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[Phyllanthus], em varios modelos de [nocicepgdo] em [camundongos].
Os compostos isolados das espécies de Phyllanthus, bem como séus
extratos, causaram efeito analgésico nos testes de dor induzido
pela injecdo de [dcido acético], [formalina] e T[capsaicinal]. O
|[mecanismo] de = agcdo analgésica desses extratos ndo estd
completamente esclarecido, mas ndao parece estar relacionado com a
|interagdo com os [opidides endogénos], com a Tiberagdo dos
[glicocorticéides enddgenos], com a interagdo com o sistema [a-
adrenérgico], [serotonérgico], com a via [L-arginina-6xido
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RESUMO

1 - No presente estudo foram analisadas as agOes analgésicas dos extratos
hidroalcoélicos (EH) e de alguns principios ativos obtidos das folhas, caules e
raizes de plantas pertencentes ao -género Phyllanthus, incluindo o P. urinaria,
P. niruri, P. tenellus e P. sellowianus em vdrios modelos de nocicepcdo em

camundongos, com énfase nos modelos de dor de origem neurogénica.

2 - Os EHs das espécies de Phyllanthus, administrados por via i.p. ou por via
oral em camundongds, causaram acdo antinociceptiva de maneira dose-dependente na
dor induzida pela injecdo de dcido acético com poténcia compardvel a aspirina e
ao acetoaminofen. A ordem de poténcia observada foi: P. urinaria > P. tenellus
> P. niruri > P. sellowianus. Efeito analgésico semelhante foi observado em
relacdo a primeira (dor neurogénica) e a segunda fase (dor inf]amatéria) da dor
induzida pela formalina em camundongos, sendo os EHs mais efetivos em relagdo a
segunda fase desse modelo. Ao contrdrio, a indometacina, a aspirina e o
acetoaminofen inibiram apenas a segunda fase da dor causada pela formalina. Além
disso, a indometacina, mas ndo os diversos EHs testados, causou inibigdo do edema
de pata associado a segunda fase desse modelo. Os EHs do P. urinaria e P. niruri
administrados por via i.p ou oral causaram efeito analgésico de maneira dose-
dependente na dor de origem neurogénica induzida pela inje¢do intraplantar de
capsaicina em camundongos. A dipirona e a morfina também apresentaram acao
analgésica significativa nesse modelo, enquanto que a indometacina foi inativa.
Esses resultados sugerem que as agdes antinociceptivas dos principios ativos
presentes nas plantas do género Phyllanthus podem estar relacionadas, pelo menos

em parte, a uma agdo modulatéria sobre os neuropeptideos dlgicos, especialmente
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com as taquicininas, reconhecidamente envolvidas na génese da dor de origem

neurogénica.

3 - Os EHs do P. urinaria e P. niruri administrados por via oral em dose maior
que a necessdria para causar analgesia, ndo afetaram o edema de pata de rato
induzido pela carragenina, sugerindo que suas agdes antinociceptivas independem

da inibicdo da sintese de prostaglandinas.

4 - Os EHs das espécies de Phyllanthus nio causaram analgesia quando testados nos
modelos da placa-quente e no tail-flick, enquanto a morfina foi efetiva. Além
disso, os EHs ndo interferiram com a atividade locomotora dos animais no modelo
do rota-rod. Esses resultados sugerem que a atividade antinociceptiva dos
principios ativos presentes nos EHs ndo parece estar‘reTacionada com a depreéséo
do sistema nervoso central ou periférico e é seletiva para alguns modelos de dor,

particularmente a de origem neurogénica.

5 - As agdes antinociéeptivas causadas pelos EHs do P. urinaria e P. niruri ndo
foram afetadas pe]dlbfé-iratamento dos animais com a naloxona, pelos antagonistas
dos adrenoceptores e, (prazosin) e a, (ioimbina), antagonista de receptores
(metisergida) ou da sintese de serotonina (PCPA) e pelo precursor do oxido
nitrico (L-arginina), quando testados em relacdo a segunda fase da dor induzida
pela formalina. Nas mesmas condigdes, essas drogas reverteram quase que
completamente as agdes analgésicas causadas por agonistas seletivos desses

receptores e/ou enzimas.

6 - A adrenalectomia dos animais, 15 dias antes, ndo interferiu

significativamente com a atividade analgésica das espécies de Phyllanthus, quando



Xiv

Py

analisada em relacdo a segunda fase da dor induzida pela formalina. Tais
resultados indicam que as agdes analgésicas das espécies de Phyllanthus estudadas

independem da liberagdo dos. glicocorticéides endégenos.

7 - A andlise quimica dos EHs dessas plantas permifiu isolar vdrios compostos de
distintas natureza quimica, incluindo alguns esteréides, flavonéides, taninos,
alcaléides entre outros. Alguns desses compostos administrades por via i.p.
apresentaram o mesmo perfil de agdo analgésica detectado para os EHs,
especialmente quando testados nos modelos de dor de origem neurogénica. Esses
resultados indicam que compostos de distintas naturezas quimicas existentes
nessas plantas do género Phyllanthus estudadas parecem atuar de maneira
sinérgica,_explicando assim a potente acdo antinociceptiva evidenciada nos EHs

dessas plantas.

8 - Esses resultados, analisados em conjunto, permitem sugerir que as plantas
pertencentes 20 géhero Phylfanthds estudadas apresentam um importante perfil de
agib ana]gésica, tanto administraddstbela via i.p. quanto pela oral, em felégio
a vérios modelos dézhocicepgio em camundongos, especialmente na dor de origem
neurogénica. O mecanismo de acdo analgésica desses principios ativos ndo estd
ainda comp]etamente esclarecido, mas nio parece estar relacionado com a interagdo
com os opidides enddgenos, inibi¢do da sintese de prostaglandinas, com a
liberacdo dos glicocorticéides endégenos, com a interagio com o sistema a-
adrenérgico, serotonérgico ou com a via da L-arginina-6xido nitrico. Além disso,
0s resultados mostram claramente que as acbes analgésicas dos EHs das espécies
de Phyllanthus independem de efeitos toxicos relacionados a depressdo do sistema |
nervoso central ou periférico. Contudo, o fato de os EHs e compostos isolados

dessas plantas apresentarem forte efeito antinociceptivo nos modelos de dor de
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origem neurogénica induzida pela capsaicina e pela formalina em camundongos
sugefe um mecanismo de agdo relacionado com os neuropeptideos, incluindo as
taquicininas. Porém, essa hipdtese precisa ser melhor investigada. Além disso,
a possibilidade desses principios ativos estarem também interagindo com os
aminodcidos excitatérios tipo glutamato ou aspartato ndo pode ser totalmente
descartada. Esses estudos abrem, portanto, novas perspectivas para o uso dessas
plantas como analgésicos e podem contribuir para explicar seus efeito benéficos
no tratamento das afecgdes renais ou biliares, incluindo o cdlculo renal e

biliar.

Parte desses resultados foram publicados, ou estdo aceito para

publicacdo, nas seguintes revistas:

. Journal Pharmacy and Pharmacology, 46: 755-759, 1994;

-Journal Pharmacy and Pharmacology, 47: 66-71, 1995;

General Pharmacology, 1995 (in press);

Planta Medica, 1995 (in press).



1 - INTRODUCAO

As plantas tém constituido, desde a Antigiiidade, um recurso ao alcance
do ser humano tanto para sua alimentacdo como para a cura de suas enfermidades,

essas lGltimas denominadas plantas medicinais.

L Atualmente o interesse dos farmac6logos e quimicos que estudam o
potencia] terapéutico das plantas medicinais vem aumentando de maneira expressiva
ndo s6 no Brasil, mas em outros paises. Esse interesse visa, em geral, investigar
os efeitos terapéuticos das plantas mencionadas na medicina tradicional com o
objetivo de conhecer e classificar as suas agﬁes farmacolégicas. Muitas drogas
atualmente utilizadas na moderna terapéutica originaram-se a partir de sintese

ou de modificacoes mo]ecu]ares dg_compostos isolados de plantas medicinais.

.Assim, as plantas -medicinais podem representar um arsenal importante para
o desenvolvimento de novas drogas a serem utilizadas no tratamento de doengas que
permanecem, ainda, sem terapia adequada. No entanto, os vdrios compostos contidos
numa planta podem apresentar efeitos benéficos, mas eventualmente podem produzir
-efeitos toxicos causando alteragbes fisiolégicas, trazendo conseqiéncias que
muitas vezes podem ser letais. Por outro lado, a identificacdo dessas substancias
t6xicas pode ser de fundamental interesse como “feframentas farmacolégicas",
importantes para a compreensdo e a elucidagdo de mecanismos celulares complexos
envolvidos ﬁas acoes de mediadores endbégenos, que por sua vez contribuirdo para

a descoberta de novas armas terapéuticas.

- Atualmente vdrias plantas preconizadas pela medicina popular estdo sendo
estudadas em nivel farmacolégico e bioquimico, com auxilio de técnicas de

Biologia Molecular, na procura de novos medicamentos ou de protétipos de novas



drogas. Entretanto, a utilizacdo de plantas na Medicina jamais perdeu seu
interesse, haja vista que nos Estados Unidos, por exemplo, ndo menos que 24% das
prescrigcdes médicas utilizam um ou mais principios ativos derivados de plantas

e que 2,5% utilizam o seu extrato bruto (Farnsworth e Morris, 1976).

\#\As plantas do género Phyllanthus, pertencentes a familia Euphorbiaceae,
sao amblamente distribuidas em vdrios continentes, exceto na Antdrtida, sendo
constituidas por cerca de 550 espécies (Webster, 1967; Unander et al., 1990). O
género Phyllanthus é composto por mﬁis de dez subgéneros, incluindo Isocladus,
Kirganelia, Cicca, Emblica, Conani, Gomphidium, Phyllanthodendron, Xylophylla,
Botryanthus, Ericoccus e Phyllanthus (Unander et al., 1990, 1991, 1992). 0
subgénero Phyllanthus (palavra origindria do grego Phyllon= folhas e anthos=
flor, significanho, portanto, "flor na folha") estd distribuido por todos os
paises tropicais, compreendendo, entre outras espécies, P. niruri, P. amarus, P.

tenellus e P. urinaria, popularmente conhecidos no Brasil como "quebra-pedra”.

“Em virtude :da complexidade que envolve essa familia e o género, a
identificacdao taxondmica de determinadas espécies torna-se muitas vezes complexa,
e 0 seu enquadramento no subgénero correspondente é também uma tarefa dificil

(para revisdo ver -Unander et al., 1995).

Recentemente, diversas espécies do género Phyllanthus vém sendo
analisadas através de estudos farmacolégicos pré-clinicos e clinicos, permitindo
comprovar e também estender o seu emprego medicinal pela populagido (para revisdo
ver Unander et al., 1995). Entre os vdrios efeitos biologicos dessas plantas,
replicagdo do virus da hepatite B (Blumberg et al., 1989; Thyagarajan et al.,
1988; Venkateswaran et al., 1987), atividade antineopldsica (Kupchan et al.,

1978; Pettit et al., 1983, 1984, 1985, 1990), além de serem utilizadas na
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medicina popular para o tratamento da diabetes, disenteria, ictericia, asma e
infecgdes bronquicas e geniturinirias e nas afec¢des renais, incluindo os
problemas relacionados aos cdalculos renais e/ou biliares (Chopra et al., 1956;

Perry e Metzger, 1980; Morton, 1981; Oliver-Bever, 1983; Santos, 1990).

A avaliagdo farmacolégica pré-clinica de extrato do P. niruri, realizada
no Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa Catarina,
demonstrou que essa planta possui efeitos farmacoldgicos de interesse medicinal,
especialmente no que se refere as suas agdes antiespasmédicas e espasmoliticas
sobre a musculatura lisa, incluindo o ileo e a bexiga de cobaia, ltero de rata,
ureter e artéria renal de cio (Calixto et al., 1984). Além disso, o extrato
hidroalcoélico do P. .niruri, quando administrado por via oral em: ratos
anestesiados, foi efetivo em inibir as contracdes espontdneas da bexiga urindria

(Calixto et al., 1984).

( Calixto et al. (1984) demonstraram também que o chd obtido das folhas e
caulesdo P.-sellowianus apresentou potente atividade antiespasmédica, sendo seu
efeito compardvel:ao produzido pela papaverina. Posteriormente foi isolado do P.

sellowiahus um novo alcaléide denominado de filantimida (Tempesta et al., 1988).

