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RESUMO

As disfungbes temporomandibulares (DTM) abrangem uma série de problemas
clinicos que envolvem os musculos mastigatorios e/ou articulagdo temporomandibular
(ATM) e estruturas associadas, sendo a segunda fonte mais comum de dor orofacial.
Apesar da farmacoterapia diversa para tratamento das DTMs, nenhuma das
intervencgdes terapéuticas disponiveis na atualidade é curativa, limitando-se, portanto
a aliviar os sinais e sintomas da doenca. Avaliar a seguranca e a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatoéria de um composto semissintético derivado de
Tephrosia toxicaria Pers. Realizou-se processo de hidrogenacéo da 5- hidroxi-6”,6"-
dimetilcromeno-[2”,3":7,8]-flavanona para obtencdo 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-
[27,3”:7,8]-flavanona (PHO). Para avaliar os efeitos sistémicos da administracdo
subaguda, camundongos machos e fémeas receberam diariamente PHO (10 pg/kg;
per.os ou i.p.) durante 14 dias. O grupo controle recebeu solugédo salina durante o
mesmo periodo. No 15° dia foi realizada eutanasia para avaliacdo de parametros
bioquimicos e posterior andlise histopatolégica dos 6érgdos. Na toxicidade aguda
camundongos machos e fémeas em jejum receberam PHO (1, 10 e 100 mg/kg; per.os
ou i.p.) ou solucao salina, e foram observados por um periodo de 48 h. Para avaliacéo
se o efeito farmacolégico da PHO (10 pg/kg; per.os) interferia na atividade motora dos
animais foi realizado o teste do rota rod em ratos. Avaliou-se ainda o efeito anti-
inflamatoério e antinociceptivo de PHO no modelo de hipernocicepcao inflamatéria
induzida por formalina na ATM. Ratos foram pré-tratados (per.os.) com PHO (0,1, 1
ou 10 pg/kg) 60 min antes da injec&o de formalina (1,5%) intraarticular (i.art.). O grupo
Sham recebeu solucéo salina (i.art.) e o grupo Formalina recebeu formalina (1,5%)
(i.art.). A resposta comportamental nociceptiva foi avaliada durante um periodo de
observacgéo de 45 min. Os tecidos periarticulares foram coletados para dosagem de
TNF-a, IL-1pB, IL-8, IL-10 pelo método ELISA e avaliacdo da expressdo de ICAM-1 e
CD55. Além disso, foram realizados os ensaios da analise da permeabilidade
vascular. Em outra série de experimentos investigamos o envolvimento da via HO-1 e
NO/GMPc/PKG/K+ATP no efeito antinoceceptivo de PHO. A partir do processo de
hidrogenacéo, obteve-se 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona (PHO)
que gerou o depdsito de patente do nosso grupo sob numero de registro:
BR1020130287938 no INPI. PHO 10 pg/kg durante 14 dias néo alterou a variacao
ponderal, o peso umido dos 6rgdos e parametros bioquimicos em relacdo ao grupo
salina. No teste de toxicidade aguda ndo ocorreu nenhuma morte em todas as doses
administradas.No teste do Rota-rod ndo houve alteracdo motora nos grupos tratados
com o composto. PHO 10 pg/kg) reduziu (p <0,05) a hipernocicepcéo inflamatoria,
quando comparado ao grupo formalina. Reduziu o extravasamento plasmatico, os
niveis TNF-a, IL-1B, IL-8 e aumentou IL-10 nos tecidos periarticulares quando
comparado ao grupo formalina (p <0,05). A expresséao de ICAM-1 e CD55 foi reduzida
apos a administragdo de PHO quando comparado ao grupo néo tratado (p <0,05). O
efeito antinociceptivo de PHO é multimodal, ndo atuando pela via do HO-
1/GMPc/PKG, porém dependendo da integridade das vias do NO e canais K*
sensiveis a ATP. PHO posssui atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, N&o
apresentando toxicidade, com valor biotecnolégico para o tratamento de dor orofacial.

Palavras chaves: Tephrosia toxicaria. Hipernocicepg¢éo. Biotecnolégico.



ABSTRACT

Temporomandibular disorders (TMD) encompass clinical conditions involving
masticatory muscles and/or the temporomandibular joint (TMJ) as well as the
associated structures. Even with the drug therapy available for the TMD treatment,
none of the interventions are definitive since the treatments only relieve the symptoms
associated with these disorders. To evaluate the safety, antinociceptive and anti-
inflammatory activities of a semi-synthetic molecule derived from Tephrosia toxicaria
Pers. 5-hydroxy-6”,6"-dimethyl chroman-[2”,3":7,8]-flavone underwent hydrogenation,
producing 5-hydroxy-6”,6"-dimethyl chromone - [2”,3”:7,8]-flavone (PHO). To evaluate
systemic effects, male and female mice received daily PHO (10 pg/kg; per.os or i.p.)
for 14 days. Negative control groups received saline solution. Animals were euthanised
on day 15 to assess bhiochemical parameters and histopathological analysis of the
organs. In the acute toxicity assay, male and female received PHO (10 pg/kg; per.os
or i.p.) or saline solution, and were observed for 48 hours. PHO (10 pg/kg; per.os) was
also assayed for motor impairment in the rota-rod test in rats. The anti-inflammatory
and antinociceptive effects of PHO were assayed in the formalin-induced TMJ
inflammatory hypernociception. Rats were pre-treated (per.os.) with PHO (0.1, 1 or 10
pg/kg) 60 min before intra-articular formalin (1.5%) injection. Sham groups received
saline solution intra-articular injection. Nociceptive responses were evaluated during
45 minutes. Periarticular tissues were excised for TNF-a, IL-1(3, IL-8, IL-10 levels
(ELISA) and ICAM-1/CD55 expression. Further, the Evans blue vascular permeability
assay was carried out. In another series of experiments, we investigated the
involvement of the HO-1 and NO/GMPc/PKG/K+ATP pathways in the PHO nociceptive
effects. 5-hydroxy-6”,6"-dimethyl chromone - [27,3".7,8]-flavone was patented under
the registration number (BR1020130287938) at INPI. PHO 10 pg/kg did not alter body
mass, wet organ weight, and biochemical parameters after 14 days. In the acute
toxicity test, no death episode occurred at the tested doses. The rota-rod test showed
no motor impairment. PHO (10 pg/kg) reduced (p<0.05) inflammatory
hypernociception, vascular permeability, TNF-a, IL-1, IL-8 levels, and promoted IL-
10 level increase in the periarticular tissues. ICAM-1/CD55 expression was reduced
after PHO administration. The PHO antinociceptive effect is polymodal, not acting via
the HO-1/GMPc/PKG pathway, but depending on the NO and ATP-sensitive K*
channels integrity. PHO possesses antinociceptive and anti-inflammatory activities as
well as it is not toxic in animals. This product, thus, presents biotechnological relevance
in the treatment of orofacial pain.

Keywords: Tephrosia toxicaria. Hypernociception. Biotechnology.
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1 INTRODUCAO

A dor € uma experiéncia complexa e pessoal, refletindo um conjunto de
condicdes psicossociais, fisiologicas, genéticas e culturais, perpassando 0s processos
fisiolégicos e fisiopatologicos até o processamento emocional e cognitivo no cérebro
humano (JULIUS; BASBAUM, 2001). A dor serve como um importante sinal de alerta
ao dano tecidual, resultante de um trauma acidental, infeccdo ou inflamacao, por
exemplo. Geralmente, a dor desaparece ap0s o tecido lesado estar cicatrizado
(SESSE, 2012).

A dor nas estruturas articulares e musculares em pacientes com disfuncdes
temporomandibulares (DTM), portanto, € uma fonte comum de dor orofacial cronica,
0 que pode levar a auséncia ou insuficiéncia de trabalho ou interacbes sociais,
resultando em uma reducéo na qualidade de vida das pessoas acometidas (GREENE
et al., 2010). Estima-se que 3 e 15% da populagdo possui (DTM) (BENDER, 2014).
Aliado a isso, estudos epidemiolégicos ressaltaram a prevaléncia da dor orofacial na
populacédo indicando diferencas de género nas respostas clinicas e experimentais de
dor (GONCALVES et al., 2010; FILLINGIM et al., 2006). Estima-se que mulheres
apresentem maior prevaléncia de dor orofacial e outras sintomatologias de DTM que
homens, com proporcdes de 2 a 6 mulheres para cada homem (ROCHA; NARDELLI;
RODRIGUES, 2002; SCHMID-SCHWAP et al., 2013).

Dentre os tratamentos disponiveis atualmente, varios farmacos se destinam ao
controle da dor, incluindo os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES), agentes
semelhantes a morfina (opioides), os anestésicos e varias substancias ndo opioides.
Podemos citar também a laserterapia, acunpuntura, placas oclusais. Sabe-se que
essa terapéutica € embasada na fisiopatologia da dor orofacial e que ainda, apesar
do curso extremamente incapacitante das DTM, nenhuma das intervencbes
terapéuticas disponiveis na atualidade é curativa, limitando -se, portanto a aliviar os
sinais e sintomas da doenca (CAIRNS, 2010; OKESON, 2000; MICHELOTT]I; IODICE,
2010). Essa realidade estimula cada vez mais os pesquisadores a tentar entender os
mecanismos moleculares associados a DTM e buscar novas terapias para o controle
da dor inflamatoria.

Sabendo que o conhecimento sobre produtos naturais €, muitas vezes, o Unico

recurso terapéutico de variadas comunidades e grupos étnicos em todo o mundo, e
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que ha necessidade de novas abordagens terapéuticas para tratamento das
condic¢des dolorosas inflamatorias advindas da articulacdo temporomandibular (ATM),
a pesquisa de recursos nhaturais tem-se revelado promissora na descoberta de
ferramentas farmacologicas que podem ser utilizadas para testes de novas
substancias ou mesmo em testes diagndsticos. Essa préatica vem despertando nas
Ultimas décadas a atencdo da comunidade cientifica na perspectiva de avaliar a
eficacia e seguranca além de prospectar esses recursos naturais.

Diversos estudos reportam experimentalmente a utilizacdo de produtos
naturais em modelos de hipernocicepc¢éo induzida na ATM de ratos para avaliacao do
efeito biologico destes compostos bem como 0s mecanismos moleculares envolvidos
durante o processo nosoldgico (VAL et al., 2014; RIVANOR et al., 2014; FREITAS et
al., 2016; COURA et al., 2017; ARAUJO et al., 2017).

Assim este trabalho teve como objetivo avaliar a seguranca e a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria de um composto semissintético derivado de

Tephrosia toxicaria Pers.
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2 EMBASAMENTO TEORICO

2.1 INFLAMACAO

A inflamacéo é reconhecida como um processo fisiolégico que ocorre no tecido
conjuntivo sensoriais e nos constituintes celulares e extracelulares desse tecido.
(TRACEY, 2002; COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2006). Estimulos biolégicos, fisicos,
guimicos e/ou alguma combinacdo destes podem gerar um processo inflamatoério de
causa nado especifica no tecido acometido (ZHOU et. al., 2007; LIMA et. al., 2009).
Atualmente, a inflamacédo tornou-se um dos principais focos da pesquisa cientifica
mundial em todas as doencas humanas e animais (IBRAHIM et al, 2013).

A resposta inflamatoria é considerada um processo essencial na homeostase
do organismo. Tal processo é considerado biossinteticamente ativo e regulado por
vias de ativacao, mediadores bioquimicos e lipidicos com atividades “pré-resolutivas”,
cujo objetivo é neutralizar o agente causador (SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010;
SERHAN; PETASIS, 2011). Véarios sdo 0os componentes envolvidos nesta resposta
inflamatoria, tais como proteinas plasmaticas, células circulantes (neutrofilos,
mondcitos, eosindfilos, linfocitos, basofilos e plaquetas), vasos sanguineos e
componentes celulares e extracelulares do tecido conjuntivo (mastécitos, fibroblastos,
macrofagos, linfécitos, proteinas fibrosas estruturais, glicoproteinas de adeséo e
proteoglicanos) (KUMAR; SHARMA, 2010). Este processo pode ser encarado como
um mecanismo de defesa do organismo, permitindo abrir caminhos para 0s processos
de reparacdo, com a cicatrizacao e a regeneracao do tecido afetado (TIZARD, 2002).
Entretanto, apesar de extremamente necessario, esse processo podera em
determinadas situagdes se exacerbar, levando a efeitos deletérios (GILMAN et al.,
2006).

O processo inflamatorio envolve eventos vasculares e celulares que ocorrem
simultaneamente (MCEVER, 1992; MALIK; LO, 1996; LEES et al., 2004). Logo apos
o dano, uma série de alteragbes ocorrem, iniciando com os eventos vasculares, como
0 aumento do fluxo sanguineo (vasodilatacéo) e da permeabilidade vascular mediados
por aminas vasoativas, histamina, serotonina e oxido nitrico (NO), produzido por

células do endotélio vascular, bem como bradicinina e o fator de ativacdo de plaguetas
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(PAF) liberados por mastécitos e mondcitos. Ainda, o aumento na permeabilidade
vascular é promovido por uma diversidade as proteinas do sistema complemento (C3a
e Cbha), a substancia P, entre outros. Adicionalmente, estes eventos permitem que um
exsudato rico em proteinas e agua extravase para o0 espaco extra vascular (VIVIER;
MALISSEN, 2005).

O liquido extravasado durante o processo inflamatoério € formado por produtos
de cascatas proteoliticas (sistema complemento, sistema de coagulacdo, sistema
fibrinolitico e sistema de cininas). Este exsudato inflamatério local € constituido de
proteinas do plasma e leucocitos (principalmente neutrdéfilos). Os leucdcitos que,
normalmente ficam restritos aos vasos sanguineos, com o0 aumento da
permeabilidade, vao ter acesso, através da vénulas pds-capilares, ao local da infec¢ao
(ou lesé@o) (ROCK; KONO, 2008).

Dentre os eventos celulares, a migracao leucocitaria (Figura 1) acontece apés a
ativagdo do endotélio. As diversas selectinas permitem a adeséo fraca dos neutrdfilos,
as integrinas promovem a adesado forte e as quimiocinas ativam e estimulam a
migracao dos neutroéfilos para o foco inflamatorio. Estas interacdes fazem com que os
neutrofilos rolem pela parede do vaso e sejam expostos aos fatores quimiotéticos. O
gradiente quimiotatico crescente direciona a migracdo dos neutréfilos ao sitio
inflamat6rio. Todas estas etapas do processo de migracdo leucocitaria séo
dependentes da expressao pelos leucdécitos e pelas células endoteliais de moléculas
denominadas moléculas de adesdo e de mediadores quimiotaticos (TNF-a, IL-1, IL-8,
IL-12, IFN-y), que ativam e atraem macrofagos, mondécitos, células dendriticas e
células natural killer (NK) para o local da infeccdo (SPRINGER, 1994; BENNOUNA et
al., 2003; KUMAR; SHARMA, 2010). Simultaneamente a este processo, mediadores
lipidicos também sdo produzidos. Estes mediadores sdo derivados do &cido
araquidonico; sao produzidos em consequéncia da ativacdo de fosfolipases que
clivam fosfolipidios constituintes da membrana celular, gerando prostaglandinas,
leucotrienos e PAF (fator de ativacdo plaquetaria). As prostaglandinas produzidas tém
fungdes inflamatorias que induz a febre, a hiperalgesia e a vasodilatacdo (MESQUITA
JR et al., 2008).
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Figura 1: llustracdo da migracédo de leucécitos através do endotélio vascular.
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Fonte: Adaptado de LEY et al, 2007.

2.1.1 Atuacdo de importantes sistemas e vias de regulacdo enddgena na

inflamacao

2.1.1.1 Heme-oxigenase

Felizmente, os sistemas biolégicos dispdem de vias contra-regulatérias que
também modulam a resposta inflamatéria, ativando sistemas de defesa em células
expostas ao estresse, promovendo um feedback negativo na ativacdo celular e
geracdo de mediadores inflamatorios. Neste sentido, a via da hemeoxigenase (HO) e
do 6xido nitrico mostram sua relevancia, assim como a via opioide (CHAVES et al.,
2011).

Trés isoformas da HO (HO-1, HO-2 e HO-3) foram identificadas (MAINES et al.,
1988; MCCOUBREY et al., 1997). A ativacdo de HO-1, a forma induzida da HO,
resulta em reducédo do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos inflamatorios
como edema, migragao celular e producado de citocinas pro-inflamatérias (ALCARAZ
et al., 2003). HO-2 e HO-3 sao as formas constitutivas expressas na maioria dos
tecidos (MCCOUBREY et al., 1992; MCCOUBREY et al., 1997). Com base nestas
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observacoes, foi sugerido que a inducdo da HO-1 representa, pelo menos em parte,
um mecanismo de defesa. Por outro lado, a inibigdo da HO-1 pelo Zinco protoporfirina-
IX (ZnPP-1X), um inibidor especifico de HO-1, aumenta a expressao das moléculas de
adesdo e a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (HUALIN et al., 2012),
sugerindo um possivel efeito anti-inflamatorio da via da HO-1/BVD/CO.

