise de variancia

ATP trifosfato de adenosina

BK Bradicinina

CEPA Comité de Etica em Pesquisa Animal
CGRP peptideo relacionado ao gene da calcitonina
COX ciclo-oxigenase

DPPH 2,2-difenil-1,1-picrilidrazil

EE extrato etanolico

FCN fator de crescimento neuronal

FIC quelacéo de ions ferroso

GABA acido gama aminobutirico

GMP guanosina monofosfato

i.p. Intraperitoneal

IL Interleucina

L-NOARG L-NG-nitroarginina

LOX Lipoxigenase

LT Leucotrieno

MDA Malondialdeido

NMDA N-metil-D-aspartato

NA Noradrenalina

NADH nicotinamida adenina dinucleétido
NGF fator de crescimento do nervo

NK Neurocininas

NO oxido nitrico

NOS oxido nitrico sintase

PAF fator de agregacéo plaquetéria

pP2X Purinoceptores

PG prostaglandina

PGI Prostaciclina

PC proteina quinase

PL Fosfolipase

RPT receptores de potenciais transitorios

RV1 receptores vanildides



SBCAL Sociedade Brasileira de Cuidados com Animais de Laboratério

SNC sistema nervoso central
sGC guanilato ciclase soltvel
SP substancia P

TNF fator de necrose tumoral
X Tromboxano

V.0. via oral



XVvi

SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt ettt 17
2 OBIETIVOS ... e e e e e e e e e 19
2.1 ODJELIVO GEIAL ... 19
2.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS. .. c.vveiiiiiiiiie ittt 19

3 REVISAO DA LITERATURA ...t e e 20
301 D o | PP 20
3.2 Vias envolvidas na modulagao da dOr...........c.eerviiiieiiieniieiieee e 24
3.3 Tratamento PAra @ GO ........ooveeiiieiieeiie ettt 28
3.4 Produtos naturais e Caesalpinia pyramidaliS...........cccccoiviiniiniiiiiciee 30

A IMETODOS. ...ttt sttt 34
4.1 Planta (coleta € identifiCACA0).........cueriieiieiiie e 34
4.2 Preparagao do extrato etanOliCo.........ccovviviiiiiiiiiic e 34
4.3 ANTIMAIS ..ottt ettt ettt ettt e et 34
4.4 Teste de contorg8es abdOMINGAIS .........ececvvreeiiie e 35
4.4.1 ESCOING 08 UOSE ...ttt 35
4.4.2 Participacdo do sistema L-arginina/0xido Nitrico ..........ccccvveevvveeiiveeciieeennee, 36
4.4.3 Participacéo da via do monofosfato de guanosina ciclico (GMPC)................. 37
4.4.4 Participacio dos canais de K* sensiveis 80 ATP .......c.c.ccevveveeeeeeeseeenenennns 37
4.4.5 Participacdo do sistema colinérgico-muscariniCo..........cccoveevvveeiveeesieeesnne. 38
4.4.6 Participagdo de 01-a0dreN0CEPLONES. ... .eeeiuvreeiireeiiieeeitir e e sire e ste e e sree e saee e e 38
4.4.7 Participagdo de 0o-a0dreNOCEPLONES. ... .veeiuveeeiieeesrieeeier e e siveeesre e e saeeesaee e 39
4.4.8 Participacdo dos receptores dopaminergiCosS. ..........covvreivureeiveeeiiveeesiveeesnnas 40
4.4.9 Participacdo dos estoques enddgenos de aminas bioativas..............cccceeennee.. 40
4.4.10 Participacao do sistema adenoSiNErgiCo..........ccvvveiirereiiieeeiieeesieeesiee e 41
4.4.11 Participacao do sistema gabaérgiCo ..........cccvveiiieeiiiee i 41

4.5 Teste da nocicep¢ao induzida por CapSAICING..........ccvvvreiirireiiireeiireesieeesiee e 42
4.6 Teste da nocicepcao induzida por glutamato............ccceeeevireiiieeciiec e 43
4.7 Determinacdo dos niveis de glicemia...........ccceevviiiiiiic i, 43
4.8 ANALISE ESEALISTICA ...vvveveeerieeiiieeiie et 43

S RESULTADOS ... 44



XVii

5.1 Teste de contorgdes abAOMINAIS ........cc.eeiiieiiieiie e 44
5.1.1 Participacao do sistema L-arginina/dxido Nitrico..........ccccveviveiiveiiiesiiecinenn, 44
5.1.3 Participacao da via 6xXido NitriCO/GMPC .........ccocveiieiieiie e 45
5.1.4 Participacdo dos canais de K* sensiveis 80 ATP .........cccceveveeevvereeeensieinnenns 46
5.1.5 Participacao do sistema colinérgico-muscariniCo............ccevvveivvesveeirnesnnenn, 47
5.1.6 Participacdo dos 011-2dreN0CEPLOIES .......ovveivieriieiiieiii et 48
5.1.7 Participagao dos 0-A0r€NOCEPLOTES ......ccuvveiviiiiieiiiesiie et 49
5.1.8 Participacao dos receptores dopaminérgiCoS. .........ceevuverveereesiveesiveesvesunenns 50
5.1.9 Participacdo dos estoques enddgenos de aminas bioativas............cccccceeveeee. 51
5.1.10 Participacdo dos receptores adenoSiNErgiCoS. .......c.cuvuverieerveiieesiveesieearenenns 52
5.1.11 Participacdo dos receptores gabaérgiCOS ........coverveirueerieeiresieesieeseeseeenns 53

5.2 TEStE da CAPSAICING ...c.vvietieiiiie ittt ettt 54

5.3 Teste do gIULAMALO ........ooiieiiiieiieeee e 55

5.4 Determinagao dos Niveis de gliCeMIa..........oovviriiiiiriiieiice e 56

5.4 Sumario dos resultados obtidos com 0S tratamentos .............ccooeverveenieiieennenne, 57

B DISCUSSAD .....ouiiiriiiieieieieeie ettt 59
7 CONCLUSAO ..ottt 69
B REFERENCIAS. ..ottt ee sttt en sttt en s s e, 70

QANEXOS ... 96



17

1 INTRODUCAO

A dor, segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1979;
MERKSEY, 1996), é definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual potencial e/ou de fato. A dor é um resultado
subjetivo da nocicepcdo, a qual é definida como processos neurais de codificacdo e
processamento do estimulo nocivo (SCHAIBLE; RICHTER, 2004; LOESER;
TREEDE, 2008). O seu papel fisioldégico serve como um alarme a fim de proteger o
organismo ativando reacfes e induzindo comportamentos de precaucdo que podem
diminuir a acdo do agente causal, limitando os danos provocados (HIRSH; GEORGE;
ROBINSON, 2009).

Diversas sdo as situacdes em que a dor pode se manifestar, como resposta de
aviso para fins de sobrevivéncia ou como resultado de mudancas patoldgicas do sistema
nervoso central, podendo levar milhdes de pacientes, anualmente, a situacGes de
sofrimento (SMITH; TORRANCE, 2012). Um estudo europeu estima que a prevaléncia
da dor na populagéo geral seja 30%, com um decrescimo na qualidade de vida destes
pacientes (HAANPAA; TREEDE, 2010). A sua prevaléncia aumenta com a idade,
observando-se uma tendéncia de aumento até os 60-65 anos, voltando a niveis mais
baixos em idades posteriores; além disso, estd associada positivamente ao sexo
feminino e ao nivel de escolaridade mais baixo (TOTH; LANDER; WIEBE, 2009;
KONG et al., 2010).

O impacto econémico gerado pela auséncia ao trabalho por motivos de queixas
de dores e a diminuicdo de casos de retorno laboral em condi¢des sadias sdo aspectos
que sdo levados em consideracdo no estudo de Henschke, Kamper e Maher (2015), que
destacam uma auséncia ao trabalho de 8 — 10 dias por semestre em trabalhadores que
sofrem de dor crénica moderada a grave, casos em que pode haver sequelas, as quais
estdo intimamente associadas a reducdo da funcionalidade fisica nesta populacédo
(PATEL et al., 2013). O Instituto Nacional de Seguridade Social mostrou, em recente
estudo, que a dorsalgia é responsavel por 7,06% das auséncias por motivos de satde no
ambiente de trabalho, sendo a principal causa de afastamento laboral no pais (BRASIL,
2014).

Os tratamentos convencionais, com o uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais e
opidides, apresentam efeitos indesejados como gastrite e depressdo imunoldgica,

respectivamente, além de serem ineficazes para cobrir todo o amplo espectro de
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condigdes dolorosas, havendo necessidade de novas alternativas para tratar a dor de
forma efetiva e com menos efeitos colaterais. Aliadas a esta necessidade, estdo a riqueza
da flora brasileira e a importancia do conhecimento localmente construido pelas
populacgdes rurais no &mbito da medicina tradicional acerca da etnobotanica das plantas
medicinais e da sua importancia nos seus sistemas de salde e doenca.

Nesse sentido, as plantas medicinais e/ou os produtos isolados derivados de
plantas tém despertado crescente interesse cientifico (GREGORY et a., 2013). No
Brasil, a insercdo da fitoterapia no ambito do Sistema Unico de Salde (SUS) foi
estimulada a partir da aprovacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (BRASIL, 2006a) e da Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares no SUS (BRASIL, 2006b), que visam a valorizagdo da medicina
tradicional das populactes e a conscientizacdo dos profissionais de salde para 0 uso das
plantas medicinais e dos fitoterapicos na atencdo basica no sistema publico.

Entre as plantas tradicionalmente utilizadas pela populacdo para tratamento de
inflamacdo de modo geral, encontra-se a Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae),
preparada popularmente na forma de decocto, infusdo ou garrafada para o tratamento de
condicdes inflamatdrias e dolorosas (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007), a
qual foi estudada pelo nosso grupo de pesquisa, mostrando que o extrato etanolico (EE)
da C. pyramidalis € efetivo para diminuir o processo inflamatério e doloroso em testes
de screening farmacologico, como 0 edema de patas em ratos, peritonite, testes de
contorcdes, da formalina e da placa quente em camundongos (SANTOS et al., 2011),
bem como a inflamacdo pancreatica e pulmonar e a dor abdominal na pancreatite aguda
(SANTANA et al., 2012), a inflamacao da bexiga em modelo de cistite (MORAES et
al., 2013), além de promover efeito gastroprotetor (RIBEIRO et al., 2013; DINIZ et al.,
2015).

Do ponto de vista do atendimento de salde, é prioritdrio conhecer o0s
mecanismos da dor juntamente com as doencas que a causam, bem como, aumentar a
gama de possibilidades no tratamento do paciente, particularmente quando esta é
persistente, crénica, ou ainda refrataria a tratamentos. Assim, este trabalho teve como
intencdo preencher a lacuna do conhecimento em relacdo a atividade antinociceptiva do
EE da C. pyramidalis e investigar possiveis mecanismos de acdo pelo qual o extrato
exerce seu efeito em animais, para contribuir, com embasamento cientifico, com o uso

popular e fornecer dados preliminares para o desenvolvimento de farmacos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar mecanismos envolvidos na antinocicep¢do causada pelo extrato

etanolico (EE) da entrecasca da Caesalpinia pyramidalis.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a participacdo dos seguintes sistemas na antinocicepcéo pelo EE da C.

pyramidalis:

v

A N N N N N N N RN

via L-arginina/dxido nitrico (NO);
via guanosina monofosfato ciclico (GMPc)/NO;
canais de K* sensiveis a ATP;
receptores muscarinicos;

a1- e ap-adrenorreceptores;
receptores dopaminérgicos;
aminas bioativas endogenas;
receptores adenosinergicos;
receptores gabaergicos;

receptores glutamatérgicos;
receptores vanildides.

- Determinacéo dos niveis de glicemia.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dor
A experiéncia da dor é uma entidade complexa que envolve dimensdes

sensoriais, afetivas, motivacionais e cognitivas (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK,
2004). Existe uma diferenca entre os termos nocicepgédo e dor; o primeiro se refere a
manifestacdes neurofisioldgicas geradas pelo estimulo nocivo, enquanto o segundo
envolve a percepcdo de um estimulo aversivo que requer a capacidade de abstracéo e
elaboracdo de impulsos sensoriais (MILLAN, 1999; MOAYEDI; DAVIS, 2013).

Para Almeida, Roizenblatt e Tufik (2004) as manifestacfes de dor podem ser
entendidas com base nos substratos neurais que medeiam as funcbes sensoriais e
afetivas; enquanto o sistema sensorial percebe e permite a localizagdo espago-temporal,
a qualificacéo fisica e a intensidade do estimulo nocivo, 0 componente cognitivo-afetivo
atribui emocOes a experiéncia, sendo responsavel pelas respostas comportamentais a
dor.

Outra diferenca importante a ser mencionada € a existente entre hipernocicepc¢éo
e hiperalgesia. Na hipernocicepcdo ocorre lesdo tecidual, ou seja, a sensibilizacdo dos
nociceptores (PANDURANGAM et al., 2014), enquanto que a hiperalgesia primaria é
caracterizada pela acentuacdo da dor no local da lesdo diante de estimulos mecanicos,
térmicos e a fendmenos relacionados a sensibilizacdo periférica (VECCHIO et al.,
2014) e a hiperalgesia secundaria, quando ocorre nas regifes circunvizinhas,
envolvendo sensibilizacdo central e sendo caracterizada por um aumento da resposta a
estimulos mecéanicos (TREEDE, MARGERL, 2000). A alodinia € a resposta dolorosa a
estimulos mecanicos ndo nocivos e hiperestesia trata-se da sensibilidade anormal a
estimulos sensoriais (ROHRS et al., 2015).

