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LIMA, Milena da Silva. Caracterizacao farmacolégica da atividade antinociceptiva
das fisalinas. 70f. il. Dissertagdo (Mestrado) — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2012.

RESUMO

Fisalinas sao derivados esteroidais isolados da espécie Physalis angulata com
diversas atividades biolégicas ja comprovadas. O objetivo desse trabalho foi
investigar se as fisalinas possuem propriedade antinociceptiva e caracterizar essa
atividade em modelos experimentais de dor. Os efeitos farmacolégicos da mistura
das fisalinas (“pool”) e das fisalinas purificadas B, G, D e F foram avaliados nos
testes de contor¢cdes abdominais, formalina, hiperalgesia mecanica e edema de pata
induzidos por adjuvante completo de Freund (CFA). O limiar nociceptivo foi avaliado
por filamentos de von Frey e o edema em pletismOmetro. Efeitos sobre o
desempenho motor foram determinados pelos testes de rota rod e open field. A
administracao intraperitoneal da mistura de fisalinas (6,25-100 mg/kg) e das fisalinas
isoladas (25-100mg/kg) produziu uma redug¢édo do numero de contor¢bes abdominais
induzidas pelo acido acético em camundongos. No teste da formalina, a
administracdo das fisalinas (25-100mg/kg/IP) inibiu apenas a fase tardia, indicando
que a acao antiinflamatoria ja descrita das fisalinas poderia ser o responsavel pelo
efeito antinociceptivo. Confirmando a especificidade da ag&o sugerida pelos testes
nociceptivos, as fisalinas (100mg/kg/IP) ndo induziram déficit motor nos testes de
rota rod e open field. A seguir, para confirmar se a agao antiinflamatéria das fisalinas
€ o principal determinante do efeito antinociceptivo, os efeitos das fisalinas em um
classico modelo de inflamacdo — a inflamagdo da pata induzida por CFA - foram
avaliados. A mistura das fisalinas e a fisalina F (100mg/kg/IP) reduziram o edema, a
hiperalgesia mecanica e a liberacéo local da citocina hiperalgésica TNF-a, induzidos
por CFA. As fisalinas B, D e G na dose de 100 mg/kg nao tiveram efeito
antiinflamatério no teste do CFA, indicando que provavelmente para essas fisalinas a
atividade antinociceptiva descrita aqui deve estar associada a outros mecanismos. O
presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que as fisalinas possuem um efeito
antinociceptivo. De acordo com os dados apresentados aqui, € provavel que, para a
fisalina F, essa atividade esteja parcialmente relacionada a acéo antiinflamatéria e
inibicdo de citocinas, enquanto que para as fisalinas B, D e G outros mecanismos
devem estar envolvidos. O trabalho fornece suporte para a investigagao do potencial
terapéutico dessas substancias para o controle da dor, embora novos estudos sejam
necessarios para melhor compreensao do mecanismo de acgéo das fisalinas.

Palavras - chave: Fisalinas, Physalis angulata, antinocicepcao, dor inflamatéria,
citocinas



LIMA, Milena da Silva. Pharmacological caracterization of the antinociceptive activity
of physalins. 70f.il. Master Dissertation — Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal da Bahia, Salvador, 2012.

ABSTRACT

Physalins steroidal derivatives are isolated from the specie Physalis angulata with
several confirmed biological activities. The objective of this study was to investigate
whether physalins have antinociceptive property and characterize this activity in
experimental pain models. The pharmacological effects of the mixture of physalins
(pool) and purified physalins B, G, D, and F were evaluated in the writhing and
formalin tests, by mechanical hyperalgesia and paw oedema induced by complete
Freund's adjuvant (CFA). The nociceptive threshold was evaluated by von Frey
filaments and edema in plethysmometer. Effects on motor performance were
determined by the rota rod and open field tests. Intraperitoneal administration of
physalins mixture (6.25 - 100 mg/kg) and isolated physalins (25 - 100 mg/kg)
produced a reduction of the number of writhings induced by acetic acid in mice. In
the formalin test, the administration of physalins (25 - 100 mg/kg/IP) inhibited only the
late phase, indicating that the anti-inflammatory action, already described, of the
physalins could be responsible for the antinociceptive effect. Confirming the
specificity of the action suggested by nociceptive tests, the physalins (100 mg/kg/IP)
did not induce motor deficits in the rota rod and open field tests. Next, to confirm
whether the anti-inflammatory action of the physalins is the main determinant of the
analgesic effect, the effects of physalins in a classic inflammation model — the paw
inflammation induced by CFA - were evaluated. The mixture of the physalins and
physalin F (100 mg/kg/IP) reduced the oedema, mechanical hyperalgesia and local
release of hyperalgesic cytokine TNF-a induced by CFA. Physalins B, D and G in the
dosage of 100 mg/kg had no anti-inflammatory effect on the CFA test, indicating
probably that to these physalins the antinociceptive activity, described here, must be
associated with other mechanisms. The current study demonstrates for the first time
that the physalins have an antinociceptive effect. According to data presented here,
it is likely that for physalin F, this activity is partially related to an anti-inflammatory
action and cytokine inhibition, whereas for the physalins B, D and G other
mechanisms may be involved. The work provides support to investigation of the
therapeutic potential of these substances for pain control, although further studies are
needed to better understand the mechanism of action of physalins.

Keywords: Physalins, Physalis angulata, antinociception, inflammatory pain,
cytokines
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(registro inicial). A mistura de fisalinas (Pool) e a fisalina F (100 mg/kg)
ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle)
foram administrados 40 minutos antes da injecdo do CFA. Dados foram
expressos como média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como
determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de
TUKBY. e 54

Figura 26: Efeito das fisalinas na express&o génica de mediadores
hiperalgésicos IL-6 e IL-10. A expresséo génica de IL-6 (A) e IL-10 (B)
na pata inflamada medidos 02 horas apdés a injegao de CFA (registro
inicial). A mistura de fisalinas (Pool) e a fisalina F (100 mg/kg) ou
veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle)
foram administrados 40 minutos antes da inje¢cdo do CFA. Dados
foram expressos como média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como
determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de
LI LG /PSPPSR 54

Figura 27: Efeito das fisalinas na expressao génica de COX-2. A expresséo
génica de COX na pata inflamada medidos 02 horas apés a injecao
de CFA (registro inicial). A mistura de fisalinas (Pool) e a fisalina F (100
mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo
controle) foram administrados 40 minutos antes da injecao do CFA.
Dados foram expressos como média + E.P.M. de seis camundongos
por grupo. * significancia estatistica em relagao ao grupo controle
(p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido
dO teste de TUKEY. ...ovuiiiee e 55
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1. INTRODUGAO

1.1 DOR

A dor é considerada o sintoma principal em diferentes doencas, sendo um
importante fator que limita a qualidade de vida das pessoas (KIPEL, 2004; YUE et
al., 2007; STRASSELS et al., 2008). Quando se cronifica, a dor deixa de ser um
sintoma e passa a ser a doenca em si, trazendo grandes prejuizos sociais e
econdmicos. Atualmente, apesar da subnotificagdo, do uso indiscriminado de
medicamentos e, até mesmo, das falhas no diagnédstico, estima-se que em diversos
paises, inclusive no Brasil, de 10% a 50% das pessoas procuram os servicos de
saude, queixando-se de dor (ROCHA et al.,, 2007). Nesse contexto, estudo de
BONICA em 2010, mostrou que a ocorréncia de dor aguda nos Estados Unidos e em
outros paises é de 15 a 20% e, para a dor crbnica, esse percentual aumenta para
25% a 30%. Dados, também atuais, registraram, em estudo com a populagéo de
Salvador-BA, que 41,4% dos individuos sofrem de dor crénica (SA, 2009), o que
coloca essa cidade entre as mais prevalentes do mundo.

O termo “dor” tem origem no latim dolor, sofrimento. Deriva das palavras
paine, do grego e poena, do latim, que significam puni¢gdo ou pena (MENESCAL -
OLIVEIRA, 2008; BONICA, 2010). Essas definicbes se justificam no fato das
civilizagdes antigas compreenderem a dor como um evento atribuido a forgas
sobrenaturais que penalizavam aqueles que cometiam pecados (TEIXEIRA E
OKADA, 2001). Egipcios e babildbnios compreendiam a dor como uma influéncia
divina ou dos espiritos dos mortos (MENESCAL - OLIVEIRA, 2008). Escritos da
india descrevem a dor como uma frustracéo dos deuses e, dessa forma, um evento
emocional advindo da alma (DIAS, 2009). Contudo, a evolu¢ao do conceito de dor
ocorreu a partir da concepcao feita inicialmente por Alcmaeon (535-7?), discipulo de
Pitagoras, de que o cérebro seria 0 6rgdo mais importante na percepc¢do das
sensacdes de dor. Contribuicbes aos estudos iniciados pelo anatomista Galeno (130-
201), apoiadas, posteriormente, pelo filsofo René Descartes (1596-1650)
consideraram a idéia de que o cérebro, de fato, seria a sede das sensacgdes
dolorosas e, assim, houve a introdugdo do conceito de reflexo nervoso e a

concepgao de dor como um aspecto sensorial. No inicio do século XX, a definicao
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da dor, elaborada pelo fisiologista Charles Sherrington (1857-1952), propds que “o
reflexo de protecdo seria o complemento fisico da dor” (MENESCAL - OLIVEIRA,
2008). Esse conceito, no entanto, vem sofrendo modifica¢cdes a medida que avanga
o conhecimento sobre a dor. O interesse dos estudiosos para a compreensao e
controle da dor levou ao surgimento, em 1973, da International Association for Study
of Pain (IASP). A IASP define a dor como ‘uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos
de tais danos’. Portanto, o fenbmeno doloroso, caracterizado como experiéncia,
envolve dimensdes distintas: o evento do sofrimento, ou seja, a sensacéao original
somada as reacbes que ela provoca, associado a uma sensacgdo especifica,
assistida por estruturas neurofisiolégicas particulares (GUNSTEIN et al., 2006).

