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RESUMO

POTENCIAL FARMACOLOG[CO DA BERGENINA PARA O CONTROLE DA DOR
INFLAMATORIA: UM ESTUDO PRE-CLINICO

Bergenina, um C-glicosideo de acido galico que tem sido isolado em varios géneros
de plantas, exibe atividade imunomoduladora através do balangco da producao de
citocinas Th1/Th2. Inibidores da producdo de citocinas podem exibir atividade
modificadora da doenca, representando uma melhor estratégia terapéutica para o
controle das doencas inflamatérias. Considerando o papel chave das citocinas
durante a hiperalgesia inflamatéria, o presente estudo foi elaborado para avaliar se a
bergenina, extraida de Cenostigma gardnerianum, possui propriedades
antinociceptivas em modelos de dor inflamatéria e investigar possiveis mecanismos
envolvidos com esses efeitos. O pré-tratamento agudo dos camundongos com
bergenina (12.5-100 mg/kg IP) produziu inibicdo dose-dependente das contor¢des
abdominais induzidas por acido acético. Do mesmo modo, o tratamento com
bergenina (50 e 100 mg/kg) inibiu ambas as fases do teste de formalina. Em adicao,
a administragéo de bergenina (50 e 100 mg/kg IP) inibiu a hiperalgesia mecanica,
edema de pata e produgdo local de citocinas hiperalgésicas (TNF-a e IL-1B)
induzidos por Adjuvante Completo de Freund (CFA). Por outro lado, a produgéo local
de IL-10, uma citocina antiinflamatéria, ndo foi afetada pela bergenina (100 mg/kg
IP). Descartando a contribuicdo de IL-10 para a antinocicepgdo da bergenina, sua
administracdo produziu antinocicep¢édo de similar padrdao em camundongos
selvagens e deficientes em IL-10. Em outra série de experimentos, demonstramos
que camundongos tratados com bergenina (100 mg/kg IP) ndo mostraram nenhuma
alteracdo do desempenho motor nos testes de rota rod e campo aberto. No ensaio
de citotoxicidade in vitro, bergenina a 100 ug/ml ndo apresentou citotoxicidade. Do
mesmo modo, a administracdo sub-crénica de bergenina n&o causa toxicidade
sistémica detectavel, como evidenciada pela analise de padrbes comportamentais,
toxicidade gastrica, contagem de leucocitos e dosagens de uréia, creatinina, ALT e
AST. Os resultados apresentados aqui demonstram que a bergenina tem
consistentes propriedades antinociceptiva e antiinflamatoéria, atuando através da
inibicdo da producdo de IL-1B e TNF-a. O presente estudo indica o potencial
terapéutico da bergenina para o controle da dor inflamatéria, entretanto, o preciso
mecanismo pelo qual esta molécula exerce sua agao farmacolégica esta ainda sob
investigacéo.



ABSTRACT

Bergenin, a C-glucoside of 4-O-methylgallic acid that has been reported to occur
naturally in several genera, exhibit immunomodulatory activity through balancing of
Th1/Th2 cytokine production. Inhibitors of cytokine production can exhibit disease-
modifying activities, representing an improved therapeutic strategy for the control of
inflammatory diseases. Considering the key role of cytokines during the inflammatory
hyperalgesia, the present study was undertaken to evaluate whether bergenin has
antinociceptive properties in models of inflammatory pain and to investigate possible
mechanisms involved with its effects. Acute pretreatment of mice with bergenin (12.5-
100 mg/kg IP) produced a dose-related inhibition of acetic acid-induced writhing in
mouse. Furthermore, treatment with bergenin (50 and 100 mg/kg) inhibited both the
early and late phases of formalin test. Another set of experiments showed that
bergenin (50 and 100 mg/kg IP) inhibited the mechanical hyperalgesia, edema and
paw production of hyperalgesic cytokines (TNF-a and IL-13) induced by complete
Freund’s adjuvant (CFA). On the other hand, the local production of IL-10, a
antiinflammatory cytokine, was not altered by bergenin (100 mg/kg IP). Disproving
the contribution of IL-10 to the bergenin antinociception, the bergenin treatment
produced a similar profile of antinociception in wild-type and IL-10-deficient mice.
Bergenin (100 mg/kg IP)-treated mice did not show any motor performance
alterations. On the cytotoxicity assay, bergenin at 100 pg/ml did not present
cytotoxicity. Moreover, the sub-chronic administration of bergenin did not cause any
apparent systemic toxicity. The results present here demonstrate that bergenin has
consistent antinociceptive and antiinflammatory properties, acting through the
inhibition of IL-1B and TNF-a production. The present study supports the therapeutic
potential of bergenin to control the inflammatory pain, however, the precise
mechanisms through which bergenin exerts its action, are currently under
investigation.

Key words: Bergenin, antinociception, inflammatory pain, cytokines, toxicity
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1.0 - INTRODUGAO

1.1 - Dor: aspectos gerais

A dor € uma das grandes preocupacdes de muitos povos desde a origem
das primeiras civilizagbes até a sociedade contemporanea. Nos povos primitivos a
dor era considerada como puni¢ao por deuses ou ataque de demoénios e, portanto o
alivio ficava sob a responsabilidade de sacerdotes e feiticeiros. Em 700 A.C as
comunidades furavam o cranio para liberar os maus espiritos acreditando que estes
poderiam causar a dor de cabega (Teixeira e Osaka 2001). A dor foi considerada
pelos indianos como o fruto das frustragdes e tristezas humanas, e seu controle era
obtido com oracdes e meditacbes. Com o avango da ciéncia, o conceito de dor foi
mudado, e em 1662 o filésofo Descartes sugere no livro “De Homine” que a dor &
transmitida da pele ao cérebro por pequenos filamentos. Nessa época, quando os
conhecimentos da neuroanatomia humana passam a identificar os componentes
anatébmicos e funcionais responsaveis pela transmissdo da dor, esta passa a ser
vista como uma modalidade sensorial. Hoje a dor é conceituada como uma
experiéncia complexa que envolve ndo somente a tradugédo de estimulos ambientais
nocivos, mas também o processamento cognitivo e emocional pelo cérebro (Julius
and Basbaum 2001). De acordo com esse conceito atual a dor possui um carater
sensorial, mas também um emocional ou psicologico, evidenciando que as

concepgdes antigas ndo estavam completamente equivocadas.



A via de condugéo do estimulo doloroso até o cérebro comecga no
nociceptor, que é a terminacao nervosa livre do neurénio aferente primario. Estudos
eletrofisiolégicos tém, de fato, mostrado que os nociceptores podem ser excitados
por calor nocivo, presséo intensa ou substancias quimicas, mas néo por estimulos
ndo nocivos tais como toques ou aquecimentos leves (Julius and Basbaum 2001).
Os nociceptores sao excitados por estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos,
como os mediadores inflamatérios, que ativam os canais idnicos de forma direta ou
indireta, gerando um potencial de agdo. Existem dois tipos principais de fibras
aferentes envolvidas na condug¢éo da dor, as fibras A delta e C que conduzem a dor
primaria e secundaria, respectivamente. A dor da fibra A delta € chamada de dor
rapida, sendo bem localizada e aguda, enquanto a dor de fibra C é mais difusa e

lenta (Schaible and Richter 2004).