O CO exibe algumas propriedades semelhantes ao NO, incluindo a geracao de
GPMc (guanilato monofosfato ciclico), atuando na regulacdo no ténus vascular,
sinalizacao neuronal (neurotransmissor e neuromodulador), inibicdo de apoptose e da
sintese de mediadores inflamatdrios, incluindo citocinas, NO e PGs (MCCOUBREY et
al., 1997; MORITA et al., 1995; MAINES, 1997; PETRACHE et al., 2000; OTTERBEIN
et al., 2000; BARANANO; SNYDER, 2001). Além disso, o CO reduz respostas
inflamatoérias em diversos modelos de estresse oxidativo (OTTERBEIN et al., 2003).

Foi observado que a indugéo farmacoldgica de HO-1 reduziu edema articular,
degradacdo da cartilagem e proliferacdo de tecidos inflamados articulares, além de
reduzir niveis de in IL-1B, IL-6 e TNFa, a secre¢ao de PGE2 e a atividade de MMP-9
(BENALLAOUA et al., 2007). Esse mesmo grupo de pesquisa, entretanto, mostrou,
em artrite induzida por colageno, que tanto inibidores da HO-1 quanto compostos
capazes de liberar CO promovem reducdo do infiltrado celular inflamatério, da
inflamacédo articular e da destruicéo articular, assim como reducédo dos niveis de IL-
1B, IL-2, IL-6, TNFa e PGE2, mostrando a importancia de compostos que liberam CO
no tratamento da artrite (FERRANDIZ et al., 2008; IBANEZ et al., 2011). Ha evidéncia
também da participacdo da via hemeoxigenase-1/monoéxido de carbono/GMPc na
modulacdo tanto periférica quanto espinhal da dor inflamatéria e ndo inflamatéria
(STEINER et al., 2001; NASCIMENTO; BRANCO, 2007; 2008; CARVALHO et al.,
2011).

2.1.1.2 Oxido Nitrico (NO)

Outra via sinalizadora da resposta imune-inflamatéria é a via do 6xido nitrico
(NO). O NO é formado através de uma reacgdo catalisada pela enzima 0Oxido nitrico
sintase (NOS) em que o oxigénio molecular (O2) € fonte do oxigénio e a L-arginina €

a fonte do nitrogénio de seu grupo guanidino terminal (MONCADA et al., 1991).
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Trés isoformas distintas da NOS foram identificadas: uma isoforma neuronal
(NOSnN), inicialmente isolada do cérebro (BREDT et al., 1991; SESSA et al., 1992),
uma endotelial (NOSe), isolada do endotélio (LAMAS et al., 1992) e uma isoforma
induzida (NOSI), isolada inicialmente de macréfagos (XIE et al., 1992). A NOSnh e
NOSe séo expressas constitutivamente em seus tecidos de origem, portanto referidas
como NOS constitutivas (NOSc), enquanto a NOSi € expressa durante processos
patolégicos. O NO pode ainda ser gerado independente de enzimas a partir do nitrito
no ambiente acido do estdbmago e farmacologicamente por compostos doadores de
NO usados clinicamente como vasodilatadores (MONCADA et al., 1993).

Ademais, sabe-se que a elevacao dos niveis intracelulares de GMPc, gerados
a partir do NO, inibe a hipersensibilidade do nociceptor (CUNHA et al., 1999;
BEZERRA et al., 2007), e que essa acao se da pelo aumento da condutancia de ions
K+ pela abertura de canais de potassio sensiveis a ATP direta ou indiretamente pela
via da proteina kinase G (SACHS et al., 2004).

O NO ¢é produzido pelas células residentes articulares sinoviécitos e
condrocitos, assim como por osteoblastos e osteoclastos, e também por células
inflamatoérias presentes durante patologias, de forma constitutiva ou induzida por
mediadores como IL-1 e TNF-a (STADLER et al., 1991; MCINNES et al., 1996;
EVANS; RALSTON, 1996). Alguns autores demonstraram um efeito dual do NO em
modelo de artrite induzida pela injecdo de zymosan em joelho de ratos, uma vez que
a administracéo local de um doador de NO reduziu a dor inflamatéria nesse modelo
(ROCHA et al., 2002). Além disso, nesse mesmo trabalho os autores demonstraram
que a administracdo profilatica de inibidores da NOS reduziu a dor inflamatoria
(ROCHA et al.,, 2002). O NO pode desempenhar um papel pronociceptivo da dor
inflamatoria na regido orofacial. Varios estudos tém indicado uma correlacdo entre a
producdo e a geracdo e/ou manutencdo da dor cronica, incluindo disturbios da
articulacado temporomandibular. Alguns autores tem demonstrado que o inibidor da
NOS reduziu significativamente a hiperalgesia em dor orofacial induzida por formalina
(JUNG et al., 2009; FAN et al., 2012).

2.2 DOR
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A dor € um dos mais importantes sintomas de muitas patologias, sendo uma
experiéncia complexa, que envolve ndo somente a transducdo do estimulo nocivo
proveniente do meio externo, mas também diversos elementos como emocao,
cognicdo, memoéria e o proprio meio social (SCHAIBLE; RICHTER, 2004,
FARQUHAR-SMITH, 2007). A Associacéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
define a dor como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a um dano presente ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”.
(LOESER; MELZACK, 1999; RAINVILLE, 2002; ALMEIDA et al., 2004).

Sua cronificacdo, pode ser experimentada por 30% dos adultos (BREIVIK, et
al., 2005; SMITH et al.,, 2014) pode causar sofrimento e ainda comprometer a
qualidade de vida, limitando-os muitas vezes de suas atividades laborais (STEWART
et al., 2006), o que implica aumento dos gastos financeiros para os servi¢os publicos
de saude, pois € considerada o principal motivo de procura aos mesmos (WITTE;
STEIN, 2010).

Atualmente, sabe-se que a dor resulta geralmente da sinalizacédo de estimulos
nocivos, que se inicia em estruturas localizadas no sistema nervoso periférico (SNP)
e é conduzida até diferentes locais do sistema nervoso central (SNC), fazendo com
gue ocorra uma reacdo neurossensorial descrita como percepgcdo ou sensacgao
dolorosa (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al, 2009). Esta sensacao exerce
um importante papel fisioldgico, pois alerta o organismo que indica a presenca de um
estimulo lesivo e que aciona respostas protetoras apropriadas (WOOLF, SALTER,
2000; JULIUS, BASBAUM, 2001; MILLIGAN; WATKINS, 2009).

A dor inicia-se com o estimulo nociceptivo, que ativa ou sensibiliza os
nociceptores, que entédo levam a informacéo da periferia para o SNC através das fibras
nociceptivas (SANDKUHLER, 2009). As fibras aferentes de primeira ordem foram
classificadas em termos de estrutura, diametro, grau de mielinizacéo e velocidade de
conducao em Aa e AB, Ad ou C (COSTIGAN; WOOLF, 2000, JULIUS; BASBAUM,
2001; ZEILHOFER; BENKE; YEVENES, 2012). As fibras mielinizadas Aa e AR
representam proprioceptores e receptores mecanicos de baixo limiar e sado
especializadas na conducgao do estimulo mecanico inécuo. As fibras Ad do tipo | sdo
ativadas por temperaturas inferiores a 53°C, enquanto que as do tipo Il sdo ativadas
por temperaturas inferiores a 43°C. A maioria das fibras C também é polimodal,

(ativados por estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos). Algumas sao
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insensiveis a estimulos mecéanicos, mas respondem ao calor nocivo. Os corpos
celulares destes neurdnios primarios da dor localizam-se nos ganglios da raiz dorsal,
no ganglio trigémio e no ganglio nodoso, e seus axbnios projetam-se para uma
variedade de alvos periféricos, incluindo a pele e as visceras (BAUTISTA,;
PELLEGRINO; TSUNOZAKI, 2013).

Os receptores da dor, também conhecidos como nociceptores, que segundo a
IASP (2011) sao definidos como terminagdes nervosas de alto limiar sensorial do
sistema nervoso periférico somatossensorial capazes de transduzir e codificar
estimulos nocivos. O termo nocicepcédo é definido como sendo o processo neural de
codificacdo e processamento dos estimulos nocivos (IASP, 2011). Os nociceptores
polimodais respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos, sédo ativados por
muitos tipos de danos teciduais, e estdo associados com dor prolongada e conduzem
a dor lenta. Grande quantidade das fibras C, contém uma variedade de
neuropeptideos, incluindo substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene de
calcitonina (CGRP) e expressa receptores de neurotrofina tirosina quinase. Outra
classe de fibras sensitivas sdo as fibras mielinizadas Ad que sao ativadas por
sensibilizacdo mecéanica e térmica e conduzem a dor rapida (FARQUHAR-SMITH,
2007). Existem também o0s nociceptores silenciosos, que sdo normalmente inativos e
irresponsivos ao estimulo nociceptivo agudo, porém tornam-se ativados e
sensibilizados gradualmente durante a resposta nociceptiva e inflamatéria (DRAY,
1997; HUNT; MANTYH, 2001; COUTAUX et al., 2005).

As respostas dos nociceptores aos estimulos resultam na despolarizacdo da
fibora nervosa aferente, desencadeando potenciais de acdo, cuja formacédo e
propagacéao sédo dependentes de canais idnicos, tais como canal de sédio dependente
de voltagem (DIB-HAJJ et al., 2010). Além disso, substancias enddgenas, como &cido
araquidénico (AA), substancia P (SP), éxido nitrico (NO), prostaglandinas (PGSs),
neuropeptideos (substancia P), cininas (bradicinina (Bk), podem ativar
perifericamente os nociceptores.

As fibras sensitivas Ad e C, ao levarem informacdes da periferia para o sistema
nervoso central, fazem conexdes com neurdnios de segunda ordem localizados nas
laminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal (laminas I, 1l e V), resultando
na liberacdo de neurotransmissores (BASBAUM et al., 2009). Os neurbnios de

segunda ordem, por sua vez, integram as vias supra-espinhais, distribuindo, desta
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maneira, informacdes para circuitos cerebrais responsaveis pelos diferentes
componentes da dor (sensorial e emocional) (HUNT; MANTYH, 2001; PRICE, 2002).

No corno dorsal da medula diversas substancias, neurotransmissores e/ou
neuromoduladores, estdo envolvidas na transmissao central e na modulacdo da
resposta nociceptiva, como o glutamato, a substancia P, o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) e o 6xido nitrico (NO) (OLIVEIRA; SILVA, 2009). Estas
substancias, por sua vez, séo liberadas e/ ou sintetizadas em elevadas concentracdes

no ambiente tecidual em decorréncia de diversos processos inflamatorios.

2.2.1 Dor inflamatéria

A dor é um dos cinco sinais classicos do processo inflamatério, decorrente de
estimulos inflamatérios ou lesdes teciduais. Consequentemente, a leséo tecidual
geralmente ocorre associada ao acumulo de mediadores enddgenos liberados de
nociceptores ativados ou de células ndo-neuronais que residem ou, principalmente,
que infiltram na area lesionada, como macréfagos e neutrdéfilos, entre outros. A
liberacdo da sensibilizacdo periférica € comumente resultante de alteracdes
associadas ao processo inflamatério, como alteragdo no padrdo de mediadores
guimicos que podem atuar na fibra nervosa (WOOLF; SALTER, 2000).

Moncada e colaboradores (1978) sugeriram que a dor inflamatoria resulta da
acdo concomitante de dois tipos de estimulos nos neurdnios nociceptores. O 1°
estimulo ativaria diretamente o influxo de Na*, e isso seria responsavel pela iniciacao
da ativacdo dos nociceptores (bradicinina, histamina, estimulacbes mecéanica e
térmica atuando diretamente nos nociceptores causando a hiperalgesia, resultado da
reducdo do limiar de excitabilidade devido a modulacao de canais de sédio voltagem-
dependentes (KHASAR et al., 1999; VERRI et al., 2006). Essa hiperalgesia ocorre
devido a liberagdo de mediadores quimicos por varios tipos celulares residentes, bem
como de células migratérias recrutadas para o local da lesédo tecidual (WOOLF,;
QIUFU, 2007; LOESER; TREEDE 2008). O 2° estimulo ndo geraria a atividade do
nociceptor, mas facilitaria sua ativacédo, sendo, provavelmente, associado com um
aumento das concentragcfes do AMPc/Ca++ (LORENZETTI; FERREIRA, 1985).
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Moléculas sinalizadoras como neuropeptideos (substancia P, peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bradicinina, aminas simpatomiméticas,
eicosanoides (prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs),
endocanabindides, neurotrofinas, citocinas, e quimiocinas, proteases e proétons,
dentre outros (Figura 2) (CALIXTO et al., 2004; BASBAUM et al., 2009; LINLEY et al.,
2010) presentes no sistema vascular, células imunes, tecido lesado e adjacentes,
nervos sensoriais € nos nervos simpaticos. Esses mediadores atuam em seus
respectivos receptores pré-inflamatérios e pré-nociceptivos, tais como receptores NK-
1 (FURST, 1999; LOFGREN, QI; LUNDEBERG, 1999; TURNBACH; RANDICH,
2002), TRPV1 (FERREIRA et al, 1993; MATHIS; CRISCIMAGNA; LEEB-
LUNDBERG, 1996; AUSTIN et al., 1997). Alguns destes sao acoplados a proteina G
e induzem a formacdo de segundos mensageiros, outros sdo acoplados a canais
ibnicos regulando a permeabilidade e a concentracao celular de ions (SCHAIBLE et
al., 2011; PETHO; REEH, 2012).
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Figura 2. Monitoramento dos transdutores nociceptores da dor (nociceptores) e influéncia das

condigdes teciduais.
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Fonte: Oaklander, 2011.

Tanto a liberacdo de mediadores primarios quanto a sintese de novos
mediadores sao responsaveis pela ativacdo e/ou sensibilizacdo de nociceptores
adjacentes a leséo. A sensibilizagdo dos nociceptores diminui o limiar de ativacao de
fibras nervosas, aumentando a probabilidade de que estas disparem em resposta a
estimulos de menor intensidade (COUTAUX et al., 2005; ABRAHAMSEN et al., 2008).
Mediadores como as citocinas sao liberados, entre elas, as mais importantes séo IL-
1B, IL-6 e TNF-a (RITTNER; MACHELSKA; STEIN, 2005; BASBAUM et al, 2009).
Embora exista discusséo das evidéncias de uma acéo direta dessas citocinas sobre
0S nociceptores, a contribuicdo delas para hipersensibilidade primaria a dor resulta
principalmente da potencializacdo da resposta inflamatdria e aumento da producéo de
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agentes pro-algésicos (como as prostaglandinas, o NGF, a bradicinina e prétons
extracelulares). Além disso, sabe-se que a ativag¢ao principalmente de receptores TRP
(TRPV1 — vaniléide e TRPAL - anquirina) e ASICs sdo importantes na ativacdo de
nociceptores durante a inflamacao, sendo eles responsaveis também por sintomas
como alodinia e hiperalgesia (BASBAUM et al, 2009). Entretanto, as citocinas podem
desempenhar um papel importante na geragcdo e manutencao da dor evocada pela
inflamacéo, pelo menos em parte, através dos efeitos diretos sobre seus receptores

localizados em fibras aferentes primarias (SCHAIBLE et al, 2010).

2.2.2 Dor orofacial

A dor na regido oral ou craniofacial representa um grande problema de saude
uma vez que a dor é a razdo nimero um para a procura de tratamento, sendo um
importante indicador de saude (HARGREAVES, 2011). A dor orofacial, por sua vez, é
descrita como toda dor associada a tecidos moles ou mineralizados da cavidade oral
e da face ou descrita como dores referidas a essa regidao envolvendo estruturas como
pele, vasos sanguineos, 0ssos, dentes, periodonto, articula¢des, glandulas, estruturas
nervosas, musculos, cérnea, meninges, seios da face e mucosa nasal, segundo a
Sociedade Brasileira de Cefaleia (SBC, 2010).

A dor orofacial envolve um grande grupo de condicbes como disfuncdo
temporomandibular (DTM), cefaleias secundarias, neuropatias, dores odontogénicas
e advindas da mucosa oral e dor facial idiopética (SHINAL; FILLINGIM, 2007). Alguns
estudos estimam que cerca de 20% da populacéo é afetada por algum tipo de dor
orofacial, considerando a prevaléncia alta (MACFARLANE et al., 2002). Enquanto a
maioria destes sera € de origem odontogénica, mais de 5% pode ser considerada
cronica, com maior incidéncia em pacientes mais idosos (ZAKRZEWSKA, 2010).

Sua presenca ou sua cronificacdo, portanto, pode comprometer a qualidade de
vida dos pacientes, alterando suas atividades profissionais, afetando suas relacoes
emocionais, sociais e familiares e implicando ainda aumento dos gastos financeiros
para os servicos publicos de saude (ALMEIDA et al., 2004).

Das condi¢Oes dolorosas da regido orofacial, merece destaque as disfuncdes

temporomandibulares (DTM), que sado a maior causa de dor ndo dental na regiao
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orofacial (MAGNUSSON et al., 2000), sendo esta de grande relevancia cientifica e
social, j& que acomete mais de 33% da populacdo (MCNEILL, 2003) e € muitas vezes
refrataria aos tratamentos existentes. Por sua origem ser multifatorial, muitos estudos
buscam definir os mecanismos predisponentes, causais e perpetuantes desta
patologia. Entretanto, a avaliacdo e descricdo da dor relacionada a disfuncdo da
articulacao temporomandibular precisam ser melhores esclarecidas (OLIVEIRA et al.,
2003).