Estudos realizados por Obasi et al. (1993) demonstraram que a fragio n-
butanélica do P. amarus pfoduziu significativa reducdo da motilidade
gastrintestinal em ratos. Esses autores demonstraram também que a administracdo
intraperitoneal do extrato de P. amarus causou diminuicdo do esvaziamento
gdstrico analisado através da redugao do trdnsito do carvdo mineral no intestino
de rato. Essa reducdo poderia refletir, segundo os autores, uma diminuicdo da
atividade propulsiva gastrintestinal, efeito esse consistente com a inibigio da
motilidade gastrintestinal induzida pela atropina. Contudo, os estudos realizados

in vitro no estomago e intestino de rato ndo foram consistentes com os obtidos



in vivo, devido a rdpida resposta contrdtil causada pelo extrato no misculo
gastrintestiha]. Venkateswaran et al. (1987) demonstraram que o extrato aquoso
do P. amarus apresentou potente inibigdo, tanto in vitro quanto in vivo, da
enzima DNA polimerase do virus da hepatite B em marmota (Marmota monax). O
tratamento dos animais com o extrato aquoso do P. amarus causou desaparecimento
dos antigenos de superficie viral (HBsAg) no soro de marmota infectada agudamente
com o virus da hepatite B, além de £er reduzido a niveis minimos o antigeno no
soro dos animais infectados cronicamente (Venkateswaran et al., 1987). E
importante mencionar que tanto a hepatite B (humana) quanto a de marmota
apresentam caracteristicas biolégicas comuns (Galibert et al., 1981; Millman et
al., 1984), sugerindo que os principios ativos presentes nas plantas do género
g%fﬁyllanthus possam ser efetivos no tratamento da hepatite B humana. Atualmente
a estratégia para o tratamento da hepatite B em humanos concentra-se em 2 dreas:
a primeira estd relacionada com a resposta imune endégena contra o virus,
enquanto a segunda estd baseada na possibilidade de inibir determinadas-rotas do
ciclo da replicagdo viral. No entanto, a combinacdo das duas terapias tem sido
fregiientemente sugerida como sendo mais efetiva. A infecgio pelo virus da
hepatite B em humanos e a viremia (replicagdao viral) podem ser resolvidas
espontaneamente apdés muitos anos ou, ao contrdrio, levar a hepatite fulminante
com danos como cirrose e carcinoma hepatocelular (Beasley et al., 1981; Dood e
North, 1987). Esse ultimo fato tem estimulado a pesquisa de novos medicamentos
ou de novas estratégias antivirais que possam ser realmente efetivas. Até o
m;mento, nenhum tratamento utilizado produziu "resposta completa", ou seja, a
inibigdo irreversivel da replicagdo do virus da hepatite B acompanhada da
producdo endégena de anticorpos contra marcadores virais anti-HBe e anti-HBs
especificos (Thomas e Scully, 1985). Um grande nimero de drogas tem sido descrito

como sendo potencialmente eficaz para inibir a replicagdo viral, contudo, essa



replicacdo normalmente aumenta de forma drdstica apds a retirada do medicamento.
Esse fendmeno nao esta bem conhecido, mas se acredita que a combinagdo especifica
do DNA do virus da hepatite B nos hepatdcitos seja importante e essa combinagéo
ndo é afetada por nenhum agente conhecido que cause a inibicdo da replicagdo
viral (para revisdo ver Shead et al., 1992). Todos os hepadnavirus, incluindo o
virus da hepatite B, possuem no seu genoma um gene responsdvel pela sintese da
enzima denominada de DNA polimerase. Essa enzima estd associada com o niicleo
viral (Gust et al., 1986; Kaplan et al., 1973) e a sua inibicdo tem sido um dos
alvos de pesquisas sobre novas drogas antivirais, pelo fato de estar intimamente
relacionada com o processo de replicacdo vira]. Algumas drogas como a suramina
(Tsiquaye e Zuckerman, 1985) e o andlogo da timidina (Wood e Geddes, 1987) causam

inibigdo da DNA polimerase in vitro.

Shead et al. (1992) demonstraram que os extratos aquosos de cinco
espécies de Phyllanthus (P.'hirtellus, P. gunnii, P. gasstroemii, P. similis e
P. tenellus) encontrados na Austrdlia foram equipotentes em inibir a DNA
polimerase do virus da hepatite B in vitro. No entanto, o tratamento sistémico
de patos com o extrato de P. gasstroemii trés vezes por semana antes da infecgdo
pelo virus da hepatite B, ou mesmo a administragdo do extrato do P. hirtellus nos
patos com hepatite B, ndo foi capaz de prevenir ou eliminar a infecgdo pelo virus

da hepatite B nesses animais (Shead et al., 1992).

Jad Thyagarajan et a1. (1988), em estudo realizado na India demonstraram,
através de ensaios clinicos em pacientes portadores de hepatite B, que a
administracdo de cdpsulas contendo extrato de P. amarus por via oral durante 30
dias foi capaz de reduzir em cerca de 59% o antigeno de superficie do virus da
hepatité B no soro dos pacientes, quando analisados 15 a‘20 dias apés o término

do tratamento, contra apenas 4% do grupo controle. Além disso, os autores



verificaram também que o tratamento dos pacientes com a cdpsula de Phyllanthus
nio resultou em nenhum efeito téxiéo, confirmando assim a auséncia de toxicidade

jd detectada nos estudos pré-clinicos (Venkateswaran et al., 1987).

Recentemente, Ogata et al. (1992) demonstraram que o extrato de P. niruri
causou inibigdo 7n vitro da transcriptase reversa do virus da imunodeficiéncia
humana do tipo-1 (HIV-1-RT). O composto responsdvel por esse efeito foi isolado
e identificado como sendo o dcido repandusinico A monossdédico. Além disso, esse
composto foi demonstrado como sendo aproximadamente dez vezes mais efetivo em

inibir a transcripfase reversa do que a DNA polimerase alfa (Ogata et al., 1992).

Dhir et al. (1990) demonstraram que os extratos de P. emblica e P. niruri
causaram importante inibigdo do éfeito clastogénico e carcinogénico induzido por
metais pesados (chumbo e aluminio) em camundongos. Os autores sugeriram que esse
efeito protetor decorre da presenga de vdrios compostos nessa planta, incluindo
os dcidos ascérbico, deidroascérbico, galico, citrico, taninos e agticares
redutores, ‘'sendo que o primeiro apresentou potente efeito antineopldsico e os
taninos previniram a sua répida oxidagdo (para revisao ver Dhir et al., 1990).
A atividade antimutagénica dos extratos de P. niruri e P. emblica contra vdrios
agentes foi atribuida aparentemente a combinagdo dos diferentes compostos
presentes nessas plantas, semelhante ao demonstrado para o espinafre, que
apresentou atividade antimutagénica devido a combinagdo da clorofila e do acido

ascérbico (Barale et al., 1983).

Singh et al. (1989) demonstraram que o efeito antiviral e hepatoprotetor
causado pelo extrato de P. niruri foi atribuido a presengé>de compostos como as
lignanas e de compostos aciclicos. Entretanto, o extrato contém, além de
lignanas, flavonéides, alcaldides, éster do dcido ftdlico, dcido graxes e

vitamina C (Ueno et al., 1988). A partir do extrato obtido das folhas do P.
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niruri foram isolados dois compostos: a filantina e a hipofi]antina,.qué parecem
estar re]aéibnados, pelo menos em parte, com a atividade hepatoprotetora descrita
para essa planta (Chopra et al., 1956). Além disso, foi isolado a partir do P.
niruri o dibenzbutirolactona, que revelou atividade antitumoral (Satyanarayan et

al, 1988).

Santos (1990) demonstrou, em estudos pré-clinicos realizados na Escola
Paulista de Medicina, que a administracdo do chd de P. niruri (30 g/ 1 litro de
dgua), durante 42 dias, causou significativa'redugéo do tamanho dos discos de
oxalato de cdlcio (cdlculo) introduzidos experimenta]menfe na bexiga de rato
Wistar, quando comparado com o grupo controle. No entanto, esses resultados ndo
permitiram evidenciar se a redugdo do cdlculo urindrio nos animais foi decorrente
da modificacdo dos elementos inibidores e/ou facilitadores da sua formacao, ou
se o chi estaria atuando em out;os fatores que poderiam estar envolvidos na

génese dos cdlculos.

0 mesmo autor demonstrou em estudos clinicos que a administragdo cronica
do chd de P. niruri para pacientes normais nao causou nenhum efeito diurético,
nem efeitos téxicos que pudessem comprometer sua utilizagdo pela populagdo. E
digno de nota que o mesmo tratamento, com o chd, em pacientes portadores de
cdlculo renal, causou importante elevacido da filtracdo glomerular e da excrecdo
de creatinina, sendo esses parametros associados com significativa facilitagao
e eliminagdo dos cdlculos pré-formados, acompanhados da diminuigcdo dos episdédios
dolorosos de célica nos pacientes portadores de cdlculo renal (Santos, 1990).
Esses resultados, em conjunto, sugerem que o P. niruri apresenta principios
ativos que podem atuar em diferentes processos patolégicos, especialmente na
génese dos cdlculos renais e/ou urindrios, mas também poderiam apresentar agbes

analgésicas, contribuindo assim para reforcar seu uso no tratamento da litiase.



_ Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato
hidroalco6lico obtido das folhas, caules e raizes do P. corcovadensis,

administrado tanto por via intraperitoneal quanto por via oral, apresentou
potente atividade antinociceptiva em varios modelos de nocicepcao em camundongos
(Gorski et al., 1993). Foi também demonstrado, no mesmo estudq, que a agdo
analgésica do extrato do P. cbrcovadensis nao era decorrente da inibigdo de
produtos derivados da-cic]ooxigenase ou com a interagciao com o sistema opidide
(Gorski et al., 1993). Esses resultados iniciais indicaram, portanto, que além
das diversas acgdes jd descrités nos estudos farmacoldégicos pré-clinicos e
clinicos com os extratos de vdrias eépécies do género Phyllanthus, o extrato
hidrbalcoélico do P. corcovadensis apresentava importante efeito analgésico,

estendendo assim o grande interesse das plantas désse género para medicina
| popular, bem como pelo seu potencial para o desenvolvimento de novos

medicamentos.



2 - OBJETIVOS
0 presente trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1- Analisar o possivel efeito analgésico dos extratos hidroalcoélicos (EH)
de vérias espécies de plantas pertencentes ao género Phyllanthus, incluindo o P.
urinéria, P. sellowianus, P. niruri e P. tenellus em diferentes modelos de

nocicepcdo em camundongos, especialmente na dor de origem neurogénica.

2- Investigar os possiveis mecanismos envolvidos nas agoes analgésicas
causadas pelos extratos das espécies de P. urinaria e P. niruri com o emprego de
agonistas e antagonistas especificos de vdrios receptores, bem como de inibidores

enzimdticos conhecidos por participar da génese da dor.

'3- Analisar a agdo analgésica de compostos isolados de virias espécies de
Phyllanthus procurando também relacionar suas agdes com a dor de origem

neurogénica.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Animais

| Foram uti]izadoé camundongos suicos machos pesando entre 25 a 35 g, criados
no biotério setor{ai dovDepartamento de Farmacologia, CCB, UFSC . Os animais
foram manfidos a temperatura controlada (23 +.2 °C), em ciclo claro/escuro de 12
h e tratados com igua e régio ad 1ibitum. Os animais permaneéeram no laboratério
por um periodo de adaptagio de pelo menos 1 h antes da realizagdo dos
experimentos qué foraﬁ conduzidos géra]mente entre 8 h e 17 h, a temperatura de

20 + 3 °C.

3.2 - Classificacdo botdnica das virias espécies de Phyllanthus

0 material botdnico (folhas, caule e raiz) das varias espécies de
Phyllanthus, incluindo o P. urinaria, P. tenellus e P. niruri, foi coletado em
diferentes épocas do ano no Campus Universitdrio (UFSC) e classificado pela
Prof*. Leila da Graca Amaral e pela biéloga Mirian Ulyssea do Departamento de
Botﬁnica (UFSC). O P. sellowianus (folhas e caules) foi coletado no Vale do
Itajai e c]éssificado_pe]o,Prof._Dr. Antonio Reis do Departamento de Botdnica
(UFSC). As excicatas fo;ém.depositadas no Herbdrio FLOR do'Horto Botanico da
Universidade Federal de Sanfa Catarina sob os nimeros de registros 2.757, 22.741,
22.746 e 22.734, respectivamente para o P. sellowianus, P. urinaria, P. tenellus

e P. niruri.
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3.3 - Andlise quimica
3.3.1 - Preparacao do extrato hidroalcoélico

Os compostos e extratos foram obtidos e preparados pelo grupo do Prof.
Rosendo Augusto Yunes no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Quimica (UFSC). As folhas, caules é raizes das espécies de P. urinaria, P.
niruri, P. tenellus e P. sellowianus, depois de secos em estufa a 40 "C, foram
moidos, macerados em etanol 50% numa relagdo de 1:3 e mantidos em témperatura
ambiente durante 15 dias. O solvente foi filtrado e evaporado. O extrato foi
concentrado em evaporador rotatério a pressdo reduzida, a temperatura de 50 - 70

°C e mantido em freezer até o momento da utilizagdo.

3.3.2 - Isolamento dos compostos puros

Com o objetivo de isolar e identificar alguns compostds presentes nos
extratos das espécies de Phyllanthus, os extratos hidroa]coé]icqs das plantas em
estudo foram submetidos a particdes sucessivas com solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano e acetato de etila). A partir da fragdo de
hexano, apdés cromatografia em coluna de silica gel, foi feita a eluicdao com
hexano/acetato de etila e isolada uma mistura de esterdides, posteriormente
identificados como sendo o B-sitosterol, stigmasterol e campesterol. A fragdo
acetato de etila, apés cromatografia em coluna de silica gel e eluicdo com
CHC1,/MeOH, foi posteriormente recromatografada em Sephadex LH-20 e eluida com
H,0/MeOH 70:30, sendo possivel isolar os compostos 1, 2 e 3, cujas estruturas ndo
estio ainda completamente elucidadas. Os testes fitoquimicos preliminares e dados
espectroscépicos (UV, IV, H'-RMN e MS) revelaram que os compostos 1 e 3 podem ser
flavonéides, enquanto o composto 2 parece tratar-se de um tanino de alto peso

molecular. Todas as espécies de Phyllahthus apresentaram um perfil quimico muito
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semelhante. Entretanto, os rendimentos dos compostos ainda ndo estio
completamente definidos. Estudos utilizando HPLC encontram-se em andamento no
Departamento de Quimica para quantificagdo precisa desses constituintes e de

outros que porventura venham a ser isolados.

3.4 - Aﬁé]ise farmacoldgica

3.4.1 - Atividade antinociceptiva
3.4.1.1 - Jeste das contorcbes abdominais induzidas pelo dcido acético
Preliminarmente foi verificado o efeito das vdrias espécies de Phyllanthus
no teste das contorgdes abdominais que, embofa seja um modelo de nocicepgdo
simpies e pouco esbecifiéo, permite avaliar a atividade analgésica de vdrias
substﬁnciés qde étuam tanto em nivel central quanto periférico. A resposta
nociceptiva foi induzida pela inje¢cdo intraperitoneal de dcido acético (0,6%)
diluido em solugdo salina (0,9%). Basicamente, as contorgdes abdominais consistem
na contfd;io da musculatura abdominal juntamente com a extensdo de uma das pdtas
posteridrés, de- acordo com método descrito anteriormente (Bentley et al., 1981;
Collier et al., 1968). Grupos distintos de animais foram pré-tratados com os EHs
das espécies de Phyllanthus, ou aspirina e/ou acetoaminofen (os dois Gltimos
utilizados como controles positivos para efeito de comparagdo com os EHs), ou com
os compostos puros {isolados das espécies de Phyllanthus) por via intraperitoneal
,(3 - 100 mg/kg), ou oral (50 - 400 mg/kg), 30 e 60 min antes da injecdo do dcido
acético, resbectivamenfe. Os grupos controles receberam o mesmo volume dos

veiculos (10 ml/kg) utilizados para diluir os extratos e/ou compostos puros.