A dor pode ser classificada levando-se em consideracdo alguns parametros como
duracdo, se fisioldgica ou ndo e a localizacdo central ou periférica. No que se refere a
duracdo, pode ser classificada como aguda ou cronica: a primeira é caracterizada por ser
pontual, delimitada e desaparecer com a resolucdo do processo patologico, e a segunda
persiste por um longo periodo de tempo, sendo associada a processos patoldgicos
crénicos e mudancas no padrao de transmissdo neuronal (ALMEIDA; ROIZENBLATT;
TUFIK, 2004).
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Um dos sinais classicos do processo inflamatério, em que a sensibilizacdo dos
nociceptores é o denominador comum, a dor mostra-se mais persistente durante a leséo
tecidual e a inflamagéo (GREGORY et al., 2013). Esta sensibilizagédo causa hiperalgesia
ou alodinia em humanos, fenémenos que envolvem a percep¢do da dor, e € mais bem
descrita como hipernocicep¢do em modelos animais (VERRI-JUNIOR et al., 2006;
CUNHA et al., 2008).

A propagacdo da dor se inicia com a ativacdo dos receptores fisiologicos,
chamados de nociceptores, amplamente encontrados em mucosas, pele, membranas,
fascias profundas, tecidos de conexdo de 6rgdos viscerais, ligamentos e articulagdes,
periosteo, masculos e tenddes. Os receptores correspondem as terminacdes livres dos
nervos e representam a parte mais distal de neurdnios aferentes primarios, que
consistem em fibras de pequeno diametro, as fibras dos tipos As ¢ C (MENSE, 1983;
PERL, 2011), responsaveis pela nocicepgédo. As fibras C ndo sdo mielinizadas, possuem
baixa velocidade de conducdo (<1 m/s) e respondem a estimulos nocivos de origem
térmica, mecanica ou quimica. As fibras Ad sdo mielinizadas, apresentam velocidade de
conducdo de 5-30 m/s e respondem a estimulos termicos e mecanicos (JULIUS;
BASBAUM, 2001). As fibras C contém neuropeptidios [substancia P (SP) e peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)] (BASBAUM et al., 2009). As fibras
peptidérgicas C sdo responsaveis pela estimulagdo nociva quimica como capsaicina e
protons (FERNANDEZ-DUENAS et al., 2010).

As vias nervosas aferentes primarias tém o corpo celular localizado nos ganglios
sensitivos, de onde fibras emergentes seguem curso glomerular e dividem-se em ramos
proximais e distais (WILLIS, 1989). Cerca de 40 a 75% dos neur6nios ganglionares sao
imunorreativos ao glutamato e apresentam colocalizacdo da SP com o CGRP. Os
neurdnios dos ganglios sensitivos contém uma pequena quantidade de nicotinamida
adenina dinucleotideo (NADH)-diaforese e 6xido nitrico sintase (NOS). Os receptores
de opidides , 6 e k estdo presentes em alguns neurdnios da raiz sensitiva, e ha aumento
da densidade de receptores p e reducdo da proporcéo de receptores & e k quando ocorre
inflamacgdo (BROTON; ROSENFELD, 1982).

Vérios mediadores inflamatorios estdo envolvidos com a dor, como a bradicinina
(BK), prostaglandina (PG) E,, prostaciclina (PGI,), leucotrieno (LT) B, acido
(8R,15S)-di-hidroxi-icosa-(5E-9,11,132) tetraendico (8R,15S-diHETE), 5-
hidroxitriptamina (5-HT), adenosina (receptor Al), histamina, interleucina (IL)-1, IL-8,

IL-15, IL-18, fator de agregacdo plaquetaria (PAF), fator de crescimento do nervo
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(NGF), fator de necrose tumoral (TNF)-a, K*, H", adenosina trifosfato (ATP), 6xido
nitrico (NO), neurotrofinas, neuropeptidios [neurocinina (NK) A, SP e CGRP e aminas
simpaticas, os quais podem agir de modo sinérgico (KIDD; URBAN, 2001;
WOJIDASIEWICZ; PONIATOWSKI; SZUKIEWICZ, 2014).

A maioria destes mediadores age através da ativacdo de receptores acoplados a
proteina G, fosforilando canais i6nicos, via ativacdo das proteinas quinases (PK) A e C.
Podem atuar ativando diretamente o nociceptor (histamina e SP), induzindo dor
espontanea, ou sensibilizando os nociceptores, provocando hiperalgesia (citocinas, 5-
HT e PGE;) (RIEDEL; NEECK, 2001). A bradicinina pode ativar direta ou
indiretamente os nociceptores, acarretando dor e/ou ainda sensibilizacdo periférica a
qual envolve a liberacdo de outros mediadores como as aminas biogénicas,
neuropeptidios e a geragdo de acido araquidonico e prostandides (DRAY; PERKINS,
1993).

Uma variedade de citocinas esta envolvida na dor induzida por inflamagdo, bem
como na dor neuropéatica mediada pela medula. Os mecanismos envolvidos incluem a
liberacdo de eicosandides de varios tecidos, 0 aumento da expressao de receptores para
0 NGF e cininas ou ativacdo de fibras simpaticas (ARRUDA et al., 2000; MILLIGAN
et al., 2001). Além disso, tem sido proposto que o TNF e a IL-1P tém papel relevante
para inducdo e manutencdo de estados hipernociceptivos por meio da regulacdo da
sintese de IL-6 (SWEITZER; MARTIN; DELEO, 2001). E importante salientar que a
IL-1B é capaz de aumentar a sintese de ciclo-oxigenase (COX)-2 no sistema nervoso
central (SNC), contribuindo para fenémenos hipernociceptivos (SAMAD et al., 2001).

Os chamados receptores de capsaicina sao membros da familia dos receptores de
potenciais transitdrios vanildides (TRPV1), originalmente chamados de receptores
vaniléides (VR1). Os TRPV1 sdo polimodais por abrirem canais de cations permeaveis
ao Ca?*, radicais H" e lipideos, sendo também sensiveis ao calor (> 43°C) e a compostos
vanil6ides (capsaicina e resiniferatoxina) (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA et al.,
1998; PERL, 2011). Desde entdo, tem sido reportado que os TRPV1 sdo ativados pela
canfora, alicina, NO, toxinas de aranha e mediadores lipidicos como os endovaniloides
(anandamina) e produtos da lipoxigenase (como o LTB4); potencializado por etanol,
nicotina e citocinas pro-inflamatorias (HWANG et al., 2000; TREVISANI et al., 2002;
LIU et al., 2004; AHERN et al., 2005; MACPHERSON et al.; 2006; SIEMENS et al.,
2006; YOSHIDA et al., 2006). Além disso, estudos in vitro e in vivo utilizando

diferentes mediadores inflamatorios como BK, glutamato, PGE; ou NGF sdo capazes de
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sensibilizar e estimular os TRPV1 indiretamente atraves da ativagdo da fosfolipase (PL)
C, com consequente ativagdo da PKC ou PLA; (CHUANG et al., 2001; HU, BHAVE,
GEREAU, 2002; FERREIRA; DA SILVA; CALIXTO, 2004).

As células infiltradas podem liberar inimeras substéncias algogénicas como ions
(radicais &cidos), peptideos (acetilcolina), bradicinina, 5-HT, histamina, LT, SP, PG,
fatores de crescimento, IL-1B, IL-6, IL-8 e adenosina-3’-5’- monofosfato ciclico
(AMPc) (BROTON; ROSENFELD, 1982; NASHOLD JR, 1988). A PLA; induz
hiperalgesia mecanica, aumentando o0 AMPc e diminuindo o limiar dos receptores
polimodais (CAMARGO et al., 2011).

A PGE,, a 5-HT e a adenosina ativam a PKA enguanto o NGF, a BK e a
adrenalina ativam a PKA e a PKC-Y (STEEDS, 2009). A 5-HT e os prostandides proé-
inflamatdrios, como a PGE,, podem contribuir para a sensibilizacdo periférica, pois se
ligam ao receptor acoplado a proteina G que ativa as vias sinalizadoras ativadas pela
adenilato ciclase (SERPELL, 2005). Os neurdnios sensitivos também expressam
receptores acoplados a proteina G que podem agir nesse processo de sensibilizacéo,
inibindo a adenilato ciclase, mecanismo que possivelmente contribui para os efeitos
analgésicos dos opidides sintéticos e dos canabinoides (PINHEIRO et al., 2014).

Diversos estudos revelam um efeito antinociceptivo decorrente da ativacdo de
receptores Al de adenosina em virtude da inibicdo da enzima adenilato ciclase. Esta
inibicdo diminui a producdo de AMPc, a qual encontra-se elevada perante a
hipernocicepcao devido ao fato de o AMPc ser um segundo mensageiro que atua na
reducdo do limiar nociceptivo e no aumento da excitabilidade da membrana neuronal
(SOSNOWSKI et al., 1989; KARLSTEN et al., 1991; TAIWO; LEVINE, 1991;
KARLSTEN; GORDH, 1995; KHASAR et al., 1995; SAWYNOK et al., 1998). O
estudo de Malhotra et al. (2000) relacionou a ativacdo de receptores A; de adenosina
pela adenosina e por agonistas seletivos a uma atividade anti-hipernociceptiva
decorrente da interacdo entre o sistema adenosinérgico e o sistema dopaminérgico.

Os purinoceptores (P2X) sdo canais ionotrdpicos que medeiam a transmissao
sinaptica rapida induzida pela ATP extracelular; também sdo receptores metabotropicos
acoplados a proteina G na medula espinhal que medeiam pré-sinapticamente a
transmissdo excitatdria rapida. Os receptores P2X3 sdo ativados por tensdo mecanica,
calor ou injecdo tecidual de formalina (BURNSTOCK, 2005).

O glutamato, um dos principais neurotransmissores excitatorios, despolariza

neurdnios sensitivos e abre os canais idnicos, gerando inflamacéo e hiperalgesia (PERL,
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2011). Pode despolarizar os neurdnios sensitivos diretamente, ativando os receptores de
5HT-3 do canal excitatorio da superfamilia dos receptores nicotinicos da acetilcolina
(ANJANEYULU; CHOPRA, 2006). Vérias substancias inflamatérias alteram a
excitabilidade neuronal, pois interagem diretamente com 0s receptores ionotrépicos por
serem agonistas de canais ou moduladores alostéricos positivos (BAHLLA et al., 2013).
Os neur6nios sensoriais primarios utilizam o aminoacido L-glutamato como seu
principal neurotransmissor excitatério e quando liberado na sinapse atua em receptores
glutamatérgicos ionotropicos do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato
(AMPA), cainato e N-metil-D-aspartato (NMDA) pds-sindpticos e em receptores
glutamatérgicos acoplados a proteina G (ZEILHOFER, 2005). Nesta sinapse, além do
glutamato, ocorre a liberacdo de outros moduladores sindpticos como a SP, a NKA e 0
CGRP (SCHAIBLE; RICHTER, 2004).

Quando ocorre dor, a SP, a NKA, a NKB e o CGRP, dentre outros
neurotransmissores, sdo liberados nos tecidos pelas terminagdes nervosas dos aferentes
nociceptivos e atraem ou ativam o0s elementos celulares envolvidos no processo
inflamatério  (neutrdfilos, linfécitos, plasmoécitos, macrdfagos) ou regenerativo
(fibroblastos, células de Schwann), o que gera a vasodilatacéo e o processo inflamatorio
de origem neurogénica (inflamacdo neurogénica) (PIA, 1987; SACERDOTE;
LEVRINI, 2012).

3.2 Vias envolvidas na modulacéao da dor
E a nivel medular, mais precisamente no corno posterior da medula (Figura 1),

que os estimulos nociceptivos sofrem influxos inibitérios por um mecanismo auto-
perpetuante que leva a dissipacdo da hiperalgesia (ALMEIDA; ROIZENBLATT;
TUFIK, 2004).
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Figura 1: Vias espinhal e supraespinhal da dor. Adaptada e traduzida de: Serpel,

2005. NA: noradrenalina; 5-HT: 5-hidroxitriptamina ou serotonina. Vias ascendentes rapidas (vermelho)
e lentas (verde) da dor. Trato inibitério descendente (azul).

A via descendente analgésica é composta por substancia cinzenta periaquedutal
mesencefalica que apresenta células com projecBes descendentes que se dirigem ao
tronco cerebral e a medula espinhal. A maioria das fibras faz sinapse com os nucleos do
bulbo, especialmente o nucleo magno da rafe. Os neurbnios da rafe por sua vez
projetam-se na medula espinhal onde inibem as respostas nociceptivas dos neurénios da
coluna dorsal. Estes neurbnios descendentes podem, potencialmente, fechar o fluxo da
informacdo nociceptiva a partir do nivel da primeira sinapse na coluna dorsal (STEIN,
2004; LAMONT; TRANQUILLI, 2000).
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O bloqueio é produzido pela estimulagdo de vias descendentes que inibem o0s
neurdnios nociceptivos na medula espinhal, através de conexdes excitatorias com
neurbnios serotoninérgicos e noradrenérgicos, que por sua vez descem até o corno
dorsal da medula onde realizam conexdes inibitérias com neurénios das laminas I, 1l e
V (MORGADO et al., 2011).

Essas projecGes descendentes originadas no tronco encefalico podem inibir a
descarga de neurdnios nociceptivos de projecdo, atuando diretamente sobre eles, por
inibicdo de interneurdnios excitatérios ou por estimulacdo de interneurénios inibitorios.
Além disso, estabelecem sinapses com terminais de aferentes primarios reduzindo a
liberacdo de glutamato, aspartato e CGRP. Além de sua acdo medular, os peptideos
opidides participam da ativacdo dos sistemas de inibicdo descendentes. A substancia
cinzenta periaquedutal contém uma grande quantidade de receptores u. Os peptideos
opioides inibem a descarga dos neurdnios GABAérgicos inibitorios, ativando as vias
descendentes (DREWES, 2006; HAMURTEKIN; BAGDAS; GURUN, 2007).

A substancia cinzenta periaquedutal, a rafe bulbar e o corno dorsal da medula
espinhal apresentam uma grande quantidade de peptideos opidides endogenos e de
receptores opidides. Altas densidades destes receptores sdo encontradas também, nas
porcdes mediais do talamo e no prosencéfalo limbico (LI et al., 2007).