As fibras aferentes primarias ativam neurénios do corno dorsal da medula
espinal, onde realizam sua primeira sinapse. Da medula espinal, axobnios
ascendentes, que formam os tratos de conducdo da dor, ativam diferentes regides
encefalicas envolvidas na transmissao e processamento da dor. De um modo geral,
vias de conducao rapida, sdo responsaveis pelo aspecto sensorial discriminativo,
isto €, o estimulo nocivo € analisado pela localizacdo, duragdo e intensidade
(Schaible and Richter 2004). Um segundo componente da dor é o aspecto afetivo,
isto €, a sensacado nao prazerosa do estimulo nocivo que causa aversao. Este
componente & conduzido em vias multisinapticas, de condugado mais lenta, que
ativam nucleos em regides como o sistema limbico, cortex cingular anterior, e cortex

pré-frontal (Woolf 1983).



1.2 - Tipos de dor

A dor pode ser classificada com base em diferentes aspectos. De um
modo geral, podemos considerar que existem duas principais manifestacdes de dor.
A dor fisiolégica, que ocorre quando um estimulo nocivo € aplicado no tecido, tem
uma funcao fisiolégica nitida, ou seja, funciona como um sistema de alarme que
protege o tecido contra a lesdo, ativando reflexos de protegcédo (Basbaum and Woolf
1999; Schaible and Richter 2004). Uma condi¢ao diferente é a dor fisiopatoldgica,
que pode ser aguda ou crénica. A dor aguda geralmente ocorre associada a dano
tecidual e se manifesta como dor espontadnea, hiperalgesia (resposta de dor
aumentada a estimulo nocivo) e alodinia (resposta de dor a estimulo in6cuo)
(Schaible and Richter 2004). A dor aguda também tem funcéo protetora, pois visa o
reparo do tecido e desaparece quando ocorre a cura da lesdo (Basbaum and Woolf
1999). Ja a dor crbnica é aquela que persiste mesmo tendo passado a fase de cura
de uma leséo, e ndo tem aparentemente nenhuma fungéo fisioldégica ou protetora
(Apkarian, Baliki et al. 2009). A dor crénica pode ser ou ndo associada a lesdo

tecidual, e seus mecanismos sdo ainda pobremente entendidos (Dray 1995).

A dor patolégica pode também ser classificada em inflamatéria ou neuropatica
com base na fisiopatologia e origem. Dor neuropatica decorre da lesao ou disfungéo
dos nervos e € um dos mais prevalentes e debilitantes estados de dor crénica. A dor
inflamatéria € um sintoma comum de muitas doencgas distintas, sendo caracterizada
pela sensibilizacdo dos neurbnios aferentes primarios (Cunha, Verri et al. 2005). A
sensibilizacdo dos nociceptores decorre da acado de diversos mediadores
inflamatérios, como bradicinina, serotonina, histamina e prostaglandinas (Mense e

cols., 1996). Uma vez sensibilizados, os nociceptores passam a exibir aumento da



atividade espontanea, diminuicédo do limiar de ativacdo e aumento da responsividade
a estimulagdo nociva (Dubner e Bennett, 1983). Estas modificagbes melhoram o
desempenho das vias nociceptivas aumentando a sensibilidade para estimulos
nocivos (hiperalgesia) e permitem que estimulos inécuos passem a ser interpretados
como dolorosos (alodinia) (Julius e Basbaum, 2001). Além disso, o0 processo
inflamatério é capaz de recrutar nociceptores silenciosos, nao excitaveis em tecidos
normais, mas que durante a inflamacéo sdo sensibilizados, tornando-se responsivos

a estimulos posteriores (Schaible and Richter 2004).

Atualmente, tem sido aceito que as citocinas constituem um elo fundamental
entre a injuria ou inflamacado tecidual e a dor inflamatéria (Ferreira et al., 1988;
Faccioli et al.,, 1990; Dinarello, 2000). Citocinas pré6- e anti-inflamatoérias sao
mediadores cujo balango modula a intensidade da hiperalgesia inflamatoria (Verri-
Junior et al.,, 2006). O estimulo inflamatério estimula a liberagdo de citocinas
hiperalgésicas, como IL-13 e TNF-a, que atuam diretamente nos nociceptores e
também promovem a liberagdo dos mediadores finais - prostandides e aminas
simpaticas — responsaveis pela dor inflamatéria (Cunha et al., 2005). Por outro lado,
citocinas antiinflamatérias, como IL-10 e IL-4, inibem a producdo de citocinas
hiperalgésicas e mediadores finais, reduzindo a hiperalgesia (Poole et al., 1995,

Cunha et al., 1999).

1.3 — Controle farmacolégico da dor inflamatoria

Geralmente a dor inflamatéria ocorre de forma transitéria. No entanto

quando é associada a doencgas cronicas de dificil tratamento, passa a ser uma fonte



de sofrimento para o individuo (Dubner e Ruda 1992). Os antiinflamatérios nao
esteréides (AINES) sdo os medicamentos mais empregados no controle da dor
inflamatéria. Somente nos EUA foram emitidas 111 milhdes de prescriges de AINEs
no periodo de 1999 a 2000 (Lanas e Ferrandez 2006). Entretanto, seu uso esta
associado a efeitos indesejados graves como ulceras gastrointestinais e insuficiéncia
renal, devido a inibicdo nao seletiva das isoformas constitutiva (COX-1) e induzida
(COX-2) das enzimas ciclooxigenase (COX) (Robert 1976; Peskar 1977;
Tapiero, Ba e cols. 2002). Por outro lado, inibidores seletivos da COX-2, que
apresentam menos toxicidade gastrica, tem sido associados a toxicidade
cardiovascular e maior incidéncia de infarto do miocéardio (Dogné e cols., 2005). Em
funcdo dos efeitos indesejados, e da frequente ineficacia dos medicamentos
atualmente disponiveis, o adequado controle da dor inflamatéria constitui ainda um

desafio.

Em contraste aos AINEs, inibidores da produgédo de citocinas exibem
atividade modificadora da doenga em modelos animais de inflamacao (Geiger et al.
1994), representando uma melhor estratégia terapéutica para o controle das
doencgas inflamatorias. De fato, terapias anti-TNF-o tem se mostrado efetivas no
tratamento de uma série de doencas associadas a inflamagcdo como uveite,
manifestagdes de pele da psoriase e artrite reumatéide (Smith et al., 2005; Tobin e
Kirby, 2005; Moreland, 1999; Haraoui, 2005). Por outro lado, o custo desses
medicamentos, que incluem infliximab, etanercept e adalimumab, limita muito a

difusdo de sua utilizagao clinica.