Apés a injecdo do dcido acético, os camundongos foram observados em pares,
colocados em funis de vidro individuais e o nimero de contorcdes abdominais foi

quantificado cumulativamente durante um periodo de 20 min. A atividade analgésica
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foi determinada tomando-se como base a inibicdo do numero das contorgoes
abdominais dos animais pré-tratados com os EHs, com os compostos isolados das
diferentes espécies de Phyllanthus (P. tenellus, P. niruri, P. urinaria e P.
sellowianus) e/ou com as agdes da aspifina ou acetoaminofen, administrados por
via oral ou intraperitoneal, comparados com o nimero das contorgdes abdominais

dos animais controles (salina).

3.4.1.2 - Dor induzida pela formalina

2

Para confirmaéio do efeito analgésico das espéciés de Phyllanthus,
utilizamos o teste da dor induzida pela injecdo intraplantar de formalina, um
modelo mais especifico que o teste de contorgdes abdominais, que permite avaliar
dois tipos de dor: a de origem neurogénica (estimulacdo direta dos neurdnios
nociceptivos) e a dor inflamatéria (caracterizada pela liberacdo de mediadores
inflamatérios). 0 procedimento utilizado foi similar ao descrito anteriormente
(Corréa e Calixto, 1993; Hunskaar et al., 1985, 1986; Murray et al., 1988). Os
animais receberam 20 ul1 de formalina a 2,5% (0,92% de fprma]deido) ou salina na

regido intraplantar da pata posterior direita e esquerda, respectivamente.

Logo apés a injecao de formalina os animais foram colocados,
individualmente, dentro de um funil de vidro, ao lado de um espelho para
facilitar a observagdo. Apés foi medido, durante 30 min, o tempo que o animal
permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com formalina, sendo esse tempo
cronometrado e considerado como indicativo de dor. Esse modelo permite evidenciar
duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira, que ocorre durante os primeiros
5 min ap6s a injecdo da formalina (dor de origem neurogénica), e a segunda, que
ocorre entre 15 a 30 min apés a formalina, representando a resposta tonica a dor

acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada com a 1iberagdo de
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mediadores inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987).

Os animais foram tratados com os EHs das espécies de P. tenellus, P. niruri,
P. urinaria e P. sellowianus por via oral (12 - 400 mg/kg) ou intraperitoneal
(0,3 - 100 mg/kg), 60 e 30 min antes da injecdo da formalina, respectivamente.
Grupos distintos de animais foram tratados intraperitonealmente com aspirina,
indometacina, acetoaminofen, ou com os compostos isolados da espécies de
Phyllanthus; stigmasterol, composto 1, composto 2 e composto 3 (ainda ndo
identifjcados) (1 - 100 mg/kg), 30 min antes da injecao da formalina. Os animais
controles receberam igual volume dos veicu]os.(lo mi/kg) utilizados para diluir
os EHs, os compostos isolados das espécies dg Phyllanthus ou as drogas padrdo.
Ao final.do tempo de observagdo, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical e as patas posteriores foram cortadas na jdngio tibio-tarsal e pesadas
em balanga analitica para quantificagdo do edema induzido pela formalina. A
diferenga entre o peso (em mg) da pata direita (injetada com formalina) e a pata

esquerda (injetada com salina) foi considerada como indice do edema.

3.4.1.3 - Jeste do tail-flick

A atividade analgésica dos extratos das varias espécies de Phyllanthus foi
a seguir analisada no teste do tai]-f1ick, um modelo de dor muito sensivel para
drogas que atuam centralmente, como a morfina e seus derivados. Foi utilizado o
aparelho do tail-flick (Albarsch, model Tail-flick analgesia meter) para medir
o tempo de reagdo (s) a exposicdo do feixe de Tuz (90 W) incidido sobre a cauda
dos animais, de acordo com o método descrito previamente por D’Amour e Smith

(1941), com pequenas modificacdes.

Os animais foram selecionados 24 horas antes dos experimentos conforme sua

reatividade ao teste, sendo desprezados aqueles que permaneceram acima de 8 s no
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‘aparelho. Os animais normalmente respondem ao estimulo térmico (feixe luminoso,
90 W) movendo sua cauda, expondo assim-uma fotocélula localizada na base do
aparelho, que controla o tempo em que o animal permanece com o feixe de 1luz
incidido sobre sua cauda. Os animais foram pré-tratados com os EHs do P.
tenellus, P. urinarié, P. niruri e P. sellowianus.por via oral (500 mg/kg), ou
com morfina (10 mg/kg, s.c;), que foi utilizada como controle positivo,
administrados 60 e 30 min antes do experimento, respectivamente. O tempo mdximo
permitido de permanéncia do estimulo nocivo sobre a cauda do animal foi de 20 s
para ndo causar danos teciduais aos animais, o qual foi considerado como indice
total de analgesia. O grupo controle recebeu o mesmo volume de veiculo (10 m1/kg)

utilizado para diluir os EHs ou morfina.

3.4.1.4 - Teste da placa-quente

0 teste da placa-quente possui, de maneira geral, as mesmas caracteristicas
e sensibilidade que o modelo do tail-flick, ou seja, as drogas que apresentam
efeito analgésico no tail-flick geralmente sdao ativas no teste da placa-quente.
Os animais foram colocados dentro de um cilindro de vidro sobre a superficie de
uma placa de metal previamente aquecida a 56 + 1 "C utilizando-se o aparelho de
placa quente (Ugo Basile, Modelo-DS 37). O tempo em segundos que o animal levou
para lamber, morder ou levantar as patas dianteiras sobre a placa previamente
aquecida foi cronometrado e considerado como indicativo de efeito nociceptivo,
conforme descrito anteriormente (Eddy e Leimback, 1953). Cada animal foi
selecionado 24 horas antes dos experimentos de acordo com sua reatividade ao
modelo, sendo desprezados aqueles que permaneceram acima de 8 s na placa aquecida

sem reagir ao estimulo térmico.

Os animais foram pré-tratados com os EHs das espécies de Phyllanthus por



16

via oral (500 mg/kg), ou com-morfina (10 mg/kg, s.c., utilizada para comparar com
o efeito dos EHs) 60 e 30 min antes do experimento,'respectivamente. 0 tempo
mdximo permitido de permanéncia dos animais no aparelho de placa quente foi de
30 s, para nao causar danos teciduais aos animais, sendo considerado como indice
total de analgesia. O grupo controle recebeu o mésﬁo volume do veiculo (10 m1/kg)

utilizado para diluir os EH das espécies de Phyllanthus ou morfina.

3.4.1.5 - Efejto sobre a getformgncg motora (rota-rod)

0 objetivo deste teste foi evidenciar o possivel efeito depressor dos EHs
~ das vdrias espécies de Phyllanthus sobre o sistema nervoso central ou periférico.
Os animais foram analisados no teste do rota-rod,‘que permite evidenciar o
possivel efeito do extrato ou composto sobre a performance motora, independente

de atuar em nivel de sistema nervoso central ou periférico.

Cada animal foi se]ecionédo 24 horas antes dos experimentos, sendo
eliminados aqueles que nio permaﬁéééfém sobre o aparelho de rota-rod (constituido
de uma barra de 2,5 cm de diametro, subdividida em 6 compértimentos girando a 14
r.p.m., colocada a 25 cm de altura) por, pelo menos, dois periodos consecutivos
de 60 s cada, conforme descrito por Duham e Miya (1957). Os animais selecionados
foram tratados por via oral com os EHs das espécies de P. urinaria, P. niruri,
P. tenellus e P. sellowianus na dose de 500 mg/kg, 60 min antes ou com o veiculo
(10 ml/kg) utilizado para diluir os extratos. A seguir, os animais foram
analisados no aparelho de rota-rod, por um periodo de 60's, em varios intervalos
de tempo (15, 30 e 60 min) apés o tratamento com os EHs das vdrias espécies de-

Phyllanthus ou com o veiculo.
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3.4.1.6 - Dor induzida pela capsaicina

Esse modelo foi proposto recentemente por Sakurada et al. (1992) para o
estudo de compostos que atuam sobre a dor de origem neurdgenica. A injecdo de
capsaicina induz estimu]agio- direta dos neurdnios nociceptivos, causahdo a
liberacdo de vdrios neuropeptideos envolvidos na transmissdo dolorosa, incluindo
principalmente as taquicininas (substdncia P, neurocinina A e neurocinina B)
(Sakurada et al., 1992; 1993). Assim, esse teste foi empregado com o objetivo de
evidenciar a possivel interagdo dbs extratos ou dos compostos isolados das

espécies de Phyllanthus com o sistema taquicinérgico.

Cada animal foi colocado individualmente dentro de um funil de vidro
transparente pq} um periodo de adaptagdo de, no minimo, 20 min: que,
posteriormente, foi utilizado para observar a rea§5o a dor induzida pela
capsaicina, cronometrando-se durante 5 min o tempo que o animal' permaneceu
lambendo ou mordendo a pata. Cada anima]rrecebeu 20 41 de solugdo de capsaicina
(1,6 ug/pata), injetada na regido intraplantar da pata posterior direita. O tempo
que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicina foi
considerado como indicativo de dor (Sakurada et al., 1992; 1993). Os animais
foram tratados com o EH de P. urinaria e P. niruri por via oral (25 - 200 mg/kg)
ou intraperitoneal (1 - 30 mg/kg), 60 e 30 min antes da inje¢do da capsaiéina,

respectivamente; Outros grupos de animais foram tratados pof'vfa intraperitoneal
com dipirona, indometacina ou com os compostos 1, 2 e 3 isolados das espécies de
Phyllanthus (1 - 100 mg/kg), ou subcutaneamente com morfina (0,5 - 2,5 mg/kg),
30 min antes da injecdo de capsaicina. O grupo controle recebeu somente 0s
veiculos (10 ml/kg) utilizados para diluir as drogas, os compostos e os EHs das

espécies de Phyllanthus.
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3.5 - Estudo do possivel mecanismo de acao analgésica dos extratos das diversas

espécies de Phyllanthus

3.5.1 - Efeito do tratamento com naloxona

Com o objetivo de avaliar a participagdo do sistema opidide sobre o efeito
analgésico dos extratos das espécies de Phyllanthus, os animais foram pré-
tratados com antagonista opidide nao seletivo, naloxona (5 mg/kg, i.p.), 15 min
antes da administragdo dos EHs do P. urinaria (10 mg/kg, i.p.), P. niruri (30
mg/kg, i.p.), ou da injecdo de morfina (5 mg/kg, s.c., utilizada como cqntro]e
positivo). Decorridos 30 min apés a administracdo dos extratos ou morfina, foi
avaliado o efeito desse tratamento em relagdo a segunda fase da dor induzida pela
injecdo intraplantar de formalina. Os grupos utilizados como controles foram
tratados com o EHs de P. urinaria (10 mg/kg, i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.),
morfina (5 mg/kg, s.c.) ou com os veiculos (10 ml/kg, i.p.) utilizados para

diluir os extratos e a morfina, 30 min antes da injegcdo da formalina.

3.5.2 - Efeito do tratamento com prazosin e ioimbina

Para avaliar a participagdo dos alfa-adrenoceptores na agdao analgésica
induzida pelos EHs das espécies de Phyllanthus, os animais foram tratados com os
antagonistas de adrenoceptores a, (prazosin; 0,15 mg/kg, i.p.) e a, (ioimbina;
0,15 mg/kg, i.p.). Decorridos 15 min, os animais receberam os EHs de P. urinaria
(10 mg/kg, i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ou os agonistas dos adrenoceptores
a, (fenilefrina; 10 mg/kg, i.p.) ou @, (clonidina; 0,1 mg/kg, i.p.). Trinta
minutos apés a administracio dos extratos e/ou drogas, foi avaliado o efeito
dessé tratamento em relagdo a segunda fase da dor induzida pela injegdo de

formalina em camundongos. Os grupos controles receberam somente P. urinaria (10
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mg/kg, i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.), os agonistas a-adrenérgicos,
fenilefrina (10 mg/kg, i.p.), clonidina (0,1 mg/kg, i.p.), ou os veiculos (10
ml/kg, i.p.) utilizados para diluir os extratos e as drogas, 30 min antes da

injegdao de formalina.

3.5.3 - Efeito do tratamento com L-arginina

Com o objetivo de avaliar o possivel envolvimento da via L-arginina-6xido
nitrico no efeito analgésico causado pelos extratoS das espécies de Phyllanthus,
os animais receberam o precursor do 6xido nitrico, L-arginina (600 mg/kg, i.p.)
e, decorridos 15 min, foram tratados com os EHs de P. urinaria (10 mg/kg, i.p.),
P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ou N'-nitro-L-arginina (L-NOARG, 75 mg/kg, i.p.,
inibidor da enzima 6xido nitrico sintase). Decorridos 30 min apés o tratamento,
os animais foram analisados em relacdo a segunda fase da dor induzida pela
injecdo de formalina. Os animais controles foram tratados com os EHs de P.
urinaria (10 mg/kg, i.p;), P. niruri (30 mg/kg, i.p.), L-NOARG (75 mg/kg, i.p.)

ou com os veiculos (10 ml/kg, i.p.), 30 min antes da injecdo da formalina.

3.5.4 - Efeito do tratamento com p-clorofenilalanina e metisergida.

Visando investigar a possivel participacdo do sistema serotonérgico na agao
analgésica dos extratos das espécies de Phyllanthus, outfos grupos de animais
foram pré-tratados com metisergida (5 mg/kg, i.p., antagonista serotonérgico nao
seletivo) ou com p-clorofenilalanina (100 mg/kg, i.p. 1 vez ao dia, durante 4
dias), inibidor da sintese de serotonina. Transcorridos 30 min apés o uGltimo
tratamento, os animais receberam os EHs do P. urinaria (10 mg/kg, i.p.), P.
niruri (30 mg/kg, i.p.) ou somente os veiculos (10 ml/kg, i.p.) utiiizados para

diluir os extratos e drogas. Passados 30 min, os animais foram analisados em
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relagdo a segunda fase da dor do modelo da formalina. Os animais controles
receberam os EHs do P. urinaria (10 mg/kg, i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ou

somente o veiculo (10 mi/kg, i.p.), 30 min antes da injecdo da formalina.