O trato espinotalamico parece ramificar-se em direcdo mediana e rostral
estabelecendo sinapses com regides nucleares complexas incluindo o nucleo magno da
rafe e os nucleos reticulares gigantocelulares, ambos os quais estdo envolvidos em uma
regulacdo descendente da atividade de neurdnios de segunda ordem, que atravessam o
cordao espinhal para ascender no trato espinotalamico (RUSSO; BROSE, 1998;
FURST, 1999; MILLAN, 1999).

As aminas biogénicas representam outra classe de neurotransmissores
encontrados nas vias descendentes que modulam a nocicep¢do. Serotonina esta presente
nos neurdnios da rafe bulbar e alguns axénios serotoninérgicos terminam diretamente
nos pericarios dos neurbnios do trato espinotalamico. A ativacdo dos sistemas
adrenérgico e colinérgico associada a dos opidides produz analgesia (ANJANEYULU;
CHOPRA, 2006).

Além dos mediadores excitatorios glutamato e aspartato estarem envolvidos na
transmissdo e processamento no sistema talamocortical, os aminoacidos inibitérios

[acido gama aminobutirico (GABA) e a glicina], as monoaminas (norepinefrina, 5-HT e
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dopamina), acetilcolina e histamina também estdo relacionadas com a excitabilidade
nesse sistema (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

Uma importante via descendente inibidora da nocicep¢do contendo
noradrenalina tem por origem no ndcleo do locus ceruleus; este sistema inibe a resposta
nociceptiva do corno dorsal por um mecanismo op-adrenérgico (FERRO et al., 2013).
Drogas que potencializam os efeitos centrais das aminas biogénicas, como 0s
antidepressivos triciclicos podem, portanto, serem usados como analgésicos adjuvantes
eficientes que agem reforcando os efeitos destas vias descendentes (BLALACK, 2010).

A amina biol6gica dopamina é o neurotransmissor do sistema nervoso central de
importancia fundamental nas fungbes motora, motivacional e relacionadas a
memorizagdo (COBACHE; CALLE; PAINO, 2014). E biossintetizada a partir do
aminodcido tirosina, que é convertido em DOPA a partir da acdo da tirosina hidroxilase
e, em dopamina, pela acdo da DOPA- descarboxilase (JAASKELAINEN et al., 2001).
N&o se trata somente do precursor da norepinefrina, pois por estar amplamente
distribuida no SNC, tem papel importante na modulagdo da dor via receptores
dopaminérgicos, com a abertura dos canais para K'(OVERTON; VAUTRELLE;
REDGRAVE, 2014).

Outra via importante na modulacdo da nocicepcao é a colinérgica muscarinica,
em que a acetilcolina € o seu principal neurotransmissor e tem acdo em receptores
muscarinicos acoplados a proteina G e nicotinicos (KORH et al., 2011). O receptor
muscarinico pode sofrer alteracdo por alguns farmacos, dentre eles a atropina, que sao
moduladores inespecificos destes receptores e que agem promovendo a nocicepcao
(ORTEGA-LEGASPI et al., 2010).

Ja o 4acido y-aminobutirico (GABA) € o neurotransmissor com maior atividade
inibitéria encontrado no sistema nervoso central (OKADA-OGAWA et al., 2015). Os
receptores que fazem parte do sistema gabaérgico sdo trés, 0 GABAA, 0 GABAg € 0
GABAc: e sdo dependentes de ligantes e causam hiperpolarizacdo nos neurbnios
excitatorios nos neurdnios pds-sinapticos pelo efluxo do fon K* e influxo do fon CI". Os
principais agentes terapéuticos e moduladores que se ligam a este receptor sdo 0s
barbitaricos e benzodiazepinicos. Vale ressaltar que o glutamato é um precursor do
GABA, logo a reducdo dos niveis de glutamato promove a reducdo do GABA na
vesicula sindptica JERGOVA et al., 2012; JAIN et al., 2015).

Os receptores adrenérgicos, outra classe de receptores importantes na modulacéo

da dor, atuam ligando-se a proteina G, a acdo desses acoplamentos leva a alteracéo da
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producdo de segundos mensageiros, gerando um mecanismo em cascata que amplifica,
exponencialmente, a resposta intracelular, resultando em aumento da expresséo génica,
producdo de secrecdo celular e contragdo muscular (LI et al., 2013; ZHANG; BAlI,
2014).

3.3 Tratamento para a dor
Em vista da multiplicidade de mecanismos para modular a dor, a existéncia na

literatura de muitos compostos que possam direta ou indiretamente modular sua
transmissdo ndo é surpreendente. Mesmo assim, poucos sdo aqueles com suficiente
seletividade de acdo ou poténcia e consequente interesse clinico. Desta forma, a
descoberta de farmacos analgésicos se faz necessario e, 0s mesmos podem produzir seus
efeitos ora modulando a liberacdo de mediadores analgésicos enddgenos, ora inibindo a
liberacdo de neurotransmissores algogénicos através de mecanismos pré- ou poés-
sinapticos, em niveis central e periférico (MILLAN, 1999; CAVALCANTI;
MADDALENA, 2003).

A maioria das sindromes dolorosas é complexa e envolve mais de um tipo de
dor. A primeira estratégia para maximizar o sucesso da terapia analgésica é o conceito
de analgesia preventiva. O tratamento iniciado antes da injuria inibe o processo de
sensibilizacdo periférica e central. A segunda estratégia envolve a combinacdo de
farmacos analgésicos e técnicas que promovam efeito sinérgico como analgesia
balanceada. Com estas técnicas podem-se usar baixas doses, diminuindo a possibilidade
de efeitos colaterais (KUMAZAWA, 1998).

A utilizacdo de analgésicos para o controle da dor deve seguir os principios de
administracdo oral sempre que possivel, de administracdo do medicamento em
intervalos fixos e doses adicionais para situacdes de dores subitas e intermitentes, de
utilizacdo da escada analgésica, de individualizacdo da dose para a necessidade de cada
doente e de atencdo ao detalhe de manter o esquema analgésico adequado a rotina do
doente para proporcionar o equilibrio entre os efeitos analgésico e indesejado
(NICHOLSON, 2003).

Os opidides, por exemplo, farmacos tradicionalmente recomendados para o
controle da dor aguda e oncoldgica, produzem efeitos no SNC que podem interferir na
funcdo cognitiva, no que se refere a aquisicdo, processamento e recuperacdo da

informacdo pelo sistema nervoso (LAWLOR, 2002). Pode induzir alteragbes de humor,
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da concentracdo, da memdria, do tempo de reacdo e da fungdo psicomotora (BRUERA;
PEREIRA, 1998; DAENINCK; BRUERA, 1999). Os receptores opiodes (u e k) de
maior importancia clinica estdo localizados na periferia, medula espinhal e estruturas
supraespinhais, reforcando a acdo fisioldgica das endorfinas e a das vias inibitorias
noradrenérgicas e serotoninérgicas (RIBEIRO; SCHMIDT; SCHIMIDT, 2002).

Os anestésicos locais atuam tanto no bloqueio de canais para sodio, como
prevenindo a transmissdo do impulso nervoso e a excitacdo do nociceptor, ou ainda
inibindo o processo modulatério de nocicepcdo quando administrado por via central
(LAMONT; TRANQUILLI, 2000; BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO, 2006).

Os anti-inflamatorios ndo-esteriodais (AINEs) continuam sendo a principal
ferramenta no tratamento da dor cronica por inibir a atividade da COX e lipoxigenase,
prevenindo a sintese de PGs e sensibilizacdo de nociceptores periféricos. A acdo dos
AINEs é dose-resposta limitada, ou seja, a sua administracdo em doses superiores as
recomendadas ndo proporciona analgesia suplementar, aumentando a incidéncia de
efeitos colaterais (LAMONT; TRANQUILLI, 2000; BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO,
2006).

Os glicocorticoides diminuem a expressdo do acido araquiddnico e,
consequentemente, diminuem seus metabolitos [PG, LT e tromboxano (TX)], diminuem
a expressdo de IL e TNF-a e estdo envolvidos na reducdo da resposta dolorosa em
processos autoimunes (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

Os ay-agonistas ligam-se a receptores pré-sinapticos a localizados nas fibras
aferentes simpaticas, modulando a liberacdo de norepinefrina, SP, CGRP e outros
neurotransmissores envolvidos na transmissdo da informacéo nociceptiva. No SNC, os
receptores a, encontram-se no tronco cerebral e a ativacdo de seus ndcleos resultam em
sedacdo e anestesia, além de ativar uma via inibitéria descendente da medula espinhal,
diminuindo o ténus simpético. Na medula estdo localizados no corno posterior e sua
ativacdo inibe a transmissdo da informacdo dolorosa, resultando em analgesia
(LAMONT; TRANQUILLI, 2000; BASSANEZI; OLIVEIRA FILHO, 2006; KOH et
al., 2015).

Os antagonistas dos receptores de NMDA, como a cetamina, previnem a
sensibilizacdo dos neurdnios do corno dorsal. Devido seu efeito modulatério da medula
espinhal, esta droga pode ser eficaz no tratamento da dor neuropatica que normalmente
ndo responde a opidides (LAMONT; TRANQUILLI, 2000; KLATT et al., 2015).
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A supressdo da resposta cléssica do eixo pituitario-adrenal ao estresse, sempre
foi reconhecido como o principal objetivo do manejo da dor. O reconhecimento de
novos marcadores intracelulares gerados em neurénios do corno dorsal da medula
espinhal criou um impulso de novas terapias analgésicas. Estes marcadores sdo
responsaveis pelas alteracdes fenotipicas nos neurdnios sensoriais periféricos: 1)
expressdao de genes (c-fos) que codificam proteinas envolvidas na iniciacdo de
excitabilidade neuronal de longa duracédo; 2) ativacdo de enzimas (PKC e NOS) que
possuem um importante papel na sensibilizacdo central e desenvolvimento na tolerancia
por opidides; 3) secrecdo do NGF e citocinas neuropoiéticas, contribuindo para a
sensibilizacdo central e periférica (LAMONT; TRANQUILLI, 2000).

Embora um considerdvel nimero de drogas analgésicas esteja disponivel para o
tratamento da dor, a pesquisa para desenvolvimento de novos compostos como
alternativa terapéutica vai desde a avaliacdo farmacoldgica da droga até a abrangéncia
dos seus efeitos colaterais (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001).
Devido ao baixo custo e a facilidade de disponibilidade de plantas em diversos paises,
produtos naturais tém sido utilizados como modelos para sintese de drogas mais
seletivas e potentes (GONCALVES et al., 2008).

O uso abusivo e incorreto de farmacos sintéticos, 0s quais podem gerar sérios
efeitos colaterais e as dificuldades de acesso aos tratamentos convencionais, estéo entre
as principais raz0es de interesse no conhecimento das plantas medicinais. Estas plantas
e os fitoterapicos sdo medicamentos largamente utilizados pela populagdo constituindo-
se um mercado em potencial expansdo, entretanto, pouco conhecimento cientifico existe
acerca das plantas de uso terapéutico (CARVALHO et al., 2008).

3.4 Produtos naturais e Caesalpinia pyramidalis
O conhecimento do uso terapéutico dos recursos naturais pelo homem, ao longo

dos tempos, possivelmente garantiu sua sobrevivéncia e foi objeto de especial cuidado
por parte das populacgdes tradicionais (ALMEIDA et al., 2006). O Brasil é 0 pais com a
maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com mais de 56.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000 (GIULIETTI et al., 2005).
Destas, apenas 8% foram estudadas em busca de compostos bioativos e 1.100 espécies
vegetais foram avaliadas em suas propriedades medicinais, com 512 plantas registradas
para comercializagdo no Ministério da Saude (CARVALHO et al., 2008).
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O mercado mundial de medicamentos € da ordem de US$ 300 bilhGes anuais,
sendo que 60% desses medicamentos originam-se de sintese organica, especialmente de
quimica combinatoria. Os 40% restantes do arsenal terapéutico disponivel na atualidade
foram obtidos direta ou indiretamente de fontes naturais (cerca de 25% de plantas, 13%
de micro-organismos e 2% de animais) (CALIXTO, 2000).

As plantas medicinais que tém sua eficicia terapéutica e toxicoldgica ou
seguranca de uso avaliadas, dentre outros aspectos, ou foram estudadas cientificamente
para serem utilizadas pela popula¢do nas suas necessidades bésicas de salde, além de
possuirem outras vantagens como facilidade de acesso, baixo custo quando utilizadas in
natura e compatibilidade cultural com as tradicdes populares (GAZZANEO; LUCENA;
ALBUQUERQUE, 2005).

O género Caesalpinia, por possuir varias espécies que sdo utilizadas pela
populacdo, apresenta-se como um importante objeto de estudo para dar uma base
cientifica ao conhecimento popular ou para a obtencdo de novas estruturas quimicas de
interesse a inddstria farmacéutica (BAHIA et al., 2005). A C. pulcherrima e a C.
bonducella possuem importancia na medicina popular devido as suas propriedades anti-
inflamatdrias (ARCHANA et al., 2005; RAO; FANG; TZENG, 2005). A C. cheilanta é
usada contra dores de cabeca e expectorante, a C. ferrea contra doencas renais e
labirintite (ALBUQUERQUE, 2006), e a C. sappan ¢ utilizada devido suas
propriedades antioxidantes (BADAMI et al., 2003).

A espécie arborea Caesalpinia pyramidalis Tul. (Figura 2) pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, conhecida popularmente como “catingueira”
(ALVES et al., 2007; GANGNON et al., 2013), é caracteristica da caatinga, vegetando
em lugares pedregosos (SILVA; MATOS, 1998). Suas flores, folhas e cascas sdo usadas
em infeccbes catarrais e diarreicas (MONTEIRO et al., 2005) e como agentes anti-
inflamatdrios (BAHIA et al., 2005), possuindo bom potencial antioxidante (ALVIANO
et al., 2008). A entrecasca da “catingueira” ¢ usada como afrodisiaco, contra disenterias,
diarreias e como expectorante, usado na bronquite, tosses e infecc@es respiratorias em
preparados como infusdo, decoccdo e garrafada (AGRA et al.,, 2007; CARTAXO;
SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).
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Figura 2: Habito de Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae). Fonte: CINP, 2011.

