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RESUMO

A dor crbnica esta entre os principais sintomas da esclerose multipla. Sdo escassas
as pesquisas com compostos naturais na busca de tratamentos para os sintomas
dessa doenca. As plantas pertencentes ao género Phyllanthus e os agentes
canabindides tém mostrado efeitos positivos sobre a nocicepcdo e a inflamacéo.
Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito antihipernociceptivo de Phyllanthus
amarus e do trans-cariofileno no modelo de encefalomielite autoimune experimental
(EAE). Inicialmente foi feita a analise fitoquimica do extrato hexanico de Phyllanthus
amarus (EHPa) e as principais lignanas encontradas foram filantina, nirantina e 5-
demetoxinirantina. Para todos o0s experimentos realizados foram utilizados
camundongos fémeas C57BL/6J. Nao foram observadas alteracdes siginificativas
nos testes iniciais (triagem farmacologica e rota rod). A nocicepg¢édo foi avaliada pelo
teste de placa quente e formalina na pata. Todas as doses de EHPa promoveram
efeito antinociceptivo no teste de formalina, em ambas as fases, mas somente a
dose de 400 mg/kg aumentou o tempo de permanéncia dos camundongos sobre a
placa aquecida. Na etapa seguinte, a EAE foi induzida por injecdo subcutanea com
200 pg do peptideo de MOGgs.s5 dissolvida em CFA. Os animais foram avaliados
guanto a hipernocicep¢ao mécanica (von Frey), a coordenac¢ao motora, ao peso e ao
desenvolvimento da doenca. Nenhuma das doses de Phyllanthus amarus
administradas foi capaz de modificar os paramétros analisados. Os mesmos
experimentos foram realizados em animais com EAE, mas o tratamento com o trans-
cariofileno ndo previniu a reducao do peso, as alteracdes motoras, e nem modificou
o desenvolvimento da doenca. No entanto, com relacédo a hipernocicepcao, as trés
doses foram efetivas em aumentar o limiar de nocicepcao, a partir do 6° dia apos a
inducéo da doenga. Quando o mecanismo de agdo do trans-cariofileno foi avaliado,
o efeito agudo da dose de 10 mg/kg foi blogueado pela naloxona (antagonista
opidide) e pelo AM630 (antagonista canabindide). A resposta de proliferacdo e
producédo de citocina, foi analisada apos sete dias de tratamento. Porém, a dose de
10 mg/kg do trans-cariofileno ndo modificou a proliferacéo das células T CD4" e nem
a producao de IFN-y. Como concluséao, estes produtos naturais podem atuar de
maneira diferente dependo do modelo empregado e método de extragdo utilizado.
Ainda que o extrato da planta néo tenha sido efetivo, o trans-cariofileno foi capaz de
reduzir a hipernocicepc¢ao induzida na EAE. Os resultados mostram a relevancia de

estudos com produtos naturais para o emprego em neuropatias dolorosas.
XVi



Abstract

Chronic pain is one of the main symptoms of multiple sclerosis. There are few studies
employing natural compounds on the search for treatment to symptoms in this
disease. Plants that belong to the genus Phyllanthus and cannabinoid agents have
shown positive effects on nociception and inflammation. This study aimed at
evaluating the antihypernociceptive effect of Phyllanthus amarus and trans-
caryophyllene in the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model. The
chemical composition of Phyllanthus amarus (HEPa) hexanic extract was analyzed,
and the principal lignans found were phyllanthin, niranthin and 5-demethoxyniranthin.
For all experiments female C57BL/6J mice were used. No significant changes were
found in the pharmacological screening and rota rod test. The nociception was
evaluated using the hot plate and the formalin tests. All doses of HEPa promoted
antinociceptive effect in the formalin test, in both phases, but only 400 mg/kg
increased the time in which the mice remained on the hot plate. In the following step,
the EAE was induced by subcutaneous injection of 200 pug of MOGgs.55 emulsified in
CFA. Mechanical hypernociception (von Frey), motor coordination (rota rod), body
weight and the development of the disease were evaluated. None of the doses was
able to change the parameters analyzed. The experiment was repeated using
animals with EAE, but the treatment with trans-caryophyllene did not prevent the
body weight reduction, the motor changes, nor interfered with the development of the
disease. Regarding the hypernociception, the three doses were effective in
increasing the nociception threshold starting on the sixth day after the induction of
the disease. When the action mechanism of trans-cariophyllene was evaluated, it
was found that the acute effect at the dose of 10 mg/kg was blocked by naloxone
(opioid antagonist) and by AM630 (cannabinoid antagonist). The T cells proliferation
response and cytokine production was analyzed after seven days of treatment.
However, trans-caryophyllene, at the dose of 10 mg/kg, did not change the TCD4+
cells proliferation neither IFN-y production. In conclusion, these natural products can
act differently, depending on the model employed and the extraction method used.
Although the extract of the plant was not effective, the trans-caryophyllene was able
to reduce the hypernociception in the EAE model. The results show the relevance of

the studies with natural products in painful neuropathies.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

1.1. Esclerose Multipla

A esclerose multipla (EM) é considerada uma doenca autoimune que se
caracteriza principalmente pela inflamacdo crénica desmielinizante do Sistema
Nervoso Central (SNC), sendo desencadeada, sobretudo, por linfocitos T auxiliares
CD4+ (Alcaro e Papini, 2006; Abbas et al., 2008).

As primeiras descri¢cdes foram do neurologista Jean-Martin Charcot em 1868,
gue relacionou os sintomas da EM com as alteragdes observadas em amostras post-
mortem, identificando importantes caracteristicas histologicas, incluindo a perda de
mielina (Murray, 2009). Charcot (1868) enfatizou que a EM era uma entidade clinico-
patolégica distinta, com lesdes disseminadas no tempo e no espaco, que se
manifestava clinicamente com exacerbacdo e periodos de remissdo. As principais
regibes afetadas eram nervo Optico e medula espinhal.

Estimativas apontam que, atualmente, cerca de 2,5 milhdes de pessoas no
mundo sdo acometidas por esta doenca (Denisson et al., 2009). As mulheres sao
mais propensas a desenvolver a doenca do que os homens, assim como parentes
de individuos acometidos (Brassington e Marsh, 1998). Em média a doenca surge
aos 30 anos de idade, com 70% dos casos aparecendo entre os 20 e 40 anos
(O’Connor, 2002). Sao diversos os sintomas observados, sendo os mais frequentes
a fraqueza muscular, ataxia, dor aguda e crbnica, fadiga, paralisia, problemas
visuais, disfuncdes intestinais e na bexiga, alteragbes motoras, sensitivas e
cognitivas (Buchanan et al., 2002; Slavin et al., 2010).

Tradicionalmente, sdo conhecidas quatro formas clinicas de EM: 1-

recorrente-remitente, caracterizada pela ocorréncia de surtos e remissdes
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sucessivas; 2- secundaria progressiva, que incialmente é recorrente-remitente
tornando-se progressiva; 3- primaria progressiva, que evolui de maneira lenta; 4-
progressiva com surtos que evolui de forma bem caracterizada (Compston e Coles,
2008).

A etiologia da EM ndo é ainda bem compreendida, mas sabe-se que a
composicao celular de infiltrados no tecido cerebral e no liquido cefalorraquidiano
inclui linfocitos T CD4+, T CD8+ e macrofagos (Hafler, 2004). Entre os linfécitos T
CD4+, as células T helper 1 (Thl), essenciais na defesa contra agentes patogénicos
intracelulares e que secretam grandes quantidades de interferon y (IFN-y), parecem
ser as mais relevantes na patogénese da EM (Steinman, 2008). Tem-se ressaltado a
participacdo de células T helper 17 (Th17), as quais secretam interleucina 17 (IL-17)
e interleucina 22 (IL-22), além de fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina 6
(IL-6) (Korn, 2008). Estudos mostram que a EM € uma doenca cuja susceptibilidade
€ multifatorial, na qual a predisposicdo genética une-se a fatores externos e
ambientais. Alguns agentes patogénicos, como o herpesvirus humano 6 (Moore e
Walfson, 2002), o virus Epstein-Barr (Serafini et al., 2007) ou bactérias como
Chlamydia pneumoniae (Sriram et al., 1999), seriam fatores que contribuiriam para o
desencadeamento da resposta imunoldgica relacionada a essa doenca. Entretanto,
ainda ndo existem achados bem estabelecidos que comprovem a etiologia
infecciosa da EM (Korn, 2008).

Na patogénese da EM, o processo que leva a desmielinizacdo tem inicio
pela ativacédo de linfocitos T CD4+ (helper) periféricos com reatividade a mielina, os
quais, em seguida, alcancam o SNC (Ransohoff et al., 2003). Para que ocorra o
influxo desses linfocitos, primeiramente a barreira hematoencefalica € rompida

devido a presenca de citocinas pro-inflamatérias, gerando uma neuroinflamacao no
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local (Martin et al., 1992). Os linfécitos sdo auxiliados ndo somente pela expressédo
das citocinas pro-inflamatdrias, mas também pelas moléculas de adesdo e
quimiocinas (Ransohoff et al., 2003). As citocinas e, na maior parte das vezes,
também as quimiocinas, desempenham uma fungéo importante no estabelecimento
e manutencdo dos processos autoimunes (McKenzie et al., 2006). As citocinas pro-
inflamatorias (IL-17, IFN-y, IL-23 e TNF-a), e também algumas quimiocinas (IP-10,
IL-8), sdo responsaveis pela ativacdo das células da glia (microglia e astrécito).
Estas células recrutam outras do sistema imunolégico que estdo presentes no
sangue (T CD8+, células B e mondcitos), contribuindo diretamente com a leséo e
gerando inflamacgéao (Trapp et al., 1998).

Como mencionado anteriormente, os principais linfocitos T helper (Th)
envolvidos na fisiopatogia da doenca séo os Thl e Th1l7 (Harrigton et al., 2005). As
células Thl produzem e liberaram IFN-y, contribuindo para o recrutamento e
ativacao dos macrofagos que, por sua vez, secretam mediadores inflamatérios como
TNF-a (Delgado e Sheremata, 2006). Ja as células Th1l7 produzem e secretam a
citocina IL-17, auxiliando assim, na infiltracdo de neutréfilos e na producdo de
citocinas pré-inflamatérias pelas células residentes (glia) (Jadidi-Niaragh e
Mirshafiey, 2011). Outra célula importante envolvida na EM é a T reguladora (Treg),
relacionada ao controle da gravidade e progressao da doencga (Huan et al., 2005).

Em resumo, os eventos relacionados a patogénese da doenca se iniciam na
periferia, por meio do reconhecimento de epitopos antigénicos pelos linfécitos T
CD4+, na presenca de moléculas co-estimuladoras e outros sinais pouco definidos.
Outros fatores também contribuem com a inflamacéo local como, a presenca de
citocinas liberadas pelos linfocitos e por células apresentadoras de antigenos (APC).

Além disso, as moléculas de adesdo (LFA-1 e VLA-4), presentes no endotélio da
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barreira hematoencefalica, facilitam a adesdo e entrada das células T através de
vasos cerebrais (Flugel et al., 2001; Sosphedra e Martin, 2005). Algumas citocinas
pré-inflamatérias (IFN-y, IL-23 e TNF-a) e outros fatores promovem a ativacao das
células da glia, como astrocitos e microglia (Almolda et al., 2011). Os linfécitos T
naive reconhecem derivados antigénicos da mielina apresentados no contexto das
moléculas de MHC (complexo principal de histocompatibilidade) pelas APC (Almolda
et al., 2011). Na presenca de IL-6 e do fator de transformacdo do crescimento 3
(TGF-B), as células Th se diferenciam em Th17 (Basso et al., 2009; Glass et al.,
2011). As células da glia e os astrécitos, quando ativados, secretam IL-23 e
osteopontina, induzindo os linfocitos Thl7 a secretarem IL-17 e TNF-a, resultando
em danos a bainha de mielina (Hedegaard et al., 2008). Os astrécitos ativados
também produzem o fator de ativacdo de células B (BAFF), relacionado a
sobrevivéncia de ceélulas B auto-reativas. Essas células se diferenciam em
plasmdcitos produtores de anticorpos anti-mielina (Krumbholz et al., 2005). Também
sdo recrutadas outras células imunolégicas da periferia, incluindo mondcitos e
TCD8+, que podem promover danos diretos a bainha de mielina (Skulina et al.,
2004). Este ambiente inflamat6rio acarreta em destruicdo dos axbnios e dos
oligodendrdcitos, células responsaveis pela remielinizagdo. As células Treg ajudam
a suprimir a inflamacé&o por inibirem a atividade dos linfocitos T efetores (Sakaguchi
e Powrie, 2007).

Estimativas apontam a dor, consequéncia da lesdo na EM, como um dos
principais sintomas da doenca. Este sintoma acomete cerca de 50 a 80% dos
pacientes em alguma fase da EM. A dor difere quanto ao tipo e intensidade entre os
individuos portadores, podendo ser aguda ou crbénica (Stenager et al., 1991;

O’Connor et al., 2008). Svendsen e colaboradores (2005) demonstraram que a dor
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neuropatica € uma das mais frequentes em portadores de EM. As regides mais
afetadas, segundo os mesmos autores, sdo 0s membros inferiores, costas e
membros superiores, respectivamente. Alguns distirbios motores também sao
relatados e podem causar dor. Este quadro é descrito como “espamos ténicos
dolorosos”, um tipo especifico de espasmo que esta associado a EM (Rizzo et al.,
2004). Dores de cabeca também séo relatadas com maior frequéncia em pacientes
com EM, em comparacdo com a populacdo geral (Kalia e O’Connor, 2005;
Hadjimichael et al., 2007). A dor em pacientes com EM pode ter origens diversas,
como a inflamacédo caracteristica doenca, dor neuropéatica relacionada a lesdo do
sistema nervoso central, parestesia por lesdo de neurdnios do ganglio dorsal da
medula espinal, dor secundaria ocasionada pelos espasmos e dor de origem
musculo-esquelética derivada de anormalidade postural (Ehde et al., 2005; Osborne
et al., 2007; Nick et al., 2012). Umas das maiores implicacOes deste quadro doloroso
é reducdo na qualidade de vida do paciente, por incapacitar e interferir com suas
atividades cotidianas.

E importante ressaltar que o sistema imunoldgico participa de inimeros
mecanismos inflamatorios, relacionados ou ndo a doenc¢as autoimunes como a EM,

desempenhando um papel crucial em diferentes processos dolorosos.

1.2. O papel do sistema imunologico na dor

O sistema imunolégico desempenha um papel importante na modulacédo da
dor, ndo somente em tecidos inflamados, como também nos danos em nervos
periféricos e no SNC (Marchand et al., 2005). Os sinais de inflamacdo incluem
migracdo celular, febre, edema, dor e hiperalgesia. Varios tipos de células séo

recrutados em condi¢Bes inflamatorias. Os mastocitos, na pele humana, ao
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desgranular, promovem eritemas, que € um marcador de hiperalgesia em resposta
ao calor (Drummond, 2004; Chatterjea et al., 2012). Os macréfagos residentes de
tecido podem liberar mediadores inflamatorios, como TNF-a e IL-13, e também oOxido
nitrico e prostanoides. Estes macréfagos residentes ativados marcam um
subsequente recrutamento e ativacao de outros tipos de células (neutréfilos) no local
da inflamacédo (Segond von Banchet et al., 2009). Os neutréfilos produzem fatores
inflamatorios como éxido nitrico, citocinas, quimiocinas e produtos da degradacéo do
acido araquiddénico, como as prostaglandinas E, (PGE;) e o leucotrieno B4, que
estdo relacionados aos processos dolorosos (Bennett et al., 1998; Morin et al.,
2007).