Dessa forma, a interpretagdo da dor caracteriza-se como um evento que
envolve tanto a transdugcdo dos estimulos nocivos e prejudiciais, quanto o
processamento emocional pelo encéfalo (JULIUS E BASBAUM, 2001). Sendo
assim, a dor é constituida de dois componentes: um componente emocional ou
psicolégico, definido como afetivo-motivacional; e outro fisiolégico ou sensorial, dito
sensorial-discriminativo. O componente emocional é responsavel pela construgcéo de
memoria e aprendizagem associada ao evento de dor (CALVINO E GRILO, 2006;
VITOR et al, 2008). O componente sensorial corresponde aos mecanismos
envolvidos na ativagdo de uma cascata de alteragcdes no sistema somatico-sensorial
transmitido ao sistema nervoso central (SNC) apds estimulos quimicos, mecanicos
e/ou térmicos que permitem determinar, por exemplo, a localizagao e a intensidade
do estimulo que provocou a dor. (BASBAUM E WOOLF, 1999; DAHL et al., 2004
CALVINO E GRILO, 2006; VITOR et al., 2008). Além desses, ha a concepcao de
uma dimensdo cognitivo-comportamental, relacionada a compreensdao de
experiéncia dolorosa de acordo com experiéncias passadas, sintomas, processos
biolégicos e socioculturais que buscam o ajuste entre o individuo e seu ambiente.

De acordo com esses conceitos, dor e nocicepgdo nado sao definicdes
sinbnimas. Nocicepcao se refere ao mecanismo pelo qual o estimulo tecidual -
mecanico, térmico ou quimico - excitando flbras nervosas, da inicio ao processo que
conduz a informagéo nociceptiva ao Sistema Nervoso Central (SNC) (LOESER,
1975 apud PERISSINOTI, 2002). Por outro lado, a dor envolve a percepg¢ao de um
estimulo aversivo e exige a capacidade de abstracdo e elaboragcdo de impulsos

sensoriais (ALMEIDA et al., 2004). Considerando que a identificacdo da dor em
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animais nédo é 6bvia, termos como dor e analgesia devem ser restritos aos seres
humanos, cabendo aos métodos experimentais a avaliagdo unica e exclusiva da
nocicepgao (JONES, 1992 apud SOUZA, 2008).

A atividade nociceptiva é causada por estimulacéo dos receptores nociceptivos
(nociceptores) e transmitida ao longo de vias neurais (GUNSTEIN et al., 2006). Os
nociceptores, que sado as terminacdes nervosas livres das fibras aferentes primarias,
sdo caracterizados dependendo da localizagédo e da capacidade de resposta a
diferentes estimulos (DAHL et al., 2004). Estdo amplamente distribuidos na pele,
vasos, musculos, articulagdes e visceras (JULIUS e BASBAUM, 2001). Apos ativagéo
dos nociceptores, a informacao de dor é conduzida nas fibras aferentes primarias que
transmitem o estimulo para o SNC, no corno dorsal da medula espinal. As fibras
aferentes primarias nociceptivas, Ad e C, diferenciam-se pela presenca ou auséncia
de mielina e pelos distintos calibres, respectivamente (ROCHA et al., 2007). Os
nociceptores ligados as fibras mielinizadas Ad sdo especializados na detecgédo de
injurias mecanicas e térmicas, traduzidas em uma rapida resposta a dor, por
possuirem maior velocidade de condugao. Os nociceptores ligados as fibras aferentes
C, nado mielinizadas, sao importantes na resposta aos estimulos mecanicos e térmicos
intensos e aos estimulos quimicos, com condug&o mais lenta (DAHL et al., 2004;
MENESCAL - OLIVEIRA, 2008). Dessa forma, as fibras Ad e C sao responsaveis pela
“first pain” (primeira fase da dor) e “second pain” (segunda fase da dor) (DAHL et al,

2004), respectivamente, como ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Grafico da velocidade de conduc¢ao do estimulo nociceptivo nas fibras
aferentes primarias.

Primeira dor

Segunda dor

Voltagem

Tempo

Fonte: modificado de JULIUS et al, 2001.
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Apoés ativacdo do nociceptor pelo estimulo nocivo, o estimulo inicial &
transformado em potenciais de acdo que se propagam, através das conexdes
sinapticas com neurdnios secundarios na substancia cinzenta do corno dorsal da
medula espinal. De modo abrangente, pode-se considerar que 0 mecanismo
envolvido na dor compreende trés fases: a transdugéo, que constitui a ativagdo dos
nociceptores por converter o estimulo nocivo em potenciais de acéo; a transmissao,
que € o conjunto de eventos que permitem que o impulso nocivo seja conduzido
para o SNC; e modulagéo, que se refere aos mecanismos e vias responsaveis pela
inibicdo ou facilitacdo da dor (PORTO, 2004) (Figura 2). A projecdo de axdnios dos
neurénios do corno dorsal forma os tratos ascendentes de conducao da dor que
levam a informacao sensorial para os centros encefalicos superiores, chegando aos
neurdnios terciarios, que se projetam ao cortex cerebral (MILLAN, 1999; SCHAIBLE

et al., 2004) onde a informacao de dor € percebida.

Figura 2: Esquema do Sistema Nociceptivo.

PERCEPGAQ

CORTEX

TALAMO

ESTIiMULDO
MOCICEPTOR NOCIVO

Fonte: modificado Dor on Line, 2011

O fendbmeno doloroso quanto a duragdo pode ser transitorio, agudo ou
cronico. No primeiro caso, denominada dor nociceptiva ou fisiolégica, ndo ha
qualquer dano tecidual e a dor decorre da ativagédo de nociceptores e desaparece
com o fim do estimulo. Esse tipo de dor funciona como um mecanismo protetor de
alerta contra dano iminente (SCHAIBLE e RICHTER 2004; MENESCAL - OLIVEIRA,
2008). Em outras situagdes, a dor perde sua fungéo de sistema de alarme e passa a

adquirir caracteristicas patoldgicas. Nesses casos, ocorre lesdo e a ativagédo dos
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nociceptores é feita no sitio lesionado. Nessas condigbes, a dor pode cessar quando
ha resolugao da lesdo inicial (dor aguda); ou se perpetuar por fatores que nao séo os
causadores, envolvendo plasticidade neuronal e sensibilizacdo das vias de
condugéao e processamento da dor (dor crénica) (MILLAN, 1999). Em adigéo, a dor
crbnica pode ocorrer na auséncia de dano evidente e se perpetuar por meses ou
anos (MENESCAL - OLIVEIRA, 2008; KLAUMAN et al., 2008; APKARIAN e BALIKI
et al., 2009). Tanto na dor aguda quanto na dor crénica, pode ocorrer dor
espontanea, uma exacerbacdo na resposta ao estimulo nocivo (hiperalgesia) ou
ainda dor induzida por estimulo inécuo (alodinia) (SCHAIBLE e RICHTER 2004;
KLAUMAN et al., 2008).

1.2 DOR INFLAMATORIA

A dor pode também ser classificada de acordo com a origem em dor
inflamatoria e dor neuropatica. A dor inflamatoria esta presente em muitas doencas
de duracgédo transitéria ou em processos crénicos, podendo resultar em limitacbes a
rotina do individuo (DUBNER e RUDA 1992). A ocorréncia da dor inflamatoria esta
associada ao processo de sensibilizagcéo periférica, em que, apés uma leséao tecidual
ou inflamagdo, ha a liberacdo de substancias enddgenas, responsaveis pela
ativacao direta ou pela sensibilizacao dos nociceptores (CUNHA et al., 2005). Essa
sensibilizagdo leva aos fendmenos de alodinia, hiperalgesia e dor espontanea,
descritos acima, frequentemente associados a condi¢des inflamatorias (SCHAIBLE e
RICHTER, 2004).

Nos processos inflamatorios, as células lesadas e as células inflamatérias
liberam mediadores quimicos, denominados algiogénicos (ROCHA et al., 2007),
incluindo prétons H+ e K+, bradicinina, histamina, ATP (adenosina tri-fosfato), éxido
nitrico (NO), serotonina (5-HT), substancia P (KIDD, 2001), interleucinas (IL) e fator
de necrose tumoral (TNF) (ROCHA et al., 2007; MENESCAL - OLIVEIRA, 2008). Em
sequéncia, ocorre a indugdo da via do acido araquidénico e produgdo dos
mediadores finais da dor inflamatéria: as prostaglandinas. Uma vez liberados, esses
mediadores quimicos contribuirdo para uma modificagdo fenotipica na fibra aferente
primaria, através da ativagdo de cascatas de segundos mensageiros, enzimas e

proteinas, o que reduzira o limiar de resposta dessa fibra, aumentara a freqtiéncia de



24

potenciais de agao e a atividade espontanea dos nociceptores. Esse contexto resulta
em maior excitabilidade neuronal, facilitagdo da transmissédo nociceptiva e
manutencao da dor (BASBAUM, 1999; SCHAIBLE e RICHTER, 2004).

1.3 CONTROLE FARMACOLOGICO DA DOR

Os medicamentos atualmente utilizados no controle da dor constituem
principalmente os analgésicos opidides, antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES),
anestésicos locais, glicocorticoides, anticonvulsivantes e antidepressivos triciclicos.
A dor aguda intensa, em geral, responde satisfatoriamente aos analgésicos
opidides (GUNSTEIN et al., 2006). Entretanto, embora o uso clinico dos opidides
se deva principalmente as suas propriedades analgésicas, eles produzem uma
série de efeitos indesejados sobre o hipotdlamo, sistema enddécrino, trato
gastrointestinal, trato biliar, sistema cardiovascular e, sobretudo, freqiientemente
estdo associados a fendbmenos de tolerancia e dependéncia fisica (GUNSTEIN et
al., 2006). Do mesmo modo, AINES apresentam efeitos colaterais freqlentes,
associados a danos no trato gastrointestinal e desordens renais (ROBERT, 1976;
PESKAR, 1977; RAINSFORD, 2007).