1.4 - Bergenina

A observagdo da natureza proporcionou ao homem elementos para
combater a dor e as doengas: analisou o fato de os animais banharem-se com barro
para proteger-se das picadas dos insetos, observou como os cachorros purgavam-
se comendo plantas e raizes, observou o surgimento de estados de excitagdo ou
sonoléncia ao ingerir determinadas frutas ou ervas (Rastogi and Rawat 2008).
Indubitavelmente, os meios fisicos e os remédios vegetais foram os primeiros
instrumentos que o homem usou como analgésicos (Teixeira e Osaka 2001). Nessa
lista incluem-se os opibides e os AINEs, ambos originalmente extraidos de plantas, e
que ainda hoje estdo entre as principais classes de medicamentos utilizados no

controle da dor.

Atualmente, 80% da populagéo dos paises em desenvolvimento dependem
de plantas medicinais para o cuidado com a saude devido a falta de recursos
financeiros (Calixto et. al. 2000). Ao longo dos anos o interesse na pesquisa de
novos farmacos a partir de produtos naturais tem aumentado. Uma prova disso &
que entre 1981 e 2002 61% das 877 novas moléculas introduzidas como drogas em
todo o mundo tém origem em produtos naturais (Newman and Snader 2003).
Atualmente, cerca de 30% de todos os medicamentos disponiveis sao derivados de

produtos naturais (Calixto, 2000).

A Cenostigma gardnerianum Tul. (Leguminosae) é uma planta
popularmente conhecida como “canela-de-velho”, “caneleiro” e “catingueira”, e pode
ser encontrada na regido do cerrado e caatinga baianos. A bergenina, um C-
glicosidio de 4-0-metil acido galico, é o principal componente dessa espécie (Nighat

Nazir, 2007). E composta por trés anéis de seis membros: um anel aromatico, um

anel de glicopiranose e uma lactona. (Subha and Rawat 2006).
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FIGURA 1 — Estrutura molecular da bergenina

Diversos estudos demonstraram que essa substancia possui diferentes
atividades farmacologicas, como antiinflamatéria (Swarnalakshmi et al., 1984;
Jachak el at.,, 2010), anti-tusigena (Piegen,1980), hipolipidémica (Jahromi et
al.,1982), anti-HIV (Piacente et al., 1996), hepatoprotetora (Lim et al., 2000) e
neuroprotetora (Takahashi et al., 2003). Recentemente foi constatado que a
bergenina, isolada de rizomas de Bergenina Stracheyi (Saxifragaceae), possui
potente atividade antiartritica, relacionada com sua propriedade imunomoduladora,
regulando a producdo de citocinas pro-inflamatérias e antiinflamatérias (Nighat
Nazir, 2007). Considerando o papel chave das citocinas na dor inflamatéria e a

atividade imunomoduladora previamente descrita para a bergenina, o presente



trabalho investigara as propriedades antinociceptivas da bergenina em modelos de
dor inflamatéria, assim como possiveis mecanismos envolvidos com essa atividade.
Adicionalmente investigaremos seu potencial para o desenvolvimento farmacologico
investigando sua citotoxicidade, toxicidade sistémica e possiveis efeitos indesejados,
como comprometimento motor, sedacao, lesdao da mucosa gastrica, fungcédo hepatica

e renal.



2.0 - OBJETIVOS

Objetivo Geral

Realizar um estudo pré-clinico para investigar o potencial terapéutico e

farmacoldgico da bergenina no controle da dor inflamatéria.

Objetivos Especificos

=> Avaliar se a bergenina possui atividade antinociceptiva em modelos de dor

inflamatoria;

=>» Caracterizar farmacologicamente a propriedade antinociceptiva da bergenina

=> Investigar possiveis mecanismos envolvidos com as propriedades farmacolégicas

da bergenina;

=>» Investigar a citotoxicidade da bergenina;

=>Investigar a toxicidade renal e hepatica associadas a administracao diaria de

bergenina;

=>Analisar a ocorréncia de efeitos indesejados, como comprometimento motor,

sedacao e lesdo da mucosa gastrica, associada a administracao diaria de bergenina.



3.0 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Material Vegetal

Cenostigma gardnerianum Tul. foi coletada no municipio de Casa Nova,
Bahia, em Agosto de 2006, e recebeu identificagdo botanica pelo Dr. Luciano
Paganucci de Queir6z. Apos identificagdo, uma exsicata foi depositada no Herbario
do Laboratério de Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana sob o

numero HUEFS 78.424.

3.2. Extracao e Isolamento

Os procedimentos de extragdo e purificagdo da bergenina a partir de
Cenostigma gardnerianum Tul foram realizados no Laboratério de etragdo do
Instituto de Quimica - UFBA, coordenado pelo Dr. Jorge Mauricio David, parceiro

deste projeto.

As cascas do caule (1200 g) foram extraidas com MeOH (3x 10 L). Apés a
fitacdo o solvente foi removido e o residuo foi particionado com CHCI3/MeOH/H,0O
(6:4).0 metanol da fase hidroalcoodlico foi removido e as fases aquosas foram

particionadas com EtOAc fornecedias da fase EtOAc.

Durante a concentragéo da fase EtOAc da casca do caule (30.70 g), um
sélido cristalino foi precipitado e apds a separacéo por filtracdo a bergenina pura

(896 mgqg) foi obtida por recristalizacdo com metanol. A estrutura quimica foi



determinada por analises espectroscopicas e comparada com a literatura de

referéncia. A pureza quimica da bergenina (mais de 98%) foi determinada por HPLC.

3.3 - Animais

As espécies utilizadas foram os camundongos da linhagem Swiss machos
(Figura 2) pesando de 25-30 gramas, provenientes do Biotério do CPqGM,
FIOCRUZ/BA. Camundongos C57BI/6 selvagens (WT) ou deficientes em IL-10 (KO)
foram também utilizados. Os animais foram mantidos em sala climatizada sem
restricdo hidrica ou alimentar, durante todo o periodo experimental, sob condi¢bes-
padrdo com ciclo claro/escuro de 12 horas, a temperatura de 22 £ 2 C. Em todos os
experimentos foi respeitado protocolo estabelecido pela International Association for
the Study of Pain - IASP para uso de animais de laboratorio (Zimmermann, 1983).
Os protocolos experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPqGM (protocolo L-IGM-012/09) antes do inicio do trabalho com os

animais.

Figura 2 — Camundongo Swiss



3.3 - Testes Nociceptivos

3.3.1 - Teste de contor¢g6es abdominais

Os animais foram colocados em funis de vidro individuais de 23 cm de
diametro 30 minutos antes do experimento para ambientagdo. Acido acético 0,8%
(0,1 ml / 10 g de peso) foi injetado na cavidade peritoneal dos camundongos, que
foram em seguida realocados nos funis para observagéo (Figura 3). A intensidade
da nocicepcao foi quantificada pela contagem do nimero de contor¢cdes abdominais
exibidas durante os 30 minutos seguintes a inje¢do do estimulo nociceptivo (Collier,

Dinneen et al. 1968).