3.5.5 - Efeito dos glicocorticéides endégenos

A fim de eliminar a possivel participagdo dos glicocorticéides endégenos
na acdo analgésica causada pelos vdrios EHs das espécies de Phyllanthus, os
animais foram adrenalectomizados bilateralmente através de incisao dorsal, sob
anestesia de éter. Decorridas 2 semanas apés a cirurgia, os animais receberam os
EHs do P. urinaria (10 mg/kg, i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ou‘somente o
veiculo (10 mi/kg, i.p.). Apbés 30 min do tratamento, analisou-se a reacdo em
relagdo a segunda fase da dor induzida pela injecdo de formalina. Os animais
controles foram submetidos ao mesmo procedimento ciridrgico, no entanto ndo foram
retiradas as adrenais (falso-operados) e 2 semanas apds receberam P. urinaria'(lo
mg/kg; i.p.), P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ou somente o veiculo (10 ml1/kg, i.p.),
30 min antes da injecdao da formalina. Os animais adrenalectomizados foram
hidratados com solugdo de NaC1 (0,9%) e os falso-operados com dgua normal durante

o decorrer da experimentacgao.

3.6 - Drogas e Solugﬁes usadas

As seguintes drogas e $o1ug6es foram utilizadas: dcido acético, formalina,
hidrocloreto de morfina (Merck AG, Darmstadt, Alemanha), N'-nitrd—L- arginina (L-
NOARG), L-arginina, hidrocloreto de ioimbina, hidrocloreto de clonidina ,
hidrocloreto de p-clorofenilalanina-metil-éster (PCPA), hidrocloreto de
fenilefrina, dipirona, indométacina, aspirina, acetoaminofen (Sigma Chemical CO.,

St Luis, MO. EUA), dimaleato de metisergida (Sandoz AG, Basel, Suigca), capsaicina
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(Calbiochem, San Diego, Califdérnia, EUA), prazosin (Pfizer, Nova Iorque, EUA),
hidrocloreto de naloxona (Dupont, Garden City, EUA). Os demais reagentes e sais
utilizados foram de alto grau de pureza analitica e procedéncia Merck. Todas as
drogas utilizadas foram dissolvidas em sa]inar antes do seu uso, exceto
indometacina, aspirina e acetoaminofen e capsaicina, que foram dissolvidas em
carbonato de sédio (0,5%), salina contendo 0,5% de tween 80 e etanol absoluto,
respectivamente. A capsaicina foi mantida em freezer na concentracdo de 1 mM,

sendo dissolvida em salina antes do uso.

3.7 - Andlise estatistica

Os reéu]tados sdo apresentados como a média + erro padrao da média, eiceto
as DI,;s (doses das drogas, compostos ou extratos que reduziram a resposta a Sb%
em relagao ao grupo controle), que sdao apresentadas como as médias geométricas
acompanhadas de seus reépectivos limites.de confianca em nivel de 95% (Fleming
et a].;_1972). As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas por meio
de andlise de variancia seguida pelo teste de miltipla comparagdo utilizando-se
o método de Dunnett e/ou Newman-Kuels, quando apropriado. Valores de P < 0.05 ou
menos foram considerados como indicativos de significdncia. As DI,s foram

estimadas a partir de experimentos individuais por interpolagdo grdfica em papel

semilogaritmo.



4 - RESULTADOS

4.1 - Dor induzida pela injecdo intraperitoneal de dcido acético

Os resultados apresentados nas figuras 1 e 2 (A e B) mostram que os EHs do
P. urinaria, P. niruri, P. tenellus e P. sellowianus administrados por via
intraperitoneal (3 - 90 mg/kg) ou por oral (50 - 400 mg/kg) causaram inibigdo
dose-dependente das contorgoes abdomin&is‘induz%das péia injecdo de dcido acético
em camundongos. As DI,s (juntamente com os intervalos de confianca) foram de 5,4
(4,3 - 6,8), 8,5 (5,5 -13,2), 18,2 (11,0 - 30,0) e 53,0 (45,0 - 61,0) mg/kg,
quando os EHs foram administrados por via intraperitoneal, com inibigdo méxima
(IM) de 80 + 2, 67 + 8, 63 + 8 e 50 + 4%, respectivamente para o P. urinaria, P.
niruri, P. tenellus e P. sellowianus. Quando os EHs foram administrados por via
oral, foram cerca de 10 a 20 vezes menos potentes. As DI, s (mg/kg) determinadas
foram: 210,0 (125,0 - 353;0) > 200 > 400 e > 400 e as IM (%) foram de 56 + 8, 26
+4,29+5e45 +7%, para P. uriharié, P. niruri, P. sellowianus e P.\tenellus,

respectivamente.

A administracdo da aspirina ou do acetoaminofen (10 - 100 mg/kg, i.p.) 30
min antes também  causou inibigcdo dose-dependente das contorgdes abdominais
induzidas pela injecdo de dcido acético com DIs,s de 24,0 (13,1 - 43,8) e 18,8
(15,7 - 22,6) mg/kg e IM (%) de 83 + 2 e 88 + 1, respectivamente (tabela 1).
Quando essas drogas foram administradas por via oral (50 - 300 mg/kg), 60 min
antes, também causaram potente efeito analgésico com DI;s de 109,0 (93,0 - 127,0)
e 173,0 (107,0 - 279,0) mg/kg e IM (%) de 82 + 5 e 59 + 4, respectivamente para

a aspirina e acetoaminofen (tabela 1).
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‘As acgles antinocicepfi*vas dos EHs de P. urinaria, P. niruri, P. tenellus

e P. sellowianus, administrados intraperitonealmente, foram de longa duragdo (2 -

4 horas), quando analisadas no modelo de dor induzida pelo dcido acético (tabela

2).
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FIGURA 1 - Efeito analgésico causado pelos EHs do P. niruri (painel superior)
e P. urinaria (painel inferior) administrados por via intraperitoneal (A) ou por
via oral (B) sobre as contorgdes abdominais induzidas pela injecio de &cido
acético em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras
verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle (C, barra

cheia), *P < 0,05; **P < 0,01.
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FIGURA 2 - Efeito analgésico causado pelos EH do P. sellowianus (painel superior)
e P. tenellus (painel inferior) administrados por via intraperitoneal (A) ou por
via oral (B) sobre as contor¢des abdominais induzidas pela injecdo de dcido
acético em camundongos. Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras
verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle (C, barra

cheia), *P < 0,05; **P < 0,01.
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Tabela 1 - Efeito analgésico causado pela aspirina e acetoaminofen administrados
por via intraperitoneal ou por via oral sobre as contorgdes abdominais induzidas

pela injecdo de dcido acético em camundongos.

Nimero ‘de contorcoes abdominais

Tratamento Dose - Via Dose - Via
(mg/kqg) intraperitoneal (mg/kq) oral

Aspirina 0 33.3+ 1.4 0 33.6 + 1.6

10 21.2 + 1.6 50 24.5 + 1.1

30 9.75 + 1.6 - 100 16.0 + 1.0™

100 5.7 +1.5" 200 12.3 £ 0.77

- - 300 4.5 + 1.5"

Acetoaminofen - - 0 , 33.3 + 1.4 0 32.0 + 0.8

10 - 20.6 +1.27 50 24.0 + 1.1

30 10.7 + 2.17 100 18.0°+ 1.1%

100 4.0 +1.07 300 12.8 + 1.4"

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 4 - 6 animais.

Difere significativamente em relacdo ao controle, **P< 0,01.
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Tabela 2 - Efeito analgésico tempo-dependente dos extratos hidroalcoélicos das

virias espécies de Phyllanthus administrados intraperitonealmente sobre as

contorg¢des abdominais induzidas pelo dcido acético em camundongos.

~ Tempo Nimero de contorcoes abdominais
Extrato hidroalcodlico
(h) P. urinaria P. tenellus P. niruri P. sellowianus
(30 mg/kg) (30 mg/kg) (30 mg/kg) (60 mg/kg)
0 34.2 + 2.2 3.2 + 2.2 34.2 + 2.2 38.4 + 1.4
0.5 7.7+ 0.7 12.6 + 1.6” 13.6 + 1.0™ 20.0 + 1.7
1.0 14.3 + 2.9 18.6 + 1.27 15.3+ 1.4  20.3+1.47
2.0 21.6 + 0.7 26.0 + 1.4 15.3 + 2.4 23.6 + 1.57
3.0 29.3 + 1.2 31.3 + 2.9 23.0 + 1.6" " 32.0 £ 2.0
3.5 35.6 £ 0.7 34.3 + 1.6 29.2 + 1.2 31.3 £+ 1.9
4.0 - - 31.0 + 0.8 37.0 + 0.7

Cada grupo representa a média ; E.P.M. de 4 - 6 animais.

Difere significativamente em re1a§io ao grupo controle, *P< 0,05, **P< 0,01.

4.2 - Dor induzida pela formalina

| Os resultados representados nas figuras 3, 4, 5 e 6 (A e B) mostram que
os EHs das espécies de Phyllanthus (0,3 - 90 mg/kg, i.p.) causaram inibigdo dose-
dependente sobre ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo contudo
mais efetivos em relagdo a segunda fase desse modelo. As DI,s (mg/kg) para a
primeira fase foram:‘Z0,0 (16,1 - 24,3), 23,0 (16,0 - 34,0), >90 >90. As IMs (%)

observadas foram de 70 + 2, 63 + 1, 42 + 3 e 46 + 4%, respectivamente para os



27

extratos de P. urinaria, P. tenellus, P. niruri e P. sellowianus. Todavia, todos
os extratos foram mais ativos em relagdo a segunda fase da dor induzida pela
formalina. As DI,s (mg/kg) obtidas pela injegio-intraperitoneal dos EHs foram
de: 0,71 (0,48 - 0,92), 4,8 (4,1 - 5,7), 7,7 (5,5 - 10,6), 33,0 (26,0 - 42,0) e
as IM (%) foram de 91 + 6, 97 + 3, 97 + 3 e 92 + 6, respectivamente para o P.
urinaria, P. tenellus, P. niruri e P. sellowianus.

A administragio oral dos EHs causou também inibicdo de ambas as fases da
dor induzida pela formalina. Novamente, os EHs foram mais efetivos em relagio a
segunda fase'desse modelo. As DIs (mg/ké) bara'a primeira fase foram de > 400
> 200 > 400 > 400 e IM (%) de 44 + 6, 42 + 3, 37 + 4 e 37 + 4 para P. urinaria,
P. tenellus, P. sellowianus e P. niruri, respectivamente. As DI s para a segunda
faSe foram: 20,0 (16,0 - 25,0), 44,0 (35,0 - 55,0), 41,0 (33,0 - 48,0), 56,5
(41,7 - 76,7) mg/kg e és IMs (%) fofam de 70 + 1, 71 £ 5, 92 + 3 e 77 + 6%,
respectivamente para P. urinaria, P. tenellus,_P. sellowianus e P. niruri. Porém,
os EHs das vdrias espécies de Phyllanthus, nas mesmas doses que inibiram a dor
induzida pela formalina, ndo causaram redugdo significativa do edema da pata de
camundongo associado a segunda fase da dor desse modelo (figuras 3, 4, 5 e 6 C).

Ao contrdrio do observado para os diversos EHs, a indometacina, aspirina
e o acetoaminofen (1 - 100 mg/kg, ilp.) apresentaram potente e dose-dependente
efeito analgésico apéhas em relacdo a segunda fase da dor a formalina com as
seguintes DI, ;s (mg/kg) de 4,8 (3,7 - 6,3), 18,1 (13,6 - 24,3), 22,1 (13,8 - 37,6)
e IMs (%) de 64 + 4, 85 + 4 e 88 + 3, respectivamente (tabelas 3, 4 e 5). No
entanto, apenaé a indometacina causou redugcdo significativa do edema da pata
associado a segunda fase da‘dor induzida pela formalina com inibigdo de 34 + 6%
(tabelas 3 e d).
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Tabela 3 - Efeito da aspirina administrada por via intraperitoneal ou por via
oral em relacdo a primeira (0 - 5 min) e a segunda fase (15 - 30 min) da dor e

sobre o edema de pata, induzidos pela injegdo de formalina em camundongos.

Aspirina (mg/kg) Tempo de reacgdo (s) A Peso da Pata
Intraperitoneal 0 - 5 min 15 - 30 min (mg)
0 84.4 + 2.0 116.2 + 3.9 44.0 + 6.1
10 69.8 + 2.0 71.2 + 4.07 ~ 40.0 £ 4.9
- 30 71.1 £ 0.9 . 63.3+3.3" 40.0 + 3.0
60 : 69.8 + 2.5 41.7 + 8.2 44.0 + 3.6
100 - 14.5 + 2.6 48.6 + 2.6
Oral
0 65.4 + 2.8 155.3 £+ 7.3  76.8 + 4.7
100 65.8+4.9  138.1:+54  70.9+2.5
200 59.9 + 4.3 99.3 + 8.3" 65.4 + 5.0
400 ' 60.1 + 2.6 52.1 + 11.2°  57.6 + 3.2
600 ' - 14.4 + 2.6 56.7 + 3.8

Cada grupo representa a média + E.P.M. 6 animais.

Difere significativamente em relagdo ao grupo controle, *P< 0,05, **P< 0,01.
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Tabela 4 - Efeito do acetoaminofen e da indometacina administrados por via
intraperitoneal em relagao a primeira (0 - 5 min) e a segunda fase (15 - 30 min)

da dor e sobre o edema de pata, induzidos ‘pela injecdo de formalina em

camundongos.

Drogas : | Tempo de'feagio (s) A Peso da Pata
(mg/kg, i.p.) 0 - 5 min 15 - 30 min (mg)
Acetoaminofen _ : .

0 81.3 + 3.0 129.2 + 8.7 50.0 + 4.9
10 74.0 + 1.7 80.4 + 7.3" 40.0 + 3.0
30 69.4 + 2.8 56.4 + 5.7" 48.0 + 3.6
60 72.4 +3.0  36.0 + 3.2" 42.6 + 3.3
100 - 19.1 + 3.8" 47.8 + 1.8
Indometacina
0 63.5 + 5.0 137.8 + 11.0 65.0 + 2.0
1 o 61.0 + 4.0 '154.2 + 7.7 66.0 + 5.0
3 ‘ 56.5 + 6.0 81.3 + 4.3" 56.0 + 4.0
10 70.1 + 5.0 56.6 + 6.3 44.0 + 3.0

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 6 animais.