Como a dor crbénica é um fenbmeno complexo, associado a alteragdes de
plasticidade e funcionamento do SNC, €, muitas vezes, resistente aos analgésicos
eficazes na dor aguda. Na dor crbnica, o efeito dessas substancias é
frequentemente limitado, com crescente nivel de efeitos colaterais causados por
doses elevadas. De fato, os anticonvulsivantes e antidepressivos somente aliviam a
dor ja estabelecida e séo eficazes em menos de 50% dos pacientes (McQUAY et al.,
1996). Além disso, a maioria das terapias farmacolédgicas para a dor € administrada
sistemicamente, quer através da via enteral ou parenteral, e exercem seus efeitos
sobre uma multiplicidade de 6rgaos e estruturas do corpo, independentemente do
seu envolvimento em vias de dor crénica (RAINOV et al., 2007).

O controle farmacoldgico da dor inflamatéria é feito principalmente pelos
antiinflamatorios esteroidais e néo esteroidais (CASHMAN, 1996). Os AINES tém
seu efeito por impedir a continuidade da via do acido araquidénico por inibicdo das
isoformas das enzimas ciclooxigenases, a constitutiva (COX-1) e a induzivel (COX-
2) (ROBERT, 1976; PESKAR, 1977; GOODMAN E GILMAN, 2006). A COX ¢ a
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enzima responsavel pela metabolizagdo do acido araquiddénico a prostaglandinas,
como a prostaglandina E2 (PGE2), mediador relevante na indugdo da dor
inflamatéria (TAPIERO et al., 2002; NONATO et al., 2009; CHOPADE e MULLA,
2010). Como as prostaglandinas sdo também citoprotetoras, um longo periodo de
utilizacado dos AINES pode desencadear o aparecimento de Ulceras
gastrointestinais, desordens renais, entre outros efeitos decorrentes de uma
inibicdo n&o seletiva (GOODMAN E GILMAN, 2006). Por outro lado, inibidores
seletivos para COX-2, os coxibes, possuem menos efeitos adversos no trato
gastrointestinal, porém, estdo associados a riscos cardiovasculares. Os
glicocorticéides, antiinflamatorios esteroidais, também tém sido utilizados no
controle da dor inflamatéria, embora em menor escala em fungéo da ampla gama
de efeitos indesejados associados a essa classe.

Diante do exposto acima, considerando os efeitos indesejados e a caréncia
de farmacos mais seletivos e eficazes, entende-se que o estudo de novas opgdes

farmacologicas para o controle da dor torna-se de extrema relevancia.

1.4 PRODUTOS NATURAIS E FISALINAS

O uso de plantas como fonte de medicamentos para o tratamento de
enfermidades é descrito desde os tempos mais remotos (CALIXTO, 2001). Dada a
contribuicdo da medicina popular, essas utilizagées tém sido cada vez investigadas
em todo o mundo.

O valor dos produtos naturais, especialmente os extraidos de plantas, para a
sociedade e para a economia mundial € bastante significativo. As propriedades
terapéuticas de produtos naturais tém fornecido subsidios para a pesquisa da
atividade biolégica de extratos ou fragbes de produtos de origem vegetal utilizados
como medicamentos populares (ROSSI-BERGMANN et al.,, 1997). A busca por
plantas e moléculas bioativas tem crescido juntamente com o entendimento da
biologia molecular e quimica medicinal, tornando-se uma ferramenta importante para
a descoberta de substancias e derivados cada vez mais potentes.

O uso dos produtos naturais tem se expandido, sobretudo em fungao da
pressdo das industrias farmacéuticas pela selecdo de moléculas bioativas ou

protétipos para desenhos de novos medicamentos (CALIXTO, 2001). Isso, porque,
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moléculas com atividade biolégica podem ser utilizadas como ferramentas para o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos Estima-se que um
em cada quatro farmacos da terapéutica atual foi obtido ou desenvolvido a partir de
substancias isoladas de plantas (SANT'ANA, 2002).

Ao longo do avango da ciéncia e dos conhecimentos acerca dos produtos
naturais, diversas plantas utilizadas na medicina popular tiveram suas propriedades
analgésicas e antiinflamatérias validadas por estudos cientificos. Dentre os AINES,
tém-se destaque os salicilatos, produtos naturais que contém precursores do acido
salicilico, presente na casca do salgueiro, por exemplo. Podem-se citar ainda outras
plantas ja reconhecidamente com propriedades analgésicas, como a “arnica
brasileira” (Lychnophora ericoides) (LOPES, 2003) e a “jalapa” (Mandevilla velutina)
(MATOS et al.,, 2006). Com acado antiinflamatoéria, podem-se citar a Curcuma
zedoaria (NAVARRO et al. 2002) e a Bryophillum calycinum (SOUZA et al., 2005).
Em posse dessas informagdes, varios grupos de pesquisas tém se preocupado com
0 seguimento desses estudos, visando a perspectiva planejamento de novos
fitoterapicos e farmacos, transformando esse conhecimento em produtos no
mercado como alternativas terapéuticas para o controle da dor e inflamag¢ao, como é
o caso, por exemplo, do Acheflan ®, obtido a partir da Cordia verbenaceae.

As substancias avaliadas no presente estudo foram obtidas da Physalis
angulata, pertencente ao género Physalis. O género Physalis compreende cerca de
cento e vinte espécies com caracteres herbaceos e habitos perenes. A origem do
nome remete ao grego onde “physa” significa bolha ou bexiga, referindo-se ao calice
que encerra seus frutos (TOMASSINI et al., 2000). Physalis angulata, uma
importante espécie desse género, € uma planta herbacea de ciclo anual amplamente
difundida nas regides tropicais e subtropicais dos continentes asiatico, africano e sul-
americano. Esta Solanacea tem sido bastante estudada e existem diversas
validagbes cientificas ja reconhecidas para distintas atividades biologicas da planta e
de seus isolados, como antileucémica, antitumoral (CHIANG et al., 2001),
antimutagénica, antiespasmaodica, antiséptica, imunomoduladora e no tratamento de
diabetes, doenca do sono, malaria, hepatite, reumatismo, dermatites, asma e
gonorréia (LIN et al., 1992; CHIANG et al., 1992; SOARES et al., 2003; SANTOS et

M =0

al., 2003). No Brasil, Physalis angulata é conhecida como “camapu”, “bucho de r&”,
‘lua de capote” ou “mata-fome”, cujo suco €& considerado depurativo contra

reumatismo e dor de ouvido (BRANCH E SILVA, 1983). Ha referéncias do uso
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Physalis angulata por populag¢des indigenas como analgésico e antireumatico, para
o tratamento de dor abdominal, além de atividade antipirética, antidiurética e
antiinflamatéria no tratamento de hepatite e cervicite (LORENZI, 1982; BASTOS et
al., 2008). Estudos sobre o efeito antinociceptivo e antiinflamatorio de extratos dessa
espécie ja foram descritos, validando seu uso na medicina popular (CHOI e HWANG,
2003; BASTOS et al., 2006). Essa variedade de a¢des bioldgicas tem sido atribuida,
sobretudo, pela vasta diversificagdo nas estruturas quimicas das fisalinas,
constituintes importantes da Physalis angulata (TOMASSINI et al., 2000).

As fisalinas sdo moléculas de estruturas bastante complexas, pois possuem,
além da lactona, outra y lactona fundida ao anel D. Sdo derivados esteroidais do tipo
13,14-seco-16,24 ciclo ergostano, carbonilados em C-15. Constituem um grupo de
fito-ester6ides com pluralidade de anéis, caracterizando-se como seco-derivados
resultantes da clivagem oxidativa efetuada por agente oxidante bioldégico, com o
grupo OH em C-14 tendo a carbonila em C-15 como agente facilitador (TOMASSINI
et al., 2000). Abaixo, a representagdo estrutural de algumas fisalinas, isoladas da

espécie citada, ressaltando as diferencas estruturais entre elas (Figura 3).

Figura 3: Estrutura Quimica das Fisalinas B, D, F e G.

Fisalina F Fisalina G
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Corroborando os efeitos farmacologicos descritos para a planta e seu uso na
medicina popular, as fisalinas, encontradas em Physalis angulata (VIEIRA et al.,
2005), apresentam uma ampla variedade de atividades farmacoldgicas descritas.
Alguns estudos sugerem uma importante atividade anti-T. cruzi (NAGAFUJI et al.,
2004; ABE et al., 2006) e anti-Leishmania (GUIMARAES et al., 2009). A atividade
antitumoral in vitro e in vivo das fisalinas B e D foi demonstrada por HEMERSON et
al, 2006. A atividade antiinflamatoria, com inibicdo da producdo de NO por
macrofagos e diminuicdo da letalidade em camundongos submetidos a injecdo de
lipopolissacarideo também foi demonstrada (SOARES et al., 2003; VIEIRA et al.,
2005). Estudos indicam o potencial das fisalinas B, F e G, como agentes
imunossupressores, devido a inibicdo da ativagdo de linfécitos (SOARES et al.,
2006). Para a fisalina D, estudo recente descreve uma relevante atividade biologica
in vivo contra malaria (SA et al., 2011). Esses estudos apontam as fisalinas como
moléculas relevantes do ponto de vista farmacolégico. No entanto, apesar da
atividade analgésica da espécie Physalis angulata ser sugerida pelo uso popular e
validada por estudos experimentais (CHOI & HWANG, 2003; BASTOS et al., 2008;
BASTOS et al., 2006) até onde vai nosso conhecimento nenhum estudo até aqui
avaliou a atividade analgésica das fisalinas. Diante disso, e da necessidade de
novas opgbes para o controle da dor, esse trabalho propbe a avaliacédo e
caracterizacdo da atividade antinociceptiva das fisalinas em modelos experimentais
de dor. Esse estudo pode contribuir para validar o uso etnofarmacologico de Physalis
angulata, reafirmando o vinculo entre a medicina popular e as abordagens e

justificativas cientificas.
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Os produtos naturais tém contribuido para o estudo e descoberta de novas
substancias com diferentes atividades farmacoldgicas, visando alternativas para o
desenvolvimento de medicamentos (RATES, 2001). Os estudos das espécies
oriundas dos recursos naturais, em geral, sdo orientados pelo uso popular,
ressaltando a importancia da contribuicdo das sociedades para a descoberta de
novas alternativas terapéuticas. Com base na etnofarmacologia, muitas
investigacdes tém sido realizadas no intuito de validar o potencial farmacolégico da
nossa biodiversidade. O planejamento de novos farmacos isolados de produtos
naturais representa uma abordagem estratégica, principalmente, visando o uso
racional, produtivo e sustentavel da biodiversidade regional (FILHO et al., 2001).
Nesse sentido, os estudos de caracterizagdo farmacologica de moléculas isoladas a
partir de produtos naturais podem representar uma etapa importante no
desenvolvimento de medicamentos, sobretudo, em funcdo da variedade e
complexidade estrutural de moléculas bioativas.