Figura 3 — Teste de contorgéo

3.3.2 - Teste da formalina



Os animais foram colocados em funis de vidros 30 minutos antes do
experimento para ambientacdo. Em seguida foram removidos para a administragéo
intraplantar de 25 pL de formalina 2% (diluigdo 1:100 da solugdo estoque de
formalina, 37% de formaldeido em salina 0,9 %). Posteriormente foram
realocados nos funis para observacéo. O escore de nocicepgéo foi determinado pela
contagem do tempo em que o animal passou lambendo a pata injetada durante um
periodo de 60 minutos (Dubuisson and Dennis 1977). O comportamento observado
ocorreu de maneira bifasica, sendo a primeira fase (neurogénica) correspondente ao

periodo de 0 - 10 minutos e a segunda fase (inflamatéria) de 10 a 60 minutos.

2.3.3 - Modelo de inflamagao induzida por Adjuvante Completo de Freund

Os camundongos foram levemente anestesiados com Halotano e receberam
injecdo subcutanea de Adjuvante Completo de Freund (CFA; 20 ul, 1 mg/ml) na
regido plantar da pata direita (Kassuya et al., 2003). A hiperalgesia mecéanica,
edema de pata e producdo local de citocinas foram avaliados com von Frey

filamentos, pletismémetro e ELISA, como descrito abaixo.

3.3.3 — Quantificagao de limiar nociceptivo mecanico: filamentos de von

Frey

Nesse estudo o limiar de resposta a estimulo mecanico foi avaliado com
filamentos de von Frey (Figura 4). Estes filamentos consistem de segmentos de fio

de nylon, cuja rigidez a tensdo é previamente determinada em gramas pelo



fabricante (Stoelting, EUA). Os camundongos foram colocados em caixa de acrilico
transparentes, elevadas sobre um espelho (Figura 5). O fundo da caixa consiste de
uma tela de arame galvanizado, que permite acesso a superficie plantar da pata. Os
animais permaneceram na caixa trinta minutos antes dos testes para a ambientagao.
No momento do teste a pata do camundongo € tocada pelo filamento e registra-se o
filamento mais fino que tenha elicitado resposta positiva, ou seja, a sacudida ou

retirada brusca da pata.

Figura 4 — Filamentos de Von Frey



Figura 5 — Caixa acrilica transparente sobre espelho

3.3.4 — Quantificagao de edema de pata

A quantificacdo do edema de pata foi realizada em pletismdébmetro (Ugo
Basile, Comerio Italy). O volume da pata foi medido com o pletismdmetro antes (Vb,
basal) e ap6s (Vf) a injecdo de CFA (Winter, Risley et al. 1962). A variagdo do
volume foi avaliada determinada subtraindo-se o valor obtido do valor de volume da

pata no tempo zero, ou seja, antes da administragéo do estimulo inflamatério.



Figura 6 — Plestimégrafo. Fonte: Retirado de http://insightltda.com.br/insight-
equipamento-cientifico-1517-Pletism%C3%83%C2%B4metro-de-Pata-para-Ratos-

ou-Camundongos---Plethysmometer-Paw

3.3.5 — Dosagem de citocinas: ELISA

Os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-10 nas amostras foram determinados pela
técnica de ELISA sanduiche. Os camundongos foram sacrificados duas horas apés
a administragéo intraplantar de CFA (20uL), e foi retirada a pele da pata posterior
traseira. Em seguida o material foi pesado e, para cada 10 mg de tecido foram
adicionados 100 pL do tampédo de extragdo de citocinas (0,4M de NaCl, 0,05%
tween20, 0,5% de BSA, 0,1mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzeténio, 10mM

de EDTA e 20Kl aprotinina diluidos em PBS 1X). O material foi imediatamente



macerado e centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos a 4C. O sobrenadante foi
coletado e armazenado em freezer -70C para posteri or quantificagdo de citocinas.
Os niveis de IL-1B, TNF-a e IL-10 nas amostras foram determinados com kits Duoset
ELISA Development System (R&D Systems, Minneapolis, EUA) para cada citocina.
A leitura da densidade optica foi determinada por espectofotdmetro (Spectra Max
190 - Molecular Devices, Califérnia, EUA), no comprimento de onda de 450nm. As

analises foram realizadas no Software Softmax 4.3.1 (Molecular Devices).

3.3.7 — Testes de fungdo motora: rota rod e campo aberto

A possivel interferéncia da bergenina com a capacidade motora e
producéo de déficits neuroldégicos nos animais foram avaliados pelo desempenho no
aparelho de rota rod e teste de campo aberto. O aparelho rota-rod (Insight, Ribeirdo
Preto, Brasil) € constituido de uma barra horizontal rugosa de 3 cm de didmetro
localizada a 25 cm de altura, subdividido em cinco compartimentos e que gira em
velocidade constante (Figura 7). Para manter-se no cilindro o animal necessita
locomover-se, sendo a capacidade alterada de permanéncia no aparelho indicativo
de prejuizos neurolégicos como ataxia, sedacao e hiperexcitabilidade. Para a
realizacdo do teste, os animais passaram por trés treinos para habituacédo e
aprendizado antes do dia do experimento, nos quais eles permaneceram por pelo
menos 2 minutos no rota-rod a 6 rpm (Egashira, Tanoue et al. 2004). No dia do
experimento, os animais foram colocados no rota-rod a 6 rpm e foi anotado o tempo
de permanéncia na barra. O diazepam, um depressor do sistema nervoso central,

diminui significativamente o tempo de permanéncia dos animais no rota-rod, e foi



usado como parametro de comparacao (Kuribara and cols., 1977). Os resultados
sd0 expressos pela média de tempo em segundos (S) em que os animais

permaneceram no aparelho.

O teste do campo aberto avalia respostas comportamentais como
atividade locomotora, hiperatividade e comportamento exploratério. O aparato de
acrilico opaco mede 50 cm X 60 cm X 40 cm, com piso demarcado em 12
quadrados. No momento do teste, o animal foi colocado em um dos cantos do
aparato e foi registrado o numero de vezes em que ele cruza os quadrados com as

quatro patas durante 5 minutos.

Figura 7 — Aparelho de rota-rod.



3.3.8 - Avaliagao da mucosa gastrica

A fim de avaliar possiveis efeitos gastricos da administracdo diaria da
bergenina, a analise histopatolégica do estdbmago foi realizada. Os animais foram
pesados diariamente e injetados com uma dose Unica de bergenina (50 e 100 mg /
kg / IP) ou o veiculo para 7 dias consecutivos. No final do tratamento, os estdmagos
foram retirados e abertos pela grande curvatura, lavados com solugéo salina, fixados
em formol a 10%, lavados, desidratados e embebidos em parafina.Os blocos de
tecido foram seccionados na espessura de 3 um (Criostato CM 1800; Leica,
Nussloch, Alemanha), corados com hematoxilina-eosina e observados por
microscopio (40 x) para analisar as alteragbes morfoldgicas, infiltrado inflamatério,
edema, perda de células epiteliais e necrose. As alteracbes histopatologicas foram
avaliadas por meio da seguinte pontuacao: 0, auséncia; 1, discreto, 2, moderado, 3,
de moderada a intensa, 4, intenso (Laine e Weinstein, 1988). Para cada estémago,
10 campos (40 x) foram analisados por corte e o resultado foi expresso como média
+ SEM. As analise morfolégicas foram feitas sem saber qual grupo experimental

pertencia cada camundongo.