Difere significativamente em relagdo ao grupo controle, *P< 0,05, **P< 0,01.
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4.3 - Dor induzida pela cabsaicina

0 tratamento dos animais com os EHs do P. urinéria e P. niruri (1 - 30
mg/Kg, i.p.) causou inibicdo dose-dependente da dor causada pela injecdo
intraplantar de capsaicina (1,6 pg/ pata) (figura 7 A). Os EHs do P. sellowianus
e P. tenellus nié foram testados nesse modelo. As DI,,s calculadas foram: 2,1 (1,7
- 2;5) e 6,1 (3,8 - 9,9) mg/kg, com IM (%) de 69 + 4 e 61 + 4 para os EHs do P.
urinaria e P. niruri; resbeétivameﬁte. Quando os EHs foram administrados por via
oral (25 - 200 mg/kg), também causaram inibicdo dose-dependente no modelo da
capsaicina com as seguintes DI,s: 39,0 (37,0 - 42,0) e 35,0 (29,0 - 42,0) mg/kg
e IM (%) de 68 Vi 6 e 75 + 4, para os EHs de P. urinaria e P. niruri,
respectivamente (figura 7 B). E interessante notar que a indometacina,
administrada por via intraperitoneal (1 - 10 mg/kg), foi completamente destituida
de efeito analgésico nesse modelo (figura 8 A). Ao contrdrio, a morfina (0,5 -
2,5 mg/kg, s.c.) e a dipirona (10 - 100 mg/kg, i.p.) aprésentaram inibigcdo dose-
dependente da dor induzida pela capsaicina com as seghintes DI@s: 1,0 (0,8 - 1,3)
e 47,0 (38,0 - 58,0) com IM (%) de 89 + 8 e 72 + 7, respectivamente (figura 8 B

e C).
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FIGURA 7 - Efeito analgésico causado pelo EH do P. urinaria (painel superior)
e P. niruri (painel inferior) administrado por via intraperitoneal (A) ou por via
oral (B) em relagdo a dor induzida pela capsaicina. Cada grupo representa a média
de 6 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo

controle (C, barra cheia), **P < 0,01.
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4.4 - Efeito dos EHs das vdrias espécies de Phyllanthus nos teste do tail-flick
e placa quente
0 tratamento dos animais com os EHs das vdrias espécies de Phyllanthus
administrados por via oral na dose de 500 mg/kg (dose 5 a 10 vezes maior‘que as
necessdrias para causar aha]gesia), ndo causou nenhum efeito analgésico quando
ana]iSado nos testes de tail-flick e da placa-quente (tabe]a 5). Ao contrério,
0 tratameﬁtd dos animais com morfina (10 mg/kg, s.c.) 30 min antes causou potente

efeito analgésico nos dois modelos (tabela 5).

Tabela 5 - Efeito do tratamento com morfina (s.c.) ou com os extratos
‘hidroalco6licos (v.o.) das vdrias espécies de Phyllanthus no teste da placa-

quente e tail-flick em camundongos.

Tratamento | Dose Laténcia (s)

| (mg/kg) Placa-quente Tail-Flick
Controle 0 4.5 + 0.5 5.1 + 0.3

P. tenellus 500 4.3 +0.3 5.5+ 0.6

P. niruri 500 4.1 + 0.6 5.3+ 0.5

P. sellowianus 500 4.1 + 0.6 5.0+ 0.3

P. urinaria 500 4.0 £ 0.6 5.3+ 0.5

Morfina ’ 10 23.9 + 1.57 19.4 + 0.6

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 6 animais.

Difere significativamente em rela¢do ao grupo controle, **P< 0,01. -
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4,5 - Efeito dos EHs das varias espécies de Phyllanthus na performance motora
(rota-rod) |
Os resultados apresentados na tabela 6 demonstram que os EHs das espécies
de Phyllanthus quando administrados por via oral na dose de 500 mg/kg (5 a 10
vezes maior que a necessdria para induzir analgesia), ndao causaram nenhum efeito
no desempenho e nem no tempo-de permanéncia dos animais no aparelho do "rota-
rod", quando analisados nos virios intervalos de tempo e comparados com o grupo

controle (salina).

Tabela 6 - Efeito dos extratos hidroalcoélicos das vdrias espécies de Phyllanthus

em relagao a performance motora em camundongos

Tratamento Dose Performance no Rota Rod (s)

(mg/kg, Tempo apés o tratamento (min)

' 15 30 60

Controle 0 57,5 + 2,7 59,0 + 2,2 58,5 + 2,3
P. tenellus 500 59,0 + 1,4 59,5 + 1,1 59,5 + 1,1
P. niruri 500 59,5 + 1,1 59,5 + 1,1 59,5 + 0,9
P. sellowianus 500 _ 56,5 + 4,5 59,5 + 1,1 60,0 + 0,0
P. urinaria 500 58,0 + 2,2 58,3 + 2,2 60,0 + 0,0

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 6 animais.
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4.6 - Estudo do possivel mecanismo de agdo antinociceptiva das espécies de
Phyllanthus
4.6.1 - Efeito do.pré-tratamento com a naloxona
ds resultados apresentados na figura 9 demonstram qhe o pré-tratamento
dos animais com naloxona (5 mg/kg, i.p., antagonista opidide) causou reversdo
quase completa da analgesia induzida pela administracdo de morfina (5 mg/kg,
s.c., agonista opidide). Contudo, o mesmo fratamento nao foi capaz de interferir
na agdo analgésica causada pelos EHs do P. urinaria (10 mg/kg; i.p.) ou P. niruri
(30 mg/kg, i.p.) quando analisados em relagdo a segunda fase da dor induzida pela

formalina. S 3 - v
Veiculo
180 - , |

Naloxona (5 mg/Kg, ip)

L

T
o o
e e
©
P ,
T 90+ / | N
()
© /
o) /
n -
EE ¥ C;::;: e _
" R
*¥
0' - .
Controle Morfina P. urinaria P. niruri

(5 ma/Kg, sc) (10 mg/kg, ip) (30 mg/Kg, ip)

FIGURA 9 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com naloxona sobre a
atividade analgésica causada pelos EHs do P. urinaria, P. niruri ou da morfina
em relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa
a média de 6 a 8 animais e as barras verticais os E.P.M. Difere
significativamente do grupo controle, **P < 0,01.
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4.6.2 - Efeito do pré-tratamento com prazosin e ioimbina.

0 pré-tratamento dos animais com os antagonistas dos adrenoceptores a,
(prazosin, 0,15 mg/kg, i.p.) e a, (ioimbina, 0,15 mg/kg, i.p.) causou completa
reversdo da atividade analgésica induzida pelos agonistas a, (fenilefrina, 10
mg/kg, i.p.) ou @, (clonidina, 0,1 mg/kg, i.p.), quando analisados em relagdo a
segunda fase da dor induzida pela formalina. Todavia, o mesmo tratamento ndo
interferiu com o efeito analgésico causado pelos EHs do P. urinaria (10 mg/kg,

i.p.) ou P. niruri (30 mg/kg, i.p.) (figura 10).

160 1 .
T . Veiculo
: 7] Prazosin T 1
(0,15 mg/Kg, ip) /
loimbina /
80 4 10,15 mg/Kg, ip} Z
| *% % *%
7, T by / T
0- £ il s Wil 44 xr ¥E |
Controle P. urineria P. niruri Fenilafrina Clonidina
{10 mg/Kg, ip) 130 mg/Kg, ip) (10 mg/Kg, ip} (0,1 mg/kg, ip)
FIGURA 10 - Influéncia do pré-tratamento de camundongos com antagonistas

adrenérgicos, @, prazosin e a, ioimbina, sobre a atividade analgésica causada
pelos EHs do P. urinaria, P. niruri e pelos agonistas dos adrenoceptores a,
fenilefrina e @, clonidina em relagdo a segunda fase dor induzida pela formalina.
Cada grupo representa a média de 6 animais e as barras verticais indicam os
E.P.M. Difere significativamente do grupo controle, **P < 0,01.
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4.6.3 - Efeito do pré-tratamento com L-arginina.

Os dados relacionados na figura 11 mostram que o pré-tratamento dos
animais com L-arginina (600 wmg/kg, i.p,) reverteu compietamente a acgao
antinociceptiva causada pela administragid de L-NOARG (75 mg/kg, i.p.). No
entanto, o mesmo tratamento com L-arginina nao interferiu com a a¢ao analgésica
causada pelos EHs do P. urinaria (10 mg/kg, i.p.) e P. niruri (30 mg/kg, i.p.)

em relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina.

- Veiculo

1809 | // L-Arginina (600 mg/kg, ip)
|8 1 S T L
Q
T g0+ /
Q
- /
° /
Q.
EE ! V////// e
- * %
////// *E e
0 - T
Controle - . .L—NOARG P. urinaria P. niruri

(75 mg/Kg, ip) (10 mg/kg, ip) (30 mg/kg, ip)

FIGURA 11 - Influéncia do pré-tratamento com L-arginina sobre a analgesia causada
pelos EHs do P. urinaria, P. niruri e pela L-NOARG em relagdo a segunda fase da
dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 6 animais e as
barras verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do grupo controle,
**p < 0,01.
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4.6.4 - Efeito do pré-tratamento com PCPA e metisergida
0 pré-tratamento dos animais com p-clorofenilalanina (100 mg/kg, i.p.,
1 vez ao dia por 4 dias consecutivos) ou com metisergida (5 mg/kg, i.p.), 30 min
antes da administragdo dos EHs de P. urinaria (10 mg/kg, i.p.) ou P. niruri (30
mg/kg, i.p.), ndo alterou significativamente a agao aha]gésica induzida pelos EHs

das espécies de Phyllanthus quandd comparados com seus respectivos controles em

- relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina (figuras 12 e 13).

200 =

- Veiculo
/ PCPA (100 mg/Kg, ip)
o
O
o
o
o 100 =
o
©
o
a
E ! /////// ET R
|'2 *¥ * %
*¥ _
0 - , di
Controle | P. urinaria P. niruri

(10 mg/kg, ip) (30 mg/kg, ip)

FIGURA 12 - Influéncia do pré-tratamento por 4 dias com p-clorofenilalanina sobre .
a atividade analgésica causada pelos EHs do P. urinaria, P. niruri em relagio a
segunda fase da dor induzida pela formalina. Cada grupo representa a média de 6
animais e as barras verticais indicam os E.P.M. Difere significativamente do "
grupo controle, **P < 0,01.
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180
. Velculo
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o ) | Metisergida
> (5 mg/kg, ip)
© .
c

90 -
QO
©
o)
Q.
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[ 3] - )
- / *% -

0 . e

Controle P. urinaria P. niruri
(10 -mg/kg, ip) (30 mg/kg, ip)

FIGURA 13 - Infiuénc.a do pre-tratamento com metisergida sobre a atividade

analgésica causada pelos EHs do P. ur;'narfa, P. niruri em relagdo a segunda fase
da dor induzida pela fqrmﬂmg Lada grupo representa a média de 6 animais e as

barras verticais ipdicam os E.P. M. Difere significativamente do grupo controle,

**p < 0,01.
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4.6.5 - Influéncia da adrenalectomia

Os resultados sumariados na tabela 7 mostram que os animais
adrenalectomizados bilateralmente e, 2 semanas apds, tratados com P. urinaria (10
mg/kg, i.p.) ou P. niruri (30 mg/kg, i.p.) ndo apresentaram nenhuma alteragdo da
atividade analgésica quando comparados com os animais controles (falso-operados),

quando testados em relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina.

Tabela 7 - Efeito analgésico dos extratos hidroalcoélicos de P. urinaria e P.
niruri em camundongos controles (falso operados) ou adrenalectomizados (ADX) em

relacdo a segunda fase da dor induzida pela formalina.

Tempo de reag¢ao (s)

Tratamento Dose ADX , Controle
salina - 143.5 + 9.9 150.7 + 9.3
P. niruri 30 mg/kg 15.0 £ 12.2 5.2 + 3.2
P. urinaria® 10 mg/kg 16.2 + 8.0 15.6 + 10.5

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 4 - 6 animais.

4.7 - Efeito analgésico dos compostos isolados das vdrias espécies de

Phyllanthus

4.7.1 - Dor causada pela injecdo de dcido acético.

A exemplo do que foi observado para os EHs das espécies de Phyllanthus,

o tratamento dos animais com os esteréides, stigmasterol e/ou B-sistosterol (3 - -

60 mg/kg, i.p.), 30 min antes, também causou inibicdo significativa e dose-
dependente das contorgoes abdominais causadas pela injecdo intraperitoneal de

dcido acético em camundongos (tabela 8). As DI,s (mg/kg) calculadas foram de 16,0



45

(13,6 - 20,3) e 9,0 (3,5 - 23,2) e IM (%) de 64 + 4 e 58 + 3 para o stigmasterol
e B-sitosterol, respectivamente. O stigmasterol administrado oralmente também
causou significativa inibigao das contor¢cdes abdominais, porém foi menos potente.
A DI, (mg/kg) estimada foi > 200 e IM (%) de 23 + 7 (tabela 8). O B-sitosterol

ndo foi testado oralmente devido a pouca quantidade obtida desse composto.

Tabela 8 - Efeito analgésico causado pelo stigmasterol e B-sitosterol
administrados por via intraperitoneal ou por via oral sobre as contorgdes

abdominais induzidas pela inje¢cdo de dcido acético em camundongos.

Nimero de contorcdes abdominais

Tratamento Dose Dose
(mg/kg) Intraperitoneal (mg/kg) Oral
Stigmasterol 0 33.4 + 0.8 0 34.8+1.0
3 28.2 + 1.5 50 31.0 + 2.3
10 - 19.4 + 1.1 100 29.0 + 2.0
30 12.2 + 1.37 200 28.0 + 2.4"
60 17.8 + 1.2" - -
B-sitosterol 0 35.0 £ 0.7 - -
3 22.0 + 2.3" - -
10 16.0 + 2.07 - -
30 10.0 + 1.67 - -
60 7.5 +1.17 - -

Cada grupo representa a média + E.P.M. de 4 - 6 animais.