A dor exerce uma funcgéao fisiolégica protetora que indica um possivel dano
tecidual, mas, por vezes, torna-se patologica, podendo constituir o principal sintoma
em diferentes doencgas ou tornar-se uma doenga em si, como nos casos de dor
cronica (SCHAIBLE, 2004). Atualmente, o controle farmacoldégico da dor é
insatisfatério, em funcao da relativa ineficacia dos farmacos existentes em diferentes
tipos de dor e dos frequentes efeitos indesejados que dificultam a adesdo ao
tratamento e acarretam riscos variados ao paciente (TAPIERO et al., 2002;
STRASSELS et al.,, 2008). De acordo com esses dados, o adequado controle
farmacol6gico da dor permanece ainda um desafio.

Historicamente, as plantas tém se mostrado uma rica fonte de analgésicos,
como pode ser constatado pelos exemplos dos opidides e AINES. Com o objetivo de
aliar o grande potencial farmacolégico da biodiversidade brasileira, a necessidade de
desenvolvimento de novos analgésicos, o presente trabalho foi delineado para
investigar a atividade antinociceptiva das fisalinas em modelos experimentais de dor.
Os dados obtidos nesse estudo podem estabelecer as bases para futuras

investigacdes do efeito dessas substancias no controle da dor.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e caracterizar farmacologicamente a atividade antinociceptiva de

fisalinas em modelos experimentais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar o efeito antinociceptivo das fisalinas em modelos experimentais de
dor;

Caracterizar farmacologicamente o efeito antinociceptivo das fisalinas;

Avaliar a possivel interferéncia das fisalinas na fun¢gdo motora dos animais;

Investigar possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva das

fisalinas.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Camundongos Swiss Webmaster, machos, pesando de 20-25 gramas,
provenientes do Biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz - CPqGM,
FIOCRUZ/BA, foram utilizados nos experimentos. Os protocolos experimentais foram
revisados e aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de Animais (CEUA) do
CPqGM sob o CEUA n° L-IGM-012/09. Além dessa parceria, também fizeram parte de
grupos experimentais, animais fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal de
Bahia e do Biotério da Universidade Estadual de Feira de Santana. Os animais foram
mantidos com agua e ragédo balanceada ad libitum, em estante com ventilagbes
adequadas e com ciclo claro/escuro de 12 horas, a temperatura de 22 + 2 °C As
manipulag¢des e protocolos experimentais foram seguidos, segundo regulamentagbes
e diretrizes determinadas pela Associagao Internacional para o Estudo da Dor
(Zimmermann, 1983). Os testes de comportamento foram realizados entre 8 e 17

horas. Grupos de seis animais foram determinados para cada teste experimental.

4.2 DROGAS, DILUENTES E VIAS DE ADMINISTRAGAO

Diazepam foi obtido da Cristalia (ltapira, Sdo Paulo, Brasil), Indometacina,
Dexametasona, PBS, Tween 20 foram obtidos da Sigma Chemical Company (St Louis,
MO, USA). A indometacina foi dissolvida em Tris HCI 0,1M/salina, dexametasona foi
dissolvida em 10% etanol/salina. O diazepam foi dissolvido em salina. As substancias
foram administradas por via intraperitoneal (IP) ou subcutanea (SC). As fisalinas puras

e em mistura foram dissolvidas em 5%DMSO, 5%Tween 20/ salina.

4.3 OBTENGAO DAS FISALINAS

A mistura das fisalinas e os compostos purificados foram obtidos do extrato

etandlico do caule da planta Physalis angulata e purificados, a partir de espécies
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coletadas em Belém do Para, como descrito em SOARES et al, 2003. Cerca de 15
gramas do extrato etandlico foi dissolvido em metanol. Adicionou-se, em seqliéncia,
solugcédo de acetato de chumbo (200 mL de agua destilada, quente, com 25 gramas
de acetato de chumbo). Apds agitacao por duas horas, foram adicionados 20 gramas
de carvao ativado, sob agitacdo constante. A mistura foi filtrada e extraida em
cloroférmio, obtendo 700 mg de material sélido (mistura de fisalinas). Essa mistura
foi submetida a cromatografia liquida de média pressao (MPLC) utilizando gradiente
de eluicdo de hexano/acetato de etila, inicialmente na proporg¢ao (70:30) até chegar
a 100% do acetato de etila. Ap6s evaporagdo do solvente, as fragdes coletadas
foram submetidas a cromatografia de camada delgada (CCD) e métodos
espectroscopicos para elucidagao estrutural. Como resultado da purificacdo obteve-
se 15 mg de fisalina B (96% de pureza), 75 mg de fisalina D (95,6% de pureza), 56
mg de fisalina F (97,8% de pureza) e 51 mg de fisalina G (95% de pureza). O
processo de purificacdo descrito acima foi realizado no Laboratério de Produtos
Naturais Il em Farmanguinhos - Fiocruz/RJ, sob coordenag¢do da Dra. Therezinha

Tomassini.

4.4 CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO

Acido acético (1,2%v/v - 0,1mL/10g) foi injetado na cavidade peritoneal dos
camundongos, 40 minutos apos a administragao intraperitoneal de doses crescentes
da mistura de fisalinas (6,25-150mg/kg), das substancias isoladas B, D, G e F (25-
100mg/kg) ou do veiculo (DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle). Os
animais foram colocados em caixas de acrilico invertidas, individualmente, para
facilitar a observacdo do padrdo caracteristico. O comportamento nociceptivo foi
quantificado pelo numero de contor¢des abdominais no intervalo de 30 minutos apés
a injegéo do agente algésico (COLLIER, DINNEEN et al., 1968). Esse padrdo de
resposta é caracterizado pela extensdo do corpo com estiramento das patas
traseiras (Figura 4). A indometacina (10mg/kg) foi utilizada como droga de

referéncia.
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Figura 4: Teste de contorgcdoes abdominais em modelo murino experimental.

Fonte: Acervo Pessoal.

4.5 TESTE DA FORMALINA

Solugédo de formalina (20 pL - Formol 2,5% diluido em salina) foi injetada na
superficie intraplantar direita dos camundongos, apés 40 minutos da administracao
intraperitoneal da mistura de fisalinas e das substancias isoladas B, D, G e F (25-
100mg/kg) ou do veiculo (DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle). Os
animais foram colocados em funis de vidro, individualmente, para facilitar a
observagdo do comportamento nociceptivo (Figura 5), que consiste no tempo de
lambida da pata estimulada (Figura 6), que € registrado em cronémetro por um
periodo de 30 minutos. O teste da formalina é dividido em duas fases. A primeira
fase (inicial ou neurogéncia) que compreende o intervalo de 0-10minutos, e a
segunda fase (tardia ou inflamatéria) que compreende o intervalo de 10-30minutos
(DUBUISSON E DENNIS, 1977). A indometacina (10mg/kg) foi utilizada como

droga referéncia.
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Figura 5: Animais colocados em funis de vidro para observagao do comportamento
nociceptivo.

Fonte: Acervo Pessoal.

Figura 6: Teste da formalina em modelo murino experimental.

Fonte: Acervo Pessoal.
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4.6 AVALIACAO DA FUNGAO MOTORA NO TESTE DE ROTA-ROD

A possivel interferéncia das fisalinas na capacidade motora e producao de
déficits neurolégicos nos animais foram avaliadas pelo desempenho no aparelho de
rota rod (DUNHAM E MIYA, 1957). Os animais foram submetidos a uma analise de
pré-selecédo dois dias antes do experimento, com a finalidade de selecionar apenas
0s animais que se mantivessem em equilibrio sobre a barra durante trés minutos por
trés tentativas. A rotacao constante adotada foi de 06 rotagdes por minuto (rpm). No
momento do experimento, os animais selecionados foram tratados com as fisalinas
na maior dose testada, mistura (150 mg/kg) e fisalinas puras (100 mg/kg), e apos 40
minutos, colocados no aparelho para observacdo. O aparelho consiste de um
cilindro, distante 07 cm da superficie, que gira a velocidade constante (Figura 7).
Para manter-se no cilindro o animal necessita locomover-se e a capacidade de
coordenacao é quantificada pelo registro do tempo de permanéncia no aparelho. Os
resultados foram expressos em média do tempo em segundos de permanéncia dos
animais no rota rod. A droga de referéncia utilizada foi o diazepam 10 mg/kg com

pré-tratamento de 30 minutos.

Figura 7: Teste de rota rod em camundongos.

L = T T = ———

Fonte: Acervo Pessoal.
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4.7 AVALIACAO DA FUNCAO MOTORA NO TESTE DE OPEN- FIELD
(CAMPO ABERTO)

O teste do campo aberto avalia respostas comportamentais como atividade
locomotora, hiperatividade e comportamento exploratério. O aparato consiste em
uma caixa de acrilico opaco (50 cm x 60 cm x 45 cm), com piso demarcado em 12
quadrados iguais (Figura 8). No momento do teste, os animais foram colocados em
um dos cantos do aparato e foi registrado o numero de vezes em que 0s animais
cruzam os quadrados com as quatro patas durante o periodo de trés minutos. Os
animais foram tratados com as fisalinas na maior dose testada, mistura (150 mg/kg)
e fisalinas puras (100 mg/kg), e, 40 minutos apés, colocados no aparato para
registro. Os resultados foram expressos em média de quantidade de quadrados
percorridos. A droga de referéncia utilizada foi o diazepam (10 mg/kg) com pré-

tratamento de 30 minutos.