2.3 DISFUNCOES TEMPOROMANDIBULARES

A artrite na articulacdo temporomandibular (ATM) se apresenta como um dos
diagndsticos diferenciais nas disfungdes temporomandibulares (DTM) que, por sua
vez, engloba um grupo de condicdes musculoesqueléticas e neuromusculares
envolvendo as ATMs, os musculos mastigatérios e todos os tecidos associados
(GREENE et al., 2010). Trabalhos tém relatado que a dor é a sintomatologia mais
importante, seguido por limitagdo de movimentos mandibulares limitados que podem
causar dificuldade em comer ou falar além de cefaleia secundaria, dor cervical,
sintomas otolégicos como zumbido, otalgia, barohipoacuisia e distirbios do sono
(CIANCAGLINI; RADAELLI, 2001; YATANI et al., 2002; CHISNOIU et al., 2015).

Esses sinais e sintomas estao frequentemente associadas com dor aguda ou
persistente. As formas cronicas das DTMs s&do extremamente incapacitantes,
podendo acarretar afastamento ou incapacidade nas atividades laborais e /ou sociais,
resultando em diminuicdo da qualidade de vida dos seus pacientes (GREENE et al.,
2010). Apesar do curso extremamente incapacitante das DTM, nenhuma das
intervencdes terapéuticas disponiveis na atualidade é curativa, limitando-se, portanto
a aliviar os sinais e sintomas da doenga (CAIRNS, 2010).

Estudos epidemioldgicos mostram que a prevaléncia de DTM na populagéo é
maior que 5% (GHALI et al.,2012). Estudos mostram ainda que 40 a 70% da
populacdo podem apresentar sinais e sintomas de DTM, destacando a alta
prevaléncia do género feminino, enfatizada em varios estudos (SHAEFER, et al.,
2013).
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A etiologia e patogénese desta condi¢cdo é mal compreendida. Sabe-se que,
pelo menos em parte, as condigbes dolorosas da ATM resultam de processos
inflamatorios (KOPP, 2001). A inflamacdo da ATM é resultado da liberacdo de varias
citocinas pro-inflamatorias, em particular do fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e
as interleucinas IL-1, IL-6, IL-12, e IL-17, que contribuem para uma remodelacdo
articular assim como uma degradacdo da cartilagem (VERNAL et al.,, 2008). A
liberacdo destas citocinas facilitam a liberacdo de prostandides e aminas
simpatomimeéticas que promovem a sensibilizacdo de nociceptores periféricos desta
regido (RAJA et al.,, 1988; ALSTERGREM; KOPP, 2000; NORDAHL et al., 2000;
KOPP, 2001; OLIVEIRA et al.,, 2005) e de neurbnios nociceptivos centrais do
complexo sensério-nuclear trigeminal do tronco encefalico (IWATA et al, 1999;
SESSLE, 2000; DUBNER; REN, 2004).

A despeito dos achados clinicos, a caracterizacdo dos mecanismos celulares e
moleculares que formam a base da dor orofacial advinda da ATM, assim como seu
diagnéstico e tratamento, carece realmente de maior estudo, sendo necessario o
desenvolvimento de ferramentas que possam afetar seu curso evolutivo, para poder
contribuir sobremaneira com a melhoria da qualidade de vida dos pacientes. Neste
sentido, recentes avanc¢os biotecnolégicos tém permitido a descoberta de novos
agentes bioativos. A utilizacdo de modelos experimentais com animais tem sido
considerada uma ferramenta importante para explorar novas estratégias terapéuticas
e para um melhor conhecimento da fisiopatologia de varias doencas. Portanto, a
busca por novos compostos mais efetivos e com baixa toxicidade, possuindo efeitos

adversos minimos é de extrema importancia e vem sendo alvo de muitas pesquisas.

2.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA NA

ATM

Nas ultimas duas décadas, a investigacdo sobre os mecanismos da dor
orofacial tem mostrado consideravel progresso. Alguns modelos experimentais,
utilizando diferentes espécies animais, tém sido desenvolvidos para o estudo da
nocicepcado da ATM. Substancias flogisticas tém sido utilizadas para inducdo da

inflamacé&o experimental como formalina, zymosan, adjuvante completo de Freund e
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0leo de mostarda (HAAS et al., 1992; EDWARDS et al., 2007; CASTANO et al., 2007,
GUERRERO et al., 2008). Apés a aplicacdo de tais agentes, segue-se uma reacao
inflamatoria que inclui edema, migracdo celular, eritema, alodinia e hiperalgesia
(MARCHAND et al., 2005).

Neste projeto foi utilizado dois modelos experimentais de hipernocicepgéo
inflamatoria induzida na ATM de ratos. O primeiro modelo utilizou como substancia
flogistica 0 zymosan. Esta substancia € um polissacarideo retirada da parede celular
do fungo Saccharomyces cerevisiae, tendo o seu componente principal estrutural a 3-
glucana que apresenta propriedades imunoestimulatorias (DERBOCIO et al., 2005).
Quando injetado intraperitoneal (AJUEBOR et al., 1998), intradérmica (RIDGER et.
al., 1997) ou intra-articular (ROCHA et al., 1999), causa resposta inflamatoria intensa.

O zymosan, inicialmente, € reconhecido pelo receptor detectina 1 que é
expresso em monacitos, macréfagos, células dendriticas (WILLMENT et al., 2003).
Feito esse reconhecimento, ocorre um estimulo para a producdo de citocinas
(TAYLOR et al., 2002).

Chaves et al., 2011, padronizaram um modelo experimental de artrite na ATM
de ratos induzida por zymosan que é capaz de reproduzir as principais condicdes
encontradas clinicamente, modelo este que serviu de base para presente estudo. Os
resultados obtidos apresentaram hipernocicep¢do mecanica durante a 42 e 62 hora.
Ademais, zymosan aumentou o numero de polimorfonucelares, da atividade da MPO,
acompanhado do aumento da permeabilidade vascular.

O segundo modelo utilizou como substancia flogistica a formalina. Este modelo
€ constituido em duas fases: a primeira é induzida por uma ativacao direta das fibras
nociceptivas C. A segunda fase é mediada pela estimulacao continua de nociceptores
por mediadores inflamatorios (serotonina, histamina, bradicinina, NO e
prostaglandinas) liberados do tecido lesado, levando a sensibilizacdo dependente da
atividade dos neurénios do sistema nervoso central dentro do corno dorsal (LE BARS;
GOZARIU; CADDEN, 2001).

As respostas nociceptivas (levantar rapidamente a cabeca e cocar a regiao
orofacial) apés a inducao da formalina na ATM demonstraram que estas sO aparecem
na primeira fase em concentragdes acima de 0,5% (ROVERONI et al, 2001).

O teste da formalina é amplamente utilizado para se avaliar a agdo de farmacos

analgésicos ou de produto naturais com atividade antinociceptiva, sendo considerado
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um modelo confiavel de dor ténica do tipo inflamatéria (DUBUISSON; DENNIS, 1977;
ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK et al, 1995).

2.5 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de produtos naturais, particularmente da flora, com fins
terapéuticos, nasceu com a humanidade. Fatos histéricos ou de evidéncias
preservados permitem avaliar de forma interdisciplinar as aplicagdes e significados
culturais de espécies vegetais, viabilizando uma melhor compreenséo cientifica sobre
0 uso de recursos biolégicos. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram
encontradas nas civilizacdes mais antigas, sendo considerada uma das praticas mais
remotas utilizadas pelo homem para a cura, prevencao e tratamento de doencas
servindo como importante fonte de compostos biologicamente ativos (ANDRADE,
CARDOSO, BASTOS, 2007).

Os primeiros registros arqueolégicos permitiram calcular que as plantas sao
utilizadas para fins medicinais desde ha cerca de 60.000 anos, e documentos
sumérios datados de h& cerca de 5000 a.C. referem a utilizagdo de plantas para o
tratamento de enfermidades que afetavam o0s animais e 0s seres humanos,
especialmente a “planta da Alegria”, isto é o Opio (SOLECKI, SHAMIDAR, 1975; DIAS,
2009). Estas civilizagBes notaram que alguns vegetais experimentados no combate
as doencas revelavam um potencial curativo, levando um processo de construcéo de
um arcabouco de conhecimentos profundo passado verbalmente de geragcdo a
geracdo (GURIB, 2006). E valido enfatizar que a construcio desse conhecimento
sobre o processo curativo desses vegetais foi construido por tentativas de erros e
acertos ao longo de séculos.

O homem primitivo buscou na natureza as solug¢des para os diversos males que
0 assolava, fossem esses de ordem espiritual ou fisica. Aos feiticeiros, considerados
intermediarios entre os homens e os deuses cabia a tarefa de curar os doentes,
unindo-se, desse modo, magia e religido ao saber empirico das praticas de saude, a
exemplo do emprego de plantas medicinais. A era antiga inaugurou outro enfoque,

quando, a partir do pensamento hipocratico, que estabelecia relacdo entre ambiente
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e estilo de vida das pessoas, 0s processos de cura deixaram de ser vistos apenas
com enfoque espiritual e mistico. (ALVIM et al., 2006; FIRMO, 2011).

As plantas medicinais contribuem de maneira significativa no controle
terapéutico mundial e, em particular nos paises em desenvolvimento. Boa parte da
populacdo de paises como Africa, Chile e Colombia, dependem exclusivamente das
plantas medicinais para cuidados basicos de saude (WHO, 1999; AGRA et al., 2008).
No entanto, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), paises desenvolvidos
tenham acesso aos servicos da medicina moderna, ainda assim, o0 uso de plantas
medicinais e produtos naturais tem mantido sua popularidade por razdes historicas
e/ou culturais (WHO, 1999).

2.6 CONSIDERACOES BOTANICAS SOBRE A FAMILIA FABACEAE

A familia Fabaceae, também classificada como Leguminosae, € uma das
maiores familias botanicas existentes das Angiospermas, possuindo cerca de 740
géneros e 19.400 espécies (LEWIS et al., 2005; GIULIETTI et al., 2005). Seus
representantes podem ser ervas, arbustos, arvores e até mesmo lianas; perenes ou
anuais. Sao notadamente generalistas, com grandes espécies vivendo em florestas,
até herbaceas bem reduzidas em campos, todas com grande diversidade nos
métodos de crescimento, reproducdo e defesa (POLHILL et al.,, 1981; SOUZA;
LORENZI 2005). Possui distribuicdo cosmopolita, devido a sua capacidade de
adaptacao tanto a climas tropicais quanto subtropicais, sendo menos frequentes em
regides temperadas (BORTOLUZZI; MIOTTO; REIS, 2007).

A familia Fabaceae apresenta trés subfamilias - Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Papolionoideae, sendo a ultima a mais derivada e diversa das
Fabaceae (POLHILL 1981; BARROSO et al., 1991).

No Brasil ha cerca de 2716 espécies reunidas em 212 géneros, distribuidos
pela Mata Atlantica, Cerrado, Caatinga e Floresta Amazoénica (LIMA et al., 2012).
Sendo encontradas em maior quantidade na regido norte no dominio do cerrado (LIMA
et al., 2012).

Fabaceae constitui uma das familias botanicas de maior importancia

econbmica. H4 muitas de suas espécies Uteis e inUmeras delas séo cultivadas desde
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a antiguidade devido principalmente ao seu potencial alimenticio e medicinal, embora
existam varias outras utilidades diretas: forrageira, melifera, ornamental, madeireira,
como fornecedoras de celulose, Oleos, adubo verde, carvéo, lenha, resinas, tintas,
vernizes e cortica (MIOTTO et al., 2008; MARTINS, 2009; SOUZA; SOUZA, 2011).

O uso de plantas medicinais desta familia pela populacao de diferentes partes
do mundo tem sido respaldada nos trabalhos cientificos, que comprovam a eficacia
em diferentes modelos experimentais.

As espécies dessa familia possuem em média 16 atividades, como
imunomodulagéo, inibicdo da proliferacéo e da disseminagéo tumoral, estimulacao da
producdo de interleucinas do tipo Il e acdo antimicrobiana. Algumas Fabaceae
apresentam células secretoras contendo taninos, os quais possuem diversas
atividades biolégicas, sendo elas: antisséptica, antidiarreica e antioxidante
(BRUNETON, 2001).

A familia Fabaceae é uma das familias que possui isoflavonas, subclasse de
flavonoides conhecida pelas suas propriedades anti-inflamatorias, bactericidas,

antifingicas e estrogénicas (SIMOES et al., 2007).

2.7 GENERO TEPHROSIA

O género Tephrosia compreende cerca de 350 espécies, sendo considerado o
maior género da tribo Milletticae (GEESINK, 1984; SCHRIRE, 2005). Seus
representantes, muitos dos quais tém importantes usos tradicionais, estéo distribuidos
em regides tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios (HEGAZY et al., 2011,
STEVENSON et al., 2012).

Diversas investigacdes fitoquimicas tem reportado os diferentes metabolitos
secundarios neste género, entre eles: rotenoides, isoflavonas, chalconas, flavanonas
prevalecendo os flavonoides (CLARKE, BANERJEE, 1910; STEVENSON et. al,
2012).

Metabodlitos secundarios s&do substancias produzidas em pequenas
guantidades, e, em contraste com 0s primarios, nem sempre estdo envolvidos em
funcbes vitais do vegetal ou mesmo presente em todos eles. Além disto, séo

conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares especializados. Estes



39

constituintes quimicos sédo extremamente diversos. Cada familia, género, e espécie
produz uma categoria quimica caracteristica ou uma mistura delas, e elas, por vezes,
podem ser utilizadas como caracteres taxonémicos na classificacdo das plantas
(BELL et al., 1980; WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA; KOWALSKA, 2008).
Ademais, apresentam atividades biolégicas interessantes, promissoras de novas
moléculas potencialmente Uteis ao homem.

No tratamento de patologias, em geral, diversos flavonoides tém apresentado
potencial atividade farmacoldgica, tais como: antioxidante (PATWARDHAN; BHATT,
2015), reducédo do risco de aterosclerose (SUN et al., 2015), antidiabético (NICOLLE
etal., 2011), antitumoral (LAN et al., 2015), anti-inflamatério (EL et al., 2016; DZOYEM
et al, 2015), anticolinesterase (DZOYEM et al, 2015).

Plantas deste género ja tiveram suas atividades biolégicas descritas na
literatura, sendo Uteis no tratamento da dor (VAL et al., 2014) inflamacdo (MARTINEZ
et al., 2012; VAL et al, 2014), fungos (LUO et al, 2015), diabetes e complicacdes
cardiovasculares (BHADADA; GOYAL, 2015), e atividades inseticida e ictiotoxica
(VASCONCELOS et al.,, 2012), hepatoprotetora (GORA et al., 2014), anticancer
(AHMED et al., 2014).

2.7.1 ConsideracGes Botanicas sobre a espécie Tephrosia toxicaria Pers.

Tephrosia toxicaria também conhecida como Tephrosia sinapou (Buc'hoz),
pertence a familia Fabaceae e a subfamilia Papilionoideae, é popularmente conhecida
por timbo de caiena (JANG et al., 2003). Apresenta-se como subarbustiva, ereta, de
folhas imparipinadas, possuindo de 10 a 20 foliolos. Suas flores sdo brancas ou
amareladas com a base lilas e dispostas em racemos axilares ou terminais. Seu fruto
apresenta-se na forma de vagem, curva ou reta (CORREA, 1974). (Figura 3)

A espécime que foi realizada a extracdo dos metabolitos secundarios e
posterior modificagdo estudada neste trabalho foi coletada em Guaraciaba do Norte,

Ceard, que esta localizada a 299 Km de Fortaleza, Ceara.
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Figura 3 - Foto de Tephrosia toxicaria em Guaraciaba do Norte-CE.

Fonte: Adaptada da Profa. Telma L. G. de Lemos, 2010.

2.7.1.2 Metabdlitos secundarios oriundos de Tephrosia toxicaria Pers.

A literatura reporta a atividade como defensivo agricola natural do extrato
aguoso das raizes maceradas de Tephrosia toxicaria. Outros autores jA demonstraram
a atividade anticancer, larvicida, antioxidante, inseticida, antinociceptiva, anti-
inflamatoria do extrato etandlico das raizes de Tephrosia toxicaria (CORREA, 1974;
JANG et. al., 2003; REVILLA, 2002; VASCONCELOS, et al., 2009, 2012; MARTINEZ
et al., 2012; VAL et al., 2014).

Destarte, o isolamento de diversos flavonoides do extrato etanolico das raizes
de Tephrosia toxicaria, tais como: iso-obovatina, obovatina, 6a,12a-desidro-p-
toxicarol, 6a, 12a-desidro-a-toxicarol e a-toxicarol (VASCONCELOQOS, et al., 2009),
além das atividades biolégicas desses metabdlitos no modelo de hipernocicepcéo
induzida por zymosan na ATM de ratos (VAL, 2012).