Difere significativamente em relacdo ao controle,*P< 0,05, **P< 0,01.
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4.7.2 - Dor induzida pela formalina

Os compostos isolados das espécies dg Phyllanthus, incluindo o
stigmasterol e os compoétos 1, 2 e 3 administrados intraperitonealmente (1 - 100
mg/kg), 30 min antes, apresentaram significativa inibicdo dose-dependente de
ambas as fases da dor induzida pela formalina e, a exemplo dos EHs, foram mais
efetivos em relacdo a segunda fase desse modelo. As DI,s (mg/kg) estimadas para
primeira fase foram de: aproximadamente > 30, > 30, > 60 e > 60 e IM (%) de 49
+ 2, 41 + 2, 13 + 4 e 26 + 5 para os compostos 3, 2, 1 e stigmasterol,
respectivamente (figuras 14,15, 16 e 17 A e B). As DI,s (mg/kg) calculadas para
a segunda fase da dor a formalina foram de 4,6 (3,5 - 6,0), 3,5 (2,9 - 4,3), 14,8
(7,3 - 30,0) e 26,4 (21,8 - 32,0) com IM (%) de 99 + 1, 98 + 1, 87 + 8 e 88 + 4,
respectivamente para o composto 3, composto 2, composto 1 e stigmasterol (figuras
14, 15, 16 e 17 A e B). Contudo, os compostos isolados dessas espécies de
Phyllanthus nas mesmas doses que inibiram a dor a formalina, ndo foram capazes
de reduzir significativamente o edema ‘da pata de camundongo associado a segunda

fase da dor desse mode]o (figuras 14, 15, 16 e 17 C).
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4.7.3 - Dor induzida pela capsaicina

A figura 18 (C) demonstra que o composto 3 isolado dqs espécies de
Phyllanthus (3 - 30 mg/kg, i.p.) causou inibigdo dbse-dependente da dor induzida
pela injecdo intrép]antar de éapsaicina em camundongos. A DI,, (mg/kg) calculada
foi de 3,3 (2,7 - 4,0) e IM (%) de 74 + 4, ao passo que os compostos 1 e 2
administrados intraperitonealmente (3 - 60 mg/kg) causaram inibicdo parcial da

dor induzida pela capsaicina (figura 18 A e B)

A B c
350' 50. 50-
©
'8 L * T T C T T o
g T *
o I
0% 254 25 - iy
: | = T
a L I
E
)
oo — 9. 0 - '
Cc 10 30 60 c 3 10 30 o 3 10 30

Composto 1 (mg/kg, i.p.)  Composto 2 {mg/kg, i.p.) Composto 3 (mg/kg, i.p.}

FIGURA 18 - ‘Efeito analgésico causado pelos compostos 1 (A), 2 (B) e 3 (C)
isolados das espécies.de Phyllanthus, administrados por via intraperitoneal em
reJagdo a dor induzida pela capsaicina. Cada grupo representa a média de 6
animais e as bparras verticais os E.P.M. Difere significativamente do grupo
controle (C, barra~&heia), *P < 0,05; **P < 0,01.



5 - DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo confirmam e estendem os dados obtidos
anteriormente neste laboratério (Gorski et al., 1993) e demonstram que os EHs das
diversas espécies de plantas do género Phyllanthus estudadas apresentaram potente
e duradouro efeito ana]gésicovquando analisados em vdrios modelos de dor em
camundongos. A ordem de poténcia observada de uma maneira geral para as espécies
estudadas foi: P. urinaria > P. tene77ds > P. nfruri > P. sel?owianué.

Atualmente o interesse por novas substincias com atividade analgésica,
utilizadas principalmente para o controle de vdrios tipos de dor, inclusive a dor
de origem neurogénica relacionada com a 1liberacgdo de neuropeptideoé pertencehtes
a familia das taquicininas, entre outros, vem aumentahdo significativamente.
Virios modelos de nocicep¢ao, em animais de 1aborat6fio, podem ser utilizados
para andlise da atividade analgésica de diferentes compostos. No entanto, de uma
maneira geral eles possuem caracteristicas préprias quevdeVém ser consideradas,
tais como simplicidade, reprodutibi]idéde e validade dos resultados obtidos e,
principalmente, a pdsﬁibi]idade de serem corre]acibnadoé tbm ééfudos clinicos.

As drogas analgésicas podem ser divididas em duas categorias: aquelas que
agem em sitios de acdo periférica, prevenindo a ativacdo das terminagdes
nociceptivas ou inibindo a transmissdo do impulso aferente, e as que agem em
sitios centrais, interferindo diretamente com a transferéncia da informagao
nociceptiva ou com a percepgdo ao estimulo doloroso. Dentre os modelos utilizados
néste trabalho destacamos o teste de contorgid abdominal, que consiste na injecao
intraperitoneal de agentes quimicos que irdo provocar uma irritacdo, cujo reflexo

é o surgimento de contorgbes abdominais acompanhadas de extensdo de umas das
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patas posteriores (para revisao ver Chau, 1989). Varios agentes quimicos sao
gera]menté utilizados 'como irritantes. Entre eles se destacam a
fenilbenzoquinona, o zimozan e o dcido acético (para revisdo ver Chau, 1989).
Whittle (1964) postulou que esses irritantes atuam indiretamente causando
liberagdo de mediadores dlgicos endégenos, incluindo a bradicinina, serotonina,
histamina e as prostaglandinas, entre outros, que causariam a estimulagdo dos
neurdnios nociceptivos e, conseqiientemente, a indugcdo da dor. Em geral, esse
teste é relativamente simples, rdpido e-‘sensivel a drogas analgésicas e
antiinflamatérias ndo esteroidais, bem como a drogas semelhantes a morfina e
outras de acdo central (para revisdo ver Chau, 1989). No entanto, apesar da falta
de especificidade desse modelo, os resultados que ele fornece apresentam boa
correlacdo com a'poténcia exibida por drogas analgésicas em outros modelos pré-
clinicos e com aquela encontrada em estudos clinicos (Blane, 1967; Blumberg et
al., 1965; Siegmund et al., 1957a, b; Taber et al., 1964).

Os nossos resultados demonstram que os EHs das plantas do género
Phyllanthus estudadas causaram inibi¢do dose-dependente, tanto admini§trados por
via intraperitoneal quanto oral, sobre as contorg¢des abdominais induzidas pelo
dcido acético, sendo seus efeitos semelhantes aos observados para a aspirina e
o acetoaminofen. A ordem de poténcia encontrada para os extratos foi: P. urinaria
> P. niruri > P. tenellus > P. sellowianus. Além disso, os EHs das diversas
espécies de Phyllanthqs,~ quando administrados por via intraperitoneal,
apresentaram rdpido inicio do efeito analgésico (cerca de 30 min) sendo essa agdo
duradoura (cerca de 4 horas) quando analisada sobre as contorg¢des abdominais
induzida pelo dcido acético em camundongos.

Ji o teste da formalina, descrito inicialmente em gatos e ratos por

Dubuisson e Dennis (1977), consiste na injecdo subcutdnea de solugdo de
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formaldeido diretamente na pata do animal, sendo conhecido por‘induzir intensa
dor por estimﬁ]agio das fibras nervosas nociceptivas do tipo a]fa e delta. A dor
causada pela formalina é caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e batidas
na pata'injetada com 0 irritante.

A grande maioria dos estudos realizados com esse modelo geralmente
utiliza roedores, predominantemente ratos e camundongos (para revisdo ver Tjglsen
et al., 1992). Ocasionalmente, outras espécies de animais podem ser também
uti]izadaé, incluindo gatos (Auerbach et al., 1985; Melzack e Melinkoff, 1974;
Dubuisson e Dennis, 1977; Shima et al., 1987), primatas (Alreja et al., 1984),
coelhos (Car]i et al., 1981), cobaias (Takahashi et al., 1984), crocodilos (Kanui
et al., 1990) e aves (Hughes e Sufka, 1991)."

A reagio‘dolorosa causada pela injecdo de formalina foi inicialmente
observada na pata anterior do animal. No entanto,.alguns pesquisadores observaram
que a injecdo de formalina na pata posterior é mais especifica; isso decorre da
reagio naturai de "grooming" do animal, que normalmente ocorre na pata anterior
e raramente com a posterior, embora isso deva ser determinado experimentalmente
(para revisio ver Tjslsen et al., 1992). Uma caracteristica importante do teste
da formalina em roedores é o fato de o animal apresentar duas fases distintas de
nocicepgdo, que parecem envolver dois estimulos distintos (Cowan et al., 1989;
Dubuisson e Dennis, 1977; Hunskaar et al., 1985; Hunskaar e Hole, 1987; Rosland,
1991). A primeira fase inicia-se imediatamente apés a injecdo da formalina,
estendendo-se pelos primeiros 5 min, provavelmente devido a estimulagcdao quimica
direta dos nociceptores (Dubuisson e Dennis, 1977; Hunskaar et al., 1985),
predominantemente das fibras aferentes do tipo C e, em parte, as do tipo A
(Heapy et al., 1987). A segunda fase desse modelo ocorre entre 15 - 30 min apés

a injecdo de formalina e estd relacionada com a liberagdo de virios mediadores
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pré-inflamatérios (Hunskaar e Hole, 1987).

Resultados experimentais indicam que varios mediadores quimicos como a
substdncia P, o glutamato e a bradicinina estdao envolvidos com a primeira fase
(dor neurogénica), enquanto a histamina, serotonina, prostaglandinas e a
bradicinina participam da segunda fase (também chamada dor inflamatéria) da dor
induzida pela formalina (Cofréa e Calixto, 1993; Hunskaar e Hole, 1987; Shibata
et al., 1989).

Coderre et al. (1993) sugeriram que a estimulagdo nociceptiva prolongada
pode produzir uma facilitagdo do processamento da dor, que persiste além do
periodo da estimulagdo. Vdrias condicdes experimentais, incluindo a transecgdo
(Markus et al., 1984; Wall et al., 1979) e a compressdo (Katz et al., 1991;
Yamamoto :e Yaksh, 1992; Zhuo e Gebhart, 1990) dos nervos aferentes, na artrite
reumatéide (Menétry e Besson,:1982; Neugebauer e Schaible, 1990), ou apés injecdo
subcutdnea de vdrios irritantes como a capsaicina e a carragenina (Iadorola et
a1;;r1988; Lamotte et al., 1991), podem causar a facilitacao do reflexo doloroso
ou da resposta eletrofisiolégica a estimulagdao nociceptiva. Um fendmeno idéntico
ocorre apds a estimulagdo elétrica direta das fibras aferentes do tipo C. No
entanto, a éstimu]agio repetida das fibras C produz uma resposta exagerada dos
neurdnios dorsais--medulares (Schouenbourg e Dickenson, 1985), fenoméno esse
denominado.de "hiperalgesia" (Dickenson, 1990).

‘Considerdvel esforco: tem sido realizado para o entendimento dos
mééanismos responsdveis pela hiperalgesia, uma vez que essa representa o exemplo
importante de modulagdo da reagdo dolorosa. Por outro lado, os receptores dos
neurotransmissores d1gicos periféricos sdo conhecidos por sensibilizarem o local
lesado a estimulos nociceptivos, ou por induzirem potencializacdo da estimulagdo

dolorosa (Beitel e Dubner, 1976). Contudo, essa hiperalgesia freqientemente se
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estende ndo sé préximo ao local lesionado, mas também a outras regides distantes
da lesdo (Coderre e Melzack, 1985; Woolf, 1984). Tais observagbes sugerem que o
mecanismo de sensibilizagdao dolorosa envolve, ainda, a participagdo importante
do sistema nervoso central (Hardy et al., 1950).

Acredita-se que diversos transmissores quimicos, entre eles. os
aminodcidos excitatérios (glutamato e aspartato) e a substdncia P, apresentam
papel relevante no processo de sensibilizagdo do corno dorsal da medula espinhal,
uma vez que a estimulagcdo das fibras aferentes primdrias induz a I%beragéo de
aminodcidos excitatérios e substincia P no corno dorsal da medula (Go e Yaksh,
1987; Skilling et al., 1988; Sorkin et al., 1992). Além disso, a substdncia P e
os aminodcidos excitatérios encontram-se co-localizados nas fibras aferentes
nociceptivas (Battaglia e Rustioni, 1988; Debiasi e Rukstioni, 1988). A
administracdo espinhal de antagonistas da substiancia P (agonista de receptor NK,)
e/ou -de  glutamato -(agonista de receptores AMPA e/ou NMDA) sdo capazes de
bloquear.a facilitagdao do processo nociceptivo produzido pela estimulacdo direta
ou prolongada das fibras C (Coderre e Melzack, 1991; Dickenson e Sullivan, 1987
a, b; Malmberg e Yaksh, 1992a; Mao et al., 1992; Ren et al., 1992; Woolf e
Thompson, 1991; Yamamoto e Yaksh, 1992).

A injecdo intratecal de antagonista de receptores de NMDA, AMPA ou de
receptores NK, antes da injecdo de formalina, foi capaz de inibir parcialmente
a primeira, mas reduziu marcadamente a segunda fase da dor causada pela formalina
(Coderre e Melzack, 1992 a, b; Haley et al., 1990; Malmberg e Yaksh, 1992a;
Yamamoto e Yaksh, 1992). No entanto, a administracdo desses antagonistas 5 min
apés a injecdo da formaTina‘nio determinou inibicdo da segunda fase desse mode 1o
(Malmberg e Yaksh, 1992a). Ao contrériaj/_;;\\Qnibidores da sintese de

prostaglandinas e de é6xido nitrico causaram significativa inibicdo da segunda
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fase da dor induzida pela formalina, sem interferir, no entanto, com a primeira
fase '(Ma]mberé e Yaksh, 1992b; Malmberg e Yaksh, 1993). 0 fentmeno de
sensibi]izagio dos neurdnios espinhais parece ser conseqiiéncia da liberagdo de
prostaglandinas e de é6xido nitrico, resultando na sensibilizacdo central e na
manifestagdo da hiperalgesia na segunda fase daidor induzida pela formalina. Jd
a injecdo de agonistas seletivos dos receptores de NMDA e AMPA e/ou de substdncia
P na medula espinhal produz hiperalgesia quando analisada nos modelos que
utilizam o estimulo térmico agudo (Malmberg e Yaksh, 1992a; Meller et al., 1992).

Recentemente, foi demonstrado através de microdidlise no espacgo
subaracnéide medular, utilizando cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC),
que a injecdo intraplantar de formalina na pata posterior de ratos conscientes,
causou significativo aumento de vdrios aminodcidos excitatérios, entre eles,
glutamato, -aspartato, taurina, glicina; citrulina, além de aumentar os niveis de
prostaglandina E,, mas ndo alterou os niveis de serina, asparginina e glutamina
em relacdo a primeira fase da dor induzida pela formalina. Na segunda fase,
_observou-se -apenas o aumento da- citrulina, prostaglandina .E,, glutamato e
aspartato-(Malmberg e Yaksh, 1995).