Outros mediadores como a bradicinina, a serotonina, a IL-6 e quimiocinas
(CCL2 e CXCL8) também participam do processo (Xu e Yaksh, 2011). Segundo
Roberts e McColl (2004), a terapia com anti-TNF-a alivia a dor em pacientes com
desordens autoimunes que inclui artrite reumatéide e psoriatica. A dor pode ser
induzida por estes mediadores citados, pois muitos agem em terminais nociceptivos
que inervam os tecidos inflamados. Esses neurdnios podem expressar receptores
para TNF-a, IL-1B, IL-6, bradicinina, prostandides e histamina (Xu e Yaksh, 2011).
Como exemplo, os mediadores inflamatérios induzem a expressdo do receptor de
bradicinina 1 (B1) em diversas células e estes, bem como, os receptores de
bradicinina 2 (B2 - constitutivos), quando ativados pela bradicinina, contribuem
indiretamente para hiperalgesia inflamatéria (Petersen et al., 1998; Petcu et al.,
2008).

A dor neuropética pode ser ocasionada por danos nos nervos periféricos de
diversas formas, como no caso da neuropatia na diabetes, no HIV, induzido por

drogas ou mesmo eventos traumaticos no nervo (Sindrup e Jensen, 1999). Algumas
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células (macréfagos, neutrofilos) que participam da dor inflamatéria também estao
presentes nas lesdes nervosas, e desempenham um papel semelhante ao descrito,
pois liberam citocinas e quimiocinas apos a injuria (Marchand et al., 2005; Graeber e
Christie, 2012). As citocinas IL-18 e TNF-a parecem estar envolvidas na dor
neuropatica, podendo agir diretamente em fibras nociceptivas ou aumentar as
respostas a estimulos de calor e na alodinia mecéanica (Obreja et al., 2002; Nadeau
et al., 2011).

Outro tipo de injuria que afeta diretamente o SNC pode estar relacionado a
algumas doencas autoimunes, e dentre elas se destaca a EM. Os mecanismos
relacionados a inflamacéo gerada podem sensibilizar os neurénios do corno dorsal
da medula, levando a um aumento da sensibilidade dolorosa, caracteristico do
quadro precoce da doenca (Osterberg et al., 2005; Truini et al., 2012). Existem
algumas evidéncias de que as células T podem produzir e secretar fatores
neurotréficos, como o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Stadelmann et
al.,, 2002). Este fator é conhecido por modular a transmissdo sinptica e a
excitabilidade neuronal, desempenhando um papel na génese da sensibilizacao
central da dor e hipersensibilidade (Kaftiz et al., 1999). O estudo da dor utilizando
modelos animais de EM é recente e tem ajudado a elucidar 0os mecanismos

envolvidos tanto na doencga quanto em alguns sintomas.

1.3. Modelo experimental de encefalomielite autoimune

Em 1933, Rivers e colaboradores descreveram um modelo animal que ficou
conhecido, posteriormente, como encefalomielite autoimune experimental (EAE). O
experimento foi realizado em primatas (ndo-humanos) com o intuito de compreender

0s episodios de paralisia que, algumas vezes, acompanhavam a vacinacao
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(aplicacdo de multiplas injecdes) e esclarecer a causa de reacdes neuroldgicas a
certas infeccdes virais como a variola. Duas décadas depois, Kabat e colaboradores
(1951) foram capazes de induzir a EAE utilizando o adjuvante de Freund combinado
com extratos de cérebro, induzindo a doenca em macacos rhesus com uma unica
injecdo. A partir destes estudos, houve um progresso constante para induzir a EAE
em diferentes espécies. Na década de 50, ratos e cobaias tornaram-se espécies
padrdo para o estudo da EAE, na qual a resposta a sensibilizacdo com o tecido do
SNC foi melhorada com a adi¢céo de Micobacterium tuberculosis, inativada por calor,
ao adjuvante completo de Freund (CFA) (Gold et al., 2006). A adicdo de toxina
pertussis também melhorou a eficiéncia da inducdo da EAE (Levine e Sowinski,
1973), por reduzir em numero e funcdo as células Treg (auxiliam no controle da
doenca) (Chen et al., 2006). Desde entdo, a EAE foi induzida em uma variedade de
roedores que reproduzem aspectos especificos da imunopatologia da doenca
humana (Gold et al., 2006).

Atualmente, a EAE é o modelo animal mais utilizado para o estudo da EM.
Em geral, é realizada por meio da imunizacdo com proteinas recombinantes
purificadas da mielina ou com peptideos sintéticos derivados destas proteinas. Os
derivados sintéticos mais utilizados para indu¢cdo da EAE séo: a proteina basica da
mielina (MBP), proteina proteolipidica (PLP139.151), ou glicoproteina da mielina de
oligodendrocitos (MOGg3s55). Existem linhagens de animais que respondem
especificamente aos peptideos derivados de proteinas da bainha de mielina
injetados, manifestando a EAE de maneira diferente. Os camundongos da linhagem
SJL/J desenvolvem a EAE apds a imunizacdo com PLPj39.151, Caracterizada por
periodos de surto e remissdo (Tuohy et al., 1989; Gold et al., 2006). Os ratos da

linhagem Lewis e os camundongos B10.PL respondem a imunizagcdo com MBP
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apresentando uma doenca monofasica (Pender et al., 1995; Papenfuss et al., 2004;
Gold et al, 2006;). Ja o peptideo MOGsss5, componente menor da mielina
(altamente encefalitogénico) é utilizado para induzir a EAE em camundongos da
linhagem C57BL/6J, os quais desenvolvem uma EAE crénica com remisséo parcial
(Oliver et al., 2003; Stromnes e Goverman, 2006). Apds a injecdo de MOGg3s.s5, por
exemplo, uma resposta imune inata inicia-se na periferia, devido a injecdo do
antigeno associado ao CFA desencadeando, posteriormente, um processo
inflamatério no SNC (Genain et al., 1999; Costa et al., 2003). Cerca de duas
semanas apos a imunizacao, os animais desenvolvem encefalomielite, caracterizada
por infiltrados perivasculares compostos por linfocitos e macréfagos no SNC (Abbas
et al., 2008). Este modelo é caracterizado por um déficit motor avaliado por meio de
uma escala de escores que varia de 0 a 5, de acordo com a gravidade dos sintomas.
Para os animais imunizados com a MOGg3s.55 0 déficit motor aparece cerca 10 dias
apos a inducdo da EAE e por volta dos 17° e 19° dias (pico da doenca), esses
sintomas motores se agravam (podendo ocorrer paralisia total dos membros
inferiores) sendo que, apo6s 21 dias os sintomas comecam a regredir, e estabilizam.
Porém, nem todos 0s animais imunizados desenvolvem a doenca, podendo variar de
um experimento para o outro (Stromnes e Goverman, 2006).

Recentemente diferentes pesquisadores demonstraram que o estudo da dor
no modelo de EAE pode ser realizado antes do aparecimento dos sinais clinicos,
uma vez que, a alteragdo na sensibilidade dolorosa foi verificada antes das
alteracbes motoras, como paralisia parcial ou total de membros posteriores
(Olechowski et al., 2009; Rodrigues et al., 2009; Sloane et al., 2009). Entretanto, um
estudo anterior mostrou que o0s animais com EAE induzida por PLPi3g151

(camundongos da linhagem SJL/J), apresentaram hipernocicepcdo térmica
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(aumento da sensibilidade a estimulos nociceptivos de calor) na cauda e nas patas
durante a fase cronica da doenca (Aicher et al., 2004).

No trabalho de Olechowski e colaboradores (2009), a intensidade da dor
neuropatica foi investigada, durante 30 dias, em camundongos C57BL/6J fémeas
imunizados com o peptideo MOG3s55. Os autores verificaram uma alteracdo na
resposta dolorosa (alodinia - resposta a um estimulo ndo nocivo) avaliada por meio
do método de von Frey filamentos do 5° até o 12° dia apds a imunizacao. A partir do
13° dia, os animais apresentaram 0s sinais motores comprometidos, sintoma
caracteristico do modelo.

No mesmo ano, Rodrigues e colaboradores (2009) avaliaram a
hipernocicepcdo mecanica pelo teste de von Frey (eletrénico) em camundongos com
EAE. Os animais apresentaram uma resposta de diminuicdo do limiar de presséo,
nas patas posteriores, nos dias 7 e 9 apos a inducao, ou seja, antes do surgimento
dos sinais motores (10°dia). Os autores sugerem que a hipernocicepcao verificada
pode ser valida para EAE induzida por MOG3s.s5 como um modelo para estudos de
dor em EM.

Com intuito de verificar algumas diferencas sensoriais entre os dois modelos
de EAE citados acima, Lu e colaboradores (2012), induziram EAE em camundongos
fémeas SJL/J com o peptideo PLP139.151, € em fémeas de C57BL/6J com o peptideo
MOG3s.55. Os autores demonstraram que 0s animais com a EAE induzida por PLP 3.
151 tinham uma reposta de hipernocicep¢ao térmica no inicio da indug&o, no pico da
doenca, e um aumento da sensibilidade na fase cronica da doenca (28 dias). Ja as
fémeas com EAE induzida pela MOG3s.s5 tiveram sua sensibilidade térmica alterada,
com menos intensidade, somente na fase cronica. Quanto a alodinia mécanica, a

resposta nos animais SJL-PLPi3915 foi alterada somente na fase cronica. Em
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contrapartida, as fémeas de C57-MOGg3s.55, desenvolveram alodinia no inicio € no
pico da doenca, mas com baixa intensidade. Os autores conseguiram, com 0 uso do
mesmo teste comportamental e periodo de investigacdo, comparar o perfil de
resposta a estimulos sensoriais em ambos os modelos de EAE. Foi ressaltado por
eles que as diferencas encontradas no comportamento de dor nestes dois modelos
podem refletir a heterogeneidade da EM em humanos.

O modelo de EAE pode ser uma ferramenta para investigar diferentes alvos
terapéuticos para o tratamento dos sintomas relacionados a EM, embora com
cuidado em ndo extrapolar os resultados obtidos no modelo EAE para prever a

eficacia dos tratamentos em humanos.

1.4. Tratamentos atualmente utilizados na EM

Assim como para a maioria das doencas autoimunes, ndo existe cura para
EM. Os tratamentos empregados tem o intuito de diminuir a progresséao da doenca e
aliviar os sintomas, possibilitando aos individuos uma melhora na qualidade vida.

O tratamento para EM utilizado envolve véarios medicamentos como
interferon-beta, imunossupressores (azatioprina) e corticosteréides, os quais
promovem uma melhora parcial em alguns sintomas e amenizam a progressao da
doenca. Porém, o uso prolongado pode desencadear uma série de reacdes
adversas (Courtney et al., 2009). Outros medicamentos podem ser utilizados para os
sintomas mais especificos, como o baclofeno, diazepam e tizanidine que reduzem
0os espasmos musculares (O’Connor et al., 2008). Para a dor neuropética sdo
empregados analgésicos opidides, antidepressivos que sejam inibidores da

recaptacdo de serotonina e noradrenalina e anticonvulsivantes (Finnerup et al.,
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2002; Dworkin et al., 2003; Finnerup et al., 2005; Attal et al., 2006; Solaro et al.,
2009).

Atualmente, os agentes canabinodides vém sendo muito utilizados, incluindo a
propria Cannabis sativa (maconha). Tanto o extrato bruto quanto o principio ativo
delta 9-tetrahidrocanabinol (A°-THC) presentes na planta mostraram um benéficio no
tratamento da dor e de disfuncbes motoras como, por exemplo, na EM e em injurias
medulares (Pertwee, 2005). Estudos tém demonstrado resultados favoraveis com o
uso de canabindides (naturais ou sintéticos) em modelos animais de EAE e
humanos portadores de EM (Collin et al., 2007; Kozela et al., 2011; Oreja-Guevara,
2012). O extrato de Cannabis sativa e A-THC, quando administrados por via oral,
melhoraram de maneira significativa a dor, os espasmos e a qualidade do sono em
pacientes com EM (Zajicek et al., 2003). Outros autores verificaram que o tratamento
com extrato de Cannabis sativa promoveu uma melhora significativa no indice de
mobilidade, diminuiu a frequéncia de espasmos e o tremor dos pacientes com EM
(Fox et al., 2004; Vaney et al., 2004). Collin e colaboradores (2010), em um estudo
duplo-cego com portadores de EM que apresentavam espatiscidade, demonstrou
que o tratamento com Sativex® (medicamento contendo A’-THC e canabidiol)
reduziu os espamos desses individuos. Em animais, tanto a administracao
intraperitoneal do extrato de Cannabis sativa quanto a administracdo intravenosa do
Sativex® foram efetivas em reduzir o déficit motor e a espasticidade de
camundongos doentes (Buccellato et al., 2011; Hilliard et al., 2012). Em conjunto,
esses resultados apontam uma relevancia para o emprego de produtos naturais no
tratamento dos sintomas da EM.

Uma vez que o uso medicinal da Cannabis sativa ou de seus derivados néo é

permitido em muitos paises, é importante a realizacdo de estudos com outras
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plantas que tenham efeitos positivos em sintomas semelhantes aos da EM. Sendo
relevante a tentativa de encontrar alternativas que possam minimizar a dor presente

na EM de maneira mais eficaz.

1.5. Plantas medicinais com atividade antinociceptiva e seus principios
ativos

Algumas plantas utilizadas popularmente e alguns dos seus principios ativos
vém sendo estudados ao longo dos anos e tém demonstrado resultados satisfatorios
para processos dolorosos e inflamatérios. Algumas dessas, como o0 gengibre
Zingiber sp (gengibre), Capsicum sp (pimenta) e a Artemisia sp artemisia entre
outras utilizadas na medicina popular para tratar diversos sintomas dolorosos,
inflamacdo e espasmos (Lorenzi e Matos, 2002), tém sido empregadas em
diferentes modelos de dor (Calixto et al., 2000; Almeida et al., 2001; Garge e Adams
2012). Outras plantas como o Ocimum gratissimum L (manjericdo), o Hypericum
polyanthemum (hipérico), a Cannabis sativa (maconha) e a Copaifera multijjuga
Hayne (copaiba), também possuem atividade antinociceptiva demonstrada (Rabelo
et al., 2003; Gomes et al.,, 2007; Comelli et al., 2009; Haas et al., 2010). Stolz e
colaboradores (2012), empregando no estudo um composto isolado de Hypericum
myrianthum, a uliginosina B, demonstraram efeito na inibicAo da nocicepcéo
(contor¢cdo abdominal e placa aquecida) por estimulacdo indireta do sistema opidide.
Um outro estudo realizado demonstrou que a administracdo por via oral do Oleo
essencial de Ocimum gratissimum L. (Lameaceae) e seus principios ativos isolados,
mirceno e eugenol, foram efetivos em aumentar a laténcia para lamber as patas no
teste de placa quente, e reduzir a nocicepc¢ao induzida por formalina na fase aguda e

cronica (Paula-Freire et al., 2012). Estas atividades antinociceptivas podem ser
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atribuidas aos constituintes quimicos (principios ativos) presentes nas plantas
citadas acima, os quais podem exercer seu efeito por sinergismo, ou quando
extraidos e aplicados, de maneira isolada.