E valido ressaltar que devido aos resultados promissores da obovatina, nosso
grupo desenvolveu entdo um bioproduto semissintético - a obovatina hidrogena -
que foi fruto de depdsito de patente do nosso grupo sob nimero de registro:
BR1020130287938 no INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial intitulado
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“Uso da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona, levogira, como agente
analgésico e anti-inflamatorio, para aplicacéo nos setores da industria farmacéutica” .

Portanto, o estudo do possivel efeito da obovatina hidrogenada semissintética
(PHO) na modulacdo da inflamacdo e da nocicepcdo observadas no modelo de
hipernocicepgéo inflamatéria induzida na ATM de ratos e os mecanismos de agéo
envolvidos nesses processos podera contribuir para a introdu¢cdo de uma nova
abordagem terapéutica mais especifica para as condicfes inflamatérias da ATM,
trazendo beneficios superiores a um tratamento paliativo no tratamento dessa

patologia.

2.8 METABOLITOS SECUNDARIOS E O PROCESSO DE BIOPROSPECCAO

Nossa biodiversidade respresenta um enorme reservatorio para descoberta de
moléculas bioativas. As plantas produzem uma vasta gama de metabdlitos primarios
e secundarios. Destes, os metabolitos secundarios sdo moléculas reguladoras que
atuam de forma direta ou indiretamente no crescimento, reprodugéo. Estes tem
merecido destaque no ultimos anos na aplicacdo no campo da nutricdo, cosméticos e
pesquisas na area da saude (BOURGAUD et al.,, 2001; KIRAKOSYAN; CSEKE;
KAUFMAN, 2009).

Entre os principais grupos farmacologicamente ativos destes compostos ja
descritos na literatura podemos citar os alcal6ides, flavonas, terpenos, fendlicos e
polifendis (CHIN et al., 2006; NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008). A literatura reporta
gue as isoflavonas de soja aumentam a expressdo do 6xido nitrico endotelial, a
biodisponibilidade NO, aumento de nitrato / nitrito plasmatico e a diminui¢cao dos niveis
de endotelina-1 em complicacdes arteriais sisttmicas em homens e mulheres pos-
menopausa (TEEDE et al., 2003). Saxena et al., (2016) avaliaram a atividade anti-
inflamatoria de diaril-heptanoides, um metabdlito majoritario extraido do extrato de
Alnus nepalensis em modelo de inflamac&o induzida por lipopolissacarideo (LPS).
Estudos realizados uma lactona sesquiterpénica extraida da planta dente-de ledo,
ativou o fator de transcricdo nucelar eritréide 2 (Nrf2) em hepatocitos humanos
(ESATBEYOGLU et al., 2017). Segundo Funk et al., (2016) demonstraram os efeitos

anti-inflamatérios do gengibre, seus metabdlitos secundarios e 6leos essenciais em
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ratas no modelo de artrite induzida por SCW. A dose de (28 mg/kg/ip) evitou a
inflamacé&o crénica das articulagbes, no entanto, ndo alterou a fase inicial aguda do
edema das articulacbes nem a formacdo de granulomas nos locais de locais de
deposicao do agente flogistico SCW no figado.

Nas ultimas décadas foram isolados cerca de doze mil agentes derivados de
plantas (CHIN et al., 2006). Os metabdlitos secundarios extraidos de vegetais ndo sao
apenas considerados como fontes diretas de novos produtos farmacéuticos, mas
oferecem uma fonte inesgotavel de oportunidades de diversidade quimica para
bioprospeccéao e producdo de novas drogas.

Um levantamento realizado pelo FDA (Food and Drug Administration) revelou
gue os produtos naturais representam mais de um terco de todas as novas entidades
moleculares. Quase metade destes sédo derivados de mamiferos, um quarto de micro-
organismos e um quarto de vegetais (PATRIDGE et al., 2015).

Ao longo da historia, Friedrich Serturner isolou o componente ativo da resina
de 6pio em 1804 produzindo a morfina (SCHIFF, 2002). Outro derivado vegetal semi-
sintético é a guaifenesina utilizado ineficazmente no tratamento da sifilis durante o
seéculo XVI, posteriormente utilizado como supressor da tosse em 1952 (FRITH, 2012).
Aproximadamente 30 compostos derivados de plantas apresentaram atividade anti-
tumoral contra varios tipos de tumor e utilizados em ensaios clinicos, como taxol,
podophllotoxin, vinblastina e outros (NIRMALA; SAMUNDEESWARI; SANKAR, 2013;
RONGHUI et al., 2014).

Historicamente esses produtos e seus derivados contribuiram
significativamente para 0 avanco na area da medicina, produzindo grande quantidade
de drogas que ainda hoje fazem parte do arsenal farmacéutico no combate de muitas

patologias.
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3 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A dor nas estruturas articulares e musculares em pacientes com DTM,
portanto, € uma fonte comum de dor orofacial crénica, o que pode levar a auséncia ou
insuficiéncia de trabalho ou interacdes sociais, resultando em uma redugcéo na
qualidade de vida das pessoas acometidas (GREENE et al., 2010).

Vérias classes de farmacos sao indicadas para o tratamento da doenca, tais
como anti-inflamatorios ndo esterodais (AINES) durante 7-14 dias. Em pacientes com
dor neuropatica cronica que o tratamento por AINES néo é eficaz, tem se utilizado
antidepressivo triciclico (SHARMA et al., 2011). Apesar da farmacoterapia diversa
para tratamento das DTMs, nenhuma das intervencdes terapéuticas disponiveis na
atualidade é curativa, limitando-se, portanto a aliviar os sinais e sintomas da doenca
(CAIRNS, 2010). Assim, o uso de drogas alternativas, que possam agir como veiculos
anti-inflamatoérios e analgésicos em substituicdo aos compostos tradicionalmente
utilizados na clinica médica, sdo extremamente importantes.

Vegetais sdo fontes ricas em compostos bioativos. Sabendo que o
conhecimento sobre produtos naturais €, muitas vezes, o0 Unico recurso terapéutico de
variadas comunidades e grupos étnicos em todo o mundo, e que ha necessidade de
novas abordagens terapéuticas para tratamento das condicbes dolorosas
inflamatorias advindas da ATM, a pesquisa de recursos naturais tem-se revelado
promissora na descoberta de ferramentas farmacoldgicas que podem ser utilizadas
para testes de novas substancias ou mesmo em testes diagnosticos. Essa pratica vem
despertando nas ultimas décadas a atencéo da comunidade cientifica na perspectiva
de avaliar a eficacia e seguranca desses recursos naturais. Proutos naturais sao
descritos na literatura com atividade antinociceptiva e ainti-inflamatoria no modelo de
hipernocicepcao induzida na ATM de ratos (COURA et al., 2017; FREITAS et al., 2016;
RIVANOR et al., 2014; VAL et al., 2014).

Somado a isso, a bioprospeccdo de novos agentes farmacologicos derivados
de vegetais, assim como a andlise de sua eficacia € de grande interesse
socioecondmico uma vez que beneficiard a economia de paises em desenvolvimento,
contribuindo sobremaneira para o acesso da populacdo a medicamentos seguros e
de custo relativamente menor, refletindo em uma melhor qualidade de vida da

populacdo. Além disso, a elucidacdo de mecanismos moleculares envolvidos na
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utilizacao destas substancias possibilita o entendimento para uma melhor abordagem

terapéutica e/ou preventiva.
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4 HIPOTESES

1 A 5-hidroxi-6”,6"-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO) n&o apresenta
toxicidade sistémica verificavel por meio de observacfes comportamentais, dosagens

de enzimas hepaticas e renais, sendo assim considerada segura para 0 Uso.

2 A 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona (PHO) néo afeta a motricidade

de coordenacdo motora dos animais.

3 A 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO) reduz os parametros
nocicptivos e inflamatérios nos tecidos periarticulares no modelo de hipernocicepc¢ao

inflamatoria induzida por formalina e serotonina na ATM de ratos.

4 O mecanismo de agao da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO)
envolve, pelo menos parcialmente, a via NO/GMPc/proteina kinase G/canais de K+

sensiveis a ATP.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar a seguranca e a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de um

composto semissintético derivado de Tephrosia toxicaria Pers.

5.20BJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Avaliar a toxicidade da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO)

b)

c)

d)

(doses repetidas e aguda) em camundongos;

Avaliar o efeito da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO) sobre o
desempenho motor de ratos Wistar no teste do rota rod;

Investigar o efeito da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-flavanona (PHO) nos
modelos de hipernocicepcéo inflamatéria induzida por formalina e serotonina na ATM
de ratos Wistar;

Investigar o mecanismo da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona (PHO)
avaliando o envolvimento da via HO-1 e NO/GMPc/PKG/K+ATP no modelo
hipernocicepc¢éo inflamatoria induzida pela formalina na ATM de ratos Wistar.
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6 METODOLOGIA

6.1 MATERIAL VEGETAL

Neste estudo foi realizada a obtencdo da 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-
[27,3”:7,8]-flavanona (PHO) ou obovatina hidrogenada semissintética a partir da 5-
hidroxi-6”,6”-dimetilcromeno-[2”,3”:7,8]-flavanona, um dos constituintes de Tephrosia
toxicaria Pers. O isolamento e a obtencdo da molécula semissintética PHO ocorreu
no Laboratério de Quimica Inorganica - UFC — Campus do Pici — Fortaleza, sob a
coordenacéo da Profa. Angela Martha Campos Arriaga.

Para este fim, a 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona, levégira,
[a]D 20 -65,86 (obovatina hidrogenada semissintética (PHO) foi obtida a partir da
hidrogenacdo catalitica (Pd/C) da obovatina (5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromeno-
[27,3”.7,8]-flavanona). O composto denominado obovatina (5-hidroxi-6”,6"-
dimetilcromeno-[2”,3”:7,8]-flavanona (80,0 mg) foi dissolvido em cloroférmio (30 mL) e
em seguida adicionado 10,0 mg do catalizador paladio adsorvido em carvao ativo
(Pd/C). Gas H2 foi borbulhado na solucdo e em seguida um baldo de borracha
contendo o gas foi conectado ao baldo da mistura reacional. A solu¢do permaneceu
sob agitacdo magnética por 45 horas, sendo a reacdo monitorada por cromatografia
em camada delgada (fase movel: hexano/diclorometano 60%). ApGs este periodo
decorrido, a solucao resultante foi filtrada e concentrada a temperatura ambiente.

O sdlido obtido (83,0 mg) continha o material de partida e o produto de
hidrogenacédo. A mistura foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em coluna semi-preparativa operando em modo normal, utilizando
octadecilsilano como fase estacionéaria e solugdo de hexano/cloroformio 30% como
fase movel. O material foi dissolvido em cerca de 4 mL da fase movel e as injecdes
realizadas em aliquotas de 200 pyL de solucédo previamente filtrada. A deteccao foi
realizada na regido de 260 — 400 nandmetros a um fluxo de 3,0 mL/min em que foram
coletados dois picos: o pico 1 identificado como o produto de partida o composto
obovatina (5- hidroxi-6”,6"-dimetilcromeno-[2”,3":7,8]-flavanona (36,5 mg), material de

partida da reacéo, e o pico 2, a 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona
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(18,5 mg), identificado como o produto da reacdo de hidrogenacgéo, que foi usada

como ferramenta farmacologica no presente estudo.

6.2 MODELO ANIMAL E PRINCIPIOS BIOETICOS

Foram usados camundongos machos e fémeas (Mus musculus) albinos (25-
30g) para determinacéo da toxicidade aguda e sub aguda de (PHO) e ratos machos
(Rattus novergicus) albinos (variagdo Wistar) (180-220g) para avaliacdo da eficacia
antinociceptiva, anti-inflamatoria e acdo na motricidade, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do (UFC) e do biotério local da Faculdade de
Medicina de Sobral. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas, em sala com
temperatura controlada (23°C + 2) obedecendo os ciclos de claro e escuro (de 12 em
12 horas) no biotério local, com agua e comida ad libitum.

Com relacdo aos aspectos éticos, o protocolo experimental foi elaborado de
acordo com a “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais Para Fins
Cientificos e Didaticos - DBCA” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL) e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal —
CEPA, da Universidade Federal do Ceara — Campus de Sobral (n° 13/15). Todos os

esforcos foram feitos para minimizar o nimero e o sofrimento dos animais utilizados.

6.3 TOXICIDADE

6.3.1 Avaliagdo da Toxicidade Aguda in vivo de PHO

A toxicidade aguda por gavagem (per.os) foi realizada utilizando-se
camundongos camundongos machos e fémeas (Mus musculus) albinos (25-30g) (n=5
animais/grupo). Os animais foram mantidos em jejum prévio de 12 horas e foram
pesados antes de serem tratados com o PHO (1mg/kg; 10 mg/kg; 100 mg/kg). O grupo
controle recebeu solugéo salina 0,9% (5mL/kg; per.os ou i.p). Os animais foram
observados por um periodo de 48 h para o registro de sinais de toxicidade e/ou
mortalidade (MILLER e TAINTER, 1944).
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6.3.2 Avaliacdo da Toxicidade Subaguda in vivo de PHO

Na perspectiva de avaliar a seguranga da PHO, camundongos machos e
fémeas, divididos em dois grupos de cinco animais receberam por (per.os) PHO (10
Mg/kg) ou solugao salina 0,9% (5mL/kg; per.os ou i.p) durante 14 dias consecutivos.
Durante esse intervalo de tempo de 14 dias os animais ficaram sob observagéo para
a deteccdo de sinais fisicos como cocar nariz, lamber as patas, rodopiar, piloerecéo,
além de sinais comportamentais, como apatia e/ou agressividade. No 15° dia, todos
0s animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (200 mg/ kg; i.p), € amostras
de sangue foram coletadas a partir do plexo retro orbitario para as dosagens de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Para andlise
bioquimica do soro, o sangue foi centrifugado a 3000 g, durante 15 min apds coleta.
As amostras de soro foram estocadas a -80°C até as analises. Os parametros
bioquimicos que seguem foram determinados por testes enzimaticos e colorimeétricos
da Labtest Diagnéstica (Lagoa Santa/MG, Brasil): AST, ALT e creatinina. Em seguida,
os camundongos foram submetidos a eutanasia sob anestesia, seguido da retirada e
pesagem dos orgaos (coracdo, figado, rim, baco), e posterior processamento
histol6gico para proceder andlise histopatolégica por um avaliador cego. Os aumentos
utilizados foram: 100x, para aspectos morfolégicos gerais e 400x, para andlise
detalhada dos eventos histoldgicos, tanto celulares quanto na matriz extra celular
(MEC), com andlise cega de grupos experimentais (farmacos-teste), seguindo a
norma ISO 10993-11.

6.4 ANALISE DA ATIVIDADE ANSIOLITICA - TESTE DO ROTA ROD

O teste do Rota Rod mesura o efeito do relaxamento muscular ou desordem da
coordenacdo motora ocasionada pela acdo de drogas em animais (CARLINI e
BURGOS, 1979). Os animais foram colocados com as quatro patas sobre uma barra
giratoria separada por amplas abas que possibilitam a analise comportamental de
cada animal. No modelo para ratos, sdo quatro divisdes, cujo rotor apresenta diametro
de 7 cm, possibilitando o estudo simultaneo de 4 animais, com uma rotacéo de 4 a 40

rpm, por um periodo de 5 minutos, apds 1 hora a administracdo de PHO (10 ug/kg;
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per.os) ou veiculo (apenas solucéo salina (5 mL/ kg; per.os). Foram registrados: tempo
de laténcia (segundos), tempo de permanéncia na barra giratoria (segundos), e o
namero de quedas (DUNHAM e MIYA, 1957; PIEL, 2014).

6.5 EFEITO ANTINOCICEPTIVO E ANTI-INFLAMATORIO DE PHO NO MODELO DE
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA NA ARTICULACAO

TEMPOROMANDIBULAR (ATM) DE RATOS

6.5.1 Delineamento Experimental

Os animais foram pré-tratados (per.os) com PHO (0,1ug/kg; 1ug/kg ou
10pg/kg). Uma hora ap0s o pré-tratamento com a substancia supracitada, os animais
receberam uma injegé&o intra-articular de formalina (1,5 %/ articulagdo; 50 L) e entéo
foram submetidos a andlise comportamental para avaliar a resposta nociceptiva.
Imediatamente apds os testes comportamentais 0s animais foram anestesiados e
eutanasiados por decapitacdo. Cada grupo possuiu n=5 animais (ratos machos,
Rattus novergicus albinos Wistar entre 180 a 220g). A melhor dose obtida no teste da
formalina foi utilizada no teste da serotonina (5-HT) 225ug/50uL (SIGMA — H9523)

visando minimizar o nimero de animais utilizados.