Figura 8: Teste do Open Field.

Fonte: Acervo Pessoal.
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4.8 MODELO DE DOR INFLAMATORIA INDUZIDA PELO ADJUVANTE COMPLETO
DE FREUND (CFA)

O CFA constitui de uma solugao de Mycobacterium tuberculosis (1mg/mL) em
85% de 6leo de parafina e 15% de 6leo de monooleato de manide. Os animais foram
pré-tratados com a mistura de fisalinas (25-100 mg/kg), das fisalinas isoladas B, G, D
(100 mg/kg) e F (50 e 100mg/kg) ou veiculo (DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina,
grupo controle). Quarenta minutos depois, os camundongos foram levemente
anestesiados com halotano e receberam injecdo subcutdnea de CFA (20uL,
1mg/mL) na regido plantar direita (registro inicial) (KASSUYA et al., 2003). A
hiperalgesia mecénica, edema de pata e produgao local de citocinas foram avaliados

com von Frey filamentos, pletismémetro e ELISA, como descrito abaixo.

4.9 AVALIAGCAO DE LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO: FILAMENTOS DE VON
FREY

O limiar de resposta ao estimulo mecanico foi medido a cada 02 horas ap6s o
registro inicial com filamentos de von Frey pelo método up-down (CHAPLAN et al.,
1994) (Stoelting, Chigaco, EUA). Estes filamentos consistem em segmentos de fio
de nylon cuja rigidez a tensdo €& previamente determinada em gramas pelo
fabricante. Foram utilizados sete flamentos correspondentes as seguintes forgas em
gramas: 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 0,6; 1; 1,4; 2. e 4, considerando o filamento de partida
o de 0,6. Os animais foram postos em caixa de acrilico transparente, com fundo em
tela de arame galvanizado, elevada sobre um espelho de modo a permitir o acesso a
superficie plantar e visualizacdo da resposta do animal (Figura 9). Os animais
permaneceram na caixa para adaptagéo por um periodo de trinta minutos. A pata foi
tocada verticalmente com a série dos filamentos, considerando um total de seis
respostas consecutivas, tendo inicio quando o animal inverte o comportamento nao
responsivo (negativo) por um comportamento responsivo (positivo), detectado pelo
movimento de retirada da pata — flinch. Considerou-se como resposta positiva a
retirada brusca da pata testada. A série foi interrompida quando o animal exibiu
resposta positiva. As medidas foram realizadas tendo como principio que uma

resposta positiva € sempre seguida por um estimulo de filamento inferior, enquanto
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que uma resposta negativa € seguida de um estimulo de filamento superior. O
resultado é obtido através do valor em logaritmo da for¢a proporcional ao ultimo
filamento (Xf), do valor equivalente ao padrao de respostas positivas e negativas (k)
e a média da diferenca entre os estimulos em unidades logaritmicas (8), com a
expressdo de 50% do limiar nociceptivo em gramas, ou seja, a forga correspondente
ao filamento em que o camundongo responde em 50% das apresentagdes,

conforme férmula a seguir:

Figura 9: Ambiente de experimentagao para avaliagdao do limiar nociceptivo mecanico.

(10[Xf+k5] )
10.000

50%gramasLimiar =

Fonte: Acervo Pessoal.

4.10 MENSURACAO DE EDEMA DE PATA: PLETISMOMETRO

Outro parametro avaliado foi a formagdo do edema induzido por CFA. O
edema foi quantificado pelo registro da variagdo do volume da pata no aparelho
Pletismémetro (Ugo, Basile, Comerio, Italia) (Figura 10). O volume de cada pata foi
medido antes da administragcdo de CFA (Valor basal) e 02, 04, 06 e 24 horas ap0s
(Valor final). A variagdo do volume foi determinada através do valor obtido em

funcao do valor de volume da pata no registro inicial, ou seja, antes da administragcéo
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do estimulo inflamatério. Esse valor foi estabelecido em percentual para o aumento

do edema. Dexametasona (0,7 mg/kg/ SC) foi utilizada como droga referéncia.

Figura 10: Equipamento Plestismémetro. Medida do edema de pata em camundongos.

Fonte: Acervo Pessoal.

4.11 ELISA

Os niveis TNF-a e IL- 1B nas amostras foram determinados pela técnica de
ELISA sanduiche. Camundongos foram tratados com os compostos avaliados e,
apos o periodo de 40 minutos, receberam injecdo intraplantar de CFA na pata
posterior direita. Depois de 2 horas, os animais de cada grupo foram anestesiados
para retirada do tecido da pata. Proteinas do tecido foram extraidas na proporgéo de
100 mg de tecido/mL PBS (0,05% Tween 20; 0,1mM PMSF; 0,1mM benzametdnio;
10mM EDTA; 2ug/ml aprotinina A; 0,5% BSA). As amostras foram centrifugadas por
3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante estocado a -70°C. A dosagem de
citocinas foi estimada utilizando o kit de imunoensaio ELISA para camundongos
(R&D SYSTEM, Minneapolis, MN). A leitura da densidade éptica foi determinada por
espectrofotometro (Spectra Max 190 — Molecular Devices, Califérnia, EUA), no

comprimento de onda de 450nm. As analises foram realizadas no Software Softmax
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4.3.1 (molecular Devices) e os resultados foram expressos em picogramas de

citocina por militro de solugéo de proteinas.

4. 12 REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM TEMPO REAL

Camundongos foram tratados com os compostos avaliados e, ap6s o
periodo de 40 minutos, receberam injecao intraplantar de CFA na pata posterior
direita. Depois de 2 horas, os animais de cada grupo foram anestesiados para
retirada do tecido da pata. Materiais plasticos e solucdes livres de RNAse foram
utilizados em todas as etapas do processo. O tecido da pata de cada animal foi
homogeneizado em 1mL de reagente Trizol (Gibco - BRL Life Technologies, Grand
Island, N.Y.) e a extragcdo do RNA total foi realizada de acordo com as orientag¢des
do fabricante e a concentracao foi determinada por medigdo fotométrica utilizando
o aparelho NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Em seguida 1 yg do RNA total foi
transcrito por acdo da enzima transcriptase reversa utilizando-se do kit High
Capacity Reverse Transcription (Applied Biosystems). O cDNA assim obtido foi
usado para analise da expressdao quantitativa dos genes TNF- a (Mm
00443258 m1), IL-1B (Mm 00434228 m1), COX-2 (Mm 01307329_m1), IL — 6 (Mm
00446190 _m1) e IL -10 (Mm 00439616_m1) em reagdes de PCR em Tempo Real.
A reacdo de amplificacdo de qRT-PCR contendo 20 ng da amostra de cDNA, 5,0
ML Tagman Master Mix (Applied Biosystems) foram adicionadas as sondas de
hidrolise Tagman (Applied Biosystems) acima indicadas em quantidade suficiente
para completar o volume final de 10 pL. Todas as reagdes foram realizadas em
duplicata no Sistema de Detecgdo ABI7500 Sequence (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) sob condigdes do padrao de ciclagem térmica. Os valores médios
de Ct (Cycle threshold) foram usados para calcular a expressao do gene estudado,
com normalizagdo ao controle interno (GAPDH — Mm 9999915 g1) usando a
féormula 2-DCt. Amostras com coeficiente de variagdo maior que 5% foram
excluidas. Um controle sem amostra (NTC) e outro sem a enzima para transcricao

reversa (No-RT) também foram incluidos.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados utilizando o GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad
Inc., San Diego, CA). Os dados foram apresentados como a média + erro padrao da
média (E.P.M.) de medidas feitas com 6 animais por grupo. A comparagao entre
grupos distintos de tratamento foi feita utilizando one - way ANOVA, seguido do teste
de Tukey. Em estudos de medidas repetidas ao longo do tempo, foi utilizado o two-
way ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Em todos os testes, as diferengas

foram consideradas estatisticamente significantes para valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO DAS FISALINAS NO TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS

O efeito antinociceptivo das fisalinas foi investigado no teste de contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético. A mistura (pool) de fisalinas (6,25-100
mg/kg), as fisalinas puras B, D, G ou F (25-100 mg/kg) e o farmaco de referéncia
indometacina (10 mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal, 40 minutos
antes da injecado de acido acético. O pool produziu uma inibicdo significativa do
numero de contorgbes abdominais nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg (Figura 11),
mas o efeito ndo foi dose-dependente. A partir desse dado, as fisalinas B, G, D ou F
foram administradas nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. As fisalinas B (Figura 12A) e
F (Figura 12D) produziram efeito antinociceptivo nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg.
As fisalinas D (Figura 12B) e G (Figura 12C) produziram efeito antinociceptivo nas
doses de 50 e 100 mg/kg. A indometacina produziu efeito antinociceptivo que nao foi

estatisticamente diferente do efeito das fisalinas.