Nosso grupo de pesquisa, em estudos anteriores, observou que 0 extrato
etandlico da Caesalpinia pyramidalis apresenta atividades anti-inflamatérias, nos testes
do edema de pata em ratos e peritonite em camundongos na dose de 400 mg/kg, sem
alterar a pressdo arterial, e antinociceptiva, nos testes das contor¢bes abdominais e
formalina em ambas as fases nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, e placa quente em
camundongos na dose de 400 mg/kg, sem apresentar alteracdo na performance no teste
do rota-rod (SANTOS et al., 2011) e campo aberto (SANTANA et al., 2012). Em outros
estudos apresentou efeito gastroprotetor nos modelos de Ulcera produzida por etanol ou
indometacina, além de aumentar a producdo de muco (RIBEIRO et al., 2013; DINIZ et
al., 2015).

Santana et al. (2012) observaram a reducéo da hiperalgesia abdominal provocada
pela obstrucdo do ducto biliopancreatico apds a administracdo de uma ou duas doses do
extrato etandlico da C. pyramidalis na dose de 400 mg/kg, além de diminuir os niveis de
malondialdeido (MDA) pancreatico e contagem de leucocitos no sangue.

Moraes et al. (2013) observaram que o extrato da Caesalpinia pyramidalis
reduziu o dano a bexiga apds inducgdo de cistite por ciclofosfamida. Neste estudo, 0s
autores mostraram a atividade antioxidante do extrato etanolico da planta com base na
reducdo da producdo de MDA, no teste de lipoperoxidacdo ex vivo nos tecidos do
pancreas e do pulmédo em camundongos com pancreatite (SANTANA et al., 2012) e na
bexiga com cistite (MORAES et al., 2013). Além disso, um estudo de Silva et al. (2011)
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mostrou que o extrato etandlico da casca da Caesalpinia pyramidalis possui expressiva
atividade antioxidante quando utilizando os ensaios de 2,2-difenil-1,1-picrilidrazil
(DPPH) e de quelagéo de ions ferroso (FIC) quando comparado com o &cido ascorbico e
rutina, flavonoide este encontrado em perfil cromatografico preliminar do EE da C.
pyramidalis, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, momento em que ndao foram
encontrados 0s marcadores quercetina, apigenina ou baicaleina (SANTANA et al.,
2012).
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4 METODOS

4.1 Planta (coleta e identificacéo)
A entrecasca do tronco da planta C. pyramidalis foi coletada no povoado Xingd,

municipio de Canindé do Sao Francisco, estado de Sergipe (09°66°00” S, 37°78°94” O),
em setembro de 2008. Um espécime foi identificado pela botanica professora Ana Paula
Prata, do Departamento de Biologia da UFS, e depositado no Herbario da Universidade
Federal de Sergipe (Av. Marechal Rondon S/N, S&o Cristévédo - SE 49100-000, Brasil)
sob n°® ASE 13.164. Antes da extracdo, a entrecasca foi seca em estufa (Marconi MA
037) a 40°C, com renovacéo e circulagéo de ar, durante 48 h.

4.2 Preparacao do extrato etanolico
A entrecasca seca (2840 g) da C. pyramidalis foi, inicialmente, moida até ser

transformada em po e, posteriormente, submetida a extragdo com etanol a 90% em
percolador de aco inoxidavel durante cinco dias. Apds concentracdo do solvente em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 45°C, com um rendimento de 2,62%,
obteve-se 0 extrato etanolico (EE) bruto, que foi seco e submetido aos ensaios

preliminares para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva.

4.3 Animais
Os animais, camundongos Swiss, machos, foram obtidos do Biotério Central da

Universidade Federal de Sergipe (Sdo Cristovao, Brasil) e trazidos para o biotério local
do Departamento de Fisiologia antes do uso, onde permaneceram por, pelo menos, dois
dias até o manuseio. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos e mantidos
em caixas plasticas (8 camundongos por caixa, ho maximo) em sala com temperatura
controlada (21 + 2°C), com agua e racdo (Purina®) ad libitum, sob ciclo claro/escuro de
12:12 h e troca didria da serragem. Todos 0s procedimentos experimentais foram
conduzidos durante o periodo das 7 as 17 h, e de acordo com as normas de
procedimentos sobre cuidados com animais para uso em pesquisa do Comité de Etica da
Universidade Federal de Sergipe, da Sociedade Brasileira de Cuidados com Animais de
Laboratorio (SBCAL) e das Diretrizes Eticas para as Investigacdes de Dor Experimental
em Animais Conscientes (ZIMMERMANN, 1983). Os animais submetidos a
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administracdo oral do EE da C. pyramidalis e dos controles foram aclimatados no
ambiente laboratorial, no qual o experimento seria executado, por 24 h e colocados em
jejum de 6 h antes do experimento. Posteriormente, ap6s 0 manuseio dos animais nos
procedimentos in vivo, estes foram anestesiados com uma dose de 50 mg/kg
intraperitonealmente (i.p.) de tiopental sddico (Thiopentax — Cristalia/SP) e
eutanasiados por deslocamento da regido cervical da coluna vertebral, acondicionados
em sacos plasticos brancos e guardados em freezer reservado para esta finalidade, até o
descarte definitivo conforme a rotina do Departamento de Fisiologia, pelo servigo de
coleta seletiva de lixo biologico da UFS. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Animais (CEPA) da Universidade Federal de Sergipe sob protocolo
n.° 77/2010 (ANEXO 1).

4.4 Teste de contorcgdes abdominais
A fim de se investigar os possiveis mecanismos pelos quais o EE da C.

pyramidalis exerce seu efeito antinociceptivo, diferentes ferramentas, como bloqueios
farmacoldgicos, foram empregadas. O teste das contor¢bes abdominais induzidas por
acido acético (solucdo a 0,6%, 0,1 mL/10 g) foi utilizado como modelo experimental,
por ser um teste padréo, simples e sensivel para medir antinocicepg¢éo induzida tanto por
analgésicos de acdo central quanto periférica (HAYES; SHEENAN; TYERS, 1987),
alem de ser comumente empregado como um modelo de dor visceral inflamatéria (LE
BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Foi considerada contor¢do abdominal o
movimento estereotipado no animal contorcendo o dorso e abddémen seguido do
alongamento completo de uma das patas traseiras. Todos os testes foram realizados de
maneira encoberta, por um anico investigador, de modo que o analista ndo sabia qual

tratamento farmacologico havia sido administrado em cada animal.

4.4.1 Escolha da dose
Para avaliacdo da dose a ser utilizada nos experimentos de mecanismo de acao,

grupos de animais (n = 6/grupo) foram submetidos a administracdo do veiculo (Tween
80 a 0,2%, v.0.), EE da C. pyramidalis (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) e &cido acetilsalicilico
(AAS, 300 mg/kg, v.0.). Decorridos 60 min do tratamento, os animais foram
submetidos ao teste das contor¢des abdominais — administracdo de acido acético a 0,6%

(i.p., 0,1 mL/10 g) e quantificagdo das contor¢des abdominais durante 20 min depois de
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decorridos 5 min da administracdo do agente nociceptivo, de acordo com Koster,
Anderson e Beer (1959) e Broadbear et al. (1994). Foi escolhida, para experimentos de
investigagdo dos possiveis mecanismos, a menor dose do EE da Caesalpinia
pyramidalis necesséria para apresentar efeito de antinocicepg¢ao nos animais (Figura 2).

-60° 0 5’
™\ ™\ £\
bt - - d Pt -
Veiculo Acido acético 0,6% Contorcdes abdominais
EE C. pyramidalis durante 20 min

10, 30 e 100 mg/kg
AAS 300 mg/kg

Figura 3: Linha do tempo referente ao teste das contor¢des abdominais para
escolha de doses.

4.4.2 Participacao do sistema L-arginina/oxido nitrico
Para avaliar se parte da atividade antinociceptiva apresentada pelo EE da C.

pyramidalis envolve a inibi¢do da via L-arginina/oxido nitrico, 24 camundongos foram
pré-tratados com L-arginina (substrato para a enzima NOS; 600 mg/kg, i.p.) e, apos 15
min, com EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o.; n = 8), L-NG-nitroarginina (L-
NOARG, inibidor da enzima NOS; 75 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%,
v.0., n = 8) (VAZ et al., 1996; BEIRITH et al., 1998). Decorridos 60 min do ultimo
tratamento, os animais foram submetidos ao teste das contor¢des abdominais, conforme
descrito anteriormente. Os grupos controle foram pré-tratados com veiculo (Tween 80 a
0,2%; v.0., n = 8), 15 min antes da administracdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg,
v.0.; n = 8), L-NOARG (75 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%; v.0., n =

8), 60 min antes da inducéo da nocicepcao (Figura 3).

-15° 0 60’
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A4 A4 A4
Pré-tratamento Tratamento Contorcdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

L-arginina 600 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
L-NOARG 75 mg/kg

Figura 4: Linha do tempo referente ao estudo da participacéo L-arginina/éxido
nitrico.
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4.4.3 Participacgéo da via do monofosfato de guanosina ciclico (GMPc)
Para avaliar a participacdo da via do monofosfato de guanosina ciclico/éxido

nitrico no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, 16 animais foram pré-
tratados com azul de metileno (inibidor ndo-especifico do éxido nitrico/gluanilato
ciclase; 20 mg/kg, i.p.) e, ap6s 15 min, os animais receberam o EE da C. pyramidalis
(30 mg/kg, v.o.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8) (ABACIOGLU et al.,
2000; PERIMAL et al., 2011). Ap6s 60 min, os animais foram submetidos ao teste das
contor¢des abdominais. Os 2 grupos controle receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%;
v.0., n = 8), 15 min antes da administragdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n =
8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8), 60 min antes da inducdo da nocicepgdo
(Figura 4).

-15° 0 60’
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Pré-tratamento Tratamento Contorgdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Azul de metileno EE C. pyramidalis 30 mg/kg
20 mg/kg

Figura 5: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo do monofosfato de
guanosina ciclico.

4.4.4 Participacio dos canais de K* sensiveis ao ATP
Para avaliar a contribuicdo dos canais de K* no efeito antinociceptivo do EE da

C. pyramidalis, 16 animais foram pré-tratados com glibenclamida (inibidor dos canais
de K" sensiveis ao ATP; 10 mg/kg, i.p.) e, apos 15 min, os animais receberam o EE da
C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8)
(PERIMAL et al., 2011; MOHAMAD et al., 2011). Ap6s 60 min, os animais foram
submetidos ao teste das contor¢es abdominais. Os 2 grupos controle receberam veiculo
(Tween 80 a 0,2%; v.0., n = 8), 15 min antes da administracdo do EE da C. pyramidalis
(30 mg/kg, v.o.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8), 60 min antes da

inducdo da nocicepcdo (Figura 5).
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Pré-tratamento Tratamento Contorgdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Glibenclamida 10 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg

Figura 6: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo dos canais de K*
sensiveis ao ATP.

4.4.5 Participacgdo do sistema colinérgico-muscarinico
A fim de se avaliar a participacdo das vias descendentes inibitdrias colinérgico-

muscarinicas, 24 camundongos foram pré-tratados com atropina (antagonista ndo-
seletivo dos receptores muscarinicos; 0,1 mg/kg; i.p.) e, ap6s 15 min, com EE da C.
pyramidalis (30 mg/kg; v.o.; n = 8), acetilcolina (1 mg/kg; i.p.; n = 8) ou veiculo
(Tween 80 a 0,2%, v.o., n = 8) (DE SOUZA et al., 2009). Decorridos 60 min deste
altimo tratamento, os animais foram submetidos ao teste das contor¢es. Em separado,
3 grupos controle receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%; v.0., n = 8), 15 min antes da
administracdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o0., n = 8), acetilcolina (1 mg/kg,
i.p., n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8), 60 min antes da inducdo da

nocicepc¢éo (Figura 6).

-15° 0 60’
—O O — O
Pré-tratamento Tratamento Contorcdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Atropina 0,1 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Acetilcolina 1 mg/kg

Figura 7: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo colinérgico-
muscarinica.

4.4.6 Participacao de a;-adrenoceptores
Para avaliar a participacdo de mecanismos envolvendo receptores adrenérgicos

az na atividade antinociceptiva do EE da C. pyramidalis, 24 camundongos foram pré-
tratados com prazosina (antagonista seletivo dos receptores a4; 0,15 mg/kg, i.p.) e, apos
15 min, os animais receberam o EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n = 8),

fenilefrina (agonista seletivo dos receptores a3. 1 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween
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80 a 0,2%, v.0., n = 8) (DE SOUZA et al., 2009). Decorridos 60 min, os animais foram
submetidos ao teste das contor¢es abdominais. Em separado, 3 grupos controle
receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%; v.0., n = 8), 15 min antes da administracdo do EE
da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0., n = 8), fenilefrina (1 mg/kg, i.p., n = 8) ou veiculo
(Tween 80 a 0,2%, v.o., n = 8), 60 min antes da indugdo da nocicepcao (Figura 7).

-15° 0 60’
—O O —O —
Pré-tratamento Tratamento Contorgoes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Prazosina 0,15 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Fenilefrina 1 mg/kg

Figura 8: Linha do tempo referente ao estudo da participacio dos a;-
adrenorreceptores.