Dentre as diversas plantas utilizadas popularmente no Brasil, ganharam
destaque recentemente as espécies listadas como “plantas de interesse” do Sistema
Unico de Salde (SUS), a partir da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) a qual foi aprovada em 2006. Esta politica visa inserir
terapias alternativas e praticas populares como a fitoterapia no SUS e estimula a
pesquisa com tais plantas visando a comprovacédo de seus efeitos e a garantia de
seguranca com o seu tratamento. A Phyllanthus amarus, popularmente chamada de
quebra-pedra, € um exemplo de planta utilizada como analgésica (entre outras

aplicacdes) e que consta da lista de interesse da PNPMF (Brasil, 2006).

1.6. Phyllanthus amarus Schumach & Thonn. (Euphorbiaceae)

As plantas pertencentes ao género Phyllanthus séo utilizadas na medicina
popular para o tratamento de diabetes, herpes, disenteria, ictericia, infeccdes
brébnquicas e genitourinarias, assim como afecc¢des renais (Lorenzi e Matos, 2002).
Este género compreende cerca de 550 a 750 espécies e sao popularmente
conhecidas como “quebra pedra” devido ao seu uso para calculos renais (Webster,
1994). Dentre as plantas pertencentes a este género, destaca-se a Phyllanthus
amarus Schumach. & Thonn. Esta planta cresce anualmente, medindo de 10 a 60
cm de altura (Figura 1) (Calixto et al., 1998; Patel et al., 2011)

Os metabdlitos secundarios encontrados nesta espécie sao flavonadides,
triterpenos, Oleos volateis, polifendis, esteréis e os principais sao as lignanas

(filantina, hipofilantina, nirantina, filtetralina, nirtetralina, entre outras), que sao as
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mais estudadas devido as suas atividades bioldgicas (Huang et al., 2003; Kassuya et
al., 2006; Maciel et al., 2007; Krithika et al., 2009; Singh et al., 2009). Diversos
efeitos foram descritos para os diferentes extratos de Phyllanthus amarus, as quais
foram avaliadas tanto in vitro como in vivo, mostrando efeitos farmacoldgicos
importantes contra hepatites, dor, inflamacao, alergias, e virus da imunodeficiéncia
adquirida (HIV) (Calixto et al., 1998; Notka et al., 2003). Os extratos aquoso e
metandlico de Phyllanthus amarus produziram, em camundongos, inibicdo do edema
de pata induzido por carragenina; este efeito foi mantido até 8h apds o inicio do
experimento (Raphael e Kuttan, 2003). Resultados semelhantes foram encontrados
por Iranloye e colaboradores (2011) com extrato aquoso, que inibiu o edema de pata
induzido por carragenina e reduziu a nocicep¢do na fase inflamatéria do teste de
formalina. O extrato metanodlico também inibiu o edema de pata de ratos, nao
somente induzido por carragenina, como também pela bradicinina, serotonina e
prostaglandina E1 (PGE;) (Mahat e Patil, 2007). Kassuya e colaboradores (2003)
mostraram efeito benéfico utilizando o extrato de partes aéreas de Phyllanthus
amarus no tratamento da dor de origem inflamatoéria e neuropatica em camundongos
no modelo de ligacdo parcial do nervo cidtico. A administragdo oral do extrato
hexanico e de lignanas isoladas de Phyllanthus amarus, filtetralina, nirantina e
nirtetralina inibiram o edema de pata induzido por carragenina e o influxo de
neutrofilos. A nirtetalina e a filtetralina inibiram também o edema induzido pelo fator
ativador de plaquetas (PAF) e pela endotelina -1 (ET-1) (Kassuya et al., 2005).
Kiemer e colaboradores (2003) demonstraram que tanto o extrato hexanico quanto o
etanolico reduziram a expresséo de e oxido nitrico sintase (iINOS) da cicloxigenase 2

(COX-2) e inibiram a ativacdo de NF-kB. Os mesmos extratos também inibiram a
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inducao IL-1B, IL-10 e IFN-y no sangue humano e reducao da producdo de TNF-a in

Vivo.

Figura 1: Phyllanthus amarus (Foto cedida pelo Dr. Benicio Pereira, CPQBA).

Além dos dados que demonstraram um potencial efeito anti-inflamatério e
antinociceptivo, outros estudos avaliaram os efeitos tdéxicos com diferentes extratos.
A toxicidade foi avaliada em animais tratados com o extrato aquoso e hidroalcodlico
da planta inteira e ndo foram observadas diferencas significativas no ganho de peso
e no nivel de glicose no sangue. Os testes bioquimicos também nao revelaram
nenhum sinal téxico. Além disso, ndo foram encontradas alteragdes histopatoldgicas
no figado, rim e pancreas tanto para o tratamento agudo quanto para o cronico
(Lawson-Evi et al., 2008). No entanto, em outro trabalho, a analise histol6gica
realizada com os rins de ratos que receberam o extrato aquoso de Phyllanthus
amarus por 28 dias indicaram hipertrofia dos vasos sanguineos, infiltrado de células

inflamatorias e diferentes graus de necrose tubular (Andrew e Enogieru, 2011).
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Ainda que existam contradicdes com relacdo a toxicidade da Phyllanthus
amarus, os potenciais efeitos bioldégicos comprovados em conjunto com a sua
utilizacdo na medicina tradicional ndo descartam seus beneficios. Sendo assim,
estudos que possam avaliar a atividade desta planta em modelos que mimetizam
alguns sintomas de doencas autoimunes, como a EM (dor e déficit motor), séo

relevantes.

1.7. Trans-cariofileno

Muitas plantas sdo ricas em Oleos essenciais, 0S quais sao compostos
aromaticos volateis, como os terpenos e fenilpropanoides (Pichersky et al., 2006). O
trans-cariofileno (Figura 2) é um sesquiterpeno (hidrocarboneto de férmula quimica
CisH24) encontrado em grandes quantidades nos 6leos essenciais de muitas plantas
usadas como condimentos, tais como orégano (Origanum vulgare L.), canela
(Cinnamomum spp.), pimenta preta (Piper nigrum L.), € no cravo-da-india (Syzygium
aromaticum L.) (Ghelardini et al., 2001; Mockute et al., 2001; Jayaprakasha et al.,
2003; Orav et al., 2004). E encontrado também no 6leo essencial da Cannabis sativa
(Nigam et al., 1965; Malingré et al., 1975), Ocimum gratissimum (Silva et al., 1999),
Cordia verbenacea (Carvalho-Junior et al., 2004) e Copaifera multijuga (Gomes et
al., 2007), plantas que possuem efeitos analgésicos e anti-inflamatérios reportados
na literatura. Estudos recentes demonstraram que o trans-cariofileno possui
atividade anti-inflamatéria (Fernandes et al., 2007; Medeiros et al.,, 2007),
antinociceptiva (Chavan et al., 2010), anestésica (Ghelardini et al., 2001), ansiolitica
(Galdino et al.,, 2012), antioxidante e hepatoprotetora (Calleja et al., 2013), se
mostrou eficaz no tratamento da colite (Cho et al., 2006), além de apresentar efeito

anti-espasmadico por bloqueio de canais de Ca** dependentes de voltagem (Pinho-
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da-Silva et al., 2012). Gertsch (2008) demonstrou que o trans-cariofileno atua como
agonista de receptores canabindides do tipo 2 (CB,). Horvath e colaboradores
(2012) verificaram que administracéo de trans-cariofileno melhorou a nefrotoxicidade
induzida por cisplatina (antineoplasico), atenuando também o estresse oxidativo e a
morte celular. Segundo os autores, este efeito foi mediado através de uma via
dependente de receptores CB,, uma vez que nao foi observada esta melhora em

animais knockout para este receptor.
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Figura 2: Estrutura quimica do trans-cariofileno.

A atividade modulatéria do sistema canabindide sobre os processos dolorosos
tem sido estudada (Harris et al., 2000; Chapman, 2001). Alguns autores
demonstraram que a administracdo de drogas agonistas canabindides atenua a dor
aguda, inflamatoria ou neuropatica em diferentes modelos (Martin et al., 1999;
Petrosino et al., 2007; Karbarz et al., 2009). Estudos recentes tém relatado a
participacdo dos receptores CB, no controle da nocicep¢do (Malan et al., 2001;
Naguib et al., 2008; Kinsey et al., 2011). O trans-cariofileno, como agonista CB,, tem
diversos efeitos biol6gicos demonstrados, incluindo antinocicepcdo. Portanto, seria
interessante verificar o efeito deste composto sobre a hipernocicepgcédo no modelo de
EAE, e também seu papel sobre o desenvolvimento da doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a dor esta entre as principais manifestacées clinicas em
individuos acometidos pela EM e que, muitas vezes, surge antes de sintomas
como o déficit motor e tremores (Osterberg et al., 2005). A procura por novas
drogas (sintéticas ou de origem natural) que possam ser utilizadas para o alivio
da dor relacionada a EM poderia beneficiar os portadores da doencga. O Brasil
possui uma grande variedade de plantas com compostos biologicamente
ativos, as quais apresentam uma ampla diversidade de metabdlitos
secundarios com diferentes atividades bioldgicas (Santos, 2001), o que justifica
a necessidade de um aprofundamento no conhecimento das suas propriedades
farmacoldgicas. Segundo Maciel e colaboradores (2002), fatores ambientais
sdo responsaveis por modificacbes nos teores dos constituintes quimicos de
espécies vegetais como a fertilidade do solo, umidade, radiacédo solar, vento,
temperatura e poluicdo do solo. Outros fatores como idade da planta e época
de coleta também podem promover essas modificacBes. Estas variaveis estdo
associadas as discrepéancias sobre eficacia de algumas plantas ou constituintes
isolados, os quais podem acarretar em uma grande dificuldade e resisténcia
para a utilizacdo de plantas medicinais na terapéutica. Entretanto, muitos
estudos reportaram os efeitos bioldgicos obtidos com a utilizacdo de plantas,
como a Phyllanthus amarus, e também de principios ativos, tais como o trans-
cariofileno. Sendo assim, o conhecimento adquirido com o estudo destas

plantas e de principios ativos, sdo importantes na investigacao sobre a EAE.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito antihipernociceptivo do
extrato hexanico de Phyllanthus amarus e do trans-cariofileno no modelo de

encefalomielite autoimune experimental.

3.1. Objetivos especificos
Os experimentos foram dividos em etapas:
e Tracar o perfil fitoquimico e farmacologico do extrato hexanico de
Phyllanthus amarus;
e Avaliar hipernocicep¢do e a coordenagdo motora no modelo de EAE
apo6s administracdo do extrato hexanico de Phyllanthus amarus;
e Avaliar a hipernocicepcéo e a coordenacdo motora no modelo de EAE
apos tratamento com trans-cariofileno;
e Avaliar a resposta imune adaptativa apds tratamento com o trans-

cariofileno.
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4. METODOLOGIA GERAL

Esta tese foi dividida em 3 etapas: A etapa 1 corresponde ao estudo com a
planta (Phyllanthus amarus) - andlise fitoquimica e testes iniciais, e contendo
objetivos, métodos e resutados em animais saudaveis. Na etapa 2, estdo descritos o
teste piloto e o tratamento com extrato da planta no modelo de EAE. Ao final desta
segunda etapa se encontra uma discussao referente a as etapas 1 e 2. A etapa 3
corresponde ao tratamento com o trans-cariofileno, contendo também os objetivos,

meétodos, resultados (em animais com EAE) seguido de discusséao.

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos inbred C57BL/6J fémeas de 6-8 semanas e
de 12 semanas provenientes do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para a Medicina e Biologia - CEDEME. Os animais foram mantidos
em salas sob controle de temperatura (22 + 1°C) e ciclo claro/escuro de 12 horas
(luzes acesas as 7:00 horas da manhd) com agua e comida a vontade. O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Séo Paulo (CEP 0674/09 — ANEXO 1).

4.2. Drogas

Para a inducédo da EAE, utilizou-se um peptideo derivado da glicoproteina da
mielina dos oligodendrocitos (MOGss.55) sintetizado pela Proteimax (S&o Paulo,
Brasil), adjuvante incompleto de Freund (IFA; Sigma St. Louis, EUA), Mycobacterium
tuberculosis H37Ra (BD Difco, EUA) e também a toxina de Bordetella pertussis

(Sigma, St. Louis, MO, EUA). O trans-cariofileno foi adquirido da Sigma (St. Louis,
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EUA) e diluido em solucéo estéril de NaCl 0,9 mg/mL (salina) com 1% de Tween 80.
A naloxona (Sigma, St. Louis, EUA), antagonista opidide néo seletivo, foi diluido em
solucéao estéril de NaCl 0,9 mg/mL (salina), e o AM630 (Sigma, St. Louis, EUA),
antagonista canabindide (CB;), foi diluido em solucédo estéril de NaCl 0,9 mg/mL

(salina) com Dimetilsufoxido 0,3 mg/mL (DMSO) (Sigma, St. Louis, EUA).

4.3. Material Vegetal

O material botanico foi cultivado e coletado no Centro de Pesquisas
Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da UNICAMP (Campinas, SP), e sua
identificacdo botanica foi realizada pela Dra. Grady L. Webster (Departamento de
botanica, Universidade da Califérnia, Davis, EUA). A exsicata (Phyllanthus amarus
Schumach & Thonn.) foi depositada no herbario do Instituto de Biologia da

UNICAMP (Campinas, Brasil) com o codigo UEC 127.411.

4.4. Extrato da planta

O material vegetal seco (2 kg) foi triturado e colocado em sacos feitos com
papel filtro. A preparacéo do extrato foi feita usando 25 g do p6 da planta e hexano
(250 mL) como solvente, em aparelho Soxhlet. O solvente foi aquecido por uma
manta térmica (aproximadamente de 60° C) durante duas horas e 30 minutos. O
extrato foi concentrado em rotaevaporador, e seco em banho-maria a 40° C, sendo
obtidos 10% de extrato bruto (Jadhav et al., 2009). O extrato foi estocado em frasco

vedado e mantido dentro de um dissecador na geladeira.
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5. ETAPA 1

Esta etapa foi realizada com intuito de verificar se os constituintes quimicos,
tais como as lignanas j& descritas na literatura (Maciel et al., 2007; Krithika et al.,
2009; Singh et al., 2009), seriam encontradas no extrato hexanico de Phyllanthus
amarus cultivada no CPQBA, assim como confirmar os efeitos antinociceptivos ja

demonstrados (Santos et al., 1995; Kassuya et al., 2006).

5.1. Objetivos especificos
e Determinar o perfil fitoquimico do extrato hexanico de Phyllantahus
amarus
e Realizar a triagem farmacolodgica inicial com administracdo oral do
extrato hexanico de Phyllanthus amarus
e Verificar os efeitos antinociceptivos do extrato hexanico da Phyllanthus

amarus atraves dos testes de formalina na pata e placa quente.

5.2. Métodos

5.2.1. Analise do extrato por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

Este procedimento foi realizado pela Dr. Giuseppina Negri, no Departamento
de Quimica da Universidade de S&o Paulo. O extrato hexanico de Phyllanthus
amarus (1 pL) foi analisado por CG/EM usando o equipamento da Shimadzu GCMS-
QP505A da Central Analitica da USP. O extrato foi diluido na proporcéo 1:1 com éter
etilico antes da analise. Foi utilizada uma coluna capilar BPX5 (5% fenil 95%

polisilfenilenesiloxano) (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e He como gas de arraste com
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fluxo de 1 mL min™. A temperatura do injetor e do detector foi 250 °C. As condicdes
cromatograficas utilizadas para o aquecimento da coluna cromatografica foram:
temperatura inicial 60°C durante 3 minutos; velocidade de aquecimento 6 °C min™
até 300 °C, permanecendo 20 minutos nesta temperatura. O “split” utilizado foi de
100:1. As condicOes utilizadas no espectrometro de massas foram, ionizacdo por
impacto de eléctrons (EI) com energia de ionizacéo de 70 eV; temperatura da fonte e
da interface 250 °C e 280 °C, respectivamente e limite de massas 34 - 600 u. A
identificacdo das lignanas foi feita através dos seus respectivos ions moleculares e
principais fragmentos, os quais foram comparados com os dados de lignanas ja
reportadas para o género Phyllanthus (Krithika et al., 2009; Chang et al., 2003).
Quantidades relativas dos constituintes desse extrato foram assumidas como sendo

proporcionais as areas sob 0s picos correspondentes no cromatograma obtido.