Figura 11: Efeito antinociceptivo da administragao intraperitoneal da mistura de
fisalinas no teste de contor¢ées abdominais. Camundongos foram tratados
com a mistura de fisalinas (6,25-100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+
Tween 20 5%/ salina, grupo controle) por via intraperitoneal 40 minutos antes da
injecao de acido acético. A indometacina (INDO 10 mg/kg/IP) foi o farmaco
utilizado como padréo ouro. Os dados foram representados como média £ E.P.M
de seis camundongos por grupo. * significancia estatistica em relacao ao grupo
controle (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido
do teste de Tukey.
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Figura 12: Efeito antinociceptivo da administracao intraperitoneal das fisalinas B, D, G
ou F no modelo de contor¢gées abdominais. Camundongos foram tratados com
as fisalinas B (Painel A), D (Painel B), G (Painel C) ou F (Painel D) nas doses de
25 a 100 mg/kg por via intraperitoneal 40 minutos antes da inje¢éo de acido
acético. A indometacina (INDO 10 mg/kg/IP) foi o farmaco utilizado como padrao
ouro. O grupo controle recebeu veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina)
por via intraperitoneal 40 minutos antes da inje¢éo de acido acético. Os dados
foram representados como média + E.P.M de seis camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relacdo ao grupo controle (p<0,05), como determinado
pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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5.2 EFEITO DAS FISALINAS NO TESTE DA FORMALINA

Para confirmar o efeito antinocicepitvo das fisalinas, seus efeitos foram
investigados no teste da formalina. A mistura de fisalinas (25 - 100 mg/kg), as
fisalinas puras B, G, D ou F (25 -100 mg/kg) e o farmaco de referéncia indometacina
(10 mg/kg) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes da injecéo
de formalina. A mistura de fisalinas nas doses de 50 e 100 mg/kg promoveu inibigao
significativa do tempo de lambida da pata apenas na segunda fase da formalina
(Figura 13). Da mesma maneira, as fisalinas B (Figura 14A), D (Figura 14B), G
(Figura 15A) e F (Figura 15B) produziram efeito antinociceptivo apenas na segunda
fase da formalina, nas doses de 25 a 100 mg/kg. A indometacina produziu efeito
antinociceptivo na segunda fase da formalina, que n&o foi estatisticamente diferente

do efeito das fisalinas.

Figura 13: Efeito antinociceptivo da mistura de fisalinas no teste da formalina.
Camundongos tratados com a mistura de fisalinas (25, 50 e 100 mg/kg) ou veiculo
(CTRL) por via intraperitoneal 40 minutos antes da injegéo intraplantar de
formalina. Indometacina (INDO 10 mg/kg/IP) foi a droga referéncia. Os dados
foram representados como média + E.P.M de seis animais por grupo. *
significancia estatistica em relacéo ao grupo controle (p<0,05), como determinado
pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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Figura 14: Efeito antinociceptivo das fisalinas B e D no teste da formalina.
Camundongos tratados com as fisalinas B (Painel A) e D (Painel B) ou veiculo
(CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle) por via intraperitoneal
40 minutos antes da injegcéo de formalina. Indometacina (INDO 10 mg/kg/ IP) foi a
droga referéncia. Os dados foram representados como média + E.P.M de seis
animais por grupo. * significancia estatistica em relagédo ao grupo controle
(p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste

de Tukey.
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Figura 15: Efeito antinociceptivo das fisalinas G e F no teste da formalina.
Camundongos tratados com as fisalinas G (Painel A) e F (Painel B) ou veiculo
(CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle) por via intraperitoneal
40 minutos antes da injegcéo de formalina. Indometacina (INDO 10 mg/kg/ IP) foi a
droga referéncia. Os dados foram representados como média + E.P.M de seis
animais por grupo. * significancia estatistica em relagéo ao grupo controle
(p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste

de Tukey.
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5.3 INVESTIGAGAO DA INFLUENCIA DA ADMINISTRAGCAO DAS FISALINAS NA
COORDENAGAO E DESEMPENHO MOTOR DOS CAMUNDONGOS

Com o objetivo de avaliar se uma possivel deficiéncia motora ou sedacgao
induzida pelas fisalinas poderia interferir no comportamento observado nos testes
nociceptivos, a funcédo motora foi avaliada nos testes de rota rod e open field apos a
administragao das fisalinas. Como resultados, observou-se que a administragdo da
mistura de fisalinas (150 mg/kg) e das fisalinas B, D, G e F (100 mg/kg) ndo alterou o
tempo de permanéncia no rota rod (Figura 16) nem o numero de quadrados
percorridos pelos camundongos no open field (Figura 17). Esses dados indicam que
as fisalinas ndo afetam o desempenho motor dos camundongos. Diazepam (10
mg/kg/IP), depressor do sistema nervoso central, ao contrario, inibiu
significativamente o tempo de permanéncia dos animais no aparelho de rota Rod e o

numero de quadrados percorridos no open field.

Figura 16: Efeito das fisalinas no desempenho motor dos camundongos no teste de
rota rod. (A) Animais tratados com a mistura das fisalinas (150 mg/kg) por via
intraperitoneal 40 minutos antes da exposi¢édo ao aparelho de rota rod. (B)
Animais tratados com as fisalinas purificadas B, D, G ou F (100 mg/kg) por via
intraperitoneal 40 minutos antes da exposi¢ao ao aparelho de rota rod. Diazepam
(DZP) (10 mg/kg/IP) foi utilizado como droga referéncia. O grupo controle foi
tratado com veiculo (DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina - CTRL). Dados foram
expressos como a média do tempo de permanéncia em segundos no rota rod (m %
E.P.M de seis animais por grupo). * significancia estatistica em relacao ao grupo
controle (p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido
do teste de Tukey.
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Figura 17: Efeito das fisalinas na atividade locomotora dos camundongos no teste do
open field. (A) Animais tratados com a mistura das fisalinas (150 mg/kg) por via
intraperitoneal 40 minutos antes da exposi¢do ao aparato do open Field. (B)
Animais tratados com as fisalinas purificadas B, G, D ou F (100 mg/kg) tratados
por via intraperitoneal 40 minutos antes da exposicao ao aparato do open field.
Diazepam (DZP) (10 mg/kg/IP) 30 minutos antes do teste foi utilizado como droga
referéncia O grupo controle foi tratado com veiculo (DMSO 5%+ Tween 20 5%/
salina — CTRL). Dados foram expressos como a média do niumero de quadrados
atravessados no open field (m + E.P.M de seis animais por grupo). * significancia
estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como determinado pelo teste de
ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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5.4 EFEITO DAS FISALINAS NO MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDO PELO
ADJUVANTE COMPLETO DE FREUND (CFA)

A atividade antiinflamatéria das fisalinas foi investigada em um modelo
classico de inflamacéo: o modelo de edema de pata induzido por CFA. O tratamento
com a mistura das fisalinas (100 mg/kg) por via intraperitoneal, 40 minutos antes do
CFA, reduziu significativamente o edema de pata até quatro horas apés a injegdo do
estimulo inflamatério (Figura 18). A administracéo da fisalina B (100mg/kg) inibiu a
formacgao do edema até as primeiras duas horas apos injecédo do CFA. Entretanto, as
fisalinas G e D nao apresentaram efeito antiinflamatério nesse modelo (Figura 19).
Por outro lado, a fisalina F (100 mg/kg) demonstrou um perfil de acédo semelhante ao
evidenciado pela mistura, com inibicao significativa do edema de pata, até 04 horas

ap6s a injecdo do CFA (Figura 20). Dexametasona (0,7 mg/kg/SC), um
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antiinflamatoério glicocorticoide utilizado como droga referéncia, reduziu o edema por

até 24 h apés a indugéo da inflamacao.

Figura 18: Efeito da mistura de fisalinas no edema de pata induzido por CFA. A mistura
de fisalinas (25, 50 e 100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/
salina, grupo controle) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes
da injecdo do CFA (registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC), quatro
horas antes da injecdo do CFA foi utilizado como droga referéncia. O edema foi
medido nos tempos de 02, 04, 06 e 24 horas. Dados expressos como + E.P.M de
seis animais por grupo. * significancia estatistica em relagéo ao grupo controle
(p<0,05), como determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido do pos teste de

Bonferroni.
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Figura 19: Efeito das fisalinas no edema de pata induzido por CFA. As fisalinas D, Be G
(100 mg/kg e ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo
controle) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes da injecéo
do CFA (registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC), quatro horas
antes da injegéo do CFA foi utilizado como droga referéncia. O edema foi medido
nos tempos de 02, 04 e 06 horas. Dados expressos como média + E.P.M de seis
animais por grupo. * significancia estatistica em relagéo ao grupo controle
(p<0,05), como determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido do pos teste
de Bonferroni.
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Figura 20: Efeito da fisalina F no edema de pata induzido por CFA. A fisalina F (50 e
100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo
controle) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes da
injecdo do CFA (registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC), quatro
horas antes da injecado do CFA foi utilizado como droga referéncia. O edema foi
medido nos tempos de 02, 04, 06 e 24 horas. Dados expressos como + E.P.M
de seis animais por grupo. * significancia estatistica em relagéo ao grupo
controle (p<0,05), como determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido
do pos teste de Bonferroni.
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5.5 EFEITO DAS FISALINAS NA HIPERALGESIA INDUZIDA PELO CFA

A administracdo da mistura de fisalinas (50 e 100 mg/kg) por via
intraperitoneal, com pré-tratamento de 40 minutos inibiu a resposta nociceptiva dos
camundongos duas horas ap6s a injecdo do CFA (Figura 21). Esse efeito nao foi
observado no tratamento com as fisalinas B, G ou D (Figura 22). Entretanto, o
tratamento com a fisalina F (100 mg/kg), nas mesmas condi¢gbes, inibiu a

hiperalgesia até duas apds injecdo do agente inflamatério (Figura 23).
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: Efeito da mistura de fisalinas na hiperalgesia induzida pelo CFA. A mistura
de fisalinas (25, 50 e 100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/
salina, grupo controle) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos
antes da injegdo do CFA (registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC),
quatro horas antes da injecdo do CFA foi utilizado como droga referéncia. A
hiperalgesia foi medida nos tempos de 02 e 04 horas. Dados expressos como +
E.P.M de seis animais por grupo. * significancia estatistica em relagao ao grupo
controle (p<0,05), como determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido do
pos teste de Bonferroni.
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: Efeito das fisalinas na hiperalgesia induzida pelo CFA. As fisalinas B, Ge D
(100 mg/kg) e ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo
controle) foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes da injecédo
do CFA (registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC), quatro horas
antes da injegdo do CFA foi utilizado como droga referéncia. A hiperalgesia foi
medida nos tempos de 02 e 04 horas. Dados expressos como média + E.P.M de
seis animais por grupo. * significancia estatistica em relagcdo ao grupo controle
(p<0,05), como determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido do pos teste
de Bonferroni.
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Figura 23: Efeito da fisalina F na hiperalgesia induzida pelo CFA. A fisalina F (50 e 100
mg/kg) e ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle)
foram administrados por via intraperitoneal 40 minutos antes da injecdo do CFA
(registro inicial). Dexametasona (DEXA - 0,7 mg/kg/SC), quatro horas antes da
injecéo do CFA foi utilizado como droga referéncia. A hiperalgesia foi medida nos
tempos de 02 e 04 horas. Dados expressos como média + E.P.M de seis animais
por grupo. * significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como
determinado no teste ANOVA de duas vias, seguido do poés teste de Bonferroni.
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5.6 EFEITO DAS FISALINAS SOBRE NA PRODUGAO LOCAL DE CITOCINAS
HIPERALGESICAS