4.4.7 Participacao de ap-adrenoceptores
Para avaliar a participacdo de mecanismos envolvendo receptores adrenérgicos

az no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, 24 camundongos foram pré-
tratados com ioimbina (antagonista seletivo dos receptores . 0,15 mg/kg, i.p.) e, apos
15 min, os animais receberam EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o0., n = 8), clonidina
(agonista seletivo dos receptores ay; 0,1 mg/kg, i.p., n = 8) ou veiculo (Tween 80 a
0,2%, v.0., n = 8) (DE SOUZA et al., 2009). Ap6s 60 min, os animais foram submetidos
ao teste das contorc¢oes abdominais. Os 3 grupos controle receberam veiculo (Tween 80
a 0,2%; v.0., n = 8), 15 min antes da administracdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg,
v.0., n = 8), clonidina (0,1 mg/kg, i.p., n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8),

60 min antes da inducdo da nocicepcéo (Figura 8).
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Veiculo Veiculo durante 20 min

loimbina 0,15 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Clonidina 0,1 mg/kg

Figura 9: Linha do tempo referente ao estudo da participacio dos a;-
adrenorreceptores.
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4.4.8 Participagdo dos receptores dopaminérgicos
Para avaliar a participacdo dos receptores dopaminérgicos no efeito

antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, 16 animais foram pré-tratados com
haloperidol (antagonista ndo-seletivo dos receptores dopaminérgicos; 2 mg/kg, i.p.) e
ap6s 15 min os animais receberam o EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n = 8) ou
veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8) (DE SOUZA et al., 2009). Ap6s 60 min, 0s
animais foram submetidos ao teste das contor¢Ges abdominais. Os 2 grupos controle
receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%; v.0., n = 8) 15 min antes da administracdo do EE
da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o0.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8) 60

min antes da inducéo da nocicepc¢éo (Figura 9).
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Pré-tratamento Tratamento Contorgdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Haloperidol 2 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg

Figura 10: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo dos receptores
dopaminérgicos.

4.4.9 Participacao dos estoques enddgenos de aminas bioativas
Para avaliar a participacdo dos estoques enddgenos de aminas bioativas na

atividade antinociceptiva exercida pelo EE da C. pyramidalis, 24 animais foram pré-
tratados com reserpina (inibidor da captacédo vesicular de monoaminas e da formacéo de
estoques vesiculares de neurotransmissores; 5 mg/kg, i.p.) 24 h antes do tratamento com
EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.o., n = 8), clomipramina (inibidor da recaptacao
neuronal de monoaminas; 10 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n =
8) (OCHI; OHKUBO; MUTOH, 2002). Apés 60 min, os animais tratados foram
submetidos ao teste das contor¢es abdominais. Os 3 grupos controle receberam veiculo
(Tween 80 a 0,2%; v.o0., n = 8), 24 h antes da administracdo do EE da C. pyramidalis
(30 mg/kg, v.o., n = 8), clomipramina (10 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a

0,2%, v.0., n = 8), 60 min antes da indu¢do da nocicepcdo (Figura 10).
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Pré-tratamento Tratamento Contorgdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Reserpina 5 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Clomipramina 10 mg/kg

Figura 11: Linha do tempo referente a participacdo dos estoques enddgenos de
aminas bioativas.

4.4.10 Participacao do sistema adenosinérgico
Para avaliar a participacdo do sistema adenosinérgico no efeito antinociceptivo

do EE da C. pyramidalis, 24 animais foram pre-tratados com cafeina (antagonista nédo-
seletivo dos receptores adenisonérgicos; 3 mg/kg, i.p.) e ap6s 15 min 0s animais
receberam o EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n = 8), adenosina (agonista dos
receptores adenosinérgicos, 100 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n
= 8) (SAWYNOK, 1998). Apds 60 min os animais foram submetidos ao teste das
contorgdes abdominais. Os 3 grupos controle receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%;
v.0., n = 8) 15 min antes da administracdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n =
8), adenosina (100 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8), 60 min

antes da inducgéo da nocicepcdo (Figura 11).
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Pre-tratamento Tratamento Contorcdes abdominais
Veiculo Veiculo durante 20 min

Cafeina 3 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Adenosina 100 mg/kg

Figura 12: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo do sistema
adenosinérgico.

4.4.11 Participacdo do sistema gabaérgico
Para avaliar a participacdo do sistema gabaérgico no efeito antinociceptivo do

EE da C. pyramidalis, 24 animais foram pré-tratados com flumazenil (antagonista ndo-

seletivo dos receptores gabaérgicos; 2 mg/kg, i.p.) e apds 15 min os animais receberam
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0 EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n = 8), diazepam (agonista ndo-seletivo dos
receptores gabaérgicos, 1,5 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., h = 8)
(TALAREK; FIDECKA, 2002). Apds 60 min os animais foram submetidos ao teste das
contor¢des abdominais. Os 3 grupos controle receberam veiculo (Tween 80 a 0,2%;
v.0., n = 8) 15 min antes da administracdo do EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0.; n =
8), diazepam (1,5 mg/kg, i.p.; n = 8) ou veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n = 8), 60 min

antes da indugdo da nocicepcéo (Figura 12).
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Pré-tratamento Tratamento Contorcgoes abdominais
Veiculo Veiculo

Flumazenil 3 mg/kg EE C. pyramidalis 30 mg/kg
Diazepam 1,5 mg/kg

Figura 13: Linha do tempo referente ao estudo da participacdo dos receptores
gabaérgicos

4.5 Teste da nocicepcao induzida por capsaicina
Grupos de animais (n = 8/grupo) foram tratados com veiculo (Tween 80 a 0,2%,

v.0., 60 min antes), EE da C. pyramidalis em diferentes doses (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.,
60 min antes) ou morfina (3 mg/kg, i.p., 30 min antes) e, posteriormente, receberam a
injecdo de 20 puL de uma solugdo de capsaicina (1,6 pg/pata). Em seguida, os animais
foram colocados em caixas espelhadas, e observados durante os 5 min subsequentes. O
tempo que os animais despenderam lambendo ou mordendo a pata injetada foi
registrado com o auxilio de um cronémetro, e considerado como indicativo de
nocicepcdo (SAKURADA et al., 1992; SANTOS; CALIXTO, 2000) (Figura 13).

-60’ -30° 0
—O & O—
Pré-tratamento Tratamento Capsaicina

Veiculo Morfina 3 mg/kg

EE C. pyramidalis
10, 30 e 100 mg/kg

Figura 14: Linha do tempo referente ao estudo da nocicepcdo induzida por
capsaicina.
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4.6 Teste da nocicepgao induzida por glutamato

Com o objetivo de obter evidéncias mais diretas a respeito da interacdo do EE da
C. pyramidalis com o sistema glutamatérgico, foi avaliado seu efeito frente a injecdo
i.pl. de glutamato. Camundongos foram tratados com veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.o.,
60 min antes), EE da C. pyramidalis nas doses de 10, 30 ou 100 mg/kg (v.0., 60 min
antes) ou morfina (3 mg/kg, i.p., 30 min antes) (n = 8/grupo). Posteriormente, foram
submetidos a injecdo de 20 puL de uma solugdo de glutamato (20 umol/pata) na pata
posterior direita. Em seguida, 0s animais foram observados por um periodo de 15 min
em caixas espelhadas, iniciado imediatamente apds a injecdo de glutamato (BEIRITH;
SANTOS; CALIXTO, 2002). O tempo despendido pelos animais para lamber ou

morder a pata injetada foi considerado como indicativo de nocicepgédo (Figura 14).
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Pré-tratamento Tratamento Glutamato

Veiculo Morfina 3 mg/kg

EE C. pyramidalis
10, 30 e 100 mg/kg

Figura 15: Linha do tempo referente ao estudo da nocicep¢do induzida pelo
glutamato.

4.7 Determinacao dos niveis de glicemia
Grupos de animais foram submetidos a coleta de sangue da veia caudal, apos 6

horas da administracdo dos tratamentos com veiculo (Tween 80 a 0,2%, v.0., n =8) ou
EE da C. pyramidalis (30 mg/kg, v.0., n = 8). Os niveis de glicose foram mensurados
utilizando o kit manufaturado Glicose Liquiform — Labtest (SANTOS et al., 2013).

4.8 Analise estatistica
Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo das médias (E.P.M.) de

6-8 animais por grupo. Para testar a normalidade dos dados, utilizou-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e a avalia¢do dos dados foi realizada usando analise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do pds-teste de Bonferroni para comparacéo intergrupos
ou teste t, utilizando o GraphPad Prism versdo 6.01. Valores com P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de contorc¢Oes abdominais

No teste das contor¢des abdominais, como observado na Figura 16, a menor
dose do EE da C. pyramidalis capaz de diminuir significativamente (P < 0,001) o
namero de contorcdes foi a de 30 mg/kg quando comparado aos animais que receberam
o0 veiculo, sendo esta a escolhida para os testes de mecanismo de ac¢do antinociceptivo
do extrato da planta. O grupo de animais que recebeu a dose de 100 mg/kg também
apresentou reducdo do nimero de contor¢es semelhante aqueles que receberam a dose
de 30 mg/kg do EE da C. pyramidalis (P < 0,001), bem como os animais do grupo
controle que receberam o &cido acetilsalicilico na dose de 300 mg/kg (P < 0,001),
comparando-se aos animais que receberam o veiculo. A reducdo observada foi de

maneira dose-dependente.
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Figura 16: Numero de contorc¢bes abdominais promovidas pelo acido acético em
camundongos. Grupos de camundongos foram tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), extrato
etanolico da Caesalpinia pyramidalis (10, 30 e 100 mg/kg) ou &cido acetilsalicilico (300 mg/kg).
Posteriormente, foi administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢des
abdominais. Cada valor representa a média + E.P.M. do nimero de contorgdes abdominais. Os asteriscos
denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacéo ao grupo veiculo. ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni (n = 6 animais/grupo).

5.1.1 Participacao do sistema L-arginina/dxido nitrico
O namero de contor¢des abdominais foi significativamente menor nos grupos de

animais que receberam L-NOARG, EE da C. pyramidalis ou a associa¢do de L-arginina
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e o EE da C. pyramidalis, quando comparados ao grupo de animais que receberam o
veiculo (Figura 17), apresentando uma inibigdo no nimero de contor¢des abdominais de
40,16% (P < 0,001), 61,46% (P < 0,001) e 29,52% (P < 0,05), respectivamente. O grupo
de animais tratados com L-NOARG quando comparado ao grupo que recebeu L-
NOARG juntamente com a L-arginina apresentou uma reducéo de 40,85% no nimero
de contorg¢bes abdominais (P < 0,001). O grupo de animais que receberam o EE da C.
pyramidalis apresentou uma diminuicdo de 45,32% no numero de contorgdes
abdominais quando comparado aos animais que receberam L-arginina mais o EE da C.
pyramidalis (P < 0,001). Os animais tratados com L-arginina associados ou ndo a L-
NOARG, ndo mostraram reducdo no numero de contor¢cdes abdominais quando

comparado aos animais que receberam o veiculo.
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L-Arginina (600 mg/kg) - + . + - +
L-NOARG (75 mg/kg) - - + + - -
EE C. pyramidalis (30 mg/kg) - - - - + +

Figura 17: Numero de contorcdes abdominais na investigacdo da participacdo do

sistema L-arginina/oxido nitrico no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), L-arginina (600 mg/kg),
L-NOARG (75 mg/kg) ou extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente,
foi administrado 4cido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢des abdominais. Cada valor
representa a média £ E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, *P < 0,05 e ***P < 0,001 em
relagio ao grupo controle (veiculo), P < 0,001 quando comparando os animais que receberam L-
NOARG aqueles que receberam L-arginina e L-NOARG, 4%p < 0,001 quando comparando os animais
que receberam o extrato etanélico da Caesalpinia pyramidalis aqueles que receberam L-arginina e EE da
Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.3 Participacao da via 6xido nitrico/GMPc
Foi observado que, nos grupos de animais que receberam o azul de metileno, o

EE da C. pyramidalis ou a associagdo azul de metileno e EE da C. pyramidalis, o
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nimero de contor¢gdes abdominais diminuiram em 40,86%, 61,08% e 70,69%,
respectivamente, quando comparadas ao grupo que recebeu veiculo cujos animais
apresentaram 26,00 * 1,00 contor¢des abdominais (P < 0,001). Quando a comparagdo é
feita com o grupo que recebeu o EE da C. pyramidalis aquele que recebeu azul de
metileno e EE da C. pyramidalis, observa-se uma diminuigdo no nimero de contorgdes

abdominais neste grupo (P < 0,05) (Figura 18).
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Figura 18: Numero de contorcGes abdominais na investigacdo da via o6xido

nitrico/GMPc no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de
camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), azul de metileno (20 mg/kg) ou
extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi administrado acido
acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢fes abdominais. Cada valor representa a média *
E.P.M. Os simbolos denotam diferengas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao grupo controle
(veiculo), P < 0,05 quando comparando os animais que receberam o extrato etanélico da Caesalpinia
pyramidalis aqueles que receberam azul de metileno e EE da Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.4 Participagao dos canais de K sensiveis ao ATP
Os grupos de animais que receberam a administracdo de EE da C. pyramidalis e

glibenclamida e tratamento com EE da C. pyramidalis apresentaram uma menor
contagem no numero de contor¢cdes abdominais quando comparados ao grupo de
animais que receberam o veiculo que apresentaram, 23,50 + 1,03 contor¢des
abdominais, sendo uma reducdo de 64,38% e 36,72%, respectivamente (P < 0,001). Os
animais que receberam o tratamento com a glibenclamida ndo mostraram reducdo no
namero de contor¢des abdominais quando comparados com 0s animais que receberam o
veiculo. Houve uma reducao de 43,71% no numero de contor¢fes abdominais quando o

grupo de animais que receberam o EE da C. pyramidalis foi comparado ao grupo de
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animais que receberam a glibenclamida mais EE da C. pyramidalis (P < 0,001) (Figura
19).
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Figura 19: Numero de contorg¢des abdominais na investigacdo da participacdo dos

canais de K" sensiveis ao ATP no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), glibenclamida (10 mg/kg)
ou extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi administrado &cido
acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢fes abdominais. Cada valor representa a média *
E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao grupo controle
(veiculo), #%4P < 0,001 quando comparado aos animais que receberam o extrato etanélico da Caesalpinia
pyramidalis aqueles que receberam glibenclamida e EE da Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.5 Participacgao do sistema colinérgico-muscarinico
Os grupos de animais que receberam o tratamento com atropina, 0s co-tratados