‘0s nossos resultados demonstram que os EHs das varias espécies de
Phyllanthus estudadas apresentaram potente efeito analgésico em ambas as fases
da dor induzida pela formalina, sendo mais efetivos em relagdao a segunda fase.
Contudo, esses extratos, quando -administrados em doses acima daquelas necessédrias
para causar analgesia ndao interferiram com a formacdo do edema de pata associado
com a segunda fase desse modelo. Nao foram capazes, também, de inibir por
completo a primeira fase da nocicepcdo do teste da formalina, também chamada dor
de origem neurogéhica, conhecido por estimular diretamente os neurdnios

nociceptivos. Esses resultados sugerem, portanto, que parte da resposta
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nociceptiva da primeira fase do teste da formalina envolve mediadores que sao
insensiveis aos principios ativos contidos nos EHs das diversas espécies de
Phyllanthus.

Os compostos 1, 2 e 3 (ainda ndo identificados) isolados dessas espécies
de Phyllanthus apresentaram perfil de agdo ana1§ésica semelhante aos EHs, sendo
efetivos em inibir ambas as fases da dor a formalina. A1ém disso, da mesma forma
que foi observado para os EHs, eles foram maié efetivos em inibir a segunda fase
desse modelo. Nossos resultados demonstram também que alguns fitoesterdides
isolados do P. corcovadensis, incluindo o stigmasterol e o B-sitosterol, causaram
inibicdo dose-dependente da dor causada pelo dcido acético, bem como da dor
causada pela formalina em camundongos, sugerindo que esses esterdides poderiam
estar também colaborando de alguma maneira com as agdes antinociceptivas dos EHs
do P. corcovadensis (Gorski et al., 1993). Em outras palavras, esses éompostos
poderiam estar agindo sinergicamente com outros compostos presentes nesse
extrato. Contudo, o EH do P. corcovadensis, bem como os EHs do P. urinaria e P.
niruri, ndo causaram inibicdo da formagdo do edema de pata de rato induzido pela
carragenina, enquanto a indometacina causou significativa inibicdo do edema
(resultado hio_apresentados). No entanto, a segunda fase (também chamada de dor
inflamatéria) da nocicepgdo induzida pela formalina foi abolida quase que
completamente por drogas que inibem a atividade da ciclooxigenase e
conseqiientemente, a formacdo de prostaglandinas (Abbott e Franklin, 1986; Chapman
e Dickenson, 1992; Corréa e Calixto, 1993; Hunskaar et al., 1985; ; Murray et
al., 1988). Os nossos resultados confirmam essas observacdes e demonstram que a
indometacina, aspirina e acetoaminofen, conhecidos inibidores da cic]ooxigenasé,
e por conseguinte da sintese dos prostanéides, reduziram de forma significativa

somente a segunda fase da dor induzida pela formalina, confirmando, assim, os
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resultados obtidos anteriormente (Abbott e Franklin, 1986; Corréa e Calixto,
1993; Hunskaar et al., 1985).

" Estudos descritos na literatura demonstraram que os sistemas
serotonérgico e adrenérgico estdo envolvidos no mecanismo da regulagdo da
transmissdo da informacdo nociceptiva no sistema nervoso central (Basbaum e
Fields, 1984; Fields et a1.,1991;‘Lipp,‘1§§1; Yaksh, 1985). Assim, um -grande
nimero de drogas vem sendo utilizado para o tratamento de dores cronicas,
destacando-se  principalmente os - antidepressivos triciclicos (Walsh, 1983;
Ventafridda et al., 1990; Magni, 1991). Vdrios estudos sugerem que esse efeito
pode estar relacionado com a melhora do humor (Almay et al., 1987; Magni, 1987;
Ward et al., 1979), enquanto outros autores sugerem que eles produzem analgesia
por mecanismos mais especificos (Ansuategui et al., 1989; Panerai et al., 1991).
No ‘entanto, ‘os antidepressivos triciclicos sio tradicionalmente conhecidos por
estimular a atividade da serotonina e noradrenalina - pelo bloqueio da recaptagao
neuronal (Carlsson et al., 1969 a, b). Além disso, eles ndo agem especificamente
nos neurdnios monoaminérgicos, mas também em outros sistemas -neuroquimicos
Justificando, bortanto, a manifestacdo da resposta analgésica em paciente ndo-
deprimidos (Leijon e Boivie, 1989; Sharav et al., 1987).

Os antidepressivos triciclicos induzem significativa acdo analgésica em
animais (Ansuategui et al., 1989; Ardid et al., 1991; Fiaiip et-al., 1992), por
interacdo com o sistema opi6ide endégeno, uma vez que essas drogas potencializam
a resposta analgésica induzida por drogas opiéides (De Felipe et al., 1986;
Malseed e Goldstein, 1979; Taiwo et al., 1985). Biegon e Samuel (1980)
demonstraram que os antidepressivos triciclicos deslocaram o binding de [H]-
naloxona em preparacdo de membranas cerebrais de rato, sugerindo a interagdo com

os receptores opidides.
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Virios estudos tém demonstrado que o tratamento dos animais com p-.
c]orOfeni]&]anina -(PCPA), inibidor da sintese ‘de serotonina, foi vcapazA de
aniagonizar'parte’do'efeitOvanalgésico mediadb pela morfina (Taber e Latranyi,
1981; an Voigtlander et al., 1984), indicando que essés efeitos analgésicos
parecem estar relacionados, pelo menos em parte, & interagcdo com os neurdnios
serotonérgiCOS'centrais‘que.estio envolvidos na modulagdo da transmissdo da dor.
No entanto, o tratamento dos animais com PCPA ou com o antagonista serotonérgico
nao seletivo, metisergida, ndo causou alteragdo da agao analgésicé induzida pelas
espécies de Phyllanthus em}re1égio a segunda fase da dor induzida pela formalina.
'Tais resultados sugerem que a agdao analgésica dessas plantas independe da
interagdo coh o sistema serotonérgicd. -
| f_ Pbr outr6 1ado,.vérios traﬁé]hos dehonstram que oS égonistas seletivos
QOs qjadrenocehtores} inclgindq a feni]efrina‘e a c10nidina, quando injetadps'
.gisfemigﬁmente, in@uziraﬁ pronunciada agdo analgésica em vérios- mode1o§ de
nocicepgdao (Butelman e Woods, 1992;.Kayser et al., 1992; Tasker et al., 1992;
Uh]én_ et al., 1990), sendo esse efeito seletivamente antagonizado pela
administracdo de antagonistas seletivos dos adrenoceptores a, e @,. Nossos
re§u1fadps éonfirmam essas observacdes e demonstram que o tratamento sistémico
dos animgis_ com os antagonistas dos receptores a, e @, adrenérgicos, prazosin e
ioimbina, em condicdes em que eles reverteram completamente o efeito
antinociceptivo causado pela fenilefrina ou pela clonidina, respectivamente, ndo
alteram significativamente o efeito analgésico causado pelos extratos do P.
urinaria e P. niruri em relacdo a segunda fase da dor induzida pela formalina.
Esses resultados indicam, ‘portanto, que os receptores a e @ adrenérgicos nao
parecem estar envolvidos no efeito analgésico dos extratos das espécies de

Phyllanthus estudadas.
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Recentemente, vdrios estudos sugerem o envolvimento da via do dxido
nitrico-L-arginina na modulacdo da nocicepgdo (Haley et al.,1992; Snyder, 1992;
Yaksh e Rudy, 1977). Moore et al. (1991) demonstrgram que a L-Nﬂnitro-arginina
metil éster (inibidor da 6xido nitrico sintase), administrada sistémica ou
centralmente, causou importante efeito ana]gésicd em relagdo a ambas as fases da
dor induzida pela formalina, além de causar a inibigdo da hiperalgesia induzida
por agonistas de receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato) (Kitto et al., 1992),
deprimindo também a facilitagdo do'ref]exo nociceptivo (Verge et al., 1992), ou
reduzindo a resposta em neurdnios dorsais da medula apés estimu]agio'meCEhica e
térmica}(Coderre e Yashha], 1994; Moore et al., 1991; Yaksh e Rudy, 1977;
Yaﬁamoto etvél.,‘1993). Os resultados obtidos no preseﬁte estudo confirmém‘éésas
observagdes e démonstram que a administragdo sistémica de L-N'-nitro argin{ﬁé (L-
NOARG, inibidor da ﬁintese de 6xido nifficd)'injbiu de maneira pronunciada a
segunda fase‘da dor causada pela forma]iﬁ&, geﬁdo esse efeito Selefivameﬁté
revertido pela injecdao de L-arginina (precursor do 6xido nitrico). Contudo, o -
mesmo tratamento com a L-arginina ndo foi capaz de reverter o efeito analgésico
causado pelos extratos do P. urinaria e P. niruri. Esses resu]tados demonstram,
portanto, que a via do 6xido nitrico-L-arginina ndo parece estar envo]vida com
a acdo antinociceptiva dos principios ativos presentes nos extratos das plantas
do género Phyllanthus. o
Kawabata et al. (1993) demonstraram que a administragido intracerebro-
venfricu]ar de L-arginina (precursor do 6xido nitrico) ou de L-N°-nitro-arginina
metil éster (L-NAME) induziu potente efeito analgésico quando analisada na dor
causada por irradiagdo de um feixo 1luminoso no modelo de tail-flick em
camundongos. Além disso, essa agdo analgésica da L-arginina foi revertida pelo

tratamento dos animais com antagonista opidéide (naltrindole, 6§ seletivo) ou pela
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L-leucil-L-arginina (Leu-arg), antagonista da kiotoffina (1iberador endégeno da
met-encefalina). No entanto, a adminiétracéo intracerebroventricular de azul de
metileno (inibidor da guanilato monofosfato ciclica solivel) causou potente
efeito antinociceptivo, efeito esse revertido pela administragdo de dibutifi]
guanilato monofosfato ciclico (ativador da guanilato cic]ése), Tais resultados
indicam que a via do 6xido‘nitrico apresenta um papel duplo no controle da
- nocicepgdo central, sendo que a L-arginina pode apresentar tanto efeito
antinociceptivo mediado pela formagao dé kiotorfina (Ueda et al., 1987; Takagi
et al., 1979 a, b), como pode causar hiperalgesia através da ativacdo da
guanilato ciclase (Duarte et al., 1990; 1992; Ferreira et al., 1992; Melier et
al., 1992; Morris et al., 1992).

~ Nossos ‘resultados indicam também. que os EHs das espécies de Phyllanthus
estudadas, em doses de 5 a 10 vezes maiores qué as necessdrias para induzir
analgesia em modelos de dor de origem neurogénica e/ou inflamatéria, ndo
apresentaram nenhum efeito analgésico quando analisados em relagdo a dois modelos
cldssicos de nocicepgdo; o tail-flick, descrito inicialmente por D’Amour e Smith
(1941) e a placa-quente, descrita por Woolfe e MacDonald (1944) e posteriormente
modificada por Eddy e Leimback (1953). Esses dois modelos sdo geralmente
uti]iiados para a andlise de drogas analgésicas semelhantes a morfina, sendo
também sensivel a outras drogas que atuam no sistema nervoso central (Carter,
1991; Hwang e Wilcox, .1987; Kameyama et al., 1985; 0’Callaghan e Holtzmam, 1975;
Woolfe e MacDonald, 1944; Zimer et al., 1986). No entanto, nas mesmas condigées
experimentais nas quais a morfina (agonista opidide) apresentou potente e
significativo efeito analgésico, no modelo do tail-flick e na placa quente, os
EHs das espécies de Phyllanthus foram destituidos de efeito analgésico, indicando

que suas acdes analgésicas nao estdo relacionadas com o sistema opidide.
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0 controle da transmissdo nociceptiva bem como da agdo amalgésica das
drogas semelhantes a morfina, que atuam nos vdrios tipos de receptores opidides
(¢, kappa, delta) distribuidos tanto periférica quanto centralmente tém sido bem
estabelecidos (para revisdo ver Besson e Chaouch, 1987). As drogas do grupo da
morfina também causam marcada inibicdo em relagdo a ambas as fases da dor
induzida pela formalina (Corréa e Calixto, 1993; Gorski et al., 1993; Hunskaar
et al., 1985; Murray et al., 1988; Shibata et ai., 1989). Esses resultados foram
confirmados pelo uso da naloxona, antagonista de receptor opiéide ndo seletivo,
que foi capaz de reverter completamente a analgesia induzida pela morfina sem
afetar, qpntudd, o efeito analgésico causado pelas espécies de Phyllanthus em
relagdo a segunda fase da dor induzida pela formalina. Além disso, a
adrenalectomia bilateral prévia dos animais ndo influenciou o efeito analgésico
induzido pelos.EHs das espécies de Phyllanthus, sugerindo assim que seus efeitos
antinociceptivos independem da 1iberacdo de glicocorticéides endégenos.

Sakurada et al. (1992) demonstraram que a .injecdo intraplantar de
capsaicina na pata posterior de}camundongos, causou vigorosa dor, caracterizada
por lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse efeito relacionado com a dor
de origem neurogénica. A capsaicina é um produto extraido da pimenta vermelha
que, quando aplicada na pele ou injetada em ratos, induz irritacdo caracterizada
por reacdo dolorosa e subseqiiente dessensibilizacdo para a dor induzida
quimicamente (Jancsé et al., 1981). Além disso, a capsaicina pode liberar
neuropept ideos como a substancia P imunorreativa em neurdnios aferentes primarios
centrais (Gamse et al., 1979). ‘Estudos 7n vitro mostram que a capsaicina
despolariza os neurdnios sensoriais tipo C do ginglio da raiz dorsal medular e
induz a liberagdo de neuropeptideos, incluindo substdncia P, neurocinina A,

neurocinina B, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e

das
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somatostatina, entre outros. Jd quando administrada 7n vivo, a capsaicina libera
substdncia P no corno medular de gato e produz dessensibilizacdo dos neurdnios
primdrios aferentes quando administrada agudamente (Gamse et al., 1981; Lembeck,
1988; Szolcsdnyi, 1985).