5.2.2. Triagem farmacologica inicial

Os camundongos foram tratados via oral com extrato hexanico de
Phyllanthus amarus (EHPa), nas doses 100, 200 ou 400 mg/kg ou apenas veiculo
(grupo controle - solugcédo aquosa contendo Tween 80 a 1%). Apds a administracao,
os animais foram imediatamente colocados em gaiolas de arame (Figura 3) e
observados aos 5, 10, 15, 30, 60, 120, 240 minutos e 24 horas, registrando-se as
alteracdes comportamentais identificadas de acordo com protocolo pré-estabelecido
(Carlini, 1972; Paula-Freire et al., 2012). Essas sao: micgao, defecagao, “writhes”
(contor¢cbes abdominais), piloerecdo, ptose palpebral, atividade motora, tonus
muscular, tremores ou convulsdes, ataxia, sensibilidade dolorosa, sinais de
estereotipa, bocejos, sono, auto-limpeza, lacrimejamento, salivacéo e qualquer outro

sinal relevante. Todos os animais foram eutanasiados, por decaptacdo, apds 24
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horas e foi realizada analise macroscopica do figado, rins e estbmago para verificar

possiveis sinais toxicos.

Figura 3: Gaiolas de arame utilizadas para realizagdo da triagem farmacolégica inicial (foto

— acervo pessoal).

5.2.3. Medida da coordenagdo motora (rota rod)

A coordenagdo motora de camundongos foi avaliada por meio do aparelho
rota rod, o qual consiste de uma barra giratéria, com um didmetro de 3 cm e
comprimento de 60 cm, dividida em 5 compartimentos iguais por discos de 24 cm de
diametro cada. O sistema ficava elevado a 40 cm do balcdo e girava a uma
velocidade de 12 rpm (Figura 4). Para o teste de coordenacdo motora, foram pré-
selecionados os animais que permaneceram sobre a barra giratéria por 60 segundos
em uma de trés tentativas consecutivas antes da administragédo do extrato da planta.
Esses animais receberam veiculo (controle - CTRL) ou EHPa nas doses de 100, 200

ou 400 mg/kg (v.0.). A avaliacao foi realizada antes (basal) e aos 30, 60 e 120
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minutos apos a administracdo, anotando-se o tempo de permanéncia maxima em

segundos na barra (Marques et al., 2004).

Rota Rod .-

N

Figura 4: Aparelho de rota rod (fonte - acervo pessoal).

5.2.4. Avaliacao da acédo antinociceptiva
5.2.4.1. Teste da placa quente
Os animais foram distribuidos em grupos e receberam, por via oral, veiculo
(controle - CTRL) ou EHPa (mesmas doses mencionadas nos testes anteriores). Um
grupo de animais (controle positivo) recebeu morfina na dose de 5 mg/kg (i.p.). Apos
a administracdo, os animais foram colocados sobre a placa (Ugo Basile, Biological
Research Apparatus Company, Comerio, Italia — Figura 5) aquecida a 50°C. O
tempo de reacéo foi definido como a laténcia para o animal lamber a(s) pata(s) ou
saltar da placa, com um tempo maximo de exposicédo de 60 segundos (Hargraves e

Hentall, 2005).
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Figura 5: Placa quente utilizado para avaliar a sensibilidade térmica dos animais (foto —

acervo pessoal).

5.2.4.2. Teste da formalina na pata

Os animais foram tratados, por via oral, com veiculo (controle - CTRL) ou
EHPa (mesmas doses mencionadas nos testes anteriores). Um grupo de animais
(controle positivo) recebeu morfina na dose de 5 mg/kg, por via intraperitoneal. Uma
hora ap6s a administracdo do extrato ou 30 minutos da morfina, 0os animais
receberam uma injecdo intraplantar de formalina 2% (20 pl/animal). Imediatamente
apos a injecao, o tempo foi cronometrado avaliando, em segundos, as lambidas na
pata injetada durante a fase aguda (5-10 minutos, neste periodo inicial os
nociceptores sao ativados pela injecdo de formalina gerando uma resposta rapida) e
a fase crbnica (15-30 minutos, no segundo momento do teste séo liberados

mediadores inflamatorios devido ao estimulo) do teste (Hunskaar e Hole, 1987).
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5.3. Andlise Estatistica
Na analise dos resultados, foram utilizados testes paramétricos considerando
a natureza das variaveis estudadas. A Andlise de variancia (ANOVA de uma via) foi
utilizada para analise dos testes de placa quente e formalina na pata. No teste de
coordenacdo motora foi utilizada a ANOVA de medidas repetidas e, quando
necessério, foi aplicado o post hoc de Newman-Keuls. O nivel de significancia
considerado foi p<0,05. Todos os resultados estdo apresentados como média + erro

padrdo da média (EPM).

5.4. Resultados
5.4.1. Analise do extrato hexanico de Phyllanthus amarus usando
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Como pode ser visto na Tabela 1, as principais lignanas encontradas no extrato
hexanico foram filantina, constituinte principal (30%), 5-demetoxinirantina (24%) e
nirantina (16%) (Figura 6), as quais séao do tipo diarilbutano (Wang e Lee, 2005). O
espectro de massas destas 3 lignanas apresentou o0 pico base em m/z 151
(CoO2H11)", correspondente ao fragmento dimetoxi benzilico (fragmento de dimetoxi
benzilico) (Krithika et al., 2009). O espectro de massas da filantina mostrou o ion
molecular em m/z 418 (C»406H34) enquanto que a 5-demetoxinirantina apresentou o
fon molecular em m/z 402 (Cx306H3p) € a nirantina em m/z 432 (C207H42).
Fragmentos em m/z 135 (80%) (CgO2H7), correspondente ao fragmento
metilenodioxi benzeno, e em m/z 166 (CyO3Hi0), correspondente ao fragmento
metilenedioxi-metoxibenzeno, foram importantes para a identificacdo da 5-
demetoxinirantina e da nirantina, respectivamente. As lignanas do tipo ariltetralina,

tais como, filtetralina (m/z 416), lintetralina (m/z 400), urinatetralina (m/z 384),
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hipofilantina (m/z 430) e nirtetralina (m/z 430) foram encontrados em pequenas
concentracbes. Além dessas, uma lignana do tipo tetrahidrofurano (Chang et al.,
2003), urinaligrana (m/z 400), também foi detectada em baixas concentragdes, junto

com 2 lignanas do tipo diarilbutirolactona, a hinokinina e a dextrobursehernina.

OMe OMe

5-Demetoxinirantina Filantina Nirantina

Figura 6: Estrutura das lignanas encontradas em maior quantidade no extrato hexanico de

Phyllanthus amarus
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ETAPA 1

5.4.2. Triagem farmacoldgica inicial

A administracdo oral de EHPa ndo produziu alteracbes em nenhum dos
parametros comportamentais analisados, e nem nos 06rgdos Vvisualizados
macroscopicamente em relacdo ao grupo CTRL. Sendo assim, como nao foram
observados efeitos que poderiam ser toxicos, as doses de 100, 200 ou 400 mg/kg

administradas foram utilizadas em testes posteriores.

5.4.3. Medida da coordenacao motora (rota rod)

Na Tabela 2 estdo representados o0s tempos de avaliacdo, apos
administracdo das doses de 100, 200 ou 400 mg/kg do EHPa. Nenhuma das 3
doses afetaram a coordenac¢do motora dos animais quando comparadas ao grupo
CTRL (1% de Tween 80). Este resultado indica que o extrato da planta nas doses

utilizadas néo parece exercer efeito neurotoxico.

Tabela 2: Efeito da administracdo oral aguda do extrato hexanico de Phyllanthus amarus

sobre a coordenagdo motora de camundongos submetidos ao teste de rota rod.

Tempo de Permanéncia no Rota Rod (seg.)

Dose (Média + EPM)
Tratamento (mg/kg)
Intervalos de Observagao (min.)
Basal 30 60 120
CTRL - 59,8 +0,1 60,0+ 0 59,1+1 575+3
EHPa 100 mg/kg 60,0+ 0 59,8+ 0,3 59,8 £ 0,2 60,0+ 0
EHPa 200 mg/kg 59,7+0,2 60,0+ 0 59,5+0,1 57,6 +2
EHPa 400 mg/kg 57,8+2 60,0+ 0 59,7+0,3 60,0+ 0

(ANOVA de medidas repetidas, n.s. n=6/grupo).
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5.4.4. Avaliacao da acédo antinociceptiva
5.4.4.1. Teste da placa quente
No teste de resposta ao estimulo térmico, o tratamento com a dose de 400
mg/kg do EHPa e com a morfina foram efetivos em aumentar o tempo de
permanéncia sobre a placa aquecida quando comparados ao grupo CTRL (F,25 =

9,31, p<0,001) (Figura 7).

Grupos

©
(]
5 -
< ¥ 3 CTRL
& 40- L 3 Morfina 5 mg/kg
= @@ EHPa 100 mg/kg
= 301 _— @l EHPa 200 mg/kg
I Bl EHPa 400 mg/k
£ 20 M
C
©
£ 104
o
o
2 0
o
o
£
(]
|_

Figura 7: Influéncia do tratamento com EHPa no tempo de permanéncia sobre a placa
aquecida. Os dados estéo representados em Média + EPM. *Grupos que diferem do CTRL;

(ANOVA de uma via seguida de Newman-Keuls, p<0,05, n=8/grupo).
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5.4.4.2. Teste de formalina na pata

A Figura 8 mostra o efeito do tratamento de EHPa nas doses de 100, 200 ou
400 mg/kg (v.0.), ou morfina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. As 3 doses
administradas foram efetivas em diminuir o tempo de lambidas na pata injetada na
fase aguda (F(s32=7,02, p<0,001) e na fase cronica (F(s32=6,04, p<0,001), assim

como a morfina, quando comparadas ao grupo CTRL.

CJ Fase Aguda
Bl Fase Crbnica

= = N N
o a o a
i R

Tempo de Lambidas (s)
)

. El I‘I' I‘I,i ﬁ,i

\
R O ¥

o) o o N
\'\03 Q"é\' Q’éq’ QO w
N RS AR~

Grupos

Figura 8: Efeito do tratamento oral com extrato hexanico de Phyllanthus amarus nas fases
aguda e crbnica da nocicepgéo induzida por formalina na pata de camundongos. Os dados
estdo representados pela Média + EPM. Grupos que diferem estatisticamente do grupo
CTRL na fase aguda (*p<0,001) e na fase crbnica (**p<0,01) (Anova de uma via seguida do

teste de Newman-Keuls, n=8/grupo).
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6. ETAPA 2

Nesta etapa foi feito um teste piloto para implementacdo do modelo de EAE
no laboratério, com a padronizacdo das medidas de hipernocicep¢éo e coordenacéo
motora. Assim que o modelo foi estabelecido, iniciou-se o tratamento com o extrato
da planta para verificar sua atividade sobre a hipernocicepcdo e sobre o

desenvolvimento da doenca.

6.1. Objetivos especificos
e Realizar o teste piloto para padronizar a medida de hipernocicep¢édo no
modelo de EAE.
e Verificar atividade do extrato hexanico de Phyllanthus amarus sobre a

hipernocicepc¢do no modelo de EAE

6.2. Métodos

6.2.1. Inducéo da EAE

A EAE foi induzida em camundongos que receberam, por via subcutanea,
200 pug de MOGgss.55 diluida em adjuvante incompleto de Freund (IFA) contendo 5
mg/mL de M. tuberculosis (H37Ra, Difco) no flanco. A injecdo de 300 ng de toxina
de Bordetella pertussis (i.p.) foi realizada imediatamente apds a indugédo da EAE e
repetida 48 horas depois. Os animais foram acompanhados diariamente por 26 dias
consecutivos para avaliar o desenvolvimento da doenca de acordo com 0s seguintes
critérios: (0), auséncia de sintomas; (1), perda do tbnus da cauda; (2), paralisia
parcial dos membros posteriores; (3), paralisia total dos membros posteriores; (4),
paralisia total dos membros posteriores e parcial dos anteriores; (5), diminuicdo da
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responsividade e morte (Olechowski et al., 2009). Os animais que atingiram grau 4
foram avaliados 2 vezes ao dia, e eutanasiados, por decaptacao, na ocorréncia de 3

graus 4 consecutivos.

6.2.2. Grupos experimentais para implementacdo do modelo

O experimento foi realizado com o intuito de implantar o0 modelo de EAE e
padronizar a avaliacdo da hipernocicepcdo no laboratorio do Departamento de
Psicobiologia. Para isso, os animais foram imunizados e passaram por avaliacdes
no von Frey eletrénico (estimulacdo mecanica) e no rota rod, seguindo os protocolo
descritos a seguir. Foram utilizados 4 grupos animais: MOG/CFA + Pertussis (n=12),
CFA + Pertussis (n=10), CFA + PBS (n=9), PBS + Pertussis (n=9). O PBS ¢é a

solucéo para diluicdo da MOG.

6.2.3. Medida da coordenac¢ao motora (rota rod)

O aparelho utilizado para avaliagcdo da coordenacdo motora foi 0 mesmo
descrito nos métodos da Etapa 1. Os camundongos foram treinados por 3 dias
consecutivos, antes da indugdo da EAE, para permaneceram por 120 segundos
(tempo maximo) sobre a barra giratoria (16 rpm) (modificado de Olechowiski et al.,
2009). A avaliacao foi realizada antes (basal) e apdés a inducdo da EAE em dias

alternados, anotando-se o tempo de permanéncia sob a barra giratéria.

6.2.4. Hipernocicepc¢do mecanica (von Frey eletronico)
Os animais foram ambientados em um aparato de madeira e chao gradeado
20 minutos antes de serem avaliados. O von Frey eletrbnico é um aparelho

composto por um transdutor ligado por um fio a um contador digital que expressa em
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gramas (18 g maximo para camundongos) a pressao que € exercida na pata (Figura
9). A hipernocicepcdo mecanica em resposta ao estimulo tatil foi avaliada antes (em
ambas as patas) e depois (em patas alternadas) da inducdo da EAE. Uma presséo
crescente foi aplicada no centro da superficie plantar de uma das patas posteriores
até que o animal emitisse uma resposta caracterizada “flinch” (sacudir a pata),
lambida ou retirada brusca da pata estimulada. A medida era realizada quando os
animais estavam parados, acordados e com os membros posteriores apoiados
sobre o chdo gradeado (Cunha et al.,, 2004). A intensidade da resposta foi
qguantificada pela variacdo na pressdo exercida na pata estimulada (média de 3
valores). O delta foi calculado pela subtracdo da média (3 valores) anotada antes da
inducdo da EAE, e observada em dias alternados, a partir do 2° dia apds a inducdo

até o 12° dia.