com atropina e acetilcolina ou atropina e EE da C. pyramidalis ndo apresentaram
reducdo no numero de contor¢des abdominais quando comparado com o grupo de
animais que receberam o veiculo cuja média foi de 32,28 + 1,59 contorc¢bes abdominais
durante o periodo de observacdo, apds administracdo do &cido acético. Quando o0s
animais receberam acetilcolina ou EE da C. pyramidalis, o nimero de contor¢des
abdominais foi menor em 30,98% (P < 0,01) e 67,10% (P < 0,001), respectivamente,
comparando-se ao grupo de animais que receberam o veiculo. Quando o nimero de
contorcBes abdominais dos animais que receberam acetilcolina foi comparado ao
namero de contor¢Bes do grupo que recebeu acetilcolina e atropina observou-se uma

reducdo de 28,13% (P < 0,05), ademais, quando se comparou 0 grupo que recebeu o EE
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da C. pyramidalis ao grupo que recebeu o EE da C. pyramidalis e atropina a diminuigéo
foi de 39,33% (P < 0,001) (Figura 20).
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Figura 20: Numero de contorcdes abdominais na investigacdo da participacéo do

sistema colinérgico muscarinico no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), atropina (0,1 mg/kg),
acetilcolina (1 mg/kg) ou extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente,
foi administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢des abdominais. Cada valor
representa a media + E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, **P < 0,1 e ***P < 0,001 em
relacdo ao grupo controle (veiculo), *P < 0,05 quando comparando os animais que receberam acetilcolina
aqueles que receberam atropina e acetilcolina, %P < 0,001 quando comparando os animais que
receberam EE da Caesalpinia pyramidalis aqueles que receberam atropina e extrato etandlico da
Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.6 Participacao dos a;-adrenoceptores
Quando os animais que receberam a administracdo de fenilefrina, prazosina mais

fenilefrina, EE da C. pyramidalis e prazosina mais EE da C. pyramidalis foram
comparados com o grupo de animais que receberam o veiculo que apresentaram 23,50 +
1,03 contor¢bes abdominais, apresentaram um menor nimero de contor¢es abdominais
com uma inibicdo de 86,17%, 53,91%, 64,38% e 76,08%, respectivamente (P < 0,001);
ja o grupo de animais que receberam o tratamento com prazosina ndo apresentou
diferenca quando comparado com os animais do grupo que recebeu o veiculo. Quando o
grupo de animais que receberam fenilefrina foi comparado ao grupo que recebeu o co-
tratamento de prazosina e fenilefrina foi observada uma reducdo de 69,70% no nimero

de contorcdes abdominais (P < 0,001) (Figura 21).
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Figura 21: Numero de contorg¢des abdominais na investigacdo da participacdo dos

as-adrenoceptores no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de
camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), prazosina (0,15 mg/kg), fenilefrina
(1 mg/kg) ou extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi
administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contorcOes abdominais. Cada valor
representa a média + E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, *P < 0,05 e ***P < 0,001 em
relacdo ao grupo controle (veiculo), “*P < 0,001 quando comparando os animais que receberam prazosina
e fenilefrina aqueles que receberam somente a fenilefrina. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (n =
8 animais/grupo).

5.1.7 Participacao dos ay-adrenoceptores
Ao promover as contor¢cdes abdominais, apos injecdo de &cido acético nos

diferentes grupos de animais, observou-se que o grupo que recebeu tratamento com
veiculo apresentou um namero de contorcdes de 25,12 + 1,07 e quando 0S outros grupos
de animais foram comparados com este, aqueles que receberam a administracdo de
ioimbina ou ioimbina e clonidina ndo apresentaram reducao significativa, no entanto, os
grupos de animais que receberam clonidina, EE da C. pyramidalis ou ioimbina e EE da
C. pyramidalis mostraram uma reducdo de 27,87%, 59,71% e 40,80% (P < 0,001),
respectivamente, no nimero de contor¢des abdominais. Quando a comparacédo foi feita
entre 0s grupos que receberam as associacdes de ioimbina com clonidina ou ioimbina
com EE da C. pyramidalis com os grupos que receberam clonidina ou EE da C.
pyramidalis, respectivamente, a diminui¢do do numero de contor¢des abdominais foi de
26,78% (P < 0,001) e 31,94% (P < 0,05) (Figura 22).
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Figura 22: Numero de contorg¢des abdominais na investigacdo da participacdo dos

ap-adrenoceptores no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de
camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), ioimbina (0,15 mg/kg), clonidina
(0,1 mg/kg) ou extrato etanolico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi
administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢c@es abdominais. Cada valor
representa a média £ E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao
grupo controle (veiculo), **P < 0,001 quando comparando os animais que receberam clonidina aqueles
que receberam ioimbina e clonidina, P < 0,05 quando comparando os animais que receberam o EE da C.
pyramidalis aqueles que receberam ioimbina e 0 EE da Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.8 Participacao dos receptores dopaminérgicos
Os animais dos grupos injetados com EE da C. pyramidalis e haloperidol mais

EE da C. pyramidalis apresentaram uma menor contagem no namero de contorg¢oes
abdominais, da ordem de 55,32% e 52,68%, respectivamente, quando comparados aos
animais que receberam o veiculo em que foram contadas 23,50 + 1,03 contor¢des
abdominais (P < 0,001). Ndo houve alteracdo no nimero de contor¢des abdominais nos
animais que receberam o haloperidol quando comparados ao grupo de animais que

receberam o veiculo (Figura 23).
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Figura 23: Numero de contorg¢des abdominais na investigacéo da participacdo dos

receptores dopaminérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), haloperidol (2 mg/kg) ou
extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi administrado acido
acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contorcbes abdominais. Cada valor representa a média +
E.P.M. Os asteriscos denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao grupo controle
(veiculo). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.9 Participacgdo dos estoques enddgenos de aminas bioativas
O numero de contor¢des abdominais foi reduzido quando diferentes grupos de

animais foram submetidos a administracdo de clomipramina (37,79%), EE da C.
pyramidalis (65,71%) ou a associacdo reserpina e EE da C. pyramidalis (76,19%)
comparados ao grupo de animais que receberam o veiculo que apresentou 26,25 + 1,14
contorcBes abdominais (P < 0,001). A contagem do nimero de contor¢es nos grupos
de animais que receberam reserpina ou reserpina mais clomipramina ndo mostrou
reducdo no efeito nociceptivo provocado pelo acido acético, quando se comparou aos
que receberam o veiculo (Figura 24). Observou-se uma reducdo de 40,62% no numero
de contorcBes abdominais no grupo de animais que receberam clomipramina quando a

comparacdo é feita com o grupo que recebeu reserpina e clomipramina (P < 0,001).
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Figura 24: Numero de contorc¢des abdominais na investigacdo da participacdo dos
estoques endogenos de aminas bioativas no efeito antinociceptivo do EE da C.

pyramidalis. Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), reserpina
(5 mg/kg), clomipramina (10 mg/kg) ou extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg).
Posteriormente, foi administrado &cido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contor¢des
abdominais. Cada valor representa a média + E.P.M. Os simboloa denotam diferencas estatisticas, ***P <
0,001 em relacéo ao grupo controle (veiculo), “*P < 0,001 quando comparando os animais que receberam
clomipramina aqueles que receberam reserpina e clomipramina. ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.10 Participacéo dos receptores adenosinérgicos
Foi observada uma reducdo no nimero de contor¢des abdominais nos grupos de

animais que receberam adenosina (82,30%), EE da C. pyramidalis (65,12%) ou a
associacdo cafeina e EE da C. pyramidalis (66,66%) quando foram comparados ao
grupo que recebeu veiculo, cujos nameros de contorcbes foram de 24 + 1,03 (P <
0,001); no entanto, ndo houve alteracdo quando 0s grupos que receberam cafeina ou
cafeina e adenosina foram comparados com o veiculo. Quando o nimero de contorcdes
abdominais daqueles animais que estavam inseridos no grupo que recebeu adenosina foi
comparado ao grupo que recebeu pré-tratamento com cafeina e tratamento com

adenosina, observou-se uma reducdo de 80,11% neste namero (P < 0,001) (Figura 25).
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Figura 25: Numero de contorgdes na investigacdo da participacdo dos receptores
adenosinérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de
camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), cafeina (3 mg/kg), adenosina (100
mg/kg) ou extrato etanolico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi
administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contorcfes abdominais. Cada valor
representa a média £ E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao
grupo controle (veiculo), **P < 0,001 quando comparando os animais que receberam adenosina aqueles
que receberam cafeina e adenosina. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.1.11 Participacao dos receptores gabaérgicos
O ndmero de contor¢Bes abdominais foi menor quando os grupos de animais

submetidos a administracdo de diazepam (86,17%) ou EE da C. pyramidalis (64,38%)
foram comparados ao grupo de animais que receberam o veiculo, que apresentou 23,5 £
1,03 contor¢bes abdominais (P < 0,001). Os animais que receberam flumazenil, as
associagdes flumazenil e diazepam ou flumazenil e EE da C. pyramidalis nédo
apresentaram alteracdo na contagem das contor¢des quando comparados com 0 grupo
que recebeu veiculo. Quando a média do numero de contor¢bes dos animais que
receberam diazepam foi comparada aquela dos animais que receberam flumazenil e
diazepam, observou-se uma reducéo de 84,79% (P < 0,001) e, quando foi comparada a
média do grupo de animais que receberam EE da C. pyramidalis aquela do grupo que
recebeu EE da C. pyramidalis mais flumazenil, foi observada uma reducéo de 64,56%
(P < 0,001) (Figura 26).
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Figura 26: Numero de contorcbes abdominais na investigacdo da participacdo dos

receptores gabaérgicos no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de
camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), flumazenil (2 mg/kg), diazepam (1,5
mg/kg) ou extrato etanolico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi
administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g) para o teste das contorcfes abdominais. Cada valor
representa a média £ E.P.M. Os simbolos denotam diferencas estatisticas, ***P < 0,001 em relacdo ao
grupo controle (veiculo), **P < 0,001 quando comparado os animais que receberam diazepam aqueles
que receberam flumazenil e diazepam, ¥“*P < 0,001 quando comparado aos animais que receberam o EE
da C. pyramidalis aqueles que receberam flumazenil e EE da Caesalpinia pyramidalis. ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.2 Teste da capsaicina
O EE da C. pyramidalis, na dose de 100 mg/kg, diminuiu em 37,40% o tempo

de lambida/mordida na pata dos camundongos em comparacdo ao grupo de animais
tratados com o veiculo que apresentou um tempo de 49,12 + 4,66 s, bem como o
tratamento dos animais com morfina que mostrou uma reducdo de 53,44% (P < 0,05).
Os grupos de animais que receberam o EE da C. pyramidalis nas doses de 10 e 30
mg/kg ndo apresentaram alteracdo no tempo de lambida/mordida na pata ao se comparar

com o grupo que recebeu o veiculo (Figura 27).
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Figura 27: Efeito do EE da C. pyramidalis na nocicep¢éo induzida por capsaicina.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), morfina (3 mg/kg) ou
extrato etandlico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (10, 30 e 100 mg/kg). Posteriormente, foi administrada
capsaicina (20 uL, 1,6 pg/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal passou lambendo e/ou
mordendo sua pata foi cronometrado. Cada valor representa a média + E.P.M. Os asteriscos denotam
diferencas estatisticas, *P < 0,05 em relacdo ao grupo controle (veiculo). ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.3 Teste do glutamato

O tempo de lambida/mordida na pata foi menor, de maneira dose-dependente,
em 23,75% apds a administracdo do EE da C. pyramidalis na dose de 10 mg/kg (P <
0,01), em 49,17% na dose de 30 mg/kg e 72,75% na dose de 100 mg/kg (P < 0,001)
quando comparada a resposta dos animais que receberam apenas o veiculo, que
apresentou um tempo de lambida/mordida de 42,40 + 2,76 s. O grupo de animais que
recebeu morfina, na dose de 3 mg/kg, apresentou reducdo de 77,36% no tempo (P <

0,001) quando comparado ao grupo de animais que receberam o veiculo (Figura 28).
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Figura 28: Efeito do EE da C. pyramidalis na nocicepc¢ao induzida por glutamato.
Grupos de camundongos foram pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), morfina (3 mg/kg) ou
extrato etanolico (EE) da Caesalpinia pyramidalis (10, 30 e 100 mg/kg). Posteriormente, foi administrado
glutamato (20 pL, 20 umol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal passou lambendo e/ou
mordendo sua pata foi cronometrado. Cada valor representa a média + E.P.M. Os asteriscos denotam
diferencas estatisticas, **P < 0,01 e ***P < 0,001 em relagdo ao grupo controle (veiculo). ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni (n = 8 animais/grupo).

5.4 Determinacao dos niveis de glicemia
Os niveis de glicemia dos animais que receberam EE da C. pyramidalis ndo

apresentou alteracdo quando foram comparados aos niveis daqueles animais que
receberam veiculo, 107,00 + 2,70 mg/dL e 106,50 + 3,70 mg/dL, respectivamente
(Figura 29).
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Figura 29: Concentracdo de glicemia em camundongos submetidos ao teste das
contorcdes abdominais na investigacdo da participacdo dos canais de K+ sensiveis

ao ATP no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis. Grupos de camundongos foram
pré-tratados com o veiculo (Tween 80 a 0,2%), glibenclamida (10 mg/kg) ou extrato etanolico (EE) da
Caesalpinia pyramidalis (30 mg/kg). Posteriormente, foi administrado acido acético (0,6%, 0,1 mL/10 g)
para o teste das contorces abdominais e 6 h ap6s, foi coletado sangue venoso caudal para determinacéo
dos niveis de glicemia. Cada valor representa a média + E.P.M. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni
(n = 8 animais/grupo).

5.4 Sumario dos resultados obtidos neste estudo
A tabela 1 mostra o resumo dos dados obtidos na investigacdo dos mecanismos

de acdo antinociceptiva do EE da C. piramidalis.
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Tabela 1. Resumo da participacdo de diferentes sistemas fisiologicos no efeito
antinociceptivo do extrato etanélico da Caesalpinia pyramidalis.