Nesse experimento, foi avaliado se o efeito observado pela mistura de
fisalinas e pela fisalina F na hiperalgesia e edema, induzidos pelo CFA, envolveria
reducao dos niveis locais de citocinas hiperalgésicas TNF —a e IL-13. Os resultados
mostrados na Figura 24 evidenciaram que a administracdo da mistura de fisalinas,
bem como da fisalina F (100 mg/kg), reduziu significativamente os niveis de TNF —a
(Figura 24A), mas néao de IL-1B (Figura 24B) nas patas inflamadas, apds 02 horas da

injecao do estimulo do CFA, quando comparadas com o grupo controle.
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Figura 24: Efeito das fisalinas sobre na producgéo local de citocinas hiperalgésicas.
A figura representa os niveis de TNF —a (A) e de IL-18 (B) na pata inflamada
medidos 02 horas apds a injecao de CFA (registro inicial). A mistura de fisalinas
(Pool) e a fisalina F (100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/
salina, grupo controle) foram administrados 40 minutos antes da injegéo do CFA.
Dados foram expressos como média + E.P.M. de 6 camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como determinado
pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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5.7 EFEITO DAS FISALINAS NA EXPRESSAO GENICA DE MEDIADORES
HIPERALGESICOS

Nesse experimento, o efeito das fisalinas sobre a modulagdo da expresséo
génica de importantes mediadores de dor e inflamacao foi avaliada por PCR em
tempo real. Os resultados obtidos demonstraram que a mistura de fisalinas e a
fisalina F nas doses avaliadas, ndo modificaram a expressao génica local de TNF-a
(Figura 25A), IL-1B (Figura 25B), IL-6 (Figura 26A), IL-10 (Figura 26B) e COX-2
(Figura 27), embora uma tendéncia de reducéo da expressdo de TNF—-a tenha sido
observada.
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Figura 25: Efeito das fisalinas na expressao génica de mediadores hiperalgésicos TNF

mRNA expression

—a e IL-1B. A expressao génica de TNF — a (A) e IL-1B (B)na pata inflamada
medidos 02 horas apds a injecao de CFA (registro inicial). A mistura de fisalinas
(Pool) e afisalina F (100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/
salina, grupo controle) foram administrados 40 minutos antes da injegéo do CFA.
Dados foram expressos como média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. *
significancia estatistica em relagéo ao grupo controle (p<0,05), como determinado

pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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Figura 26: Efeito das fisalinas na expressdo génica de mediadores hiperalgésicos IL-6
e IL-10. A expresséao génica de IL-6 (A) e IL-10 (B) na pata inflamada medidos 02
horas ap6s a injegdo de CFA (registro inicial). A mistura de fisalinas (Pool) e a
fisalina F (100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO 5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo
controle) foram administrados 40 minutos antes da inje¢cdo do CFA. Dados foram
expressos como média + E.P.M. de seis camundongos por grupo. * significancia
estatistica em relacéo ao grupo controle (p<0,05), como determinado pelo teste de
ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey.
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Figura 27: Efeito das fisalinas na expressao génica de COX-2. A expresséo génica de
COX na pata inflamada medidos 02 horas ap6s a inje¢cao de CFA (registro inicial).
A mistura de fisalinas (Pool) e a fisalina F (100 mg/kg) ou veiculo (CTRL - DMSO
5%+ Tween 20 5%/ salina, grupo controle) foram administrados 40 minutos antes
da injecdo do CFA.. Dados foram expressos como média £ E.P.M. de seis
camundongos por grupo. * significancia estatistica em relagao ao grupo controle
(p<0,05), como determinado pelo teste de ANOVA de uma via, seguido do teste

de Tukey.
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6. DISCUSSAO

Esse estudo demonstrou que as fisalinas B, G e D ou sua mistura possuem
relevante atividade antinociceptiva, provavelmente dissociada de atividade
antiinflamatéria, em doses que n&o induzem toxicidade aparente e déficits motores.
Em adigdo, a fisalina F induziu antinocicep¢cdo com componente antiinflamatério,
associada a redugéao da liberagéo da citocina hiperalgésica TNF-a. Esses resultados
apontam para uma possivel nova atividade farmacolégica das fisalinas reforgando
seu potencial para o desenvolvimento de farmacos.

A administracao intraperitoneal das fisalinas puras ou sua mistura promoveu
efeito antinociceptivo no teste de contor¢gbes abdominais induzido pelo acido acético.
Estudos com o extrato aquoso obtido da raiz de Physalis angulata corroboram com
esse resultado, pois se evidenciou uma inibicdo significativa na resposta nociceptiva
visceral induzida pelo acido acético em tratamento por via intraperitoneal e por via
oral (BASTOS et al., 2006). O teste de contor¢gbes € muito utilizado como modelo de
triagem para a avaliacao e busca de propriedades analgésicas e antiinflamatorias de
novas substancias, descrevendo um modelo tipico de dor visceral. O acido acético
promove, em nivel celular, a ativagéo de canais catidnicos n&o seletivos, localizados
principalmente na pele e visceras (LAPA et al., 2009), induzindo um comportamento
nociceptivo caracterizado pela contorgcdo do abdémen. Apesar desse teste ser uma
boa ferramenta nos ensaios farmacologicos, possui baixa especificidade (COLLIER,
DINNEEN et al., 1968). Dessa forma, para a confirmacdo da atividade
antinociceptiva, o teste de contor¢des foi seguido pelo teste da formalina.

O teste da formalina possui interpretacdo em duas fases distintas, que
caracterizam tipos diferentes de dor (HUNSKAAR e HOLE, 1987). A primeira fase,
dita fase inicial, refere-se a resposta nociceptiva com estimulagédo direta dos
nociceptores. A segunda fase, tardia, envolve um periodo de sensibilizagdo durante
o qual a inflamagdo ocorre, e parece ter um componente periférico e um de
sensibilizagdo central (LE BARS et al., 2011). Analgésicos opidides inibem ambas as
fases, embora a segunda fase seja mais sensivel. Por outro lado, AINES suprimem
apenas a segunda fase do teste (HUNSKAAR e HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989;
MALMBERG e YAKSH, 1992; JOURDAN et al.,, 1997). Dessa forma, o teste da

formalina, pode determinar ndo somente a propriedade antinociceptiva, como
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também orientar quanto aos possiveis mecanismos envolvidos (SHIBATA, OHKUBO
et al., 1989). A mistura de fisalinas, assim como as fisalinas purificadas
apresentaram atividade antinociceptiva apenas na fase tardia do teste de formalina,
sugerindo que o efeito antinociceptivo pode decorrer da interferéncia com a
sensibilizagdo do nociceptor, como ocorre com os antiinflamatérios. Corroborando
esses achados, estudo relacionado evidenciou uma inibicdo do comportamento
nociceptivo no teste da formalina apenas na fase tardia em animais tratados com
extrato aquoso da planta Physalis angulata (BASTOS et al., 2006). Em
concordancia, estudos com o extrato metandlico das flores de P. angulata n&o
evidenciaram atividade no modelo de placa quente, especifico para drogas
analgésicas de acao central, fortalecendo, entdo, a orientagdo a uma possivel acao
periférica das fisalinas (CHOIl e HWANG, 2003).

Como nos testes nociceptivos o comportamento nociceptivo é caracterizado
por uma resposta motora, a avaliagdo da integridade da fungdo motora é
fundamental para validar os resultados. As fisalinas nas maiores doses testadas nos
ensaios nociceptivos, ndo induziram nenhuma alteragdao no desempenho motor dos
animais, medida pela locomog¢éo e coordenagdo motora nos testes de open field e
rota rod. Em posse desses resultados, se valida a especificidade do efeito
antinociceptivo das fisalinas.

Considerando que a acao antiinflamatéria das fisalinas ja foi demonstrada
(SOARES et al., 2003; SOARES et al., 2006; VIEIRA et al., 2005; BRUSTOLIM et al.,
2010; PINTO et al., 2010) , e que o efeito antinociceptivo dessas moléculas teve um
perfil semelhante ao dos AINES no teste da formalina, a relagdo entre as
propriedades antinociceptiva e antiinflamatéria das fisalinas foi entdo investigada.
Para tal, estudamos os efeitos das fisalinas em um modelo experimental classico
usado na selegdo de novos antiinflamatoérios: a inflamagéo na pata induzida por CFA.
O CFA consiste em uma suspensdo em 6leo mineral de micobactéria que produz
uma inflamacao crénica caracteristica em roedores. Representa, dessa forma, um
modelo de inflamacéao persistente e duradoura, resultando em edema e hiperalgesia
inflamatoria associada a ativacdo de nociceptores periféricos e liberagéo local de
mediadores inflamatorios, como citocinas e prostanoides, intimamente relacionados
a sensibilizagdo das vias nociceptivas (LARSON et al., 1985; BARROS et al., 2010;
DE LIMA, et al., 2010).
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A mistura de fisalinas, assim como as fisalinas B e F inibiram a formacao do
edema com um efeito observado até 04 horas apés a inje¢éo do agente inflamatorio.
Esses resultados estdo de acordo com os dados da literatura, que indicam acéo
antiinflamatdéria de fisalinas. Em modelos de edema de pata induzido por carragenina
e edema de orelha induzido pelo acido araquidénico, o extrato das flores de P.
angulata demonstrou uma efeito inibitério até a terceira hora (CHOI e HWANG,
2003). Em adigao, estudos recentes revelaram que a fisalina F induz diminuigédo do
edema de pata em modelo de artrite induzido pelo colageno com mecanismo distinto
dos glicocorticbides (BRUSTOLIM et al., 2010). Corroborando essa acao
antiinflamatoéria, fisalinas B e F, extraidas de Witheringia solanacea, inibiram a
ativacao de NF-kB (JOCABO-HERRERA et al., 2006), fator de transcricdo chave na
regulacéo da resposta inflamatéria e dor.