3.3.9 — Ensaio de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade (CL50) da bergenina foi determinada utilizando
camundongos BALB/c esplendcitos (5 x 106 células / pogo) cultivados em placa de
96 pocos em Medium Dulbecco's Modified Eagle's (DMEM) suplementado com 10%

de soro fetal bovino (FBS) e gentamicina (50 pg / ml). A Bergenina foi avaliada 1, 10



e 100 ug / ml, em ftriplicata. Um controle positivo foi feito com células tratadas com
solucdo de saponina a 1%. As culturas foram incubadas na presenca de *H-timidina
(1 pCi / pogo), durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apbds esse periodo, o
conteudo da placa foi colhido para determinar a incorpora¢ao de 3H-timidina usando
um contador de radiacdo beta (B-matriz de 9600, Packard, Meriden, CT). A
viabilidade das células foi determinado por meio da incorporacao de timidina e a

citotoxicidade foi calculada em relag&o as culturas néo tratadas.

3.3.10. Avaliagao dos efeitos sistémicos da bergenina

Os sinais de toxicidade, mortalidade e comportamento geral, bem como
leucograma e parametros bioquimicos do sangue (concentragéo de creatinina, uréia,
alanina aminotransferase / AST e aspartato aminotransferase / ALT) foram avaliados
apos o tratamento sub-crénico com bergenina.

Os animais foram pesados diariamente e injetados com uma dose Unica
de bergenina (50 e 100 mg / kg / IP) ou o veiculo para 7 dias consecutivos. No final
do tratamento, as amostras de sangue foram coletadas do plexo retro-orbital de
camundongos, sob o efeito de anestesia. As andlises bioquimicas foram realizadas
em amostras de soro obtido ap6s centrifugacéo do sangue total sem anticoagulante,
a 2500 rpm por 15 min. Kits de diagnéstico espectrofotdbmetro padronizado por
LABTEST® foram utilizados na determinagéo espectrofotométrica da concentragéo
de uréia, AST, ALT e creatinina. Para a determinagédo do leucograma, uma aliquota
de sangue por animal foi colocado em EDTA e as contagens de leucécitos foram
realizadas utilizando um contador de células (Advia ® 60 Hematologia System;

Bayer, Tarrytown, EUA).



3.3.11 - Drogas, reagentes e diluigdes

-PBS (Sigma/ St. Louis, MO, EUA): Tampao fosfato salino

-Tween 20 (Sigma/ St. Louis, MO, EUA): Reagente

-Flaorefenilmetilsulfonil (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

-Cloreto de benzamethonium (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

-EDTA (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

-Aproptinin A (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

-Eagle's Modified Dulbecco (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

- 3,3, 5,5 tetrametilbenzidina (Sigma/ St. Louis, MO, EUA)

- Diazepam (Roche, Suiga): agonista de receptores GABA.

- Indometacina (Prodome, Campinas, Brasil): dissolvida em tampéo Tris HCI 0,1 M
pH 8,0 mais salina.

- Dexametasona (Sigma/RBI, EUA): foi dissolvido em etanol (10% em solug&o
fisiologica).

- Adjuvante completo de Freund (Sigma/RBI, EUA): estimulo inflamatério.

- Hematoxilina-Eosina (Vetec, Brasil): corante

- Bergenina foi dissolvido em DMSO 2% com soro fisioldégico. Previamente isolada
no Instituto de Quimica da Universidade Federal da Bahia. A pureza quimica da

bergenina (mais que 98%) foi determinada por GC/HPLC.

3.3.12 — Analise dos dados



Nos experimentos comportamentais os resultados foram representados
como média tEPM de 6 animais por grupo. Dados do teste de von Frey filamentos
foram comparados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e diferengas em
cada ponto analisadas por Mann-Whitney. Nos demais ensaios os resultados foram
analisados por ANOVA one-way seguido pelo teste de Tukey ou two-way seguido
pelo teste de bonferroni, de acordo com a adequacao. O nivel de significancia foi de

p<0,05.



4.0 - RESULTADOS

4.1 - Efeito antinociceptivo da bergenina no teste de contor¢ées abdominais

A atividade antinociceptiva da bergenina foi inicialmente avaliada no teste
da contor¢des abdominais em camundongos. Foram administradas quatro doses de
bergenina (12,5; 25; 50 e 100 mg/Kg) por via intraperitoneal, 30 minutos antes da
injecao de acido acético. As dose de 25, 50 e 100 mg/Kg produziram uma inibicao
significativa e dose-dependente do numero de contor¢des induzidas pelo acido
acético nos camundongos (Figura 8). A administracdo da indometacina (10 mg/kg),

utilizada como controle positivo também reduziu o numero de contorgdes induzidas

pelo acido acético.
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Figura 8. Efeitos da administracdo intraperitoneal da bergenina em acido acético,
contor¢bes induzidas em camundongos. Os camundongos foram tratados com
bergenina (12,5 - 100 mg / kg IP) ou veiculo (DMSO 2% em solugéo salina, grupo
controle) por via intraperitoneal 40 minutos antes do acido acético 0,8% (injetado no
tempo zero). Indometacina (em, 10 mg / kg IP) foi o medicamento de referéncia. Os
dados estdo expressos como média * SEM; n = 6 animais por grupo.
Significativamente diferente do grupo controle (P <0,01), ** significativamente
diferente do grupo controle (P <0,001), conforme determinado pela ANOVA seguida
pelo teste de Tukey.

4.2. Efeito antinociceptivo da bergenina no teste de formalina

A injecdo de formalina promoveu, como previsto, um comportamento
nociceptivo bifasico. O tratamento com a bergenina (50 e 100 mg/Kg) 30 minutos
antes da administragdo da formalina inibiu tanto a primeira (Fig. 9A) quanto a
segunda (Fig. 9B) fase da formalina. A indometacina (5 mg/Kg), usada como padréo

ouro, também causou um efeito antinociceptivo nas duas fases.
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Figura 9. Efeitos do tratamento bergenina sobre a dor inflamatéria induzida pela
formalina. Figuras A e B representam os efeitos da bergenina nas fases precoce e
tardia da nocicepc¢ao induzida por formalina em camundongos, respectivamente. Os
camundongos foram tratados com bergenina (50 e 100 mg / kg) ou veiculo (DMSO
2% em solugéo salina, grupo controle) por via intraperitoneal 40 minutos antes da

formalina (injetado no tempo zero). Indometacina (Em, 10 mg / kg IP) foi o



medicamento de referéncia. Os dados estdo expressos como média + SEM; n =6
animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle (P <0,001),