Mecanismo investigado Participacao

L-arginina/NO v
NO/GMPc

Canais de K*-ATP

Receptores colinérgico-muscarinico
as-adrenorreceptores
az-adrenorreceptores

Receptores dopaminérgicos
Reservas de aminas Bioativas
Receptores adenosinérgicos

Receptores gabaérgicos

LN > 2> > X > N X X

Capsaicina

<

Glutamato

O envolvimento do EE da C. pyramidalis sobre o efeito antinociceptivo esta indicada conforme segue:
(v)) presenca ou (A) auséncia da participacdo nas doses utilizadas. NO = éxido nitrico; GMPc =

guanosina monofosfato ciclico; ATP = adenosina trifosfato.
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6 DISCUSSAO

Em estudos de screening farmacoldgico realizados previamente, nosso grupo de
pesquisa mostrou que o extrato etandlico (EE) da C. pyramidalis possui evidente
atividade antinociceptiva, em diferentes modelos experimentais, nos quais foram
apresentados que em ambas as fases do teste da formalina, no teste das contorc¢oes
abdominais e no teste da placa quente em camundongos, necessitando assim, diante
destes achados, de continuidade dos estudos e de evidéncias dos mecanismos de agédo
antinociceptiva do extrato da planta. Além disso, o EE da C. pyramidalis apresentou em
menor evidéncia, efeito anti-inflamatério nos modelos de edema de pata em ratos e
peritonite em camundongos (SANTOS et al., 2011).

O EE da C. pyramidalis também apresentou inibicdo da peroxidacdo lipidica
provocada pelo 4&cido tiobarbitdrico nas concentracbes de 100 e 1000 upg/mL
equivalente ao antioxidante padrdo, vitamina C (SANTOS et al., 2011). Muitas séo as
evidéncias de que a producdo de radicais livres no sitio inflamatério contribui para
ocasionar dano tecidual e estimulo nociceptivo (ROKYTA et al., 2003). Logo, estes
dados contribuem para embasar o envolvimento do papel redox-protetor do EE da C.
pyramidalis no seu efeito antinociceptivo. A presenca de metabdlitos secundarios, como
os flavonoides, estd envolvida no efeito redox-protetor da célula (BOLIGON et al.,
2009).

Achados de uma prospeccdo fitoquimica preliminar realizada por Santos et al.
(2011) revelaram a presenca de flavondides, taninos, saponinas, esteroides, triterpenos e
saponinas no EE da C. pyramidalis. Santana et al. (2012) sugeriram a presenca do
flavondide rutina, comparando-se a padrdes, no EE da C. pyramidalis, pela metodologia
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os flavondides, como as
monohidroxiflavonas, monometoxiflavonas e uma série de di-idroxiflavonas, tém sido
relatados pela sua potente acdo antinociceptiva (GIRIJA; REDDY; VISWANATHAN,
2002; VIDYALAKSHMI et al., 2010), e sdo encontrados em muitas espécies de plantas
e em extratos etanolicos, como foi encontrado por Lapa et al. (2009) como a Polygala
paniculata.

Estudos prévios mostraram que a rutina reduziu a nocicepcdo induzida por
glutamato na pata de camundongos (LAPA et al., 2009), apresentou acdo inibitoria
sobre a expressdo da sintase de éxido nitrico induzida (iNOS) em cultura de macréfagos

(OLSZANECKI et al.,, 2002), mostrou-se potente agente antinociceptivo central e
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periférico quando os receptores opidides foram ativados (SELVARAJ et al., 2014),
diminuiu a dor neuropdtica periférica cronica e a iNOS no corno dorsal da medula
espinhal nos estudos de Azevedo et al. (2013) e tem habilidade de produzir efeito
antinociceptivo por inibir as vias da COX e da lipoxigenase (LOX). Estudo recente
demonstra que a rutina produz efeitos antinociceptivos em ratos envolvendo modulagéo
central do circuito descendente da substancia cinzenta periaquedutal ventrolateral
(VIPAG), parcialmente mediado por um mecanismo opioidérgico (Hernandez-Leon et
al., 2015). No entanto, ndo se pode atribuir todo, mas sim em parte, o efeito
antinociceptivo nem o mecanismo de acdo do EE da C. pyramidalis somente a presenca
da rutina em sua composicao, pois outros compostos estdo presentes e precisariam ser
identificados e analisados para tal direcionamento.

Na avaliagdo da atividade antinociceptiva, a maior dose utilizada nos
experimentos de Santos et al. (2011) e Santana et al. (2012), que foi a dose de 400
mg/kg do EE da C. pyramidalis, ndo altera a atividade locomotora de camundongos no
teste da barra giratoria (rota-rod) nem no teste do campo aberto, diferentemente dos
animais tratados com diazepam, o que exclui, portanto, a possibilidade do extrato
provocar reducdo nos movimentos estereotipados de nocicepcdo por causar depressao
no sistema nervoso central.

Para fins dos estudos do mecanismo de acdo antinociceptivo do EE da C.
pyramidalis, foram necessarios novos testes para a escolha da dose que foi utilizada nos
experimentos, pois todas as doses utilizadas para a realizacdo dos testes preliminares
anti-inflamatorio e antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, nos estudos de Santos et
al. (2011), que foram 100, 200 e 400 mg/kg, diminuiram o numero de contorgdes
abdominais e o tempo de lambida/mordida na pata no teste da formalina.

Corroborando achados anteriores (Santos et al., 2011), foi observado neste
estudo, que de forma dose-dependente, o EE foi capaz de inibir as contorcdes
abdominais induzidas pelo &cido acético nas doses de 30 e 100 mg/kg, sendo a dose de
30 mg/kg a escolhida para os estudos, por se tratar da menor dose eficaz na reducdo da
nocicep¢do provocada pelo &cido acético e ser igual ao controle padrdo utilizado, o
acido acetilsalicilico.

Foi selecionado o teste das contor¢es abdominais induzidas pelo acido acético,
descrito como modelo de dor inflamatéria visceral, o qual tem sido utilizado como
ferramenta em testes em analgesia/antinocicep¢do ou anti-inflamatério para novos
compostos (COOLIER et al., 1968; TIJLSEN; HOLE, 1997, FERRO et al., 2013;
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MANSOURI et al., 2013). Os prétons derivados do &cido acético agem diretamente nos
canais i6nicos sensiveis a &cido e TRPV1, localizados nas vias aferentes primérias
(JULIUS; BASBAUM, 2001). O acido acético age induzindo a liberacdo de diferentes
mediadores que excitam 0s nociceptores na cavidade peritoneal de camundongos, como
a PG, BK, SP, TNF-qa, IL-1p ¢ IL-8 (IKEDA et al., 2001; RIBEIRO et al., 2000; FENG
et al., 2003). Adicionalmente, estas substancias estimulam os neurdnios aferentes
primarios, aumentando a liberagcdo de aspartato e glutamato no fluido cerebroespinhal
(FENG et al., 2003; ZHU et al., 2004).

Estudos prévios reportam que os inibidores da NOS reduzem a nocicepg¢ao
causada pelo &cido acético (LARSON et al., 2000; MEOTTI et al, 2006;
CAVALCANTE-SILVA, 2014), corroborando os achados deste estudo. Muitos estudos
que buscam investigar o mecanismo de acdo de drogas tém mostrado a participacdo do
sistema nitrérgico na transmisséo nociceptiva (RIEDEL; NEECK, 2001) e seu papel nos
efeitos antinociceptivos (BRITO et al., 2006). Nossos achados indicam que a via da L-
arginina/NO esta envolvida na antinocicepcao causada pelo EE da C. pyramidalis visto
que o pré-tratamento com o substrato da NOS, L-arginina, reverteu o efeito
antinociceptivo produzido tanto pelo EE da C. pyramidalis quanto pela L-NOARG, um
inibidor da NOS.

Além disso, o presente estudo investigou o envolvimento da via do GMP ciclico
na atividade antinociceptiva do EE da C. pyramidalis e foi observado que houve um
incremento no efeito antinociceptivo apos o pré-tratamento com azul de metileno, um
inibidor ndo seletivo do déxido nitrico/guanilato ciclase (ABACIOGLU et al., 2000), o
que indica que ha participacdo da via do GMP ciclico na a¢do antinociceptiva do EE da
C. pyramidalis. Quando o azul de metileno foi administrado nos animais, foi observada
reducdo significativa no nimero de contor¢es abdominais quando foi comparado com
0s animais que receberam o veiculo, conforme acdo farmacologica esperada.

O NO, que é uma molécula biorregulatéria essencial a Varios processos
fisiologicos (RABELO et al.,, 2013), aumenta o nivel de GMPc ciclico através da
ativacdo da guanilato ciclase solavel (sGC), que influencia varias fungdes no
organismo, incluindo dor e analgesia (ABACIOGLU et al., 2000). O GMPc atua em
canais ibnicos de forma direta ou através da ativacdo das PKs ou fosfodiesterases nos
sistemas nervosos central e periférico (XU et al., 2015). Outra importante caracteristica
€ que o receptor de glutamato, NMDA, pode ser ativado pela NOS, o que leva a

producédo de NO e consequente manutengdo do estado nociceptivo do animal (XU et al.,
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2007), fortalecendo a evidéncia de acdo concomitante das vias da L-arginina/NO e
NO/GMPc na agédo antinociceptiva do EE da C. pyramidalis.

Em outro experimento realizado, os resultados indicam que o efeito
antinociceptivo do EE da C. pyramidalis pode envolver a participacdo da via dos canais
de K" sensiveis ao ATP, porque a glibenclamida, um antagonista dos canais de K*
sensiveis ao ATP, reverteu parcialmente o efeito antinociceptivo do EE da C.
pyramidalis. A glibenclamida ndo exerce efeitos nos outros canais de potassio, como 0s
sensiveis ao Ca®* nem os canais ativados por voltagem (ABACIOGLU et al., 2000);
logo, a agdo antinociceptiva do EE da C. pyramidalis pode estar relacionada a abertura
dos canais de K sensiveis ao ATP e subsequente efluxo de ions K" com posterior
repolarizacdo e/ou hiperpolarizacdo da membrana com reducdo da sua excitabilidade
(PERIMAL et al., 2010). Algumas plantas exercem seu efeito antinociceptivo por
sensibilizarem os canais de K* sensiveis ao ATP, como a Zingiber zerumbet (KHALID
et al., 2011) e, quando estes canais estdo ativados, medeiam a antinocicepcéo exercida
pelos opidides (RODRIGUES; DUARTE, 2000).

Quando a acetilcolina, agonista colinérgico muscarinico, foi administrada nos
camundongos e estes foram submetidos ao teste das contor¢des abdominais, observou-
se reducdo no numero das contorcGes, que foram revertidas no grupo de animais que
receberam a administracdo do pré-tratamento com atropina, um antagonista nao seletivo
dos receptores muscarinicos, efeito semelhante ao que aconteceu quando 0s animais
receberam o EE da C. pyramidalis, indicando a participacdo dos receptores
muscarinicos no seu efeito antinociceptivo.

A acetilcolina, quando liberada pelos interneurdnios colinérgicos espinhais,
medeia seus efeitos tanto atraves dos receptores nicotinicos (ligados a canais inicos)
quanto através dos receptores muscarinicos (JONES; DUNLOP, 2007) que, por sua vez,
inibem a liberacdo do glutamato e do GABA das fibras pré-sinapticas, diminuindo a
nocicepcdo (JONES; DUNLOP, 2007); relevante dado que serve como base para
salientar que os diferentes sistemas envolvidos na antinocicepcdo nao agem
individualmente durante o controle da nocicepcao.

O papel do sistema adrenérgico e, em particular, dos ap-adrenoceptores na
analgesia tem sido objeto de diversos estudos (PANDURANGAN; KRISHNAPPAN;
SUBRAMANIAN, 2014). Evidéncias clinicas mostram diminuicdo da dor neuropética
por lesdo do nervo ou cancer apés injecdo espinhal de agonistas ap-adrenérgicos

(HASSEN-BUSCH et al., 2002) e, adicionalmente, a liberacdo do neurotransmissor
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glutamato dos aferentes nociceptivos primarios reduz a concentracdo de agonistas a,-
adrenérgicos (PAN et al., 2008).

Neste estudo, a ioimbina, um antagonista seletivo dos oy-adrenoceptores,
reverteu o efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, bem como o efeito
antinociceptivo da clonidina, agonista seletivo dos receptores a-adrenérgicos. Portanto,
nossos resultados mostram que, a0 menos em parte, 0 EE da C. pyramidalis esta
estimulando oy-adrenoceptores, o que explica, parcialmente, seu efeito na nocicepgéo
induzida por glutamato.

Os ap-adrenoceptores (2A, 2B e 2C) sdo densamente localizados nos sistemas
nervosos central e periférico, especialmente nas regides do locus coeruleus, neurdnios
do corno e ganglios da raiz dorsal (PINHEIRO et al., 2014). Em seus estudos, Millan
(2002) e Pertovaara (2013) apresentaram que 0s agonistas op-adrenérgicos promovem
uma condicdo de analgesia, ou seja, agem como atenuantes da dor em animais e em
humanos, respectivamente.

A reversdo da atividade antinociceptiva do EE da C. pyramidalis pela naloxona
(SANTOS et al., 2011) e pela ioimbina podem refletir na interagcdo sinérgica entre
sistemas opidides e noradrenérgicos no controle da dor (PAN et al., 2008). Estudos
mostram que a co-expressdo dos receptores opidides e ap-adrenérgicos na regido do
locus coeruleus orientam a hiperpolarizacdo via canais de potassio que contribui com a
analgesia (FAIRBANKS et al., 2002; STEIN et al., 2009).