6.5.2 Injegdes intra-articulares

Os animais foram anestesiados com isoflurano e receberam uma injecédo do
agente inflamatério (Formalina a 1,5% ou Serotonina 225ug/50uL) (Formaldeido,
Sigma Aldrich; (SIGMA — H9523) (ROVERONI et al., 2001; OLIVEIRA-FUSARO et
al.,2012). Para administracdo da formalina ou serorotonina na ATM, uma agulha
calibre 30G, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 ul) por um tubo de
polietileno P50, foi inserida na por¢cdo inferior da borda postero-inferior do arco
zigomatico da ATM esquerda, sendo avancada em dire¢do anterior até contactar a
regido postero-lateral do condilo.
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6.5.3 Estudo do efeito da PHO na hipernocicepc¢éo inflamatéria induzida por
formalina e serotonina na ATM - Teste comportamental para avaliacdo das

respostas nociceptivas

As analises comportamentais foram realizadas durante a fase clara, entre 6h e
17h em sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida a 25 °C (ROSLAND,
1991). Durante o teste, os animais nao tiveram acesso a agua ou a comida. Para
minimizar o0 estresse durante as sessdes experimentais, 0s animais foram
previamente manipulados pelo pesquisador por um periodo de 7 dias. Para a
realizacdo das andlises comportamentais, uma caixa de observacdo medindo
30x30x30 cm com base e 3 laterais espelhadas e frente de vidro foi utilizada. Cada
animal foi inicialmente colocado e mantido na caixa por 10 minutos para habituar-se
ao ambiente de experimentacdo e minimizar o estresse (ABBOTT et al., 1986).

Imediatamente ap0s a injecdo intra-articular de formalina ou serotonina, o
animal, ja consciente, foi recolocado na camara de observacdo, e as respostas
comportamentais caracterizadas pelo ato de cocar a regido injetada com a pata
dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a cabeca foram quantificadas
durante 45 min no teste da formalina, divididos em 15 blocos de 3 min. O tempo em
segundos que o animal permaneceu co¢ando a regido orofacial foi quantificado
através da utilizacdo de um cronémetro, e o nimero de vezes que o animal levantou
reflexamente a cabeca foi quantificado por um contador de células (ROVERONI et al.,
2001). E valido ressaltar que o tempo de observacédo das respostas nociceptivas no
teste da serotonina é de apenas 30 min. Considerando que o ato de levantar
reflexamente a cabeca segue um padrédo uniforme de 1 s de duracédo, a intensidade
da resposta nociceptiva foi quantificada somando-se esse comportamento ao ato de
cocar a regido injetada, como previamente padronizado (ROVERONI et al., 2001).
Imediatamente apos as analises comportamentais os animais foram anestesiados e
eutanasiados por decapitacdo e realizado a coleta do subnucleo caudal, ganglio

trigeminal e tecidos periarticulares.

6.5.4 Grupos experimentais
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Os animais foram divididos em sete grupos, sendo cada um composto por
cinco animais:
Grupo Sham: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h ap6s da
injecao (i.art) de salina estéril 0,9 % (50 pL);
Grupo Formalina: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h
apos da injegéao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL);
Grupo Morfina: O grupo recebeu (s.c) morfina (5 mg/kg) dissolvida em salina estéril,
seguido 30 min apoés da injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagéo; 50 uL);
Grupo Indomentacina: O grupo recebeu (s.c) indometacina (5 mg/kg) dissolvida em
salina estéril, seguido 30 min apés da injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulacédo; 50
uL);
Grupos PHO: Os grupos receberam (per.os) PHO (0,1ug/kg; 1pg/kg ou 10ug/kg),

seguido 1 h apds da injegao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagéo; 50 pL).

6.5.5 Parametros avaliados

6.5.5.1 Dosagem de TNFa, IL-1pB, IL-8, e IL-10 nos tecidos periarticulares

Amostras do tecido periarticular dos grupos Sham, Formalina e PHO
(10pg/kg) foram obtidas e homogeneizadas em solugdo RIPA (Santa Cruz, USA).
Apds a homogeneizacédo, as amostras foram centrifugadas (10.000 RPM/ 10 min / 4
°C), e o sobrenadante sera utilizado para avaliar a expressao dos mediadores TNFaq,
IL-18, IL-8, e IL-10. Placas de 96 pogos foram incubadas “overnight” em temperatura
de 4°C com anticorpos contra TNFa, IL-183, IL-8, e IL-10 (10pg/ml). No dia seguinte,
as placas foram lavadas e incubadas por uma hora com uma solugédo a 1 % de
albumina bovina sérica (BSA) no intuito de evitar ligagdes inespecificas. Apos esse
bloqueio e lavagem das placas, as curvas-padrédo em varias diluicbes ou as amostras
foram adicionadas e incubadas durante duas horas. As placas entdo foram lavadas
trés vezes com tampéao, e os anticorpos policlonais biotinilados especifico para cada
mediador testado, diluidos e adicionados (100 ul/pogo). Apds incubagdo em
temperatura ambiente por 2 horas, as placas foram lavadas e 100pul de estreptavidina-
HRP diluidas (1:200) adicionados. Em seguida (quinze minutos apos) as placas foram
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lavadas e 100pl da solucdo substrato (o-fenilenodiamina-2HCI; OPD, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO-USA) foi adicionada e mantidas no escuro. A reagdo enzimatica foi

interrompida com H2SO4 1M, e as absorbancias determinadas em 450nm.

6.5.5.2 Expressao protéica de (ICAM-1) e CD55

Para avaliar a expressao protéica de (ICAM) e CD55 nos tecidos
periarticulares dos grupos Sham, Formalina e PHO (10ug/kg) realizou-se Western
Blotting. Seguiram-se sequencialmente as seguintes etapas: extracdo de proteinas,

dosagem de proteinas e Western Blotting.

6.5.5.3 Extracdo de proteinas

Os tecidos periarticulares foram macerados com auxilio de cadinho e pistilo
em nitrogénio liquido. O produto desse processo foi inserido em microtubo contendo
200 pl de tampéo RIPA (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1% NP-
40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease
(SigmaAldrich, EUA, 1uL de inibidor de protease: 100uL de RIPA). Em seguida, as
amostras foram vortexadas por 30 segundos, a cada 10 min por 30 min, e
centrifugadas (17 min, 4°C, 13000 rpm). O pellet foi desprezado e o sobrenadante

(porcéo que contém as proteinas) foi transferido para um novo microtubo.

6.5.5.4 Dosagem de proteina

As proteinas foram dosadas pelo método do &cido bicinconinico e foi
realizado conforme descrito pelo fabricante (Thermo Scientific, Estados Unidos, EUA).
De acordo com este método, as proteinas presentes nas amostras reduzem o cobre
da sua forma cuprica (Cu2+) para a cuprosa (Cul+). Este se liga a duas moléculas de
acido bicinconinico, resultando na cor purpura visualizada no final da reacéo.
Inicialmente, a proteina foi diluida (1 ul de proteina: 20 ul de RIPA) e preparado 75uL
de proteina diluida. Em seguida, misturou-se o reagente A (Contém acido
bicinconinico) e B (contém cobre) respectivamente na proporcdo de 50:1.
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Posteriormente, colocou-se em duplicata 25 pl de cada amostra diluida e 200 pl da
mistura final do reagente A e B em placa de 96 pocos. Posteriormente, a placa foi
incubada por 30 min a 37°C em estufa. Enfim, efetuou-se a leitura da reacdo em leitor
de Elisa a 562 nm. Para a curva, foram utilizadas concentracbes conhecidas de
Albumina sérica bovina (BSA): 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 pug/mL.

6.5.5.5 Western Blotting

Inicialmente, preparou-se 20 ug de proteina referente a cada amostra,
adicionando tampao da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3%
glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA),
vortexando por 10 s, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000
rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60 v nos primeiros 15 min para deposicdo das
amostras no fundo do poc¢o e 120 v para o restante da corrida, onde foi utilizado gel a
10% (ICAM-1) e CD55 e tampéo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS).
Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese das proteinas do gel para
a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de polivinilideno) a 100 v por duas
horas em tampéo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; 20% metanol). Apés
esta etapa, as membranas foram bloqueadas por uma hora em agitacdo constante,
para reduzir as ligacdes inespecificas, com 5% BSA (Sigma-Aldrich, EUA) diluido em
tampéo salina Tris-HCI suplementado com Tween 20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150
mM NacCl; 0,1% Tween 20). Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com
TBST, sendo trés lavagens por 10 min cada. Na etapa seguinte, as membranas foram
incubadas, overnight a 4°C sob agitacdo constante, com os anticorpos anti-ICAM-1
(Abcam, 1:100), anti- CD55 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100), ou anti- a-tubulin
(Millipore, EP1123Y, 1:500) diluidos em 1% de BSA em TBST. ApOs esta etapa,
realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com TBST. As membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios HRP-goat anti-rabbit (Invitrogen, 656120,
1:1000) ou HRP-rabbit anti-goat (Invitrogen, A16142, 1:1000) por duas horas em
temperatura ambiente. Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas trés
vezes, duragdo de 10 min cada, com TBST. Enfim, adicionou-se o reagente de
qguimioluminescéncia (BioRad, EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as
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membranas foram agitadas por 5 min. As imagens das bandas foram capturadas por
um sistema de ChemiDoc XRS (BioRad, EUA) ou expostas a filme radiogréfico.

6.6 ANALISE DA PERMEABILIDADE VASCULAR POR EXTRAVASAMENTO DE

AZUL DE EVANS

Os animais foram pré-tratados com PHO (10ug/kg; per.os). Apos 1 hora os
animais receberam tribromo (1%, i.p., 0,1mL/100g) (HU et al., 1990) e em seguida
injecéo (i.art) de formalina (1,5%, 50uL) na ATM. O grupo Sham recebeu (per.os) o
veiculo (salina 0,9%) 1h antes da injecdo de tribromo, seguida da injecdo (i.art) de
salina estéril 0,9%. O grupo Formalina recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %),
seguido 1 h apds da injecéo da injecdo de tribromo da injecéo (i.art) formalina (1,5 %/
articulagao; 50 uL). Para averiguagao da inflamacao todos os animais receberam uma
dose de 1mg/kg do corante Azul de Evans (TORRES-CHAVEZ et al., 2011) e.v. (veia
peniana) imediatamente apds a aplicagdo de formalina (1,5%, 50uL) na ATM e apos
45 minutos os animais foram eutanasiados por decapitacdo. Baseando-se nha
propriedade do corante Azul de Evans de ligar-se as proteinas plasmaticas, o local da
injecdo de formalina foi identificado visualmente, devido a maior concentragdo de
corante no referido tecido (HAAS et al., 1992), permitindo assim a remoc¢ao adequada
dos tecidos para posterior andlise do extravasamento através de técnicas
espectofotométricas. Para a extracdo do corante, o tecido periarticular de cada animal
foi pesado e colocado em microtubos tipo eppendorf contendo 1mL de formamida e
mantido por 24 horas a 60°C (FIORENTINO; CAIRNS; HU, 1999). Apés a extracao, a
guantidade de corante extravasada no tecido foi determinada em um leitor de
microplacas, afim de medir as absorbancias (em 620nm) das diferentes solu¢des de
formamida. Os resultados dessas leituras foram posteriormente comparados com 0s
resultados de leituras de solu¢gbes com concentracbes conhecidas (curva de
calibracdo com 4ug, 2ug, 1ug e 0,5ug de corante por mL de formamida). A quantidade
de corante extravasada (ug) em cada solugao foi dividida pelo peso (g) do respectivo
tecido incubado. O extravasamento de azul foi calculado em microgramas de corante

por grama de tecido dissecado.
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6.7 EFEITO DA PHO NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA POR

SEROTONINA NA ATM

Apés a injecao intra-articular de Serotonina, o animal, ja consciente, foi
recolocado na camara de observacdo, e as respostas comportamentais
caracterizadas pelo ato de cocar a regido injetada com a pata dianteira ou traseira e
pelo ato de levantar reflexamente a cabeca foram quantificadas durante 30 min,
divididos em 10 blocos de 3 min. O tempo em segundos que o0 animal permaneceu
cocando a regido orofacial foi quantificado através da utilizacdo de um cronédmetro, e
0 numero de vezes que o animal levantou reflexamente a cabeca foi quantificado por
um contador de células (ROVERONI et al., 2001).

6.7.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo cada um composto por
cinco animais:
Grupo Sham: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h apos da
injecao (i.art) de salina estéril 0,9 % (50 uL);
Grupo Serotonina: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h
ap6s da injecao (i.art) formalina (225ug/articulacao; 50 yL);
Grupo Indomentacina: O grupo recebeu (s.c) indometacina (5 mg/kg) dissolvida em
salina estéril, seguido 30 min apés da injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulacéo; 50
ML);
Grupos PHO: Os grupos receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apés da
injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 uL).

6.8 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA VIA HO-1 NO EFEITO
ANTINOCICEPTIVO DA PHO NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA

POR FORMALINA NA ATM



57

Para determinar se o efeito antinocicceptivo da PHO na hipernocicepcgao
inflamatoria induzida por formalina na ATM depende da via HO-1, foi utilizada droga

gue atua na via previamente a administracéo da PHO.

6.8.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em sete grupos, sendo cada um composto por

cinco animais:

Grupo Sham: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h apds da
injecao (i.art) de salina estéril 0,9 % (50 pL);

Grupo Formalina: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h
apos da injegéao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL);

Grupo Morfina: O grupo recebeu (s.c) morfina (5 mg/kg) dissolvida em salina estéril,
seguido 30 min apds da injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagéo; 50 uL);

Grupo Indomentacina: O grupo recebeu (s.c) indometacina (5 mg/kg) dissolvida em
salina estéril, seguido 30 min apds da injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulacdo; 50
ML);

Grupos PHO: Os grupos receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apés da
injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagéo; 50 uL);

Grupo ZnPP IX + PHO: O grupo recebeu (s.c) ZnPP IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da
enzima HO-1, diluido em solug&o tampao carbonato de sodio (Na2C0O3) 50 mM, apds
30 min receberam (per.os) PHO (10upg/kg), seguido 1 h apods da injegéo (i.art)
formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL).

Grupo ZnPP IX: O grupo recebeu (s.c) ZnPP IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da enzima
HO-1, diluido em solucéo tampéao carbonato de sddio (Na2CO3) 50 mM, apés 30 min

receberam a injegao (i.art) formalina (1,5 %/ articulacao; 50 uL).

6.9 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DA VIA NO/GMPC/PKG/K+ATP
DEPENDENTE NO EFEITO ANTINOCICEPTIVO DA PHO NA HIPERNOCICEPCAO

INFLAMATORIA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM
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Para determinar se o efeito antinocicceptivo da PHO na hipernocicepgéo
inflamatoria induzida por formalina na ATM depende da via NO/GMPc/PKG/K+ATP,

foram utilizadas drogas que atuam na via previamente a administracdo da PHO.

6.9.1 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em doze grupos, sendo cada um composto por

cinco animais:

Grupo Sham: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h apos da
injecao (i.art) de salina estéril 0,9 % (50 pL);

Grupo Formalina: O grupo recebeu (per.os) o veiculo (salina 0,9 %), seguido 1 h
apos da injegéao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL);

Grupo Indomentacina: O grupo recebeu (s.c) indometacina (5 mg/kg) dissolvida em
salina estéril, seguido 30 min apds da injecédo (i.art) formalina (1,5 %/ articulacéo; 50
uL);

Grupos PHO: Os grupos receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apés da
injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 uL);

Grupo Aminoguanidina + PHO: O grupo recebeu (i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg),
inibidor seletivo da NO sintetase induzida (NOSI), diluido em solucéo salina estéril (0,9
%), apds 30 min receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apds da injecao (i.art)
formalina (1,5 %/ articulagdo; 50 pL);

Grupo Aminoguanidina: O grupo recebeu (i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg), inibidor
seletivo da NO sintetase induzida (NOSI), diluido em solucédo salina estéril (0,9 %),
apos 30 min receberam injecao (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 uL);

Grupo ODQ + PHO: O grupo recebeu (s.c) ODQ (5 mg/kg) inibidor da guanilil sintase
(GC) - enzima que catalisa reacdo para formacao de GMPc, diluido em DMSO 3% e
solucéo salina estéril (0,9 %) ap6s 30 min receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido
1 h apds da injecéo (i.art) formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL);

Grupo ODQ: O grupo recebeu (s.c) ODQ (5 mg/kg) inibidor da guanilil sintase (GC) -
enzima que catalisa reacao para formacéao de GMPc, diluido em DMSO 3% e solugéo
salina estéril (0,9 %) apdés 30 min receberam a injecdo (i.art) formalina (1,5 %/

articulagéo; 50 uL);
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Grupo KT5823 + PHO: O grupo recebeu (s.c) KT5823 (4 ug/mL) inibidor da proteina
quinase G (PKG), diluido em solugdo salina estéril (0,9 %); ap6s 30 min receberam
(per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apds da injegao (i.art) formalina (1,5 %/
articulagao; 50 uL);

Grupo KT5823: O grupo recebeu (s.c) KT5823 (4 ug/mL) inibidor da proteina quinase
G (PKG), diluido em solugéo salina estéril (0,9 %); apdés 30 min receberam a injecéo
(i.art) formalina (1,5 %/ articulagéo; 50 uL);

Grupo Glibenclamida + PHO: O grupo recebeu (i.p) Glibenclamida (10 mg/kg)
blogueador de canais de K+ATP - dependente, diluido em solugéo salina estéril (0,9
%), apos 30 min receberam (per.os) PHO (10ug/kg), seguido 1 h apés da injecao (i.art)
formalina (1,5 %/ articulagao; 50 pL).

Grupo Glibenclamida: O grupo recebeu (i.p) Glibenclamida (10 mg/kg) blogqueador
de canais de K+ATP - dependente, diluido em solucédo salina estéril (0,9 %), apés 30

min receberam a injecao (i.art) formalina (1,5 %!/ articulagao; 50 uL).