Figura 9: Aparato utilizado no teste de von Frey (foto — acervo pessoal).
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6.3. Tratamento crénico com EHPa no modelo de EAE

Apoés padronizar o modelo de EAE, a medida de hipernocicepcdo e da
coordenacdo motora, foi realizado um experimento com o intuito de avaliar a
atividade do EHPa neste modelo. O tratamento com o extrato da planta em estudo
teve inicio no dia da inducdo da doenca e duracdo de 26 dias consecutivos. Os
camundongos receberam EHPa diluido em agua com 1% de Tween 80, nas doses
de 100, 200 ou 400 mg/kg (v.0.). Dois grupos de animais foram tratados com o
veiculo e chamados de EAE (doente) e de CTRL (n&o doente). O desenvolvimento
da EAE foi acompanhado a partir do 8° dia da inducdo da doenca e, diariamente
apos esse periodo. O peso corpéreo dos animais foi avaliado a cada 4 dias, e a
coordenacdo motora e hipernocicepcdo (1 hora apdés  administracdo dos
tratamentos) foram verificadas a cada 2 dias. Estes testes comportamentais foram
interrompidos no 12° dia, pois alguns animais apresentavam sinais clinicos
(doenca) em todos grupos, 0 que nao permitiu a continuidade das avaliacOes.
Porém, a observacdo dos sinais clinicos continuou e, ao final dos 26 dias, os

animais foram eutanasiados por decapitacdo (Figura 10).

Von frey Sinais clinicos

Rota rod Diariamente

00 2 g 6° g° 100 12° 26°
EAE™ ——— ——

EHPa (100, 200, 400 mg/kg) + agua com 1% de
Tween 80 (veiculo) diariamente (v.0.)

Peso: a cada 4 dias

Figura 10: Esquema de tratamento crénico com extrato hexanico de Phyllanthus amarus e

testes comportamentais.
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6.4. Andlise Estatistica

Na andlise dos resultados, testes paramétricos e ndao paramétricos foram
utilizados, levando-se em consideracdo a natureza das variaveis estudadas. Para a
analise dos resultados do experimento piloto (von Frey, rota rod e peso) foi utilizada
Andlise de Variancia (ANOVA de medidas repetidas) seguida de Newman-Keuls
guando necessario. Os resultados do tratamento com EHPa foram analisados pelos
testes Kruskal-Wallis e Friedman seguido de Wilcoxon para o teste de coordenacéo
motora (rota rod). O desenvolvimento da doenca foi analisado empregando o teste
de Kruskal-Walis, e apds a somatoria dos escores de cada um deles por ANOVA de
uma via. Para a hipernocicep¢cdo mécanica e peso corpoéreo foi utilizado ANOVA de
medidas repetidas seguido de Newman-Keuls, quando necessario. O nivel de
significancia considerado foi p<0,05. Todos os resultados estdo apresentados como

média + erro padrdo da média (EPM).

6.5. Resultados - Implementacgéo utilizando animais com EAE

6.5.1. Inducédo da EAE

Neste experimento piloto, os animais que receberam a injecdo contendo
MOG/CFA + Pertussis desenvolveram os sinais clinicos, como perda do tdnus da
cauda, a partir do 10° dia apos a inducdo da EAE. Entre o 14° e o 19° dias,
aproximadamente 75% dos camundongos estavam no pico da doenca, sendo que
0s membros inferiores estavam parcial ou totalmente paralisados. A partir do 21°,
dia houve diminuicdo destes sinais clinicos, 0s quais permaneceram em regressao
até o ultimo dia da avaliacdo. Estes sinais ndo foram observados nos outros grupos

gue receberam CFA + Pertussis, CFA+ PBS e PBS + Pertussis, uma vez que, para o
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desenvolvimento da EAE é necessario, neste caso, a injencdo completa contendo a

MOG (Figura 11).

—— MOG/CFA + Pertussis
-% CFA + Pertussis
-+ CFA + PBS

PBS + Pertussis

Escore Clinico
N

0- oo
11 13 15 17 19 21 23 25

Dias ap0s a inducado da EAE

Figura 11: Progressdo dos sinais clinicos em camundongos com EAE. Os animais
receberam uma injegdo contendo MOG/CFA + Pertussis (n=12) e os outros grupos CFA +
Pertussis (n=10), CFA + PBS (n=9) ou PBS + Pertussis (n=9). Estes trés ultimos grupos nao
desenvolveram a doenca, e estdo representados no eixo x (escore zero). Os dados estdo
representados pela média + EPM.

Como observado na Figura 12, os animais também foram pesados a cada 4
dias a partir da indugdo. O grupo que recebeu a injecdo com a MOG diferiu
estatisticamente dos outros grupos, apresentando uma reducdo do peso observada

nos 16° e 20° dias, correspondentes ao pico da EAE (Fs, 216)= 2,37, p<0,001).
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Figura 12: Peso corpdreo em animais com EAE. Os animais receberam uma injegdo com
MOG + CFA + Pertussis e os outros grupos CFA +Pertussis, CFA + PBS ou PBS +
Pertussis. Os dados estado representados pela Média + EPM. O grupo de animais com MOG
+ CFA + Pertussis difere dos demais grupos nos dias 16 e 20 ap0s a inducéo. (ANOVA de

duas vias para medidas repetidas seguida de Newman-Keuls, *p<0,05, n=9-12/grupo).

6.5.2. Medida da coordenac¢ao motora (rota rod)

Os animais que receberam a MOG/CFA + Pertussis tiveram um prejuizo
significante na coordenagéo motora (Fs, 31y= 4,21, p<0,01). Este prejuizo foi visto no
12° dia ap6s a inducdo da EAE, quando comparado aos grupos CFA + Pertussis,

CFA + PBS e PBS + Pertussis (Tabela 3).
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Tabela 3: Medida da coordenacdao motora de camundongos com EAE submetidos ao teste
de rota rod.

Tempo de Permanéncia no Rota Rod (seg)

Grupos (Média + EPM)

Intervalo de observacéao (dias)

Basal 2° dia 4° dia 6° dia 8° dia 10° dia 12° dia
MOG/CFA+P 119,1+0,8 110,4+4,4 109,6+4,3 114,739 114,1+4,3 93,8+11,1 45,7£13,9*
CFA+P 120,00 114,4+3,1 103,5+7,3 110,8+5,1 110,9+6,2 110,9+5,1 117,6%1,9
CFA+PBS 118,2+1,8 112,3+5,0 116,5+2,3 108,6+6,2 119,3+0,6 120,00 117,3+2,6

PBS+P 120,00 112,1+5,2 108,2+8,4 118,7+1,2 120,0+0 112,1+6,3 119,3+0,6

(ANOVA de medidas repetidas seguida de Newman-Keuls *p<0,05, MOG/CFA+Pertussis vs
CFA + Pertussis, CFA + PBS e PBS + Pertussis).

6.5.3. Hipernocicepc¢do mécanica (von Frey eletrénico)

O teste piloto teve o intuito de avaliar a hipernocicep¢cdo mecanica em
camundongos que receberam a MOG/CFA + Pertussis. A intensidade de
hipernocicepcdo da pata estimulada no grupo que desenvolveu a EAE foi
aumentada significativamente quando comparado aos grupos CFA + Pertussis, CFA
+ PBS ou PBS + Pertussis (Fags, 1s0= 4,26, p<0,01), evidenciando assim, a

hipernocicepcéao relacionada a doenca a partir do 6° dia apos a inducéo (Figura 13).
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Figura 13: Intensidade de hipernocicep¢cdo mecanica em camundongos (com ou sem EAE).
O limiar de hipernocicepcéo foi avaliado entre 0 2° e 0 12° dias em animais que receberam
uma injecdo com MOG/CFA + Pertussis, CFA + Pertussis, CFA + PBS ou PBS + Pertussis.
Os dados estdo representados pela Média + EPM. O grupo que recebeu MOG + CFA +
Pertussis diferiu estatisticamente dos demais grupos do 6° ao 12° dia. (ANOVA de duas vias

para medidas repetidas seguida de Newman-Keuls, *p<0,05, n=9-12/grupo).

42



ETAPA 2

6.6. Resultados - Tratamento crénico com EHPa no modelo de EAE

6.6.1. Desenvolvimento da EAE

Nos animais que a EAE foi induzida, os primeiros sinais clinicos apareceram a
partir do 12° dia, como a perda do tbnus da cauda. O pico da doenca foi observado
em torno do 18° dia, quando cerca de 70% dos animais do grupo EAE apresentaram
paralisia parcial ou total dos membros inferiores. Estes sinais também foram
observados em 60% dos animais tratados com as doses de 100 ou 400 mg/kg e
40% dos animais tratados com a dose de 200 mg/kg. Por volta do 21° dia, os
animais comecaram a se recuperar. O grupo CTRL (ndo doente) nao foi incluido na
analise estatistica, uma vez que animais que nao receberam a injecdo composta por
MOG3s.55 ndo desenvolveram a doenca, apresentando escore 0. Como mostrado na
Figura 14 A, os grupos tratados com o extrato da planta ndo foram estatisticamente
diferentes do grupo EAE com relacdo ao desenvolvimento da doenca (resultado
estatistico somente do 18° dia) (Hn=20=2,08, p<0,554). Os escores da doenga
foram somados (escore cumulativo), e ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos tratados e o grupo EAE (Fs, 34=0,90, p<0,449) (Figura 14 B).
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Figura 14: (A) Influéncia do tratamento com extrato hexanico de Phyllanthus amarus sobre
o desenvolvimento da EAE. (B) Escore cumulativo. Os animais foram tratados com as doses
de 100, 200 e 400 mg/kg, e o aparecimento dos sinais clinicos foram observados durante 26
dias consecutivos. Os dados estdo representados em média + EPM. (Kruskal-Wallis e
ANOVA de uma via n.s., n=9-10/grupo).
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O peso destes animais foi verificado a cada 4 dias, e primeiramente foi
realizada uma comparacédo somente entre os grupos EAE e CTRL, e foi encontrada
uma diferenca estatisticamente significativa somente entre os dias 20 e 24 apos a
indugcéo da EAE (F,108=20,08, p<0,001). Sendo assim, enquanto o grupo CTRL
teve seu peso aumentado o grupo EAE perdeu peso. Uma segunda analise foi
realizada incluindo todos os grupos na comparacédo, e nenhum dos grupos tratados

diferiram estatisticamente do grupo EAE (Figura 15).

N

[
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-o- EAE
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-+ EHPa 100 mg/kg
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-~ EHPa 400 mg/kg
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15 1 1 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24

Dias apés a inducédo da EAE

Figura 15: Peso corpéreo em animais tratados com extrato hexanico de Phyllanthus amarus
no modelo de EAE. Os dados estdo representados pela Média £+ EPM. O grupo EAE difere
do grupo CTRL no 20° e 24° dias. Nenhum dos grupos tratados (doses de 100, 200 ou 400
mg/kg) diferiram do grupo EAE (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida de
Newman-Keuls, *p<0,05, n=9-10/grupo).
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6.6.2. Medida da coordenacao motora (rota rod)

A coordenacdo motora dos animais foi avaliada a partir do 2° dia até o 12° dia
apos a inducdo da EAE (Tabela 4). Para verificar a validade do teste para esse
modelo, foi realizada uma comparacdo entre os grupos EAE e CTRL, e foi
encontrada uma diferenca significativa entre estes grupos no 12° dia. A comparacéo
intragrupos revelou diferenca estatistica entre as medidas basais e as do 12° dia
para os grupos com EAE, tratados com EHPa nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg
e com veiculo. Foi realizada uma segunda analise incluindo todos os grupos, que
demonstrou que os animais com EAE tratados com as trés diferentes doses da
planta e o veiculo diferem estatisticamente no 12° dia do grupo CTRL. Esta
diminuicdo no tempo de permanéncia sobre a barra é um dado importante, pois

demonstra que 0s animais comec¢am a apresentar comprometimento motor.

Tabela 4: Medida da coordenacdo motora de camundongos com EAE e tratados com

extrato hexanico de Phyllanthus amarus submetidos ao teste de rota rod.

Tempo de Permanéncia no Rota Rod (seg)
(Média + EPM)

Grupo
Intervalo de observacéao (dias)
Basal 2° dia 4° dia 6° dia 8° dia 10° dia 12° dia
EAE 119,5+1 120,00 113,916 114,045 110,07 117,842 73,9415
CTRL 120,00 114,4+3 110,3t5 114,4+3 110,96 117,33 120x0
100mg/kg 119,7¢1 107,59 116,04 115,744 119,7+1 117,443 71,5+18"
200mg/kg 119,6+1 108,66 120,00 113,86 119,61 113,17 72,3+19"
400mg/kg 119,5+1 116,44 106,6t7 111,945 108,08 88,2114 60,7+18"

(Fridman e Wilcoxon, *p<0,05; Kruskal-Wallis e Mann-whitney, *p<0,05).
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6.6.3. Hipernocicepc¢ao mecanica (von Frey eletrénico)

Os animais foram avaliados a cada 2 dias, a partir do 2° dia até o 12° dia. O
teste foi interrompido no 12° dia devido aos sinais clinicos observados, que
poderiam comprometer a avaliagdo da hipernocicepcdo, uma vez que alguns
animais estavam doentes. Foi realizada uma comparacao entre os grupos tratados,
EAE e CTRL, e foi encontrada diferenca somente em relacdo ao grupo CTRL (F(4,
43=9,06, p<0,001) N&o houve interagdo entre fator tempo e grupo (Fas, 258=1,00,

p<0,47) (Figura 16).
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Figura 16: Intensidade de hipernocicepcdo mecénica em camundongos tratados com
extrato hexanico de Phyllanthus amarus no modelo de EAE. A resposta de hipernocicepc¢éo
foi avaliado entre o0 2° e 0 12°, a cada 2 dias. Os dados estéo representados pela Média +
EPM. ‘Grupos tratados com EHPa (100 , 200 ou 400 mg/kg) e grupo EAE estatisticamente
diferente do grupo CTRL (ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida de
Newman-Keuls, p<0,01, n=9-10/grupo).
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6.7. Discusséao das Etapas 1e 2

Nas ultimas décadas, as plantas medicinais vém sendo utilizadas em diversas
pesquisas, com base no uso popular, nos constituintes quimicos, e também no pefrfil
de atividades bioldgicas ja descritas. Estudos experimentais tém demonstrado que
diferentes plantas medicinais apresentam atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria, dentre elas a Ipomoea pes-caprae (salsa-da-praia), Persea americana
(abacate), Pothomorphe umbellata (caapeba), Phyllanthus amarus (quebra-pedra) e
Copaifera multijuga (copaiba) (Souza et al., 2000; Adeyemi et al., 2002; Kassuya et
al., 2003; Perazzo et al., 2005; Gomes et al., 2007). Os efeitos biolégicos exercidos
por estas plantas se devem a presenca de compostos ativos que podem agir por
sinergismo ou individualmente, quando isolados. As plantas pertencentes ao género
Phyllanthus possuem perfil fitoquimico tracado e alguns estudos atribuem a sua
atividade as lignanas (Kiemer et al., 2003; Kassuya et al., 2006).