conforme determinado pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

4.3 - Efeitos da bergenina na inflamagao local induzida por CFA

A administragéo da bergenina (50 e 100 mg/Kg) 30 minutos da injegédo do
CFA reduziu a hiperalgesia mecanica 2 € 4 h, mas nio 6 h, ap6s o estimulo (Fig.
11A). De modo similar, a bergenina reduziu significativamente o edema da pata 2 e
4 h, mas ndo 6 h, apés o estimulo (Fig. 11B e 11C). A dexametasona (0,5 mg/kg),
utilizada como controle positivo, reduziu significativamente a hiperalgesia e o edema

da pata 2, 4 e 6 h, apos o estimulo.
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Figura 10. Efeitos do tratamento bergenina no adjuvante completo de Freund
(CFA)inducéo de uma inflamagéo na pata. (A) hiperalgesia inflamatéria medidos aos
2,4 e 6 h ap6s o estimulo intraplantar CFA. (B) e (C) edema da pata medidoa 2 e 6
h, respectivamente, apos a injecdo de CFA. Bergenina (50 e 100 mg / kg) ou veiculo
(DMSO 2% em solugdo salina, grupo controle) foi administrada por via
intraperitoneal 40 minutos antes do CFA (injetado no tempo zero). Dexametasona
(DEXA e 2,0 mg / kg, IP), o medicamento de referéncia, foi administrada 4 horas

antes da CFA. Os dados estdo expressos como média £+ SEM; n = 6 animais por



*

grupo. Significativamente diferente do grupo controle (P <0,01); **
significativamente diferente do grupo controle (P <0,001). Conforme determinado

pela ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

4.4 — Efeito da bergenina sobre a produg¢do de citocinas pré-inflamatérias

O pré-tratamento com bergenina nas doses de 50 e 100 mg/Kg reduziu
significativamente os niveis de IL-1B (Fig. 11A) e TNF-a (Fig 11B) nas patas
inflamadas quando comparados com o grupo tratado com veiculo. A dexametasona

(0,5 mg/kg), controle positivo, também reduziu os niveis de IL-13 e TNF-a.
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Figura 11. Efeito do tratamento com bergenina em IL-1B (a) e TNF-a (b) . Os
camundongos foram injetados com bergenina (50 e 100 mg / kg), veiculo (DMSO 2%
em solugdo salina, grupo controle) ou dexametasona (2 mg / kg) por via

intraperitoneal 40 minutos antes da injecao intraplantar de adjuvante completo de



Freund (CFA). Grupo salina receberam inje¢do intraplantar de solug&o salina (10 ul /
pata) em vez de CFA. Os niveis de pata de TNF-a e IL-13 foram medidos por ELISA
de 3 h apos a injecédo de CFA. Os dados s&do expressos como média + SEM; n = 6
animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle (P <0,05); **
significativamente diferente do grupo controle (P <0,01); *** significativamente
diferente do grupo controle (P <0,001). Conforme determinado pela ANOVA seguida

pelo teste de Tukey.

4.5 — Contribuicao de IL-10 para a antinocicepgdo da bergenina

O possivel envolvimento de IL-10, uma citocina antiinflamatoéria, com o efeito
antinociceptivo da bergenina também foi avaliada. Os dados do ELISA (Fig. 12B)
mostraram que os niveis de IL-10 da pata ndo foram alterados pelo pré-tratamento
com bergenina (100 mg / kg IP) em relagcdo aos camundongos tratados com o
veiculo. Além disso, o tratamento com bergenina produziu um perfil semelhante de

antinocicepgdo em camundongos WT e IL-10 KO (Fig. 12A).
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Figura 12. Efeitos da bergenina sobre os niveis de IL-10 e na pata de camundongos,
hiperalgesia inflamatéria IL-10-deficiente. (A) Hiperalgesia inflamatéria medidos aos
2, 4 e 6 h ap6s a administracao intraplantar do adjuvante completo de Freund.
Camundongos C57BL / 6 IL-10-deficiente (KO IL-10) ou C57BL / 6 do tipo selvagem
(WT), foram injetados com bergenina (100 mg / kg) ou veiculo (DMSO 2% em
solugdo salina, grupo controle) por via intraperitoneal percurso 40 minutos antes do
CFA (injetado no tempo zero). (B) os niveis de IL-10 na pata verificados pelo método

ELISA de 3 h apos o CFA. C57BL / 6 do tipo selvagem (WT), camundongos foram



injetados com bergenina (50 e 100 mg / kg) ou veiculo por via intraperitoneal 40
minutos antes do CFA. Os dados estdo expressos como média + SEM; n = 6
animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle (P <0,01).

Conforme determinado pela ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

4.7. Efeito da bergenina no desempenho motor dos camundongos

A avaliacdo da interferéncia da bergenina no desempenho motor dos
camundongos e possiveis efeitos neurolégicos foram realizadas nos testes do rot
rod e campo aberto (Figura 13). O tratamento com bergenina (100 mg/Kg) nao
alterou o tempo de permanéncia dos camundongos no rota rod (Fig. 13A), nem o
numero de quadrados atravessados no teste de campo aberto (Fig. 13B). Esses
resultados indicam que a bergenina n&o induz alteracdes na coordenagéo motora,
atividade locomotora, e comportamento exploratério. Validando os dados
experimentais, o diazepam (10 mg/Kg IP), utilizado como droga de referéncia,
induziu severa diminuicdo no tempo de permanéncia no rota rod e no numero de

quadrados atravessado no campo aberto, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 13. Efeitos da bergenina na fungdo motora. Graficos de barras que
representa (A) o tempo de execug¢do no rota-rod e (B) o niumero de travessias
quadrados no teste do campo aberto, 40 minutos ap6s a injecéo intraplantar de
bergenina (100 mg / kg), diazepam (DZP, 10 mg / kg, ip) ou veiculo (DMSO 2% em

solucédo salina, grupo controle). Os dados s&o de relatério como média £+ SEM; n =6



animais por grupo. * Significativamente diferente do grupo controle (P <0,001).

Conforme determinado pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey.

4.8- Citotoxicidade da bergenina

No ensaio de citotoxicidade in vitro (Tabela 1), a bergenina (1, 10 and 100
pg/mL) ndo apresentou citotoxicitade, o que nao permitiu o calculo da concentragéo
letal para 50% (LC50). A saponina, usada como controle positivo, apresentou LC50

de 1,9 ug/mil.

Tablela 1.Citoxicidade da Bergenina

Substancia LCso (pg/mL)

Bergenina néo calculado; > 100 yg/mL

Saponina 1,9 yg/mL

4.8- Toxicidade gastrica da bergenina

O tratamento diario com a bergenina demonstrou-se seguro do ponto de
vista de ocorréncias de inflamagdo gastrica e inducdo de uUlcera em doses
terapéuticas. A avaliacdo histoldgica do estdmago revelou uma mucosa intacta, sem
infiltrado inflamatério, edema, erosdo, ou necrose em camundongos tratado

diariamente com bergenina (Tabela 2 e Figura 14).