6.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados quantitativos foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM), exceto os escores histopatolégicos que foram expressos pela
mediana. A analise estatistica dos dados foi realizada por meio do software GraphPad
Prism, versdo 5.0. Para a realizacdo da analise estatistica entre os grupos foram
utilizados os seguintes testes: o teste t de Student para comparar dois grupos; o teste
de andlise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de compara¢bes multiplas de
Bonferroni.

O nivel de significancia adotado foi de 0,05 (a = 5%) e niveis descritivos (p)

inferiores a esse valor foram considerados significantes.
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7 ANALISE DOS RESULTADOS

7.1 MOLECULA SEMISSINTETICA 5-hidroxi-6”,6”-dimetilcromano-[2”,3":7,8]-
flavanona (PHO)

Conforme mostra a figura 4 a estrutura final do composto obtido pelas reacfes

quimicas descritas nha metodologia.

Figura 4 - Composto isolado e semissintético de Tephrosia toxicaria. (1) 5- hidroxi-6”,6”-dimetilcromeno-
[27,37:7,8]-flavanona foi isolado a partir do extrato etanélico das raizes de Tephrosia toxicaria. (2) 5-
hidroxi-6”,6"-dimetilcromano-[2”,3”:7,8] — flavanona ou composto semissintético foi obtido através da

hidrogenac¢éo do composto (1).

4|

OH O

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

7.2 AVALIACAO DA SEGURANCA

7.2.1 Avaliacdo datoxicidade aguda

PHO nas doses de (1, 10 e 100 mg kg) administrada oralmente (per.os ou i.p)
nao resultaram em mortalidade nem tampouco produziram modificagbes no

comportamento dos animais de alteragdo neuroldgica durante todo o ensaio.
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7.2.2 Avaliagdo da toxicidade subaguda

Para investigar a seguranca da PHO, camundongos machos e fémeas foram
tratados (per.os ou i.p) diariamente por 14 dias com PHO (10ug/kg). O grupo controle
recebeu (per.os ou i.p) apenas o veiculo (solucao salina).

N&o foi observado qualquer tipo de alteracdo comportamental ou morte durante
os 14 dias de tratamento. N&o ocorreu variacédo (p > 0,05) no peso dos animais que
receberam PHO (10ug/kg) (1,57 £ 0,29), comparados ao grupo controle (2,25 £ 0,40)
(Gréfico 1).

Gréfico 1 - Variagdo ponderal em camundongos tratados com PHO (10ug/kg) durante 14 dias
consecutivos. Os animais foram tratados (per.os) com com PHO (10ug/kg) ou solugdo salina (grupo
Controle), diariamente durante 14 dias e pesados diariamente. *p < 0,05 em rela¢é@o ao grupo Controle
(ANOVA,; Bonferroni).*p < 0,05 em rela¢é@o ao grupo Controle (ANOVA; Bonferroni).

=B= Salina (controle v.g)
== PHO (10ung/kg)

Variacdo Ponderal (g)
w

12345678 9101112131415
Tempo (dias)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

A analise macroscoépica dos 6rgaos dos animais tratados com PHO nao revelou
qualquer tipo de alteracdo. Apds avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos (6rgao/peso
corporal x 100) foi constatado que nao houve reducdo em relagédo ao grupo controle
(TABELA 1).

Na TABELA 2 pode-se observar que o tratamento com PHO (10ug/kg) nao
alterou (p > 0,05) os parametros hematoldgicos, quando comparado ao grupo controle.
Ademais, ndo foram observadas alteracdes significativas (p > 0,05) nos niveis séricos
das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), em

relacdo ao grupo controle.
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Tabela 1: Efeito da administracao (per.os) com PHO (10ug/kg) durante 14 dias sobre os parametros

bioguimicos e pesos relativos do figado, coracao, rins e baco de camundongos. Grupo controle recebeu

apenas veiculo (solucéo salina).

Orgéos Controle PHO (macho) Controle PHO (fémea)
(macho) (fémea)

Figado 1,64+ 0,07 1,58+0,05 1,38+ 0,08 1,45+0,02

Coragao 0,22+ 0,03 0,16+0,01 0,23+ 0,01 0,16+0,003

Rim 0,47+ 0,04 0,52+ 0,04 0,51+ 0,03 0,44+ 0,01

Baco 0,09+ 0,009 0,08+ 0,01 0,09+ 0,009 0,09+ 0,003

AST 64,22 + 19,8 25,00£4,5 55,67 +£34 34,67 7,9

(TGO)

ALT 58,96 + 21,6 71,32+75 67,94 £ 9,0 87,50 + 14,65

(TGP)

Creatinina 0,52+0,11 0,60 £ 0,10 0,42 £ 0,05 0,60 £ 0,07

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

Tabela 2: Efeito da administracdo (i.p) com PHO (10ug/kg) durante 14 dias sobre os parametros

bioquimicos e os pesos relativos do figado, coracdo, rins e bago de camundongos. Grupo controle

recebeu apenas veiculo (solugdo salina).

Orgaos Controle PHO (macho) Controle PHO (fémea)
(macho) (fémea)

Figado 1,82+ 0,06 1,65+0,08 1,21+ 0,10 1,49+0,10
Coracao 0,17+ 0,01 0,18+0,006 0,15+ 0,001 0,16+0,01
Rim 0,62+ 0,03 0,63+ 0,03 0,41+ 0,02 0,42+ 0,01
Baco 0,08+ 0,003 0,08+ 0,006 0,12 + 0,007 0,09+ 0,01
AST 51,1+95 29,7+115 35,7+ 12,0 25,757
(TGO)

ALT 60,3+ 14,8 80,9+ 155 88,4 + 23,6 117,1 + 34,0
(TGP)

Creatinina 0,67 + 0,08 0,80 + 0,08 0,53+0,03 0,60 + 0,05

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)
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A andlise histopatolégica, foi observada auséncia de toxicidade da PHO nos
orgaos coragdo, baco, rim e figado, que tiveram sua morfologia geral preservada, bem
como a integridade de suas células parenquimatosas (tipicas da constituicdo de cada
tecido) e estromais (tecido conjuntivo de permeio e vasos sanguineos). Apenas o baco
exibiu maior reatividade na producao linfocitaria na polpa branca. Esses resultados
podem afirmar que PHO néo gera toxicidade sistémica e apresenta biocompatibilidade
in vivo (Figura 5).

Figura 5 - Avaliacdo histopatoldgica de 6rgaos de camundongos apds o tratamento subcrdnico com
PHO (10ug/kg) durante 14 dias: (A) figado com presenca de binucleagdo tipica (setas pretas),
entremeados por capilares sinuséides. (B) coracdo com cardiomiocitos com aspectos morfolégicos
dentro do padrdo de normalidade. Células com eosindfilia citoplasmatica caracteristica (*) e ndcleos
basofilicos preservados. (C) regido cortical do rim, com corpusculos renais formados por glomérulos
renais e capsula renal (setas finas), capilares sanguineos hiperémicos (setas brancas), macula densa
(seta preta) dentro do padrao morfolégico de normalidade. (D) bagco com presenca de nédulos linfaticos
(NL) com arteriola central (setas pretas), envoltos por capilares sinusoides (setas brancas). As seccdes
dos tecidos foram observados sob um microscopio a magnificagcao 400x, coloragdo (HE).

7.3 EFEITO DO COMPOSTO SEMISSINTETICO PHO NO TESTE DO ROTA ROD
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Para avaliar se PHO pode causar letargia, sonoléncia relaxamento na
musculatura muscular ou desordem na coordenagao motora que implique nos testes
comportamentais (Formalina), foi realizado o Rota rod.

PHO (10ug/kg) ndo diminuiu o tempo de permanéncia (133,8+ 5,15) e a
performance dos animais (1,80 + 0,37) no teste do rota rod, sendo semelhante ao

grupo salina (93,5 + 5,664) e (2,25 * 0,2), respectivamente (Gréfico 2)

Gréfico 2- Efeito da administracdo aguda da PHO no teste do Rota rod. (A) PHO (10ug/kg) aumentou
o tempo de permanéncia dos animais no aparelho do Rotarod. (B) PHO (10ug/kg) reduziu o nimero de
quedas dos animais do aparelho (B). *p < 0,05 em relag&o ao grupo Salina (ANOVA; t-Student).

A B

150~ X 3-

100 ——

504

Ndmero de quedas
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Sallina PHO (10 pg/kg) Salina PHO (10 pg/kg)

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

7.4 PHO INIBE NOCICEPCAO INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

Como observado no Grafico 3, a dose da PHO (10ug/kg) reduziu as respostas
nociceptivas (p<0,05) de maneira significativa (82,40+5,30), quando comparado ao
grupo Formalina (234,7+8,20), ndo sendo diferente do grupo Sham (58,20+3,83).
Similarmente, os grupos tratados previamente com Indometacina ou morfina usados
como controles positivos reduziram (32,33t£2,43; 5,60+3,09), respectivamente as

respostas nociceptivas (p<0,05).
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Gréfico 3- Efeito da PHO na resposta nociceptiva induzida por formalina na ATM de ratos Wistar. A
injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. PHO
(10ug/kg) reduziu significativamente as respostas nociceptivas induzida pela formalina. Os grupos
controles, morfina ou indometacina aboliram o efeito nociceptivo. Os dados representam a média *
E.P.M. (n=5). *p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham, #p < 0,05 em relacao ao grupo formalina. (ANOVA,
Bonferroni).
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Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

7.5 EFEITO DA PHO NOS NIVEIS DE TNF-A, IL-1B, IL-8 E IL-10 NOS TECIDOS
PERIARTICULARES APOS A INDUCAO DA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA

INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS.

Os niveis da expressdo de TNF-a, em que os resultados revelaram um
aumento (6,3+ 0,3) (p<0,05) nos niveis da expressdo TNF-a nos animais que
receberam somente injecao (iart) de formalina, comparados ao grupo controle salina
(3,12 0,2), e PHO (10pg/kg) reduziu (3,3% 0,1) (p<0,05) os niveis da expressdo TNF-
a comparados ao grupo formalina (Grafico 4A). Foi observado aumento (15,1+2,2) nos
niveis da expressédo IL-1B nos animais que receberam somente injecao (iart) de
formalina, comparados ao grupo controle salina (7,1+0,4) (p<0,05). No entanto, PHO
(10ug/kg) foi capaz de diminuir (5,2+0,2) (p<0,05) os niveis da expressdo IL-1B
comparados ao grupo formalina. (Grafico 4B). Os resultados revelaram um aumento
(529,0+ 117,2) (p<0,05) nos niveis da expressao IL-8 nos animais que receberam
somente injecdo (iart) de formalina, comparados ao grupo controle salina (173,8+
73,1), e PHO (10ug/kg) reduziu (188,5+ 25,0) (p<0,05) os niveis da expressao IL8
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comparados ao grupo formalina (Gréfico 4C). Foi observado uma reducgéo (41,5+16,3)
(p<0,05) nos niveis da expressao IL-10 nos animais que receberam somente injecao
(i.art) de formalina, comparados ao grupo controle salina (244,8+ 43,1). No entanto,
PHO (10ug/kg) foi capaz de aumentar (246,7+30,8) (p<0,05) os niveis da expressao

IL-10 comparados ao grupo formalina (Gréfico 4D).

Graéfico 4- Efeito da PHO nos niveis de TNF-a, IL-18, IL-8 e IL-10 nos tecidos periarticulares. (A) PHO
(10ug/kg) reduziu significativamente a liberacdo de IL-1B apds a indugdo por formalina na ATM (p
<0,05). (B) PHO (10ug/kg) reduziu significativamente a liberacdo de TNF-a apdés a indugéo por
formalina na ATM (p <0,05). (C) PHO (10ug/kg) reduziu significativamente a liberagdo de IL-8 apés a
inducéo por formalina na ATM (p <0,05). (D) PHO (10ug/kg) aumentou significativamente a libera¢éo
de IL-10 apés a inducéo por formalina na ATM (p <0,05). Os dados representam a meédia + E.P.M. (n =
5). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacdo ao grupo formalina. (ANOVA, Bonferroni).
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7.6 EFEITO DA PHO NA EXPRESSAO PROTEICA DE ICAM-1 NOS TECIDOS
PERIARTICULARES
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De acordo com a gréfico 5, a expressao proteica de ICAM-1, em que 0s
resultados revelaram um aumento (2,3% 0,3) (p<0,05) nos niveis da expressao ICAM-
1 nos animais que receberam somente injecao (i.art) de formalina, comparados ao
grupo controle salina (1,1+0,1), e PHO (10ug/kg) reduziu (0,9+ 0,1) (p<0,05) os niveis
da expresséo ICAM-1 comparados ao grupo formalina.

Grafico 5- Efeito da PHO nos niveis de ICAM-1 nos tecidos periarticulares. Os tecidos periarticulares
foram coletados e processados para realizar Western Blotting com o objetivo de mensurar a expressao
proteica de ICAM-1. Observa-se que PHO reduz a expressao proteica de ICAM-1 quando comparado
ao grupo formalina. Os valores foram apresentados como média+ EPM da expressao proteica de ICAM-
1 que resultou da relagédo da densidade de ICAM-1 e de a-tubulin Os dados representam a média *

E.P.M. (n=5). *p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacdo ao grupo formalina. (ANOVA,
Bonferroni).
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7.7 EFEITO DA PHO NA EXPRESSAO PROTEICA DE CD55 NOS TECIDOS
PERIARTICULARES

De acordo com a grafico 6, a expressao proteica de CD55, em que 0s
resultados revelaram um aumento (1,4+ 0,1) (p<0,05) nos niveis da expressdo CD55-
1 nos animais que receberam somente injecao (i.art) de formalina, comparados ao
grupo controle salina (0,8+£0,1), e PHO (10ug/kg) reduziu (0,4+ 0,07) (p<0,05) os niveis
da expressédo CD55 comparados ao grupo formalina.
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Gréfico 6- Efeito da PHO nos niveis de CD55 nos tecidos periarticulares. Os tecidos periarticulares
foram coletados e processados para realizar Western Blotting com o objetivo de mensurar a expressao
proteica de CD55. Observa-se que PHO reduz a expresséao proteica de CD55 quando comparado ao
grupo formalina. Os valores foram apresentados como média+ EPM da expresséo proteica de CD55
que resultou da relacdo da densidade de CD55 e de a-tubulin. Os dados representam a média + E.P.M.
(n = 5). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacdo ao grupo formalina. (ANOVA,
Bonferroni).

FOR

Sham - PHO
cD55 70 kDa

o-tubulin~ we= s w0 55 kDA

0 (] salina
8 2.0- .Fonna]ina
2 x

b

% 154

2

<

‘§ 1.04 |

2 #

En 0.5

@

s

o

E 0.0 T

- Sham PHO 10 pg'kg

=4

Fonte: Dados da Pesquisa (2017)

7.8 PHO REDUZ PERMEABILIDADE VASCULAR NA HIPERNOCICEPCAO
INFLAMATORIA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS.