Além do edema, a hiperalgesia é outro parametro da inflamacgéo por CFA. No
presente estudo, apenas a mistura de fisalinas e a fisalina F apresentaram efeito
antinociceptivo no modelo do CFA. As fisalinas B, D e G n&o reduziram o
comportamento nociceptivo nesse modelo de dor inflamatéria. Esses resultados
indicam que, pelo menos, para as fisalinas B, D e G, a agéo inflamatoria ndo é o
principal determinante do efeito antinociceptivo. De fato, ja foi demonstrado que a
fisalina D ndo possui atividade antiinflamatoria (SOARES et al., 2003; SOARES et
al., 2006; JACOBO-HERRERA et al., 2006), mas tem outras propriedades
farmacolégicas como agdo antimalarica (SA et al., 2011).

Com o objetivo de entender os mecanismos envolvidos na agao
antinociceptiva da fisalina F em condigbes inflamatorias, sua possivel interferéncia
na producéo de citocinas foi avaliada. Na analise das citocinas pro-inflamatérias,
tanto a mistura (pool) quanto a fisalina F foram capazes de reduzir os niveis locais
de TNF-a, mas nado de IL-1B e IL-6. Corroborando esses dados, Soares et al.
(2003) demonstraram que, in vitro, a fisalina F induz diminuicdo da ativacao de
macréfagos e, por consequéncia, reducédo na produgcédo de NO e citocinas pro-
inflamatdrias. Em adi¢do, outro estudo em modelo de isquemia intestinal validou
que ha uma diminuigcdo dos niveis de TNF- a em animais tratados com as fisalinas
F e B. Durante o processo inflamatério ha o reconhecimento celular, seguido da
liberacdo de mediadores importantes para o processo de propagagao e
manutencao da inflamacgao, sendo as citocinas, os principais agentes mediadores

(DINARELLO, 2000). Atualmente & bem aceito que as primeiras citocinas formadas
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apos lesao tecidual sdo TNF-a e IL-1B, as quais atuam de forma direta sobre os
nociceptores e levam a sintese de outros mediadores hiperalgésicos (DE
OLIVEIRA et al.,, 2011). Tem sido demonstrado que a hiperalgesia inflamatéria
envolve uma cascata de citocinas, sobretudo TNF-a, IL-13 e IL-6, que contribuem
para o aparecimento e manutencdo da dor (LORAM et al., 2007; CUNHA et al.,
2004; LARSON et al., 1985). Antagonistas de citocinas reduzem a hiperalgesia
inflamatéria em roedores, indicando que a ativacdo de citocinas € um passo
importante no desenvolvimento da dor inflamatoria (CUNHA et al, 2003). De fato, a
injecdo local de TNF-a produz hiperalgesia, que é dependente de prostandides
(FERREIRA et al., 1988; CUNHA et al., 1992). No presente trabalho, descrevemos
que a fisalina F produz efeito antinociceptivo paralelo a redugéo dos niveis de TNF-
a. Considerando o papel chave dessa citocina na dor inflamatéria, a redugédo da
producdo de TNF-a pode contribuir, pelo menos parcialmente, para o efeito
antinociceptivo da fisalina F aqui descrito. Baseado no fato de que o TNF-a regula
positivamente a expressdo de COX-2 e a producgado de prostaglandinas envolvidas
na sensibilizacdo nociceptiva (CUNHA et al., 2005; VERRI JUNIOR et al., 2006;
KRAYCHETE et al., 2006), a influéncia da fisalina F sobre a expressao de COX-2
foi investigada. Os resultados mostram que a fisalina F ndo foi capaz de modificar
o perfil de expressédo de COX-2, indicando que a via COX-2/PG possivelmente néo
contribuiria para a agao antinociceptiva dessa fisalina.

Além das citocinas pré-inflamatérias, o estimulo inflamatério induz também a
liberagdo de citocinas antiinflamatérias, como IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-j,
responsaveis pela modulagdo da resposta. Citocinas antiinflamatorias, inibem a
producdo de outras citocinas e mediadores finais de hiperalgesia, de modo que o
balangco entre citocinas pr6 e antiinflamatérias pode definir a intensidade da
hiperalgesia (VERRI JUNIOR et al., 2006; BALKOWIEC-ISKRA, E., 2010; DE
OLIVEIRA, C.M. et al., 2011; POOLE et al., 1995, CUNHA et al., 1999). A IL-10 é
uma citocina antiinflamatoéria que inibe a produgéo de citocinas pro-inflamatérias,
como o TNF-a (FIORENTINO et al., 1991;. KASAMA et al., 1995). Além disso, IL-10
inibe a hiperalgesia induzida pela administracao local de TNF-a (POOLE et al.,
1995). Dessa forma, buscando entender o mecanismo de agéo da fisalina F, seu
efeito sobre a expressao de IL-10 foi investigado. Demonstramos, no entanto, que a
producao local de IL-10 nao foi alterada pelo tratamento com fisalina F, descartando

a contribuicdo dessa citocina para a antinocicepgéo dessa molécula. E possivel que
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outras citocinas anti-inflamatoérias contribuam para os efeitos antinociceptivos da
fisalina F, mas esta hipbtese precisa ser investigada.

Em concluséo, apesar das evidéncias de que o componente antiinflamatério
das fisalinas poderia ser o principal determinante da ag¢ao antinociceptiva, essa
hipétese ndo se confirmou. Pelo contrario, nas doses antinociceptivas apenas a
fisalina F mostrou atividade antiinflamatoria, que parece decorrer da redugdo dos
niveis de TNF-a. Por outro lado, os efeitos da fisalina F nos testes de contor¢des e
formalina foram maiores e obtidos com menores doses do que o efeito observado no
modelo de dor inflamatoéria por CFA, sugerindo que o componente antiinflamatorio
explica apenas parcialmente sua agao antinociceptiva. Para as fisalinas D, Be G o
efeito antinociceptivo n&do foi acompanhado por acdo antiinflamatéria, o que
evidencia uma nova propriedade farmacolégica dessas moléculas, ainda néao
descrita: a agao antinociceptiva.

Um ponto relevante a discussdo é a possivel relagao estrutura-atividade.
Aparentemente, o esqueleto carbbnico, derivado esteroidal, € importante para a
atividade antinociceptiva das fisalinas. Isso é sugerido pelo fato de todas as fisalinas
com atividade antinociceptiva apresentarem essa estrutura em comum. Em adigé&o, o
substituinte epdxido, presente apenas na fisalina F pode contribuir para a acao
antinflamatéria dessa molécula, que nao foi observada para as demais fisalinas. De
fato, sabe-se que estudos de correlagédo entre a estrutura e atividade bioldgica
representam importante ferramenta para a quimica medicinal na determinagdo dos
fatores envolvidos na atividade das moléculas de interesse (FILHO, 2001). Além
disso, ndo se pode descartar a possibilidade do envolvimento do metabolismo das
substancias in vivo. No entanto, essa avaliacdo exige o emprego de técnicas
analiticas sensiveis e eficazes, ndo exploradas nesse trabalho.

Do ponto de vista de planejamento de farmacos, um importante dado do
presente estudo foi o fato da mistura de fisalinas preservar as propriedades
farmacologicas das fisalinas puras. Sabe-se que, dada a similaridade estrutural entre
as fisalinas B, D, G e F, a purificacdo e separagcéo desses compostos torna-se de
dificil execugdo. Dessa forma, como a atividade observada em mistura parece
semelhante aquela vista pelas fisalinas puras, entende-se que a mistura per si ja
apresenta atividade e que o efeito antinociceptivo ndo € mascarado ou diminuido
pela presenca das outras moléculas. Tem sido sugerido que a pureza de uma

substancia pode n&o estar necessariamente relacionada a sua atividade biologica
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(JAKI et al., 2008), de fato, no caso das fisalinas, a mistura e as moléculas puras
apresentam o mesmo perfil de agdo. Essa observacao indica que, no futuro, o pool
pode ser utilizado para o desenvolvimento de medicamentos, eliminando a
dispendiosa etapa de purificagao.

Em resumo, o presente estudo demonstrou, pela primeira vez, que as
fisalinas possuem efeito antinociceptivo, contribuindo para a validacdo do uso
etnofarmacologico dos extratos de Physalis angulata para fins de analgesia. De
acordo com os dados apresentados aqui, € provavel que para a fisalina F, essa
atividade esteja parcialmente relacionada a acéo antiinflamatoéria e redugdo dos
niveis de TNF-a, enquanto que para as fisalinas B, D e G outros mecanismos devem
estar envolvidos. Esse trabalho estimula novas investigacbes sobre o potencial
terapéutico das fisalinas no controle da dor, assim como sobre os mecanismos

envolvidos nas ac¢des farmacoldgicas das fisalinas.
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CONCLUSOES

Com os resultados apresentados e discutidos nesse trabalho, conclui-se que:

¢ A mistura de fisalinas e as fisalinas isoladas B, G, D e F apresentam atividade

antinociceptiva em modelos experimentais de dor;

e Nas doses testadas, as fisalinas ndo induziram alteragdes da fungado motora;

e A mistura de fisalinas e a fisalina F, mas nao as fisalinas B, D e G, apresentam
atividade antinociceptiva e antiinflamatéria em modelo experimental de

inflamacéo;

e As fisalinas B, G e D apresentaram atividade antinociceptiva, possivelmente

dissociada da atividade antiinflamatoria;

e A atividade antinociceptiva da fisalina F pode decorrer, pelo menos
parcialmente, do seu efeito antiinflamatério, com o mecanismo associado a
inibicdo de TNF-q;

e A producédo de IL-10 e a inibigdo da via COX-2/PGs possivelmente ndo estdo

envolvidas na agao antinociceptiva nos modelos descritos;
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