Apesar dos principais constituintes do extrato hexanico ja terem sido
reportados, a analise do extrato é importante, porque podem ocorrer variagdes na
composicdo quimica de uma planta, devido as mudancas climéticas, condi¢cdes do
solo, época de coleta e condicbes de cultivo (Maciel et al., 2002). Neste estudo, a
extragdo com hexano foi escolhida porque este solvente apolar pode extrair uma
guantidade elevada de lignanas, composto preferencialmente extraido com este
solvente e relacionado com as atividades anti-inflamatéria, antinociceptiva, anti-
alodinica e anti-edematogénica comprovada em varios estudos com modelos
animais (Kassuya et al., 2003; Krithika et al., 2009; Singh et al., 2009; Chouhan e
Singh, 2011). Como esperado, a andlise fitoquimica do extrato hexanico de
Phyllanthus amarus (EHPa) realizada no presente estudo mostrou a presenca de

lignanas, tais como filantina, nirantina, hipofilantina, filtetralina e 5-demetoxinirantina.
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Todas essas lignanas ja foram descritas na literatura para essa espécie (Kassuya et
al., 2006; Khatoon et al., 2006). Os dados obtidos por espectrometria de massas
foram comparados com os dados da literatura (Chang et al., 2003; Elfahmi et al.,
2006; Krithika et al., 2009) e dentre as lignanas encontradas no extrato hexanico, as
principais foram identificadas como filantina, 5-demetoxinirantina e nirantina. Em um
estudo realizado por Tripathi e colaboradores (2006), filantina e hipofilantina foram
as principais lignanas encontradas em espécies de Phyllanthus, especialmente em
Phyllanthus amarus, que também foram verificadas neste estudo. De acordo com
Krithika e colaboradores (2009), a filantina € a lignana que apresenta maior atividade
biolégica, sendo a principal lignana obtida das partes aéreas de Phyllathus amarus.
Lignanas do tipo diarilbutirolactona, tais como, hinoquinina e dextrobursehernina,
foram encontradas na espécie Phyllanthus urinaria (Wang and Lee, 2005) e também
foram encontradas em pequenas concentracdes neste extrato hexanico. Com
excecao das lignanas do tipo diarilbutirolactona, as demais lignanas ja foram
reportadas nesta espécie de Phyllanthus.

As lignanas isoladas de muitas plantas parecem ser responsaveis por
algumas atividades biolégicas, tais como o antagonismo do receptor de endotelina -
1 (ET-1), inibicdo do fator nuclear Kappa B (NFkB), inibicdo da 6xido nitrico sintase
(INOS) e cicloxigenase (COX 2) (Hussain et al., 1995; Hwang et al., 2003; Lee et al.,
2003). Esses achados citados acima podem esclarecer, em partes, as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria da Phyllanthus amarus, e foram confirmados por
Kiemer e colaboradores (2003), mostrando que o extrato hexanico da planta inibe
INOS, COX 2 e TNF-q, além e atenuar a ativacdo o NFkB.

Com a finalidade de observar os sinais produzidos pela administracdo aguda,

camundongos receberam 3 diferentes doses do extrato hexanico de Phyllanthus
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amarus (EPHa) (v.0.). Na triagem farmacol6gica inicial, apenas qualitativa, nao
foram observadas alteracbes nos parametros comportamentais (tremor, convulsao,
defecacdo, ambulacdo, piloerecdo) ou avaliados na analise macroscopica dos
orgaos. Estes resultados corroboram com os estudos que indicam baixa toxicidade
aguda com administracdo de diferentes extratos (aquoso e hidroalcodlico) de
Phyllanthus amarus (Lawson-Evi et al., 2008). E importante ressaltar que os
resultados obtidos neste teste representam uma impressao do provavel efeito da
planta (teste subjetivo), porém é essencial para o direcionamento da pesquisa
(Carlini, 1972; Paula-Freire et al., 2012).

Outro parametro que pode ser utilizado para indicar alguma alteracdo que
possa comprometer o estudo é a avaliacdo da coordenagdo motora dos animais,
avaliada pelo teste de rota rod. Se a planta em questdo apresentar atividade
neurotdxica ou acarretar em relaxamento muscular, este teste, junto aos dados da
triagem farmacoldgica, auxilia na escolha das doses a ser utilizadas nas avaliagbes
nociceptivas, de modo que as mesmas nao interfiram com os resultados (Dunham e
Miya, 1957).

Os animais submetidos ao teste para avaliar o efeito da planta sobre a
coordenacdo motora (rota rod) ndo apresentaram um prejuizo motor apdés o
tratamento com EHPa. No trabalho de Kassuya e colaboradores (2003) foram
descritos dados semelhantes, no qual as doses de 100 e 200 mg/kg do extrato
hexanico de Phyllanthus amarus, administradas por via oral também néo interferiram
com a coordenacao dos animais submetidos ao teste.

Com relacdo a avaliacdo antinociceptiva, somente a dose de 400 mg/kg do
EHPa foi capaz de elevar o tempo de permanéncia sobre a placa aquecida a 50 °C.

Os dados obtidos neste estudo contradizem os resultados encontrados por Gorski e
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colaboradores (1993), os quais relatam que o tratamento com extrato hidroalcodlico
de algumas plantas do género Phyllanthus (500 mg/kg, v.0.) ndo modificou a
resposta nociceptiva ao estimulo térmico no teste de tail-flick. Além disso, outro
estudo realizado com diferentes espécies de Phyllanthus (100 mg/kg, i.p.) também
demonstrou inefetividade dos extratos metandlicos no teste de tail-flick (Santos et
al.,, 1994). Em contraste com o teste da placa quente, que consiste de um
comportamento complexo (lamber da pata traseira, por exemplo), o estimulo nocivo
do tail-flick produz uma resposta nociceptiva simples, um reflexo de retirada da
cauda do calor (reflexo mediado pela medula) (Bannon e Malmberg, 2007). Embora
as plantas possam pertencer ao mesmo género, existe uma diferenca com relacéo a
extracdo utilizada nos estudos citados acima, o que pode ter contribuido com os
efeitos encontrados. Os achados relatam, em sua maioria, efichcia em modelos de
nocicepcao que envolvam também a inflamacéo (Santos et al., 1995; Catapan et al.,
2000; Santos et al., 2000).

No teste de nocicepcao induzida pela injecéo intraplantar de formalina, todas
as doses de Phyllanthus amarus foram capazes de inibir a fase aguda do teste e
reduzir a nocicepgdo na fase crbnica. Este teste possui duas fases distintas, uma
aguda na qual a resposta é causada pela ativacdo do nociceptores, e a fase crbnica
mediada por uma inflamacdo periférica podendo ser atenuada por drogas
antiinflamatorias (Hunskaar e Hole, 1987). O fato do extrato ser eficaz em ambas as
sugere que sua agao possa ser tanto antinociceptiva quanto antiinflamatoria.
Corroborando os resultados de Santos e colaboradores (2000) que demonstraram
gue o extrato hidroalcodlico de Phyllanthus amarus, incluindo outras espécies, foi
capaz de inibir ambas as fases da nocicep¢do neste modelo, evidenciando assim,

um efeito antinociceptivo e antiinflamtério.
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Apoés a confirmacéo do efeito do EHPa sobre a nocicepcéo, foi realizado um
experimento com o modelo de EAE para a padronizacdo da medida de
hipernocicepcdo. Os animais receberam a injecdo de MOG/CFA + Pertussis para
inducdo da EAE, e foram submetidos ao teste de von Frey a partir do 2° dia apos a
inducdo. A sensibilidade ao estimulo mecanico estava aumentada a partir 6° dia,
permanecendo até o 12° dia apds a inducdo da doenca, sendo que 0s primeiros
sinais clinicos (perda do tébnus da cauda) apareceram 10 dias apds a injecdo de
MOG3s555. Diversos estudos trazem resultados semelhantes aos observados, os
quais relatam alteracfes na resposta aos estimulos no von Frey a partir do 4° ou 5°
dia ap6s a inducdo da EAE, sendo que o teste foi interrompido no 12° dia. Os
autores destes trabalhos também verificaram o aparecimento dos sinais clinicos a
partir do 10° ap6s a inducdo (Rodrigues et al., 2009; Olechowski et al., 2009;
Teixeira, 2012; Yuan et al., 2012). Além disso, Thibault e colaboradores (2011)
relataram que o0s animais com EAE apresentaram alteracdes nas respostas
sensoriais, como hipernocicepcdo mecanica e alodinia térmica (frio ou calor). Por
outro lado, utilizando 2 modelos de EAE, um induzido pela MOG3s.55 (EAE cronica
com remisséo parcial) em camundongos da linhagem C57BL/6J e outro por PLP13g.
151 (surto e remissao) em camundongos da linhagem SJL/J, os autores recentemente
mostraram algumas diferencas no perfil de respostas a estimulos sensoriais
nociceptivos (Lu et al.,, 2012). Na EAE induzida por PLPi39.151, & alteragcdo na
resposta hipernociceptiva (von Frey filamentos) foi observada somente na fase
cronica (apods 28 dias). Ja nos animais que receberam a MOGg3s 55 esta alteracao foi
verificada no inicio dos sintomas da doenca (apos 10° dia da induc&o) e no pico da
doenca (17° dia), mas néo na fase cronica (Lu et al., 2012). Nao houve diferenca na

hipernocicepcdo logo apos a inducdo da EAE, como geralmente € descrito em
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outros trabalhos. Porém, os autores utilizaram uma escala de escore diferente da
empregada no presente estudo. No trabalho de Lu e colaboradores (2012), o escore
4 corresponde a ataxia de marcha e, pelos resultados demonstrados por eles, os
animais nao atingiram um escore que indicaria paralisia parcial ou total dos
membros posteriores. E provavel que este aumento no limiar de hipernocicepcéo
encontrado no pico da EAE relatada por estes autores seja decorrente desta
diferenca. Ainda que existam algumas diferencas metodoldgicas e divergéncias nos
resultados, as pesquisas concordam no ponto de que € possivel o estudo de
nocicepcdo nos modelos de EAE, contribuindo assim para a compreensao de
mecanismos envolvidos nesta mediagdo e com isso poder propor nNoOvos
tratamentos.

A coordenacao motora destes animais com EAE também foi avaliada do 2° ao
12° dia ap6s a inducdo. O prejuizo motor foi observado somente no grupo que
recebeu MOG/CFA + Pertussis a partir do 12° dia, o que ndo ocorreu com O0S
camundongos que receberam CFA + Pertussis, CFA + PBS ou PBS + Pertussis.
Esta falta de coordenacdo motora evidente no teste acompanha o aparecimento dos
sintomas clinicos, auxiliando na confirmacdo de um prejuizo que poderia
comprometer as respostas em outros testes, como no von Frey (Lynch et al., 2008;
Olechowski et al., 2009).

A diminuicdo do peso corporeo foi verificada no decorrer do desenvolvimento
da doenca apenas para os camundongos com a EAE. Estes achados corroboram o0s
resultados de outros estudos, que demonstram que animais com EAE perdem peso
no inicio (quatro dias) e na fase de pico da doenca (16 a 20 dias) (De Paula et al.,

2008; Rodrigues et al., 2009).
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Uma vez que o modelo de EAE e a medida de hipernocicepcdo foram
padronizados, a etapa seguinte foi a realizacdo de um experimento em que 0sS
animais foram tratados com EHPa, avaliados no von Frey e no rota rod apos a
inducdo da EAE. Com relacdo a coordenacdo motora e o peso corporeo dos
animais, ndo houve diferenca estatistica entre os animais tratados e aqueles do
grupo EAE (doente). O tratamento com o EPHa né&o foi capaz de prevenir o prejuizo
motor e nem a reducdo do peso. Porém, o modelo funcionou, pois foi descrito na
literatura que os animais que ndo recebem a injecdo com a MOGg3s55 (CTRL) ndo
apresentam prejuizo motor, e ganham peso corporeo durante o0 experimento
(Rodrigues et al., 2009).

Conforme descrito anteriormente, as plantas do género Phyllanthus
apresentam efeito antinociceptivo em diferentes modelos. No entanto, nenhuma das
doses de Phyllanthus amarus empregada no presente estudo foi capaz de reduzir a
hipernocicep¢cdo mecénica relacionada a EAE. Em contrapartida, Kassuya e
colaboradores (2006), utilizando um modelo de dor neuropética induzido por
constricdo parcial do nervo ciatico, demonstraram uma diminuicdo no limiar de
alodinia quando os animais receberam o tratamento oral com extrato hexanico de
Phyllanthus amarus. Embora o modelo de constricdo do ciatico seja considerado
ferramenta de estudo da dor neuropatica, possui alguns mecanismos de respostas
dolorosas diferentes das observadas na EAE. No modelo de EAE utilizado no
presente trabalho, ocorre o envolvimento direto do sistema imunoldgico e respostas
mediadas pela inflamagé&o cronica com desmielinizagéo central, em que células néo
neuronais como a microglia, macréfagos, astrécitos e células T fazem parte da
geracdo e manutencao da sensibilizacdo central e da dor neuropatica (Olechowski et

al., 2009). Além disso, Olechowski e colaboradores (2010) descreveram que ocorre
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um déficit nos transportadores de glutamato em camundongos com EAE, o que
poderia elevar o0 nivel extracelular desse neurotransmissor contribuindo para
aumentar a sensibilidade dolorosa. JaA no modelo de constricdo crénica do nervo
ciatico, a dor neuropatica é gerada por lesdo mecanica, acarretando no
recrutamento de algumas células do sistema imunolégico como, macrofagos,
neutrofilos e linfécitos, que liberam mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1B, IL-6 e
prostagladinas) que irdo agir localmente (Sud et al., 2008). Com a evolugéo da dor
neuropatica, a via de transmissdo dolorosa também sera sensibilizada por estes
mediadores (Sud et al.,, 2008). Um estudo monstrou que o extrato hexanico de
Phyllanthus amarus, em um modelo de inflamacdo, inibiu a producéo de 6xido nitrico
e prostaglandina E», e ativou vias de NF-kB e das interleucinas IL-1B e IL-10, além
de reduzir a quantidade de TNFa (Kiemer et al., 2003). Outros trabalhos também
evidenciaram que animais tratados com extrato hexanico de Phyllanthus amarus
apresentaram reducdo do edema de pata e inibicdo de IL-1B e bradicinina, assim
como a inibicdo da alodinia induzida por constricdo cronica do nervo ciatico
(Kassuya et al., 2003, 2005). E importante notar que as lignanas encontrados no
EHPa possuem estruturas semelhantes. No entanto, foi demonstrado que esta
semelhanca ndo reflete em uma atividade bioldégica comum. Assim, somente a
nirtetralina foi capaz de deslocar a endotelina-1 do seu receptor, sendo que a
filantina se mostrou ineficaz para isto (Hussain et al., 1995). As lignanas presentes
no EHPa nédo foram quantificadas neste trabalho. A percentagem de area do pico
obtida no cromatograma indica a filantina, a nirantina e a 5-demetoxinirantina como
0s constituintes principais, predominando a filantina. Deve ser considerado que a
filtetralina, a nirtretalina e a nirantina, quando administradas isoladamente e por

injecdo intraplantar, promoveram efeito anti-inflamatério marcante (Kassuya et al.,
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2006). O falta de efeito do extrato observada no presente trabalho pode estar
relacionada ao fato de que a filltetralina, nirtretalina e nirantina estavam misturadas
com outras lignanas, além de seu baixo teor encontrado. Por outro lado, foi relatado
também que a filantina, hipofillantina, filtetralina e nirantina do extrato metandlico de
Phyllanthus niruri L. apresentou baixa biodisponibilidade quando administrado em
animais saudaveis (Murugaiyah e Chan, 2007). Também foi demonstrado por Mali e
colaboradores (2011) que o extrato aquoso de Phyllanthus amarus, padronizado em
2,5% de filantina e hipofilantina possui atividade anti-artrite induzida pelo CFA,
reduzindo a hipernocicep¢do mecéanica avaliada pelos testes de Randall e Selito e
von Frey filamentos. Esses efeitos citados acima nao foram observados no presente
estudo. Todos os mecanismos anteriormente descritos podem estar envolvidos na
inibicdo da nocicepgdo e inflamagédo exercidas pela Phyllanthus amarus, mas
provavelmente, ndo sdo 0s mesmos mecanismos e mediadores envolvidos na
hipernocicepc¢do no modelo de EAE.