Figura 14. A andlise histopatolégica dos estbmagos dos ratos apos
administracao diaria de bergenina. Painel A: auséncia de eventos inflamatorios e
problemas de danos ao tecido no estbmago de camundongos tratados oralmente
com veiculo (DMSO 2% em salina). Painel B: infiltrado de células inflamatérias
(setas pretas), edema (seta vazada), perda de células epiteliais e necrose (seta
branca) no estdbmago de ratos tratados por via oral com indometacina (10 mg / kg).
Painéis C e D: segbes gastrica de ratos ap6és a administragcao oral de bergenina (50
e 100 mg / kg, respectivamente). Se¢des gastrica corados com hematoxilina e

eosina, 20 X.



Tabela 2. Efeitos gastricos do tratamento diario com bergenina

Tratamento indice de Indice indice de Indice
células de edema de
inflamadas  erosao necrose

Controle 0.167+0.167 0 0.33+0.21 0

Indometacina 4.0+04* 3.0+0.6* 2.6+0.6* 0

Bergenina  0.167+0.167 0 0.167+0.167 0
50 mg/kg

Bergenina 0.25+£0.25 0 0.25+0.25 0
100 mg/kg

Valores sdo expressos como média £+ EPM de seis ratos por grupo. * P <0,05
comparado com camundongos tratados com o veiculo (grupo controle). Conforme

determinado pela ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

4.10 — Toxicidade sistémica da administracao diaria de bergenina

O tratamento com bergenina (50 e 100 mg / kg, IP), em esquema de dose
Unica, durante sete dias consecutivos, ndo afetou a massa corporal dos animais e
ndo induziu quaisquer altera¢cdes na aparéncia geral ou sinais de toxicidade nos
animais quando comparado aos camundongos tratados com veiculo. Os valores
obtidos para uréia e creatinina, usados como pardmetro da func¢do renal, néo
diferiram dos controles (Tabela 3). Além disso, a fungéo do figado, avaliados através
de enzimas hepaticas (ALT e AST), e o numero de leucdcitos circulantes ndo foram

alterados pelo tratamento bergenina em comparagao aos controles.



Tabela 3. Efeitos sistémicos do tratamento diario com bergenina

Paramétros Tratamento diario (0.2 mL/PO)

Veiculo Bergenina Bergenina
(50 mg/kg) (100 mg/kg)
Total leucocitos x

10%mm? 79+09 8103 8.2+0.5
Creatinina (mg/dL) 0.16 +0.08 0.10+0.04  0.16£0.03
Uréia(mg/dL) 385+15 39.2+29 43.6+3.7
ALT (U/L) 586+58 49.7%+1.6 55.0+ 3.6
AST (U/L) 783+6.9 76.0+5.1 71.6+3.8

Os valores sédo expressos em média + SEM de seis animais por grupo. Conforme
determinado pela ANOVA seguido pelo teste de Tukey.



5.0 - DISCUSSAO

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, que a administracéo
sistémica de bergenina, em doses que ndo induzem toxicidade sistémica ou
alteragdo do desempenho motor, produzindo consistente efeitos antinociceptivo em
diferentes modelos de dor inflamatoria. O efeito antinociceptivo bergenina
provavelmente mediada por inibicdo da TNF o e IL-B,enquanto que a produgéo IL-10

ndo esta envolvido.

A administragao intraperitoneal de bergenina produziu antinocicepgao
dose-dependente, quando avaliadas no teste da contor¢do induzidas por acido
acético, uma ferramenta de triagem para avaliagdo de propriedades analgésicas e
antiinflamatorias de novas substancias (Collier et al., 1968). O efeito antinociceptivo
da bergenina foi confirmado no teste da formalina, um modelo de dor inflamatéria
que tem duas fases distintas que podem indicar tipos diferentes de dor (Hunskaar e
Hole, 1987). A fase inicial, denominada dor n&o-inflamatéria, € um resultado da
estimulagdo direta de nociceptores e reflete a dor mediada centralmente ; a fase
final, denominada dor inflamatéria, é causada pela inflamagéao local com liberagédo de
mediadores inflamatérios e hiperalgesia (Hunskaar e Hole , 1987). No presente
estudo observou-se que a administragdo da bergenina tém atividade antinociceptiva
induzida tanto nas fases precoce e tardia do teste de formalina. Além disso, nds
descartamos efeitos relaxantes ou déficit motor, j& que a administracdo bergenina,
nas doses terapéuticas, ndo afetou o desempenho motor dos camundongos |,
quando testados no rota rod e open field. Esses resultados confirmam o efeito

antinociceptivo da bergenina sugerido pelos testes nociceptivos.



Diante da propriedade inibitéria da bergenina sobre a segunda fase da
formalina, sugerimos que sua atividade antinociceptiva é devido, pelo menos em
parte, a uma acdo antiinflamatoria. Em consonancia com essa idéia, bergenina &
relatado para ter atividade antiinflamatéria (Swarnalakshmi et al, 1984;.. El Jachak
menos, 2010). Na tentativa de verificar a relacdo entre as propriedades
antinociceptiva e antiinflamatéria do bergenina, os efeitos do tratamento bergenina
foi avaliada em modelo experimental de destaque usado para a selecdo de novos
antiinflamatérios: o CFA — Inflamacao na pata induzida por CFA. A administragcédo da
bergenina resultou em uma acentuada inibicdo de importantes eventos relacionados
a resposta inflamatéria, tais como edema, hiperalgesia e aumento no tecido dos
niveis de IL-1 B e TNF- a. Recentemente foi relatado que a bergenina demostrou
atividade anti-artritica que esta correlacionada com a inibicdo da produgao IL-2, IFN-

y e TNF-a (Nazir et al., 2007).

Hoje em dia, € bem aceito que as citocinas constituem um elo entre as
lesbes celulares ou reconhecimento imunolégico e os sinais de inflamacéao (Ferreira
et al, 1988;. Faccioli et al, 1990;. Dinarello, 2000). Diferentes tipos celulares,
incluindo macréfagos, mondcitos e células gliais, produzem IL-1B e TNF- a que por
sua vez induz a producdo de outos mediadores inflamatérios envolvidos com o
recrutamento celular, febre, liberacdo de proteinas de fase aguda, aumento da
permeabilidade vascular e hiperalgesia ( Dinarello, 1998).

Considerando o importante papel da IL-18 e TNF- a durante a resposta
inflamatéria sugerimos que o efeito antiinflamatério da bergenina pode estar
relacionada a sua capacidade de inibir a liberacdo dessas citocinas.
Um papel chave da IL-1B e TNF-a sobre a hiperalgesia inflamatéria tem sido

demonstrada. E sabido que uma cascata de citocinas pré-inflamatérias, que inclui



TNF a e IL-1p3, precede a liberacdo dos mediadores finais de hiperalgesia, ou seja,
prostaglandinas e aminas simpaticas (Cunha et al, 2005;. Verri Junior et al. , 2006).