Conforme mostra o grafico 7, a formalina a 1,5% promoveu aumento (p<0,05)
na permeabilidade vascular (42,3+5,1 ug de azul de Evans/mg de tecido) em relagéo
ao grupo salina (18,8+4,2 ug de azul de Evans/mg de tecido). O pré-tratamento (uma
hora) com PHO (10ug/kg) reduziu de maneira significativa (p<0,05) o aumento da

permeabilidade vascular em (17,5 2,6 ug de azul de Evans/mg de tecido) quando

comparado ao grupo formalina.
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Gréfico 7- Efeito da PHO na permeabilidade vascular na hipernocicepcao inflamatoéria da ATM induzida
por formalina. A injegéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 uL) na ATM esquerda induziu aumento da
permeabilidade vascular. PHO (10ug/kg) reduziu significativamente a permeabilidade vascular. Os
dados representam a média = E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacao
ao grupo formalina. (ANOVA, Bonferroni).
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7.9 PHO INIBE NOCICEPCAO INDUZIDA POR SEROTONINA NA ATM DE RATOS

Como observado no Gréfico 8, a dose da PHO (10ug/kg) reduziu as respostas
nociceptivas (p<0,05) de maneira significativa (22,25+ 7,29), quando comparado ao
grupo Serotonina (99,08+ 5,16), ndo sendo diferente do grupo Sham (27,83+ 4,71).
Similarmente, os grupos tratados previamente com Indometacina usado como

controle positivos reduziu (29,33 2,43) as respostas nociceptivas (p<0,05).
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Gréfico 8- Efeito da PHO na resposta nociceptiva induzida por serotonina na ATM de ratos Wistar. A
injecdo (i.art.) de serotonina (225ug/articulacdo; 50 pL) na ATM esquerda induziu respostas
nociceptivas. PHO (10ug/kg) reduziu significativamente as respostas nociceptivas induzida pela
serotonina. O grupo controle ou indometacina aboliram o efeito nociceptivo. Os dados representam a
média + E.P.M. (n =5). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham, #p < 0,05 em relacdo ao grupo serotonina.
(ANOVA, Bonferroni).
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7.10 ENVOLVIMENTO DA HO-1 NA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA PHO NA
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE

RATOS

A fim de avaliar o envolvimento da via da HO-1 no efeito de PHO, um grupo de
animais foi pré-tratado (s.c.) com ZnPP-IX (3 mg/kg) e ap6s trinta minutos com PHO
(10ug/kg). O controle positivo ZnPP-IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da hemeoxigenase
1 (HO-1), aumentou os comportamentos nociceptivos (175,2+16,2) (p> 0,05). O grupo
PHO pré-tratado com ZnPP-IX néo foi capaz de reverter (120,2+8,6) o efeito
antinociceptivo quando comparado com o grupo PHO (82,40+5,30). (Grafico 9).
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Grafico 9 - Envolvimento da HO-1 na atividade antinociceptiva da PHO na hipernocicepcao inflamatéria
induzida por formalina na ATM de ratos. A injegéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 yL) na ATM esquerda
induziu respostas nociceptivas. Indometacina e PHO (10ug/kg) reduziram significativamente as
respostas nociceptivas induzida pela formalina. ZnPP-1X (3 mg/kg) néo reverteu o efeito de PHO. Os
dados representam a média = E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relagdo ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacao
ao grupo formalina. (ANOVA, Bonferroni).
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7.11 ENVOLVIMENTO DO OXIDO NIiTRICO NA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA
PHO NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA POR FORMALINA NA
ATM DE RATOS

Para avaliar o envolvimento do NO no efeito de PHO, um grupo de animais foi
pré-tratado (i.p.) com aminoguanidina (30 mg/kg) e ap0s trinta minutos com PHO
(10ug/kg). O controle positivo aminoguanidina (30 mg/kg), inibidor seletivo da NO
sintetase induzida (NOSI), aumentou os comportamentos nociceptivos (185,8+9,0) (p>
0,05). O grupo PHO pré-tratado com aminoguanidina foi capaz de reverter (215,5
+10,6) o efeito antinociceptivo quando comparado com o grupo PHO (82,40+5,30)
(Gréfico 10)
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Grafico 10- Envolvimento do NO na atividade antinociceptiva da PHO na hipernocicepgéo inflamatéria
induzida por formalina na ATM de ratos. A injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na ATM esquerda
induziu respostas nociceptivas. Indometacina e PHO (10ug/kg) reduziram significativamente as
respostas nociceptivas induzida pela formalina. Aminoguanidina (30 mg/kg) reverteu o efeito de PHO.
Os dados representam a média £ E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relac&o ao grupo Sham; #p < 0,05 em
relacdo ao grupo formalina; *p < 0,05 em compara¢édo com o grupo PHO. (ANOVA, Bonferroni).
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7.12 ENVOLVIMENTO DO GMPC NA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA PHO NA
HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE
RATOS

Para investigar o envolvimento do GMPc no efeito de PHO, um grupo de
animais foi pré-tratado (s.c.) ODQ (5 mg/kg) e apés trinta minutos com PHO PHO
(10ug/kg) O controle positivo ODQ (5 mg/kg), inibidor da guanilil sintase (GC),
aumentou 0os comportamentos nociceptivos (184,8+ 7,6) (p> 0,05). O grupo PHO pré-
tratado com ODQ néo foi capaz de reverter (94,2+ 6,3) o efeito antinociceptivo quando
comparado com o grupo PHO (82,40+5,30). (Grafico 11)



73

Graéfico 11- Envolvimento do GMPc na atividade antinociceptiva da PHO (10ug/kg) na hipernocicepcao
inflamatéria induzida por formalina na ATM de ratos. A injecéo (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na
ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. Indometacina PHO (10ug/kg) reduziram
significativamente as respostas nociceptivas induzida pela formalina. ODQ (5 mg/kg) ndo reverteu o
efeito da PHO. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham,;
#p < 0,05 em relagdo ao grupo formalina. (ANOVA, Bonferroni).
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7.13 ENVOLVIMENTO DA PROTEINA KINASE G NA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA DA PHO NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA INDUZIDA
POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

A fim de avaliar o envolvimento da proteina quinase G no efeito de PHO, um
grupo de animais foi pré-tratado (s.c.) KT5823 (4 pg/mL) e apos trinta minutos com
PHO (10ug/kg) O controle positivo KT5823 (4 pg/mL), inibidor da proteina quinase G
(PKG), aumentou os comportamentos nociceptivos (160,5+ 9,3) (p> 0,05). O grupo
PHO preé-tratado com KT5823 nao foi capaz de reverter (123,7 +18,6) o efeito
antinociceptivo quando comparado com o grupo PHO (82,4045,30). (Graficol2)
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Gréficol2- Envolvimento da proteina Kinase G na atividade antinociceptiva da PHO na hipernocicepgéo
inflamatéria induzida por formalina na ATM de ratos. A injecao (i.art.) de formalina (1,5%; 50 pL) na
ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. Indometacina e PHO (10ug/kg) reduziram
significativamente as respostas nociceptivas induzida pela formalina. KT5823 (4 pg/mL) reverteu o
efeito da PHO. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relacdo ao grupo Sham;
#p < 0,05 em relacéo ao grupo formalina (ANOVA, Bonferroni).
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7.14 ENVOLVIMENTO DE CANAIS DE POTASSIO ATP-DEPENDENTES NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DA PHO NA HIPERNOCICEPCAO INFLAMATORIA
INDUZIDA POR FORMALINA NA ATM DE RATOS

Por fim, avaliou-se o envolvimento do K+ATP - dependente no efeito de PHO, um
grupo de animais foi pré-tratado (i.p.) glibenclamida (10 mg/kg) e apés trinta minutos
com PHO (10upg/kg). O controle positivo glibenclamida (10 mg/kg), bloqueador de
canais de K+ATP - dependentes, aumentou os comportamentos nociceptivos (207,3
1+6,9) (p> 0,05). O grupo PHO pré-tratado com glibenclamida foi capaz de reverter
(201,6+ 5,3) o efeito antinociceptivo quando comparado com o grupo PHO (82,4+5,3).
(Gréfico 13)
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Grafico 13 - Envolvimento de canais de K+ ATP-dependente na atividade antinociceptiva da PHO na
hipernocicepcéo inflamatéria induzida por formalina na ATM de ratos. A injegdo (i.art.) de formalina
(1,5%; 50 pL) na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. Indometacina e PHO (10ug/kg)
reduziram significativamente as respostas nociceptivas induzida pela formalina. Glibenclamida (10
mg/kg) reverteu o efeito da PHO. Os dados representam a média + E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relacéo
ao grupo Sham; #p < 0,05 em relacdo ao grupo formalina, *p < 0,05 em comparagao com o grupo PHO.
(ANOVA, Bonferroni).
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8 DISCUSSAO

Neste trabalho, reportamos as atividades farmacoldgicas da 5-hidroxi-6”,6”-
dimetilcromano-[2”,3”:7,8]-flavanona (PHO), que apresentou efeito antinociceptivo e
anti-inflamatério no modelo de hipernocicepcéo inflamatoria induzida na ATM de ratos.
Assim como ndo causou nenhuma alteracdo na motricidade dos animais. Esta
antinocicepcdo procedeu, pelo menos em parte, através da via NO/K+ATP-
dependente assim como da reducéo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-18 e IL-
8 e aumento de citocina anti-inflamatdria IL-10 nos tecidos periarticulares. Além disso,
estes achados foram acompanhados por reducao da expressao proteica de ICAM-1 e
CD55. Ainda, sem, contudo, apresentar efeitos toxicos em testes de toxicidade
subaguda.

Sabe-se que, de acordo com a literatura, essa € a primeira demonstracdo de
que um flavonoide semissintético (PHO) é capaz de exercer acao antinociceptiva e
anti-inflamatéria no modelo de hipernocicepcéo inflamatoria induzida na ATM de ratos.

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios conhecidos por ter varias
atividades biologicas in vitro e in vivo entre 0s quais podemos destacar suas notaveis
propriedades antitumoral, antioxidantes, levando a um menor desenvolvimento de
doencas cronicas (PROCHAZKOVA et al., 2011). Observa-se nos Ultimos anos um
crescente aumento por estudos com flavonoides. Alguns autores ja reportaram
diferentes acbes desses compostos como a atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva em modelo de artrite induzida por zymosan (VAL, 2012), anti-
lipoxigenase (ESHWARAPPA et al., 2016), papel protetor contra hipercolesterolemia
e condicdes lipémicas (TARIQ et al., 2016), atividade antipirética (AFSAR et al.,2015),
e antidiabético (ALI et al.,2015). Ademais, sdo conhecidos por exercerem um potente
efeito inibitério sobre inUmeras enzimas relacionadas a ativacao celular e a producéo
de mediadores inflamatorios (BRITO, 2007).

Atualmente, existe uma busca crescente por novas drogas analgésicas e anti-
inflamatorias, seja motivada por distor¢cdes na efetividade do arsenal atualmente
empregado, seja pelos altos custos envolvendo o desenvolvimento e produgéo de
medicamentos (YUNES; CALIXTO, 2001; SIMOES et al., 2003). Apesar de os seres
humanos ha vérias décadas usar ervas medicinais para o tratamento de algumas

doencas, somente ha poucos anos as propriedades bioquimicas e farmacologicas dos
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flavonoides comecaram a ser desvendadas (HAVSTEEN, 2002). Essas substancias
representam uma das mais importantes e interessantes classes de compostos
biologicamente ativos (GARG et al., 2001).

Plantas sdo consideradas organismos ricos em metabolitos potencialmente
bioativos, havendo um grande interesse no uso destas como alternativa a sintese de
medicamentos. No entanto, poucos estudos foram realizados sobre o perfil de
seguranca e toxicidade desse compostos semissintéticos (QIN et al.,, 2009,
KANDHARE et al., 2016).

Os ensaios de toxicidade aguda constituem geralmente o primeiro passo na
avaliacdo e das caracteristicas toxicas de uma substancia (GHOSH et al., 2017). Este
tipo de estudo auxilia na determinacdo de valores de DL50 e fornece informacdes
sobre tipos potenciais da atividade de uma nova estrutura quimica. No entanto, em
nosso estudo de toxicidade aguda, todos os animais tratados por via oral e
intraperitoneal permaneceram vivos ndo manifestaram sinais visiveis de toxicidade
nas doses avaliadas (1, 10 e 100 mg/kg). Na observacéo dos parametros descritos no
protocolo experimental, ndo foi evidenciado nenhum tipo de alteracdo em nenhum dos
sexos durante o periodo de observacdo. Nao sendo possivel determinar a dose letal
média (DL50), pois as doses administradas ndo provocaram morte em nenhum dos
animais estudados durante o periodo de observacao.

A dose que apresentou efeito antinociceptivo foi (10 pg/kg; per.os.) no modelo
de hipernocicepcéao inflamatoria induzida por formalina ou serotonina na ATM. Isso
sugere que PHO possui uma janela de seguranca ampla.

O estudo de toxicidade de doses repetidas € vitalmente necessario ndo apenas
para identificar a gama de doses que podem ser utilizadas posteriormente, mas
também para revelar os possiveis sinais clinicos provocados pelas substancia sob
investigacdo. Neste aspecto, para avaliar a seguranca da utilizacdo de um flavonoide
semissintético, foram avaliados parametros de toxicidade utilizando camundongos
(machos e fémeas) tratados (per.os. e i.p.) com PHO (10 pg/kg), diariamente durante
14 dias.

Na toxicidade aguda pré-clinica, os sinais de toxicidade sistémica sao definidos
considerando a reducdo na massa corporal, além da reducdo do desenvolvimento
ponderal dos animais experimentais (TOFOVIC; JACKSON 1999; RAZA et al., 2002;
TEO et al., 2002; SILVA et al., 2016).
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Quanto ao peso corporal dos animais tratados com PHO (10 pg/kg) ndo houve
qualquer alteracado ponderal em ambos 0s sexos em relagcdo ao grupo que recebeu
apenas solucéo salina.

Em estudo realizado por Silva et al. (2015) com extrato hidroalcolico de propolis
vermelha (HERP) rico em flavonoides, foi verificado que a administracdo subaguda
oral de HERP (10, 100 e 200 mg/kg por dia durante 28 dias) resultou em alteracdes
insignificantes no consumo de racdo e agua em comparacao com 0 grupo controle.
Os mesmos autores observaram ainda que ocorreram mudancas significativas na
ingesta de alimentos (machos durante as semanas 1 e 3 tratados com HERP 200 e
em fémeas na semana 3 em HERP 100) e na ingestao de 4gua (machos durante
semana 1 tratados com HERP 200 e fémeas: semana 3 tratadas com HERP 100). No
entanto, ocorreu um aumento no grupo das fémeas tratadas com a dose de 200
aumentou comparado com o grupo controle. Esse resultado pode estar relacionado
acado estrogénica dos fitoestrogenos presentes em proépolis.

Flavonoide tectorigenina extraido das raizes de Belamcanda chinensis teve sua
toxicidade subaguda avaliada durante 28 dias por Ha et al., (2013) nas doses 100 e
300 mg/kg. Nao foram observadas nenhum sinal de toxicidade, nem alteracdes das
atividades fisiologicas, pesos corporais durante e consumo de alimentos durante o
tratamento com o composto flavonidico.

Outros sinais de toxicidade podem ser expressos pela alteracdo da massa
relativa dos 6rgaos, alteracdes hematoldgicas e bioquimicas sanguineas (GONZALEZ
e SILVA, 2003). As andlises das enzimas transaminases (ALT e AST) e da fosfatase
alcalina sdo importantes indicadores de lesdes nas células hepaticas (MARTIN et al.,
1981; SILVA et al., 2005). Estas estdo amplamente distribuidas nos tecidos, a AST
predomina no figado, coracdo, musculo cardiaco, masculo estriado, rim e pancreas, e
a ALT no figado, rim e coragcdo. A AST esta presente no citosol e nas mitocondrias
dos hepatdcitos. Considerando que estas transaminases séo sensiveis indicadores
de dano hepatocelular e dentro dos limites dos padrbes podem fornecer uma
avaliacdo quantitativa do grau de danos sofridos pelos hepatocitos (MILLER,;
GONGCALVES, 1999; ALHABORI et al., 2002). No presente estudo observou-se que a
massa relativa dos 6rgdos e os parametros bioquimicos ndo sofreram nenhuma

alteracao significativa quando comparados ao grupo controle.
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Silva et al., (2015), observaram um aumento significativo do peso do baco no
grupo tratado com HERP100 em comparacdo com o grupo controle. No entanto, as
analises histopatolégicas demonstraram que este evento era irrelevante. Dados
histopatolégicos semelhantes foram obtidos pelos autores Gupta; Sasmal e Mukherjee
(2014) para o extrato de acetona de Saraca asoca na dose mais elevada (1000 mg/
kg) preservando o revestimento e a estrutura interna do figado e rim.

Schauss et al., (2015), relataram a auséncia de efeitos deletérios em testes
subagudos de sete dias e crénicos por noventas dias do lavitol, além de ensaios de
genotoxicidade. Este composto esta patenteado e € utilizado como aditivo alimentar e
como ingrediente de suplemento dietético. Rico em um flavonoide a
dihydroquercetina, um potente antioxidante também € conhecido como taxifolina. Na
avaliacdo sub aguda os animais foram tratados com as doses 10000 ou 15000 mg/kg,
nao sendo observada nenhuma alteracdo no peso, comportamento e morte destes
animais. No ensaio cronico foi observado que a dose de 1500 mg/kg reduziu a
atividade motora e numero de defecacdes em fémeas no trigésimo dia.

Em estudos néo clinicos de substancias com atividade antinociceptiva devem
ser anuladas possiveis alteracfes do desempenho motor, que podem ser produzidas
por alguns farmacos potencialmente analgésicos. Tendo em vista que uma das
maiores fonte de erros em estudos sobre farmacos que interferem na transmisséo da
resposta nociceptiva € a modificacdo no desempenho motor do animal (MILLAN,
2002). Por tal motivo, avaliamos se a PHO interferia na coordenacdo motora dos
animais por meio do teste rota rod. Nossos resultados demostraram que PHO 10 pg/kg
nao altera o desempenho motor dos animais. Assim, comprovou-se que a reducao
das respostas nociceptivas dos animais nos testes avaliados ocorrem devido ao efeito
analgésico de PHO.

Esses resultados séo reafirmados por outros estudos de autores que avaliaram
flavonoides ou extratos e Oleos de vegetais ricos nestes compostos. Em estudo
realizado por Suganya e Sumathi (2016) com Rutin (3, 34 ' 5, 7-
pentahydroxyflavona-3-rhamnoglucoside) na dose de (50 mg/kg; per.os.) foi verificado
gue nao alterou o desempenho motor dos animais. Almeida et al., (2015)
demonstraram que 3,6-dimethoxy-6",6"-dimethyl-(7,8,2",3")-chromeneflavona nas

doses de (2,5; 5 e 10 mg/kg; i.p) nédo alterou a performance dos animais no teste.



80

Um estudo recente com o 6leo essencial das partes aéreas de Artemisia
ludoviciana na dose de (316 mg/kg; i.p) rico em flavonoides, mostrou a auséncia de
efeitos sedativos no teste (ANAYA-EUGENIO et al., 2016). Em concordancia com
esses resultados, Martinez et al. (2013) utilizando o mesmo modelo, demonstraram
gue o efeito antinociceptivo do extrato etilico de Tephrosia sinapou (100 mg/kg; i.p),
nao interferia na motricidade e coordenacado motora dos animais.