O tratamento com EHPa néo foi capaz de interferir com o curso da EAE. Nao
foram encontrados dados na literatura sobre o efeito das plantas pertencentes ao
género Phyllanthus, no modelo de EAE. Porém, em um estudo realizado com o
extrato aquoso de Phyllanthus niruri, foi evidenciado um aumento na proliferacédo de
linfécitos T e B e na producéo de IFN-y (cultura de esplenocitos de camundongos)
(Nworu et al., 2010). Além disso, também foi relatado que a nirantina, uma lignana
isolada da Phyllanthus amarus, induziu uma diferenciagéo de linfécitos, polarizando
a resposta para Thl com aumento de secrecdo de IFN-y exibindo assim uma
atividade microbicida em cultura (Chowdhury et al., 2012). Ainda que nestes estudos
as células T efetoras produtoras de INF-y (que sdo células patogénicas na EAE)

estejam aumentadas, ndo € possivel inferir que 0 mesmo ocorreria no presente
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estudo. Como néo foram observadas mudancas no desenvolvimento da EAE, a
atividade do EHPa sobre a proliferacdo dos linfocitos e a producéo de IFN-y néo foi
investigada.

Outros estudos envolvendo diferentes métodos de extracdo poderiam ser
realizados, os quais extrairiam diferentes compostos, que ndo as lignanas, que
talvez fossem capazes de agir sobre a hipernocicepcdo por meio de outros

mecanismos no modelo de encefalomielite autoimune experimental.
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7. ETAPA 3

A ideia inicial desta etapa era utilizar o 6leo de copaiba (Copaifera multijuga)
gue possui efeitos analgésicos ja descritos mas, devido as dificuldades burocraticas
(CGEN e IBAMA) para conseguir 0 material biolégico, optou-se por substitui-lo por
um dos seus constituintes majoritarios, o trans-cariofileno. Como este composto ja
vem sendo empregado em outros estudos do nosso grupo, ndo foi necessaria a
realizacdo de teses preliminares. Portanto, esta etapa foi realizada com intuito de
verificar o efeito do tratamento com trans-cariofileno na hipernocicepcdo no modelo
de encefalomielite autoimune experimental (EAE) e seu possivel mecanismo de

acao.

7.1. Objetivos especificos:
e Avaliar o efeito do tratamento crénico com trans-cariofileno na
hipernocicepcdo no modelo de EAE
e Verificar se os sistemas canabindide e opiodide participam desse efeito
e Avaliar a resposta imune adapativa por meio da proliferacdo das

células T CD4" e producéo de IFN-y

7.2. Métodos
7.2.1. Tratamento crénico com trans-cariofileno no modelo da EAE
Para a realizacdo do presente experimento, foi seguido o protocolo descrito
anteriormente, no qual a EAE foi induzida com a MOGs3s.55 € a hipernocicepgao e
coordenacdo motora foram avaliadas. Os animais receberam trans-cariofileno

diluido em agua com 1% de Tween 80, nas doses de 3, 10 ou 30 mg/kg (v.0.), logo
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apos a inducédo da EAE, e durante os 26 dias consecutivos. O desenvolvimento da
EAE foi acompanhado diariamente a partir do aparecimento do primeiro sinal clinico,
a partir 10° dia. O peso dos animais foi verificado a cada 4 dias e a coordenacao
motora e a hipernocicepcao foram avaliadas a cada 2 dias, cerca de 60 minutos
apos o tratamento. Essas avaliagdes comportamentais foram interrompidas no 12°
dia, devido ao desenvolvimento da doenca, impossibilitando a continuidade destes

testes. No 26° dia os animais foram eutanasiados por decapitacdo (Figura 17).

Sinais clinicos

Diariamente

| ] I I
I | | 1 |

0\‘:_ 2° 4° 6° 8° 10° 12° ﬁ°
EAE I

Trans-cariofileno (3, 10, 30 mg/kg) veiculo (agua
+ 1% Tween 80) (vo)

Peso: a cada 4 dias

Figura 17: Esquema do tratamento crénico com trans-cariofileno e testes comportamentais.

7.2.2. Mecanismo de acéao do trans-cariofileno no modelo de EAE

O objetivo deste experimento foi investigar o mecanismo de agéo pelo qual o
trans-cariofileno reduz a hipernocicep¢cdo no modelo da EAE. Uma vez que as 3
doses administradas foram efetivas em diminuir a hipernocicec¢ao, foi escolhida a
dose intermediaria (10 mg/kg). No 6° dia apés a inducdo da EAE, os animais foram
tratados com veiculo (grupo EAE, v.0., n=12), ou trans-cariofileno (grupo TRANS 10

mg/kg, v.0., n=12). No 8° dia, esses animais foram redistribuidos em 4 grupos: 1)
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EAE veiculo + salina, 2) EAE veiculo + naloxona, 3) TRANS + salina e 4) TRANS +
naloxona. O tratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p.) ou salina (0,1 mL/g) foi feito 30
minutos antes do tratamento com trans-cariofileno ou veiculo (v.0.); Sessenta
minutos apos a administracao oral, foi feita a avaliacdo no teste de von Frey. No 10°
dia foi repetido o tratamento nos mesmos grupos que no 6° dia para verificar se ndo
haveria um efeito residual da naloxona administrada no 8° dia. No 12° dia, os
animais que haviam recebido naloxona no 8° dia receberam AM630 (1 mg/kg, ip) ou
veiculo (salina com DMSO 3%) 30 minutos antes de receberem trans-cariofileno ou
veiculo (Agua com Tween 80). Ap6s 60 minutos, eles foram novamente avaliados no
teste de von Frey. Para verificar o desenvolvimento da doenca, esses animais foram

observados por 26 dias consecutivos, a partir do 10° dia apos a inducdo da doenca

(Figura 18).
Trans-cariofileno
(10 mg/kg) ou veiculo (agua
+ 1%Tween 80) (v.0.) Sinais clinicos
von Frey Diariamente
1] | |
0 6° 8° 10° 12° 26°
S R |
Naloxona (1 mg/kg, AM 630 (1 mg/kg, i.p.)
i.p.) ou Salina — 30 ou Salina (DMSO) - 30
min antes do Trans- min antes do Trans-
cariofileno ou veiculo cariofileno ou veiculo

Figura 18: Esquema do tratamento agudo com trans-cariofileno (4 administracdes) e com os

antagonistas (naloxona e AM630) e teste de von Frey.
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7.2.3. Andlise daresposta imune

Para os experimentos de analise da resposta imune ex vivo, 0s animais foram
imunizados conforme o procedimento ja descrito. Contudo, a injecdo foi feita nas
patas traseiras e a toxina de Bordetella pertussis nao foi injetada. Estes animais
foram distribuidos em 2 grupos com 4 camundongos em cada, e receberam somente
a dose de 10 mg/kg do trans-cariofileno ou veiculo durante 7 dias consecutivos. Sete
dias apds a imunizacéao, os linfonodos drenantes foram coletados e colocados em 5
ml de Hanks com soro fetal bovino a 10% em tubos falcon de 15 ml. Os linfonodos
foram macerados no cell strainer (70 um acoplado a um tubo falcon com 50 mL),
com o embolo de uma seringa de 3 ml. As células dos linfonodos (popliteo e
inguinal) foram lavadas com solucdo de Hanks e centrifugadas a 1500 rpm por 5 min
a 4°C, em seguida ressuspensas em PBS e transferidas para tubos de 15 ml. Logo
apos foi retirada uma aliquota, corada com azul de Tripan e as células foram
contadas em camera de Neubauer. As células foram lavadas com RPMI 1640
(Gibco-BRL) suplementado com B-Mercapetanol 62,5 uM (Sigma # 01496DK),
aminoacidos ndo essenciais (BioWhittaker™ #13-114E), Piruvato de sédio 1 mM
(Gibco® #11360-070), 50 unidades/ml penicilina e 50 pg/ml streptomicina (PenStrep
Gibco® 15070-063), L-glutamina 200 mM (GlutaMax Gibco® #35050-061), Mem
Vitamin Solution 100 pg/mL (Gibco® #11120-052). As amostras foram incubadas em
gelo por 5 minutos, em seguida foram centrifugadas e ressuspensas em RPMI
completo. Em seguida, o volume das amostras foi ajustado com meio de cultura e
plaqueado 3x10° células/pogos (240 pl/poco) em placas de 96 pocos com fundo em
U. As células dos linfonodos drenantes foram reestimuladas em cultura com
peptideo de MOGg3s.55 has concentragfes de 10 ou 100 pg/ml (Basso et al., 2008).

As células ficaram em cultura por 48 horas e as concentracbes de citocinas

61



ETAPA 3

presentes nos sobrenadantes foram avaliadas pelo método de ELISA; a proliferacéao

das células foi verificada por citometria de fluxo.

7.2.3.1. Proliferacéo celular (citometria de fluxo)

As células dos linfonodos drenantes foram marcadas com o corante Cell
Proliferation Dye por 15 minutos em estufa com CO, 5% a 37°C, lavadas em meio
de cultura e cultivadas em meio RPMI completo na presenca de 10 ou 100 pg/ml de
MOG3s.55, em triplicata ou apenas com meio de cultura (SEM EST), em duplicata,
para a ativacdo de células T antigeno-especificas por 72 horas. As células foram
marcadas com anti-mouse CD4 conjugado com PE (ficoeritrina), lavadas e
ressuspensas em PBS. A proliferacdo de células T CD4+ foi avaliada por meio da
analise da diluicdo do corante de proliferacdo eFlour 670 (eBioscience) na citometria

de fluxo (Pope et al., 1996).

7.2.3.2. Ensaio imuno-enzimético (ELISA)

As concentracdes de INF-y foram dosadas no sobrenadante de cultura das
células dos linfonodos drenantes, reestimuladas com MOGg3s.s5 has concentracdes
de 10 e 100 pg/mL, em triplicata ou apenas com meio de cultura (SEM EST), em
duplicata. As aliquotas do sobrenadante foram adicionadas em placas de 96 poc¢os
sensibilizadas com anticorpos especificos do kit comercial de INF-y (eBioscience,
San Diego, CA, USA). As concentracdes das citocinas foram determinadas por um
leitor de densidade Optica (450 nm), utilizando curvas padrdes de acordo com as

instrugdes do fabricante.
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7.3. Analise estatistica

Na andlise dos resultados, testes paramétricos e nao paramétricos foram
utilizados, levando-se em consideracao a natureza das variaveis estudadas. Kruskal-
Walllis e Friedman seguido de Wilcoxon quando necessario foram empregados para
comparar a resposta dos animais no teste de coordenacdo motora (rota-rod) e no
desenvolvimento da doenca. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar a
producdo de citocina e a proliferacdo de linfocitos Os demais resultados foram
avaliados através da analise de variancia ANOVA de medidas repetidas. Os dados
do desenvolvimento da doenca também foram analisados (apds a somatéria dos
escores) e 0os do mecanismo de agdo por ANOVA de uma via ou teste t-Student. O
nivel de significancia considerado foi p < 0,05. Todos os resultados estdo

apresentados como média + erro padrdo da média (EPM).

7.4. Resultados - Tratamento com trans-cariofileno no modelo de EAE

7.4.1. Desenvolvimento da EAE

O primeiro sinal de desenvolvimento da doenca, como perda do tonus da
cauda, apareceu no 10° dia apés a inducao da EAE. No 18° dia (pico da doenca)
75% dos animais do grupo controle apresentavam paralisia parcial ou total dos
membros inferiores. Para os grupos tratados, esses sintomas foram observados em
62% dos animais que receberam a dose 3 mg/kg, em 50% para a dose de 10 mg/kg
e 57% para a dose de 30 mg/kg. A administracdo repetida do trans-cariofileno nas
doses de 3, 10 ou 30 mg/kg nao foi capaz de modificar o desenvolvimento da EAE
(He, n=31y =0,17, p<0,99) (representacéo estatistica do 18° dia) (Figura 19 A). Os

dados também estéo representados pela somatéria dos escores clinicos (representa
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a média global de escore), e nenhum dos grupos tratados difere estatisticamente do

grupo EAE (F327)=0,13, p<0,95) (Figura 19 B).
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Figura 19: Influéncia do tratamento com trans-cariofileno sobre o desenvolvimento da EAE.
A) Os animais foram tratados com as doses de 3, 10 ou 30 mg/kg, e o aparecimento dos
sinais clinicos foram avaliados por 26 dias consecutivos. B) somatoria dos escores de cada
animal (escore cumulativo). Os dados estdo representados em Média + EPM. (Kruskal-

Wallis e ANOVA de uma via n.s., n=7-8/grupo).
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Com relacéo ao peso dos animais, avaliado a cada 4 dias, o tratamento com
trans-cariofleno ndo preveniu a diminuicdo (Fe162=6,02, p<0,001) do peso
observado durante o desenvolvimento da doenca quando comparado a medida

basal (Figura 20).
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Figura 20: Peso corp6reo em animais tratados com trans-cariofileno no modelo de EAE. Os
dados estdo representados pela Média + EPM. *Diferenca em relacdo a medida basal
(ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguida de Newman-Keuls, p<0,05, n=7-

8/grupo).

7.4.2. Medida da coordenacao motora (rota rod)

A coordenagdao motora foi avaliada em dias alternados, e o teste foi
interrompido no 12° dia, pois alguns animais ja estavam doentes. O desempenho
motor, dentro do mesmo grupo, foi reduzido ao longo dos dias (Tabela 5). A
diferenca foi encontrada no 10° e 12° dias, em relagdo a medida basal (Friedman

(N=8,df=6)=17,81, p<0,006) para o grupo CTRL, e entre 0 basal e 0 12° dia para os
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animais tratados com a dose de 3 mg/kg (Friedman (N=8,df=6)=16,06, p<0,01) e 30
mg/kg (Friedman (N=8,df=6)=12,28, p<0,05). Ndo houve diferenca estatistica entre
0S grupos tratados com o trans-cariofileno quando comparados ao grupo CTRL
(Kruskal-Walllis, H, n=31)= 0,57, p<0,90). O tratamento ndo foi capaz de modificar a

coordenacgdo motora.

Tabela 5: Avaliagdo da coordenagdo motora (rota rod) em camundongos com EAE tratados

com trans-cariofileno.

Tempo de Permanéncia no Rota Rod (seg)
(Média £ EPM)

Grupos
Intervalo de Observacéo (dias)
Basal 2° dia 4° dia 6° dia 8° dia 10° dia 12° dia
EAE 116,8+3,1 106,5+6,7 115,8+2,8 116,5+3,5 103,5+5,1 85,5+11,5* 64,7+19,3*
3 mg/kg 115,6+4,3 111,656 105,7+5,4 115,3x4,6 105,1+6,1 96,3+£10,2 62,9+£15,5*
10 mg/kg 118,1+1,8 115,7+4,2 113,1+45 110,3t5,1 108,5t5,6 97,1+12,1 83,8+16,7

30 mg/kg 114,3+3,7 106,8+6,4 106,8+7,1 110,0+6,7 116,1+3,8 82,4+19,5 56,5+19,8*

(Kruskall-Wallis n.s.; Friedman seguido de Wilcoxon * diferenc¢a intra-grupo, p<0,05, n=7-8).

7.4.3. Hipernocicepg&o mecanica (von Frey eletronico)

A avaliacdo da hipernocicepcao foi realizada a cada 2 dias, e no 12° dia foi
feita a ultima medida, uma vez que alguns animais ja apresentavam sinais de
desenvolvimento da doenca. Todos os grupos tratados com trans-cariofileno, nas 3
doses empregadas, diferiram estatisticamente do grupo EAE a partir do 6° dia, até o
12° dia (F @5, 135= 3,61 , p<0,001) (Figura 21). Nao houve diferenca entre as doses
de trans-cariofileno, ou seja, todas parecem atenuar de maneira semelhante a

hipernocicepcao induzida pela EAE.
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Figura 21: Intensidade de hipernocicep¢do mecéanica em camundongos tratados com trans-
cariofileno no modelo de EAE. Os dados estédo representados pela Média + EPM. *grupos
tratados com trans-cariofileno estatisticamente diferente do grupo CTRL. (Anova de medidas
repetidas seguida de Newman-Keuls, p<0,05, n=7-8/grupo).