Os neuropeptideos liberados, pela capsaicina, de neurdnios primirios
aferentes, estdao envolvidos na transmissio de diferentes informacoes
nbciceptivas. Quando liberadas, a substancia P, a neurocinina A e a neurocinina
B podem estimular trés diferentes subtipos de receptores taquicinérgicos,
conhecidos como NK,, NK, e NK,, respectivamente (Lavielle et al., 1988; Maggi et
al., 1987, Quirion e Dam, 1988). Piercey et al. (1981) demonstraram que a
respésta npcicehfivé induzida pela injecdo subcutdnea de capsaicina foi deprimida
pé]a' adﬁ{ﬁistragio. de [D-Pro’, D-Phe’, D-Trp’’] SP, antagonista se]etiVo.Aag
substdncia P.vSakurada:ét-éi. (1992, 1993) demonstraram que o modelo de ddr
neurogénica induzida pela capsaicina pode ser adequado para o estudo de drogas
que possam atuar como antagonistas dos receptores taquicihérgicos.

" 0s EHs de P. urinaria e P. niruri, bem como o composto 3 isolado das
'espécies'de'PhyTZanthus, causaram potente efeito analgésico nesse modelo. Fato
interessante é que as drogas que ndo apreséntaram efeito éna]gésico na primeira
fase da dor induzida pela formalina foram quase completamente destituidas de
efeito analgésico no teste da capsaicina. Por exemplo, a indometacina, que nao
inibiu a primeira fase mas reduziu significativamente a segunda fase da dor
induzida pela formalina, ndo inibiu a dor induzida pela capsaicina, enquanto a
dipirona causou inibigdo da dor nesse modelo, embora tenha sido cerca de 25 e 9
vezes menos potente que o extrato de P. urinaria e P. niruri, respectivamente.
Jd a morfina inibiu com a mesma poténcia a dor induzida pela formalina e pela
capsaicina. Por outro lado, os compostos 1 e 2 isolados das espécies de

Phyllanthus foram destituidos de efeito analgésico quando analisados no teste da
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capsaicina, sugerindo que os EHs das espécies de Phyllanthus apresentam
diferentes 'compostos que podem estar atuando por mecanismos distintos em
determinados tipbs de dor. Esses resultados sugerem, portanto, que os efeitos
analgésicos dos principios ativos presentes nessas plantas podem resultar, pelo
menos em parte, da interagdo com o sistema taqﬁicinérgico.

Recentemente, trabalhos de nosso grupo demonstraram que o extrato de P.
uripnaria causou contracdao concentragiao-dependente na bexiga e -na traquéia
isoladas de cobaia. 0 efeito contrdtil induzido pelo EH de P. urinaria na
traquéia, mas ndao na bexiga, foi bloqueado por antagonistas seletivos de
receptores NK, (FK 888) ou NK , (SR 48968) taquicinérgicos ou pelo vermelho de
ruténio, um antagonista seletivo de canal de cdlcio acoplado. ao receptor
vaniléide ativado por capsaicina (Amann e Maggi, 1991). Além disso, a contragao
da bexiga e/ou da traquéia de cobaia foi inibida na presenca de solugdo sem Ca™,
mas nao por nicardipina (bloqueadora de canal de cdlcio tipo L), w-conotoxina
~ (bloqueadora de canal de cdlcio tipo N) ou tetrodotoxina (bloqueadora neuronal)
‘(resultadbs ndo apresentados).

~Estudos pré-clinicos e clinicos realizados com diversas espécies de
plantas do Qénero Phyllanthus demonstraram que essas plantas sdo efetivas contra
um grande nimero de patologias, confirmando assim seus vastos usos na medicina
tradicional para o tratamento do cdlculo renal e urindrio, diabetes, disenteria
e outras infeccoes intestinais (Morton, 1981; Oliver-Bever, 1983; Calixto et al.,
1984; Shimizu et al., 1989; Santos, 1990; Obasi et a1;, 1993; Davery et al.,
1994). Elmekkawy et al. (1995) demonstraram que o extrado de 41 plantas
utilizadas na medicina popular egipcia foram efetivos em inibir a enzima
franscriptase reversa do virus da imunodeficiéncia (HIV-1) humana. Entre essas

plantas destaca-se o extrato metanélico obtido das frutas do P. emblica, que
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Recentemente, Polya et al. (1995), demosntraram que alguns taninos h1dro]15ave1s
isolados do P. amarus Cauéafam potente.iﬁibigio de vdrias proteinas quinaSe,"
entre elas a proteina quinaSe dependente de AMPc nq'figado de rato, proteina
quinase dependente de/cé1cio em embrido de'trigo, proteina quinase C e proteina
qu1nase dependente de ca]modu11na no cérebro de rato, sendo que o0s tan1nos
1n1b1ram com mais especificidade a protelna quinase dependente de AMPc, entre
e]es, ésteres derivados do dcido galico e 0 ac1do ga]1co
A]ém disso, fo1 demonstrado recentemente que 0s extratos aquosos de

algumas espécies de Phy]lanthus causaram 1n1b1gao, tanto in v1tro quanto in vivo,
da replicagdo do virus da hepatite B (Venkateswaran et al., 1987;'Thyagarajan et

al., 1988; B]umberg et a] 1989; Shead et a] 1992' Yeh et a] 1993), além de
apresentar agao ant1neop1as1ca (Kupchan et a] 1978 Pett1t et a] 1983 1984
1985 1990, Dh1r et al., 1990). o |

Unander (1991) demonstrou que os extratos aquosos de P ahafus;.P;

abnormrs e P. urinaria obt1dos atraves de cu]tura de tec1do in vitro em me1o
contendo ac1do 2 4 d1c]orofenox1acét1co ou ac1do 1ndo1e but1r1co mas ndo com O
ac1do 1nd01e acét1co, apresentaram pr1nc1p1os at1vos que causaram 1n1b1gao in
vitro, tanto da DNA-polimerase do virus da hepatite B quanto da transcriptase
reversa, suger1ndo que os compostos obtidos por cu1t1vo in vitro presentes nas
espec1es de Phyllanthus sdo efetivos para o tratamento desse v1rus (Unander,
1991). Recentemente, Ishimaru et al. (1992) demonstraram que o extrato obtido a
pértir de cultura de tecido do P. niruri apresentou vdrios constituintes
fen6licos, incluindo o dcido gdlico, (-)-epicatechin, (+)-gallacatechin, (-)-

epigallocatechin, (-)-epicatechin 3-0- gallate e (-)-epiga]]acatechin 3-0-

gallate. Nossos resultados demonstram que os extratos metanélicos obtidos do P.
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corcovadensis, P. niruri e P. tenellus através de cultura de tecido in vitro,
utilizando o meio dcido 2,4-diclorofenoxiacético, dcido indol-butirico ou com o
dcido indol-acético, mostraram atividade antinociceptiva quando analisados em
dois modelos de nocicep;io:lo teste.de contorg¢des abdominais causadas pelo dcido
acético e contra ambas as fases da dor induzida pela formalina em camundongos
(Santos et al., 1994). No eﬁtanto, a agdo ana]gésiéé dos extratos de Phyllanthus
obfidos através deése.métodp foi menor quando comparada cbm o efeito analgésico
causado pelos extratos hfdfoa]coé]icos obtidos diretamente das espécies de P.
corcovadens}s (Gorski et al., 1993), P. nirbfi e ﬁlriénellus (presente estudo).

A andlise fitoquimica preliminar dos extratos‘metanéiicos dos callus
revelou que esses ndo continham alcaldides ou flavonéides. Entretanto, a andlise
por HPLC revelou a presenga de}7 compostos para o P. tenellus, 3 para o P.
corcovadensis e 5 para o Pf niruri. No entanto, em funcdo da pouca quantidade de
materié] diqun%vé], ndo foi possivg] ident%ficar éssegvcoﬁpﬁstos. A andlise por
infraVermeiho_e H'-NMR sugeriu apeﬁas que o extr;to de callus de P. teﬁellus
contém agﬁéa};'e também réve]ou a preseﬁga de compostos fenélicos (Santos et al.,
1994)._ Aséim, nﬁo pode témbém ser tota]mente descartada a possibilidade de que
oémhriﬁcipids ativos-efetivos no tratamento da hephtite B; tanto in vitro quanto
in vivo, possam ser também responsdveis pelas agbes analgésicas jd que esses
principios podem desenvolver no mesmo meio de}cultura in vitro. Contudo, essa
hipétese precisa ser investigada.

Em sintese, o0s ‘resultados do presente estudd, jﬁntamente com o0s
descritos recentemente por Gorski et al. (1993), indicam qué os principios ativos
presentes nos EHs das espécies de Phyllanthus estudadas apresentam potente e
duradouro efeito analgésico em vdrios modelos de nocicepcdo em camundongos. Suas

acbes antinociceptivas ndo parecem estar relacionadas com a ativagcdo do sistema
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opidide, inibicdo da sintese de prostaglandinas, interagio com os
g]icocorticéidgs endégenos, com os receptores a, e a, adrenérgicos ou
serotonérgicos ou com a sintese de serotonina. Além disso, seus efeitos
analgésicos ndo parecem estar envolvidos com a via do 6xido nitrico-L-arginina
ou com a depressao do sistema nervoso central ou periférico. Contudo, o fato de
os EHs e principios ativos das plantas do género Phyllanthus serem efetivos, como
vaha]gésicos, nos ‘modelos de dor neurogénica induzida pela capsaicina e formalina
em camundongos, sugere fortemente um mecanismo de a¢do relacionado com a
interacdo com os neuropeptideos dlgicos, principalmente as taquicininas. A
possibilidade desses principios ativos estarem também interagindo com os
aminodcidos excitatérios do tipo glutamato e aspartato ndo pode ser também
descartada. "Essas hipéteses, - porém, precisam ser melhor investigadas
experimentalmente.

 Esses resultados abrem, bOrtanto, novas perspectivas para o uso das
plantas do“géneio-Ph}77§nihﬁ$uﬁo'trétameﬁtoAda dor, em especial a dor de origém
neurogéhica, e podém também cbht?ibuif pard-explicar sehs efeitos'behéficos Ja

confirmados no tratamento das afecgdes renais e/ou biliares.



SUMMARY

1 - This study examines the analgesic effects of the hydroalcoholic extracts (HE)
of some active principles obtained from leaves, stems and roots of plants
belonging to the genus Phyllanthus. We tested compounds'and extracts from P.
urinaria, P. tenellus, P. niruri and P. sellowianus in several models of

nociception in mice.

2 - The HEs of the various Phyllanthus species, given either by i.p. or oral
routes, produced dose-related antinociceptive activities against acetic acid-
induced abdominal constriction. Their.potencies were similar to that shown by
asbfriﬁ and acetoaminophen. The relative rank order of potency was: P. urinaria
> P. tgnellus > P. niruri > P. sellowianus. A1l HEs exhibited similar analgesic
effects against the first (neurogenic pain) phase of formalin-induced pain, but
were more»acfive against the second (inflammatory) pﬁase of this pain model. In
sharp contrast, indomethacin, aspirin and acetoaminophen inhibited only the
second-phase of .formalin-induced pain. In addition, indomethacin, but not the HEs
of Phyllanthus,: caused significant inhibition. of the oedematogenic response

associated with the later phase of formalin test.

3 - The HE of P. urinaria and P. niruri, given either i.p. or oral routes, caused
marked and dose-related inhibition of capsaicin-induced neurogenic pain in mice.
Dipyrone and morphine, but not indomethacin also caused marked analgesic effects
against capsaicin-induced pain. These results suggest that the antinociceptive
action of the active princip]es presents in Phyllanthus plants, might result, at
least in part, from their interactions with the tachykinin system, known to be

involved in the genesis of neurogenic pain. In addition, since HEs of P. urinaria
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and P. niruri failed to affect carrageenan-induced rat paw oedema, even when
given orally at high doses, their analgesic effects appear to be unrelated to

inhibition of prostaglandin synthesis.

4 - The HEs of various Phyllanthus species were virtually inactive in the tail-
flick ang hot-plate tests, where morphine caused marked analgesic effect in both
tests. In addition, the HEs did not cause any significant effect on motor
coordenation, as evaluated by performance on a rota-rod. These findings strongly
suggest that the analgesic effects of the active principles, present in HEs are
specific and are not the results of either peripheral or central depressor

action.

5 - The antinociceptive effects of P. urinaria and P. niruri HEs, when analysed
against the second phase of the formalin model were unaffected by pre-treatment
with antagonists against opioid (naloxone), a-adrenergic (prazosin and yohimbine)
or serdtohergic a’réceptors (methysergide), or with a precursor of nitric oxide
(L-arginine). In .cdhtrast; the same treatment of ahima]s with these drugs
comp]ete]ynantagonized the éntindéfceptive effects caused by their respective

agonists.

6 - Adrenalectomy, 15 days before testing, did not cause any significant
inhibition of the antinociceptive effects of P. urinaria and P. niruri HEs

against the second phase of formalin-induced pain.

7 - Chemical analysis of the HEs of plants of the Phyllanthus genus revealed that
these plants contain several classes of compounds, including alkaloids,

flavonoids, steroids and phenols. Some of these compounds, given by i.p. route,
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caused similar and dose-related analgesic effects, mainly when assessed towards
neurogenic pain. These results suggest that plants of the Phyllanthus genus
contain severa]yclasses of compounds which can act synergistically to inhibit

pain.

8 - Taken together these findings suggest that plants of the Phyllanthus genus
cause marked and dose-related analgesic effects when given either i.p. or orally
in several models of nociception in mice, particularly against neurogenic pain.
The mechanisms underlying such effects still remain unknown, but seem to be
unrelated to activation of opioid receptors, inhibition of prostaglandin
synthesis, release of endogenous glucocorticoids, interaction with serotonin
receptors or synthesis, activation of a-adrenergic receptors or interaction with
the L-a*ginine-hitric oxide pathway. In addition, the analgesic effects of HEs
obtafned from thé:Various Phyllanthus species their actiVe'princip]es, seem to
unrelated to either peripheral or central depression. However, our results
suggest that the ahtinociceptive action of HEs and active brfntfp]e may invo]Ve,
at iéasilfﬁ baft, interaétion With‘neuropeptides, such as tachykihihs!'The
possibi{ity thatbthe§e aétiQé principles can also interact with excitatory amino
acids, such as giutamate and aspartate, it await futher studies. Thus, these
results extend previous data and open new favorable possibilities for their use
in the management of pain, especially neurogenic pain, thus confirming their

medicinal use for the treatment of kidney and bladder calculi.
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