Antagonistas de citocinas foram capazes de reduzir a hiperalgesia
inflamatéria em camundongos, indicando que a ativacdo de citocinas € um passo
importante no desenvolvimento da dor inflamatéria (Cunha et al., 2003). IL-1B e
TNF- a estimula a expressdo de COX-2 e a producéo de prostaglandinas (Zucali et
al, 1986;. Crofford et al, 1994;.. Schfers et al, 2003) envolvidos com a sensibilizagdo
nociceptiva (Ferreira & Nakamura, , 1979). Corroborando essa idéia, a injecao local
de IL-1B e TNF-a produz hiperalgesia depende da liberacdo de prostanoides
(Ferreira et al, 1988;. Cunha et al, 1992).

Aqui, descrevemos que a bergenina reduziu os niveis de IL-13 e TNF-q,
bergenina atua impedindo a sensibilizagdo nociceptiva. Desde a sensibilizagdo dos
nociceptores € o denominador comum dos diferentes tipos de dor, a reducéo da
producdo de IL-1B8 e TNF- a pode ser responsavel pelo efeito antinociceptivo da
bergenina aqui descritos.

De fato, Woolf et al. (1997) mostraram que o TNF-a e IL-1B medeia a
hiperalgesia induzida pela administracao intraplantar de CFA. Da mesma forma, o
papel do TNF-a em modelos de dor realizado pelo teste da formalina e evocado
comportamento com flinch e o teste do acido acético evocadas por contor¢cbes foi
demonstrado, desde o pré-tratamento com anti-TNF-a que reduz parcialmente os
comportamentos nociceptivos nesses modelos. (Ribeiro et al., 2000; Granados-Soto
et.al.,2001).

As citocinas pr6 e anti-inflamatérias sdo mediadores cujo a balango modula a

intensidade da hiperalgesia inflamatoéria (Verri-dJunior et al., 2006). Citocinas



induzem a hiperalgesia e dor inflamatéria (Cunha et al., 2005), enquanto as citocinas
antiinflamatorias, inibem a producdo de outras citocinas e mediadores de
hiperalgesia final, reduzindo a dor inflamatéria (Poole et al. 1995, Cunha et al.,
1999). A IL-10 é uma citocina anti-hiperalgesia produzida por células inflamatérias.
Tem sido demonstrado que a IL-10 inibe a producéo de citocinas proé-inflamatérias
(Fiorentino et al, 1991;. Kasama et al, 1995). Além disso, a IL-10 inibe a hiperalgesia
induzida pela administragcéo local de TNF-q, IL-18 e IL-6 (Poole et al., 1995),dada a
capacidade da da IL-10 para inibir a producdo de TNF- a. No estudo nos
investigamos a possibilidade de que a produgdo da IL-10 contribui para a
antinocicep¢ao bergenina durante condi¢des inflamatérias.

A fim de verificar a participagdo da IL-10 para a antinocicepc¢ao
bergenina, foi verificado que a administracdo da bergenina produziu um perfil
semelhante de antinocicep¢do no tipo selvagem em camundongos IL-10-deficiente.
Além disso, a producéo local de IL-10 ndo foi alterada pelo tratamento bergenina.
Nazir et al. (2007) mostrou que bergenina inibiu a produgcdo de citocinas pré-
inflamatérias Th1 (IL-2, IFN-y e TNF-a) , e Th2 (IL-4 e IL-5) no sangue periférico
de ratos artriticos.

IL-4 é essencialmente produzida por linfocitos Th2 e mastécitos. Tem sido
demonstrado que a administragao local de IL-4 reduz a hiperalgesia inflamatéria, e
que este efeito esta associado com a inibicdo do TNF-q, IL-18 e IL-8 (Cunha et al.,
1999). Considerando os dados da literatura, é possivel que os efeitos
antinociceptivos da bergenina envolvem a inducdo de IL-4, mas esta hipdtese
precisa ainda ser confirmada. A administracdo a longo prazo das drogas disponiveis
antiinflamatoria, analgésica pode levar ao desenvolvimento de varios efeitos

colaterais, tais como uma ameaca ulceras gastrointestinais, hemorragia, disturbios



renais e imunossupressao (Peskar, 1977; Tapiero et al, 2002;. Schacke et al. ,
2002). Levando em consideragdo esta possibilidade, os efeitos sistémicos da
bergenina foram estudados. O tratamento bergenina diario foi encontrado em
seguranca do ponto de vista gastrica, eventos inflamatérios e indugéo de ulcera em
doses terapéuticas. Nem a funcao renal e hepatica, nem o numero de leucécitos
circulantes foi alterada pelo tratamento diario com bergenina. Além disso, a
toxicidade aguda bergenina teste foi encontrado para ser seguro até 2 g / kg por
peso corporal, sem nenhum sinal de mortalidade ou alteracdo no padréao
comportamental (Nazir et al., 2007). A baixa toxicidade e os efeitos sistémicos
incentivando relatados aqui reforcam o potencial do bergenina para o
desenvolvimento farmacologico. Em contraste com os n&o-esterdides anti-
inflamatérios, os inibidores das actividades de producdo de citocinas apresentam
modificadores da doenga em modelos animais de inflamacao crénica (Geiger et al.,
1994). Assim, a regulacdo de citocinas por agentes nao-toxico € uma estratégia
terapéutica para o controle de doencas inflamatérias. Em consonancia com essa
idéia, as terapias anti-TNF-a foram mostrados para ser eficazes em diferentes
doengas que estdo associadas a dor, tais como uveite e artrite reumatoide (Smith et
al, 2005). (Moreland, 1999; Haraoui, 2005). Os resultados apresentados sugerem
que bergenina possui atividades analgésica e antiinflamatoria , constituindo uma
associada inibicdo da liberacdo de IL-18 e TNF- q, possibilidade atraente para o
desenvolvimento farmacolégico. Além disso, a auséncia de sinais de toxicidade
sistémica, sugerir uma terapéutica para a segurancga das doses farmacologicamente
ativo. No entanto, os mecanismos precisos através dos quais bergenina exerce sua

acao estao atualmente sob investigacéo.



6.0 - CONCLUSOES

Com os resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

A bergenina possui atividade antinociceptiva em modelos experimentais de

dor inflamatoria;

A atividade antinociceptiva da bergenina parece estar relacionada as suas

propriedades antiinflamatérias e inibicdo da sintese e/ou liberagéo de IL-1B e TNF-q;

IL-10, uma citocina antiinflamatéria, ndo contribui para a atividade
antinociceptiva da bergenina;

Doses terapéuticas de bergenina ndo induzem alteragdo da fungdao motora;

Diferente dos analgésicos-antiinflamatérios atualmente disponiveis, a

bergenina apresenta baixa toxicidade gastrica em doses terapéuticas;

A bergenina apresenta baixa citotoxicidade;

A bergenina apresenta baixa toxicidade, uma vez que sua administragéo sub-
cronica nao induz sinais de toxicidade geral ou mortalidade, nem induz toxicidade
renal e hepatica, sugerindo uma seguranca terapéutica para as doses

farmacologicamente ativas.

A bergenina pode ser considerada boa candidata para o desenvolvimento

farmacoldgico de novos analgésicos.
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