7.4.4. Mecanismo de acao do trans-cariofileno no modelo de EAE

A administracdo aguda do trans-cariofileno na dose de 10 mg/kg, no 6° dia se
mostrou eficaz em reduzir a hipernocicepcdo quando comparado aos animais do
grupo EAE (veiculo) (t=9,01, p<0,001) (Figura 22 A). Esse efeito foi revertido pela
administracdo do antagonista opidide, naloxona, no 8° dia ap0s a inducdo da EAE
(F@, 23= 18,45, p<0,001) (Figura 22 B). No 10° dia, foi observado o efeito do trans-
cariofileno sobre a hipernocicepcdo, mostrando que nédo houve efeito residual da
naloxona administrada no 8° dia (F, 24= 54,47, p<0,001) (Figura 22 C). O efeito do
trans-cariofileno também foi inibido no 12° dia quando os animais receberam um
antagonista canabinoide, o AM630 (F, 23= 19,38, p<0,001) (Figura 22 D). O fato

dessas duas drogas antagonistas terem bloqueado o efeito anti-hipernociceptivo do
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trans-cariofileno, sugere que sua acdo possa ser mediada pelo sistema opidide e

canabindide.
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Figura 22: Avaliacdo do efeito anti-hipernociceptivo do tratamento com trans-cariofileno no

modelo de EAE. A) Efeito agudo do tratamento com trans-cariofileno (10 mg/kg). B) Efeito

do pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg). Os dados estédo representados pela Média +

EPM. *grupo tratado com trans-cariofileno estatisticamente diferente dos outros grupos.

(teste t-Studant e ANOVA de uma via p<0,05, n=12 ou 6/grupo).
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Figura 22: Avaliacdo do efeito anti-hipernociceptivo do tratamento com trans-cariofileno no
modelo de EAE. C) Efeito agudo do tratamento com trans-cariofileno (10 mg/kg). D) Efeito
do pré-tratamento com AM630. Os dados estdo representados pela Média + EPM. *grupo
tratado com trans-cariofileno estatisticamente diferente dos outros grupos (ANOVA de uma

via p<0,05, n=12 ou 6/grupo).

Com relacdo ao desenvolvimento da doenca, os primeiros sinais clinicos
foram observados a partir do 12° dia apos a inducédo da EAE. No 19° dia, cerca de

75% dos animais do grupo EAE e 55% do grupo tratado com trans-cariofileno
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estavam com 0s membros posteriores parcial ou totalmente paralisados (pico da
doenca). O tratamento intercalado (4 administrac6es) com trans-cariofileno na dose
de 10 mg/kg nado foi capaz de modificar o desenvolvimento da doenca quando

comparado ao grupo EAE (Mann-Whitney p<0,40), como ilustra a Figura 23.

EAE
-+ 10 mg/kg

Escore Clinico

O' T T T T T T T T

10 12 14 16 18 20 22 24 26
Dias ap6s a inducéo da EAE

Figura 23: Influéncia do tratamento agudo com trans-cariofileno sobre o desenvolvimento da
EAE. Os animais receberam 4 administracfes agudas do trans-cariofileno (10 mg/kg), e o
aparecimento dos sinais clinicos foi avaliado até o 26° dia. Os dados estdo representados
em Média £+ EPM (Mann-Whitney n.s., n=12/grupo).

7.4.5. Proliferacao

As células dos linfonodos drenantes de animais imunizados foram marcadas
com corante de proliferacdo e reestimuladas in vitro com o peptideo MOGg3s.55. Na
analise dos resultados, observou-se que ndo houve diferenca significativa na
porcentagem de células que proliferaram nos animais tratados com trans-cariofileno

em relacdo aos animais controle (Mann-Whitney p<0,88) (Figura 24).
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Figura 24: Proliferacdo das células T CD4" dos linfonodos drenantes de animais imunizados
e tratados com trans-cariofileno ou veiculo. Os dados estdo representados pela Média +
EPM (Mann-Witney n.s., n=4/grupo).

7.4.6. Producao de IFN-y

A producdo de IFN-y foi quantificada no sobrenadante das células
reestimuladas com o peptideo MOGss.ss in vitro. A producdo de IFN-y pelas células
dos animais tratados com trans-cariofileno foi semelhante aquela observada nas

células do grupo EAE (Mann-Whitney p<0,68) (Figura 25).
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Figura 25: Producédo de IFN-y pelas células dos linfonodos drenantes apds reestimulo com
MOG3s555 de animais tratados com trans-cariofileno. Os dados estdo representados pela
Média + EPM (Mann-Witney n.s., n=4/grupo).
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7.5. Discusséao da Etapa 3

Estudos tém demonstrado que plantas medicinais ricas em 0leos essenciais
contendo em sua composicao terpenos, apresentam efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatoério em modelos animais (Fernandes et al., 2007; Gomes et al., 2007). No
presente trabalho o trans-cariofileno, um sesquiterpeno, reduziu a hipernocicep¢ao
no modelo de EAE, tanto aguda como cronicamente. Foi demonstrado por Chavan e
colaboradores (2010) que o 6xido de cariofileno, um terpeno isolado da casca da
Annona squamosa L. (Annonaceae) (fruta-do-conde), possui atividade
antinociceptiva central e periférica, e também efeito anti-inflamatério. Além disso, o
trans-cariofileno mostrou-se capaz de reduzir as citocinas, TNF-a, IL-18 e IFN-y em
um modelo experimental de colite induzida por dextran sulfato de sodio, e esse
efeito anti-inflamatério foi revertido pela administracdo (i.p.) de um antagonista
(AM630) de receptores CB, (Bento et al., 2011). Esses dados em conjunto sugerem
que o trans-cariofileno possa atuar diminuindo a inflamag¢do e consequentemente
atenuando a nocicepgao.

Foi demonstrado por Gertsch e colaboradores (2008), através da técnica de
“binding”, que o trans-cariofileno € um agonista de receptores CB,. Estes receptores
estdo acoplados a proteina Gi, que inibe a adenilato ciclase e estimula a atividade
da proteina-quinase ativada por mitdgeno (MAP quinase) (Di Marzo et al., 2004).
Apesar de conhecidas as atividades analgésicas exercidas pelos agonistas néo
seletivos de receptores canabindides, também existem evidéncias que apoiam 0 uso
de agonistas seletivos de CB, para o tratamento da dor (Guindon e Hohmam, 2008).
No estudo de Malan e colaboradores (2001), a administracdo de um agonista
(AM1241) especifico de receptores CB, reduziu a nocicep¢ao induzida por estimulo

térmico (teste de Hargreaves) em ratos. Yamamoto e colaboradores (2008) também
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verificaram a participacdo central dos receptores CB, por injecdo intratecal (JWH-
133) no modelo de constricdo parcial do nervo ciatico. Além disso, foi evidenciada
uma acao antinociceptiva exercida pelo agonista seletivo (AM1241), sugerindo que a
ativacdo do CB; contribui com antinocicep¢ao via canabinoide (Ibrahim et al., 2006).
Dados do nosso laboratorio demostram que o pré-tratamento com antagonista CB;
(AM630), no modelo de constricdo cronica do nervo ciatico bloqueia o efeito anti-
hipernociceptivo, ao estimulo térmico (placa aquecida), exercido pelo trans-
cariofileno (dados nédo publicados). No presente estudo, este antagonista
canabindide também foi capaz de bloquear o efeito anti-hipernociceptivo exercido
pelo trans-cariofileno na dose de 10 mg/kg. Estes dados corroboram os descritos
acima, indicando a participacdo da via canabindide na modulacdo da
hipernocicepcao, especialmente pelos receptores CB..

Conforme mencionado anteriormente, dados da literatura apontam o0s
canabindides como potenciais moduladores da nocicepcdo, uma vez que drogas
agonistas interferem com a transmissao nociceptiva (Harris et al., 2000; Chapman,
2001). A distribuicdo dos receptores canabindides tipo 1 (CB;) centrais ja € bem
descrita, ja os CB, tém sido associados com sua presenca periférica (Compton et
al.,1993). Foi relatada a presenca de CB, em diversas regifes do sistema nervoso
central de ratos, tais como o cerebelo e 0 hipocampo (Suarez et al., 2008, 2009),
cortex, amigdala (Van Sickle et al., 2005), tdlamo e substancia cinzenta
periaquedutal (PAG), embora em quantidades menores que os CB; (Gong et al.,
2006). A expressdo de CB, em locais de processamento e modulacdo da
nocicepcao, como a PAG e o tdlamo sugere que este receptor possa modular a
neurotransmissao nociceptiva, direta ou indiretamente (Gong et al.,, 2006). Foi

evidenciado por Jhaveri e colaboradores (2008) que os receptores CB, tém um
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papel funcional na modulacdo de repostas nos neurénios do talamo em condicdes
de dor neuropatica. A medula espinhal e o ganglio da raiz dorsal sdo regibes
centrais que expressam CB, em neuropatias dolorosas (Zhang et al., 2003;
Wotherspoon et al., 2005), e estes receptores também podem ser encontrados em
algumas ceélulas ndo-neuronais, como células da glia (astrécitos e microglia) e
endoteliais (Brusco et al., 2008a, 2008b; Chin et al.,, 2008). A expressao dos
receptores CB, nas células da glia parece estar relacionada a processos
neuroinflamatérios e neurodegenerativos (Zhang et al., 2003; Ashton et al., 2007).
Neste contexto, as drogas agonistas poderiam auxiliar no controle da inflamacéo em
doencas como a esclerose multipla (EM) (Carrier et al., 2005). A administracao de
agonistas canabindides sintéticos (WIN-55,212,-2 e JWH-015) em animais com
encefalomielite autoimune experimental (EAE), melhorou o déficit neuroldgico,
reduziu a ativacdo da microglia e diminui a infiltracéo de linfécitos T (Arévalo-Martin
et al., 2003). Vale ressaltar que o sistema canabindide interage com o sistema
opioide provavelmente por modulagdo indireta, uma vez que agonistas seletivos de
CB,, como o0 AM1241, promovem a liberacdo de precursores de B-endorfinas pelos
queratinécitos, que ativam receptores J opioides, levando a antinocicepcao (Ibrahim
et al., 2006). Outra fonte de liberacdo de B-endorfinas, sdo as células do sistema
imunologico (Stein et al.,, 1990), e os receptores CB, estdo presentes em varias
células deste sistema tais como células B, NK, mondcitos/macrofagos, neutroéfilos e
linfécitos T (Galie'gue et al., 1995). Os canabindides também parecem induzir a
sintese e liberacdo de agonistas opioides enddégenos que poderiam potencializar a
antinocicepg¢ao como, por exemplo, a dinorfina na medula espinhal (Houser et al.,
2000; Cichewicz e McCarthy, 2003). No presente trabalho foi demonstrado que a

administracdo de naloxona, um antagonista opibide, inibiu o efeito anti-
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hipernociceptivo do trans-cariofileno. Estes resultados corroboram os descritos
acima sugerindo a participacdo do sistema opioide no mecanismo de reducdo da
hipernocicepcdo exercido por este pricipio ativo. Contudo, também existem
evidéncias da participacao de receptores adrenérgicos do tipo a-2 na antinocicepcéo
mediada por canabindides. Lichtman e Martin (1991) mostraram que a administracao
intratecal de iombina, antagonista de receptores adrenégicos a-2, bloqueia o efeito
antinociceptivo exercido pelo A°-THC (sistémico).

Embora o trans-cariofileno tenha exercido um papel importante na reducao da
hipernocicepcdo, a administracdo deste composto ndo interferiu com o
desenvolvimento da EAE, o peso ou a coordenacdo motora; bem como, nao foi
capaz de reduzir a proliferacdo dos linfécitos T CD4+ e nem a producéo da citocina
IFN-y. Sao escassos os trabalhos da literatura que descrevem a interacdo do trans-
cariofileno com células do sistema imunologico e seu papel sobre a producéo e
liberacdo de citocinas. Bento e colaboradores (2011) encontraram uma reducao de
IFN-y em animais com colite induzida por dextran sulfato de s6dio e tratados com a
dose de 50 mg/kg do trans-cariofileno. Talvez esta diferenca se deva ao fato da dose
empregada no presente estudo ser menor (10 mg/kg) e também aos mecanismos
imunolégicos envolvidos nos dois modelos serem diferentes. As respostas na colite
induzida pelo dextran estdo relacionadas a participagao principalmente das células
da imunidade inata, como os macrofagos, secretando TNF-a, embora os linfécitos T
estejam presentes em menor quantidade (Ohakawara et al., 2008). Ja no modelo de
EAE, a resposta € mediada especialmente pelas células da imunidade adaptativa,
como os linfécitos T, que irdo secretar IFN-y, uma das citocinas responsaveis pela
neuroinflamacédo na doenca, mas também ocorre a participagcdo de outras ceélulas

imunes que migram para o SNC (mondcitos/macréfagos) (Gold et al., 2006).
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Ainda, se o tratamento fosse capaz de prevenir o desenvolvimento da doenca,
consequentemente a hipernocicepcdo também poderia ser afetada. Segundo
Olechowski e colaboradores (2009) a hipernocicepcdo no modelo de EAE é
decorrente de uma série de alteracdes, como 0 aumento e ativacdo de células da
glia (microglia e astrocitos) e células do sistema imunologico (linfocitos T, B e
monaocitos) que auxiliam na geracdo e manutencdo da dor neuropatica. Outro
mecanismo seria pela diminuicdo dos transportadores de glutamato com
consequente aumento deste neurotransmissor, gerando excitocicidade e
sensibilizacdo da via de transmisséo dolorosa (Olechowski et al., 2010). Além disso,
foi demonstrado por Lisi e colaboradores (2012) que a admininistracdo de
rapamicina (antibiético, imunossupressor e anti-tumoral) inibe a dor neuropatica por
diminuicdo do infiltrado de células T no sistema nervoso central e da liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias em camundongos. Uma vez que esta reducédo de ativacao
das células T, de células da glia, e menor producéo e liberacdo de citocinas poderia
evitar um dano axonal, ou morte dos oligodendrocitos que € observado no modelo

de EAE.
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CONCLUSOES GERAIS

O extrato hexanico de Phylllanthus amarus contém as lignanas filantina, 5-
demetoxinirantina e niratina, conforme descrito na literatura. As doses
empregadas nos testes iniciais ndo promoveram alteracées comportamentais

marcantes nos testes iniciais.

Somente a dose de 400 mg/kg foi eficaz na reducdo da nocicep¢cdo gerada
por estimulos térmicos. Porém, o tratamento com as 3 doses do extrato foi
capaz de reduzir a nocicepcao tanto na fase aguda quanto na crénica no teste

de formalina na pata. De forma ndo dependente de dose.

O extrato rico em lignanas nao foi capaz de interferir com o curso da doenca,
com a coordenagcdo motora ou com a perda de peso, tampouco exerceu

atividade anti-hipernociceptiva no modelo usado neste estudo.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o trans-cariofileno
possui uma atividade anti-hipernociceptiva relevante, e parece exercer sua
acao por modulacao dos sistemas canabindide e opioide, sugerindo que este
composto pode ser benéfico no tratamento da dor neuropatica relacionada a

esclerose mutipla
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