Os ay-adrenoceptores também sdo localizados nas fibras aferentes sensiveis a
capsaicina e a acdo desses receptores pode resultar na supressdo noradrenérgica da dor
no nivel da medula espinhal (CHEN et al., 2007). A reversdo do efeito do EE da C.
pyramidalis pela ioimbina pode explicar o efeito observado no modelo de nocicepcéo
induzido pela capsaicina. Além disso, sugere-se que, por agir estimulando 0s ap-
adrenoceptores no locus coeruleus e na porc¢do terminal das fibras aferentes, o EE da C.
pyramidalis e a clonidina podem causar diminuicdo do glutamato no corno dorsal,
inibicdo dos canais de calcio nos neurénios simpaticos e estimulacdo dos canais de
potassio (PERTOVAARA, 2013) e inibicdo da liberacdo de norepinefrina, glutamato e
SP, bem como citocinas pro-inflamatorias (LAVAND’HOMME; ELSENACH, 2003),
resultando em seus efeitos antinociceptivos.

A ativacdo dos receptores 5-HT pode ser mediada pelo aumento da liberacdo da
noradrenalina (ANJANEYULU; CHOPRA, 2006), via de ativagdo dos receptores op-

pos-sinapticos com o uso de agonistas ap-adrenérgicos, como a clonidina (MORGADO
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et al., 2011; LOPES et al., 2012), podendo aumentar a hiperalgesia abdominal em
camundongos pela inibi¢do da conducéo do impulso da dor (SCHREIBER et al., 2009).
Entretanto, ndo se pode afirmar o envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, pois ndo foram executados testes especificos
para avaliacdo deste mecanismo de acéo.

No nosso estudo, pode-se observar que ha participacdo dos adrenoceptores as,
mas ndo oy, no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, porque ndo foi
observado quando os animais foram pré-tratados com prazosina mais EE da C.
pyramidalis reversdo do efeito, como 0 que ocorreu com 0S animais que receberam
prazosina mais fenilefrina. Estudos realizados por Pertovaara (2013) mostraram que a
administragdo periférica de agonistas de aj-adrenoceptores induz, como efeito
predominante, o agravamento da dor.

Dando continuidade a investigacdo da participacdo dos receptores de aminas
biogénicas no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, ndo foi observada a
participacdo dos receptores dopaminérgicos neste efeito nas doses utilizadas, devido ao
fato de que o pré-tratamento com haloperidol, um antagonista ndo-seletivo dos
receptores dopaminérgicos, ndo reverter os efeitos antinociceptivos observados quando
os animais foram tratados com o EE da C. pyramidalis.

Ainda pouco se sabe sobre a modulacdo fisiopatologica da transmissao
dopaminérgica espinhal, no entanto, € conhecido que estimulos dolorosos agudos
podem ser transmitidos via ativacdo do sistema dopaminérgico descendente pela coluna
dorsal (SOUZA et al., 2009). Como os resultados mostram a participacdo do sistema
noradrenérgico, mas ndo do dopaminérgico, a avaliacdo da interferéncia do conteldo
das aminas bioativas foi de fundamental importancia para uma investigagdo mais
aprofundada da antinocicepc¢éo do EE da C. pyramidalis por este mecanismo.

O bloqueio do controle inibitério da nocicep¢do pelas aminas biogénicas, que
compreendem, de uma maneira geral, a noradrenalina, a 5-HT e a dopamina (OCHI;
OHKUBO; MUTOH, 2002), promovido quando administrada a reserpina nos animais,
ocorreu de maneira diferente quando o EE da C. pyramidalis foi administrado, pois ndo
foi observada a reversdo do numero de contor¢cdes abdominais quando os animais
receberam o EE da C. pyramidalis, diferentemente quando os animais receberam o
tratamento com clomipramina, inibidor da receptacdo neuronal de monoaminas,
sugerindo a ocorréncia da formacdo de estoques vesiculares dos neurotransmissores

com consequente acimulo nos neurbnios pré-sinapticos. Portanto, podemos inferir que,
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de uma maneira geral, a acdo antinociceptiva do EE da C. pyramidalis ndo depende de
reservas de monoaminas.

Na investigacdo da participacdo dos receptores adenosinérgicos no efeito
antinociceptivo produzido pelo EE da C. pyramidalis, observou-se que, quando 0s
animais receberam o pré-tratamento com cafeina, antagonista ndo-seletivo dos
receptores adenosinérgicos, e tratamento com adenosina, agonista dos receptores
adenosinérgicos, puderam reverter o efeito antinociceptivo provocado pela adenosina,
conforme acdo farmacoldgica ja esperada, mas o mesmo ndo foi observado quando
receberam cafeina mais EE da C. pyramidalis, sugerindo, portanto, que 0s receptores
adenosinérgicos ndo sdo ativados apds administracdo do EE da C. pyramidalis nos
camundongos no modelo estudado.

A adenosina € um composto enddgeno, que contribui na transmissdo da
informacdo da nocicepcdo, além disso, contribui, sinergicamente, para os efeitos
antinociceptivos induzidos por opioides, noradrenalina e 5-HT (SAWYNOK, 1998;
LUCHESE et al,, 2010). Farmacologicamente, a cafeina bloqueia receptores de
adenosina Ai, Aza, As € Az, porém com baixa afinidade (SAWYNOK, 2011). A
ativacdo dos receptores de adenosina, particularmente do A;, produz antinocicepc¢ao
pela reducdo de PGE; e ativa a via NO/cCGMP/K atp na dor aguda, bem com liberagéo do
glutamato, na dor cronica (ZAKARIA et al., 2014).

Outro achado importante do presente estudo esta relacionado ao envolvimento
da via gabaérgica no efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis, observado quando
0s animais que receberam flumazenil mais EE da C. pyramidalis reverteram a
antinocicepcdo quando comparado ao grupo de animais que receberam o tratamento
com o EE da C. pyramidalis, mesmo efeito observado quando os animais receberam o
tratamento com diazepam, apés pré-tratamento com flumazenil, antagonista nao-
seletivo dos receptores gabaérgicos.

O sistema gabaérgico tem importante papel na modulacdo do processo
nociceptivo (HAYASHIDA et al., 2008), especialmente nas respostas aguda e crénica
ao estimulo nocivo (MILLAN, 2002). A modulacéo dos receptores GABA ionotrépicos
por flavondides foi estudada em experimentos eletrofisiologicos realizados por
Goutman et al. (2003), podendo-se inferir que a presenca da rutina no EE da C.
pyramidalis deve contribuir, em parte, para seu efeito antinociceptivo. No entanto,
quando se trata de extrato bruto deve-se considerar a ampla gama de substancias

induzindo ou inibindo, individualmente ou em sinergismo, o efeito observado.
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A capsaicina, uma neurotoxina, composto ativo contido na pimenta malagueta
(Capsicum sp.), estimula os receptores TRPV1, ligantes ndo seletivos aos canais
catidnicos nos neurdnios sensoriais primarios (CATERINA et al., 1997). A ativacdo
destes receptores pela capsaicina resulta no aumento da liberacdo sinaptica de glutamato
e neuropeptideos dos terminais centrais e periféricos dos neurbnios que podem
contribuir para o processo nociceptivo (FERRINI et al., 2007; AFRAH et al., 2001;
MEDVEDEVA; KIM; USACHEV, 2008). O envolvimento dos receptores TRPV1 na
nocicepgdo aguda mostra-se importante quando se trata de dor inflamatdria. A ativacéo
do TRPV1 orienta um sinal eferente aos terminais periféricos via secrecdo de agentes
inflamatorios, causando inflamacdo neurogénica local (JULIUS; BASBAUM, 2001).

A resposta na pata dos animais no teste neurogénico induzido pela capsaicina
deve ser similar a primeira fase do teste da formalina (BRESCIANI et al., 2003),
corroborando o que foi observado, em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
(SANTOS et al., 2011), em que a administracdo do EE da C. pyramidalis promoveu
antinocicepcdo na fase neurogénica no teste da formalina em camundongos, com o
envolvimento dos terminais nociceptivo, e na fase inflamatoria, com a inibi¢do dos
mecanismos centrais e periféricos.

Nosso estudo mostra que a administracdo oral da dose de 100 mg/kg do EE da
C. pyramidalis produziu reducéo parcial, porém significativa, da resposta nociceptiva
causada pela injecdo subplantar de capsaicina na pata dos camundongos, mostrando que
o efeito antinociceptivo do extrato pode ser regulado pela ativacdo dos receptores TRP,
reduzindo a inflamacdo neurogénica e a liberacdo de glutamato, o que contribui na
modulacdo da transmissdo nociceptiva. A injecdo subcutanea de capsaicina, uma
neurotoxina extraida da pimenta do género Capsicum, é capaz de promover dor de
origem neurogénica através da ativacdo seletiva das fibras aferentes primarias do tipo C,
induzindo a liberacdo espinhal de glutamato e substancia P, com o envolvimento de NO
(SAKURADA et al., 2003).

O EE da C. pyramidalis também produziu efeito antinociceptivo, de maneira
dose-dependente, no teste da nocicepcdo induzida pelo glutamato nos camundongos nas
trés doses testadas. O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no sistema
nervoso central (CODERRE, 1993) e varios estudos tém mostrado que a resposta
nociceptiva induzida pelo glutamato é mediada pelos receptores glutamatérgicos

ionotropicos ou metabotropicos NMDA e ndo-NMDA, bem como substancias
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relacionadas ou ndo ao NO nos sistemas nervosos central ou periférico, como PGE; e
cininas (FUNDYTUS, 2001; BEIRITH et al., 2002; SAKURADA et al., 2003).

Estudos tém salientado que os receptores dos aminodcidos excitatorios estdo
envolvidos na transmissdo nociceptiva aferente primaria, tanto para o desenvolvimento
quanto para a manutencdo da nocicepcdo (COGGESHALL; CARLTON, 1997;
FERREIRA; SANTOS; CALIXTO, 1999). Sendo assim, pode-se inferir que o efeito
antinociceptivo produzido pelo extrato utilizado pode ser dependente de sitios de acdo
centrais ou periféricos. A supressdo da nocicepcdo induzida pelo glutamato pelo
tratamento com o extrato pode ser associada com a interacdo entre o sistema
glutamatérgico e/ou inibicdo da producdo de NO (GUGINSKI et al., 2009). Nossos
achados corroboraram com o fato de que o glutamato é o principal neurotransmissor
nociceptivo, mostrando estar envolvido de maneira sinérgica com outros sistemas de
controle da nocicepgéo.

Sabe-se que a administracdo de glicose, por si sO, produz efeitos
antinociceptivos em roedores (YAMAMOTO; FOULDS-MATHES; KANAREK,
2014). Foi constatado que, nos experimentos de Suri e Mathur (2010), ratos que
consumiram solucdes com excesso de acucares foram mais sensiveis aos efeitos
analgésicos dos agonistas opidides. Por outro lado, hipoglicemia grave pode ser
particularmente prejudicial aos efeitos no SNC. Concentracdes plasmaticas de glicose
em torno de 55 mg/dL podem causar disfuncdes cognitivas, como alteracbes no
eletroencefalograma; valores proximos a 40 mg/dL podem provocar sonoléncia e
comportamentos anormais e, valores proximos a 30 mg/dL, se prolongado, podem
causar danos neuroldgicos irreversiveis, convulsdes e morte (ALSAHLI; GERIH,
2013). Neste estudo, para descartar possiveis acdes do EE da C. pyramidalis nos niveis
plasmaticos de glicose dos camundongos, foram mensurados os niveis de glicose no
sangue. Foi mostrado que o efeito antinociceptivo do EE da C. pyramidalis ndo esta
relacionado a mudancas nos niveis de glicose.

O presente estudo confirma que a administracdo oral do EE da C. pyramidalis
apresenta inibicdo, de maneira dose-dependente, da resposta comportamental a
nocicep¢do em camundongos e elucida, a0 menos em parte, 0 mecanismo de a¢do pelo
qual este extrato age no organismo do animal. Existe necessidade de continuidade do
estudo do mecanismo de acdo antinociceptiva do EE da C. pyramidalis, investindo no
estudo da via serotoninérgica e expressdo da proteina c-FOS nas diferentes areas

cerebrais e na medula espinhal, além de investigar a toxicidade e o perfil antioxidante
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do EE da C. pyramidalis. No entanto, por faltar especificidade e agir em varios
receptores e sistemas, pode promover mais efeitos colaterais, por outro lado pode atuar

em dores cronicas, como a dor provocada pelo cancer.



69

7 CONCLUSAO
Conclui-se que os mecanismos de acdo pelos quais o extrato etandlico da

Caesalpinia pyramidalis exerce seu efeito antinociceptivo envolvem, ao menos em
parte, diminuicdo da sintese de Oxido nitrico, da atividade do GMP ciclico e da
participacdo dos canais de K* sensiveis ao ATP, bem como da regulacio dos receptores
colinérgicos muscarinicos, dos ap-adrenoceptores e dos receptores gabaérgicos, além da

diminuicdo da nocicepcdo apds inducdo por glutamato e capsaicina.
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Ethnopharmacelogical relevance: Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae) is an endemic tree of the
Northeast region of Brazil, mainly in the Caatinga region. More commonly, inner bark or flowers are
traditionally used to treat many painful and inflammatory processes. A common use of this plant is made
by macerating a handful of its stem bark in a liter of wine or sugarcane brandy. It is drunk against
stomachache, dysenteries, and diarrheas.
Materials and metheds: The ethanol extract of Caesalpinia pyramidalis inner bark was used in mice via oral
route, at the doses of 10, 30, and 100 mg/kg, in behavioral models of nociception and investigates some of the
mechanisms underlying this effect.
Results: The ethanol extract (30 and 100 mg kg, P < 0.001), given orally, produced dose dependent inhibition of
acetic acid-induced visceral pain. The ethanal extract also caused significant and dose-dependent inhibition of
capsaicin-(100 mg kg, P<0.001) and glutamate<{10, 30, and 100 mg/kg, P<0.01) induced pain. The ant-
nociception caused by the ethanol extract (30 mg/kg) in the abdominal constriction test was significantly
attenuated (P < 0.001) by intraperitoneal treatment of mice with t-arginine (600 mg/kg).
Conclusions: Collectively, the present results suggest that the ethanol extract of Caesalpinia pyramidalis
produced dose-related antinociception in several models of pain through mechanisms that involved both
glutamatergic system and/or the r-arginine-nitric oxide pathway, supporting the folkloric usage of the plant to
treat various painful processes.
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