Uma série de avancos foram alcancados no que se refere ao controle da dor e
0s mecanismos moleculares envolvidos durante este processo. No entanto, apesar do
investimento consideravel na pesquisa farmacéutica, ainda existem poucas classes
de drogas analgésicas, principalmente para o controle da dor crénica
(WOODCOCK; WITTER , DIONNE, 2007) Neste sentido, alguns modelos de estudos
de nocicepcdo em animais podem ser utilizados para avaliar a atividade
antinociceptiva de compostos bioativos que, de uma maneira geral, apresentam
caracteristicas proprias e principalmente, a possibilidade de serem correlacionados
com estudos clinicos a fim de prospectar gerando novos farmacos no controle da
inflamacéo e dor.

O modelo para avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria de PHO foi
padronizado por Roveroni et al., (2001). Neste estudo foi observado que a substancia
flogistica, formalina 1,5% na ATM induzia alteracdes comportamentais em ratos. As
respostas foram caracterizadas pelo movimento de mandibula, levantamento de
cabeca e cocar a regido orofacial ipsi ou contralateral a administracdo de formalina a
1,5% quantificadas durante 45 minutos.

Este modelo esté constituido em duas fases: a primeira é induzida por uma
ativacao direta das fibras nociceptivas C. A segunda fase € mediada pela estimulacao
continua de nociceptores por mediadores inflamatérios (serotonina, histamina,
bradicinina, NO, prostaglandinas, cininas) liberados do tecido lesado, levando a
sensibilizagcdo dependente da atividade dos neurdnios do sistema nervoso central
dentro do corno dorsal (TJIGLSEN et al, 1992; LE BARS; GOZARIU; CADDEN ,2001).

Reportamos pela primeira vez na literatura que um flavonoide semissintético
(PHO), reduziu o limiar de hipernocipec¢ao no modelo de hipernocicepcéo inflamatéria
induzida por formalina na ATM de ratos.

Coura et al., (2017), observaram que uma fracao polissulfatada (1, 3, ou 9
mg/kg; s.c.) obtida da alga marinha vermelha, Gracilaria cornea (Gc-Fl), ao serem
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administradas 30 minutos antes da injecao de formalina a 1,5% na ATM esquerda, foi
capaz de reduzir o limiar de hipernocicepc¢ao inflamatéria quando comparado ao grupo
formalina. Araudjo et al., (2017), verificaram que o pré tratamento de ratos com uma
fracdo polisacaridica FIl (0,03, 0,3 ou 3,0 mg/kg; s.c.) obtida da alga marinha
vermelha, Solieria filiformis administradas 30 minutos antes da injecéo de formalina a
1,5% na ATM esquerda, reduziu o limiar nociceptivo no mesmo modelo.

Quanto aos parametros inflamatorios, PHO diminuiu o extravasamento
plasmatico do corante azul de Evans no exsudato dos tecidos periarticulares quando
comparado ao grupo formalina. A acumulagdo no tecido de corante azul de Evans é
uma indicacéo do extravasamento de proteina do plasma (FIORENTINO et al., 1999).

Almeida et al., (2017), reportaram que o epdxido de limoneno (75 mg/kg)
reduziu o extravasamento plasmatico quando comparado aos animais tratados com o
composto 48/80. O flavonoide quercitina na dose de (0,1 mg/kg) reduziu o
extravasamento plasmatico no modelo de avaliagdo de motilidade gastrointestinal em
ratos (HUIJIN et al., 2015).

As citocinas sao proteinas sinalizadoras e glicoproteinas vitais para a
organizacdo da migracdo de leucdcitos para os tecidos danificados, sendo um
processo sequencial e coordenado que requer citocinas/quimiocinas, selectinas,
integrinas e intercélulas de adesdo molecular (ICAMs) (NAPIMOGA et al, 2007). O
TNF-a é considerado uma citocina proé-inflamatéria priméria, devido seu papel de
iniciar a cascata de ativacao de outras citocinas (IL-1pB, IL-6 e IL-8), sendo que o ponto
final da cascata resulta na ativagéo da ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (SOMMER; KRESS,
2004). As citocinas inflamatorias, incluindo a IL-6, IL-1, IL-1B, e TNF-a, estdo
envolvidos na patogénese da artrite reumatoide, induzindo a infiltracdo de células do
sistema imunologico, estimulando a liberacdo da matriz de metaloproteinase e outras
proteases para degradar a cartilagem, e regular a expressao de genes pré
inflamatorios (MCINNES, SCHETT, 2011; LIN et al, 2014).

No presente estudo, notou-se uma reducéo expressiva nos niveis de TNF-q,
IL-18, IL-8 e aumento de IL-10 nos tecidos periarticulares.

Outros autores tem demonstrado efeitos anti-inflamatorios dos flavonoides,
mostrando a dependéncia da inibicio de TNF-a e IL-1B. Zhong et al (2014),
demonstrou a eficacia do flavonoide de Litsea coreana em modelo de artrite por

adjuvante de Freund, inibindo TNF-a e IL-1B. Galangina, em modelo de artrite por
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colageno, inibiu IL-18, TNF-a e IL-17 (JEONG et al, 2013). Morin reduziu a expressao
das metaloproteinases e IL-1B (CHEN et al, 2012).

Em adicéo as citocinas pré-inflamatérias, ICAM-1 (CD-54) é uma proteina que
desempenha um papel crucial na adesdo e migracdo de neutréfilos através do
endotélio (SUMAGIN; SARELIUS, 2007; YANG et al, 2005). Ademais, € uma molécula
de transducdo de sinal que liga as interacdes leucdécito-célula endotelial com a
regulacdo da permeabilidade endotelial. ICAM-1 também € significativamente
regulada positivamente e localizada na superficie apical em varios epitélios sob
condi¢cbes inflamatdrias (SUMAGIN; PARKOS, 2015). Outra importante proteina
reguladora é a CD55. E expressa em todos as células e tecidos e é encontrada na
forma solavel nos fluidos corporais (MEDOF et al., 1987).

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que PHO reduziu os
niveis de expressao de ICAM-1 e CD55 em animais que receberam a administracéo
intra-articular de formalina 1,5 %.

Tsaroucha et al., 2016 demonstraram por ELISA que os animais tratados com
o flavonoide apigenina diminuiu os niveis de expresséao de ICAM-1 comparado com o
grupo ndo tratado, sugerindo uma limitacdo do processo inflamatério que ocorre
durante a reperfusdo. Outro estudo mostrou que o flavonoide eupafolina reduziu a
expressdo de ICAM-1 em células A549 tratadas com TNF-a (SUNG et al., 2015). O
DIMNF, composto flavonidico, reprimiu a expressao de CD55 em células Huh7 e
Hep3B. Estas células foram tratadas durante uma hora com DIMNF 10 uM e
subsequentemente Tratado durante 24 h com 10 ng / ml de IL1 (GITANJALI et al.,
2015).

Ademais, elucidamos o possivel mecanismo de ac¢do na modulagédo
farmacolégica da PHO, avaliando o possivel envolvimento da via HO-1 e NO/
GMPc/PKG/K+ATP dependente.

Similarmente aos opidides periféricos, 0 mecanismo antinociceptivo de PHO
envolve a ativacdo de NO/K+ATP-dependente. Esta conclusao foi observada quando
a atividade antinociceptiva periférica de PHO revertida por inibidores especificos da
via, a saber: aminoguanidina, e glibenclamida, respectivamente.

A literatura relata processos dicotdmicos na modulacdo do NO em relacdo as
fungdes neuroldgicas, fisiopatoldgicas e psicologicas (LINDSAY et al, 2010). Por isso,

pode ndo ser surpreendente que o NO esteja envolvido na modulacdo de vias
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pronociceptivas, bem como antinociceptivas. Geralmente, o NO ou outros 6xidos de
nitrogénio assumem fungdes bioldgicas, incluindo relaxamento do endotélio, a inibigdo
da agregacdo plaquetéaria, da inflamacédo e infeccdo, e ainda na modulacdo da
neurotransmisséao da dor (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; BENJAMIM; FERREIRA,;
CUNHA, 2000; CUNHA et al, 2010).

Adicionalmente a via NO-PKG- canais de K* ATP-dependente € um importante
mecanismo analgésico de opioides, alguns farmacos n&o-esteroides anti-
inflamatorios, tais como o diclofenaco e a dipirona, produtos naturais e doadores de
NO (D. SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004; POSSEBON et al., 2014, SACHS et al.,
2004, SANTODOMINGO-GARZON et al.,, 2006; STAURENGO-FERRARI et al.,
2014).

Os canais K + ATP-dependente, uma vez bloqueados, sdo impedidos de liberar
0 potassio para 0 meio extra celular causando hiperpolarizacdo celular neuronal, ndo
ocorrendo a despolarizacdo necessaria para desencadear a condu¢do do impulso
doloroso (HAJHASHEMI; AMIN, 2011). Dependendo da localizacédo, esses canais
podem agir direta ou indiretamente nos sinais de transmissdo da dor. Atualmente,
varios anestésicos utilizados na clinica agem pela interagcdo com os canais de K+
(McCURDY; SUCULLY, 2005). Estes dados suportam a ideia de que o efeito
antinociceptivo produzido por PHO, pode ocorrer através do envolvimento do
NO/K*ATP, semelhante a alguns anti-inflamatorios nédo esteroides (AGUIRRE;
GRANADOS, 2000; ORTIZ et al., 2002).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar do grande numero de drogas anti-inflamatérias e analgésicas
disponiveis, seus efeitos colaterais e a ineficacia de algumas drogas em algumas
condi¢cBes exigem a busca continua de novas drogas. Demonstramos que a (PHO) é
segura e apresenta efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivo em modelos de
hipernocicepcao inflamatéria induzida na ATM de ratos. Essa antinocicepcéo se deu
através da reducédo dos niveis proteicos dos mediadores inflamatorios TNF-a, IL-1f,
IL-8 e aumento de IL-10 nos tecidos periarticulares além da ativacdo da via da
NO/K+ATP-dependente. E vélido ressaltar que este é o primeiro estudo que descreve
0 mecanismo de acao no efeito anti-inflamatorio da (PHO). Além disso, sugerimos que
PHO podera contribuir para a introducdo de uma nova abordagem terapéutica mais
especifica para as condic¢des inflamatorias da ATM, trazendo beneficios superiores a

um tratamento paliativo no tratamento dessa patologia.
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APENDICE
APENDICE A - ARTIGO DERIVADO DA TESE
A seguir sera apresentado o primeiro artigo, derivado da tese:

O artigo, intitulado “A Semi-Synthetic Molecule, [4 ", 5"] Dihydro-Obovatin,
Isolated from  Tephrosia  Toxicaria Pers Reduces Zymosan-Induced
Temporomandibular Joint Inflammatory Hypernociception in Rats foi submetido ao
Pharmacological Reports.
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A Semi-Synthetic Molecule, [4 ", 5"] Dihydro-Obovatin, Isolated from
Tephrosia Toxicaria Pers Reduces Zymosan-Induced

Temporomandibular Joint Inflammatory Hypernociception in Rats

Running head: [4 ", 5"] Dihydro-Obovatin Reduces TMJ Hypernociception in Rats

ABSTRACT

Background: Arthritis possesses inflammatory components and flavonoids of well
known structures exert anti-inflammatory activity. Here, we aim to evaluate the effects
of [4 ", 5"] dihydro-obovatin and three structurally-defined flavonoids from Tephrosia
toxicaria Pers roots on the zymosan-induced temporomandibular joint inflammatory

hypernociception in rats as well as their toxicity.

Material and Methods: Rats were pre-treated with the flavonoids (1 and 10 mg/kg)
and [4",5"] dihydro-obovatin (0.1 and 1.0 mg/kg) one hour before intra-articular
zymosan-injection (2 mg, 40 yL). Von Frey test was used to evaluate the nociceptive
threshold at the 4th hour after zymosan-injection. Six hours after zymosan-injection,
synovial lavage was collected for total cell counting. Acute toxicity assay for [4 ", 5"
dihydro-obovatin (1, 10, 100 mg/kg) were performed along with the sub-chronic toxicity
assay by administering [4",5"] di-hydro-obovatin (0.01 mg/kg) or saline solution for 14
consecutive days and the rota-rod test was carried out to determine whether [4",5"]

dihydro-obovatin would impair motor functions.

Results: The tested flavonoids and [4",5"] dihydro-obovatin increased nociceptive
threshold and reduced the cell counting in the synovial lavage in the
temporomandibular joint compared with the zymosan group. [4 ",5"] di-hydro-obovatin
did not induce toxic effects as well as did not alter the motor function in the rota-rod
test. The flavonoids and [4",5"] dihydro-obovatin exerted antinociceptive and anti-
inflammatory effects on the zymosan-induced temporomandibular joint inflammatory

hypernociception in rats and the latter did not show significant toxic effects.

Conclusion: [4",5"] dihydro-obovatin would be a promising anti-inflammatory and
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antinociceptive agent.

Keywords: Tephrosia toxicaria Pers; [4",5"] di-hydro-obovatin; temporomandibular

joint; hypernociception.

INTRODUCTION

Temporomandibular joint-related pathologies encompass a group of
musculoskeletal and neuromuscular illnesses that affect this joint and associated
structures, culminating in pain and impairments in orofacial functions [1]. Experimental
models that allow the study of the mechanisms underlying these conditions are of great
clinical relevance, so that we developed an experimental model of temporomandibular
joint (TMJ) arthritis in rats through intra-articular injection of zymosan [2].

To develop potential tools for novel therapies to reduce the TMJ inflammatory
pain, there has been a continuous interest in the use of natural products [3-4].
Tephrosia is a perennial genus that is largely distributed in tropical and sub-tropical
regions. Its species are important sources of phenolic substances such as flavonoids
[5-6]. Tephrosia toxicaria Pers has long been used in the traditional medicine in tropical
countries due to its anti-inflammatory effects [7-8] and we are the first group to
demonstrate the pharmacological effects of Tephrosia toxicaria Pers on the TMJ
arthritis [9].

It is also reported that Tephrosia toxicaria produces low weight secondary
flavonoids, for instance, obovatin and 12a-hydroxi-a-toxicarol, as well as rotenoids
such as deguelin [6]. Hence, to comprehend which of these three flavonoids would
exert biological activities, we aimed to analyse their antinociceptive and anti-
inflammatory efficacies in reducing the zymosan-induced TMJ inflammatory
hypernociception in rats. In addition, we designed and synthesised a molecule - [4 ",
5" dihydro-obovatin based on the original obovatin molecule (patent number
BR1020130287938) which we also aim to analyse its effects on the mentioned arthritis

experimental model.

MATERIALS AND METHODS

Animals
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Male Wistar rats (160—220 g) (n=100) and Swiss mice (25-30 g) (n=50) were housed
in standard plastic cages with food and water available ad libitum. They were
maintained in a temperature-controlled room (23+2 °C) with a 12/12-hour light-dark
cycle. All experiments were designed to minimise animal suffering and to use the
minimum number of animals required to achieve a valid statistical evaluation. The
experimental protocol was conducted in accordance with the local Institutional Animal
Care and with the approval of the Local Ethics Committee under the registration
number 13/15.

Chemicals for Pharmacological Modulation

Tephrosia toxicaria Pers exsiccate is registered under the identification number 32.139
and is deposited in local herbarium. The air-dried and powdered roots of T. toxicaria
Pers. (710.0g) were processed with ethanol (95%) at room temperature. After filtration,
the solvent was removed by vacuum, affording 78.9 g of the ethanolic extract (EtOH).
Subsequently, EtOH (22.1g) underwent column chromatography in silica gel by
hexane, CH2CI2, EtOAc e MeOH, producing the compounds 1- obovatin (0.05%), 2 -
12a-hydroxi-a-toxicarol (0.03%), and deguelin (0.09%).

Determination of the Obovatin, 12a-hydroxi-a-toxicarol, and Deguelin Relative
Values

The Tephrosia toxicaria extracts underwent silylation reaction by performing the
Kamerling, 1975 procedure and was analysed by Gas Chromatography - Mass
Spectrometry (Shimadzu QP2010 GCMS-SE) using a capillary column Rtx®-5MS (30
m x0.25 mm x0.25 uM) for the obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2), and deguelin
(3) relative quantification. The operating conditions were as following: 70 eV,
transporting gas (He), flow rate 13.6 mL min -1, and 53.5 kPa of pressure. The
temperature protocol employed was 100 °C (3 min) and 310 °C (3.5 °C min).

Obovatin (1)

Solid yellow cristal; mp 119.8-121.2 °C; EI/MS m/z (Int. rel.): 322 ([M]+-, 56), 308 (34),
307 (89), 217 (11), 203 (100), 175 (16), 153 (17), 91 (28), 77 (48), 69 (26); 1H-NMR
(500 MHz, CDCI3) - & (multiplicity, J Hz): 12.11 (s, OH), 7.40-7.48 (m, H-2’-6’), 6.56 (d,
10, H-4"), 6,02 (s, H-6), 5.48 (d, 10, H-5"), 5.44 (dd, 13.0 e 3.0, H-2), 3.06 (dd, 17.1,



109

13.0, H-3ax), 2.84 (dd, 17.1, 3.0, H-3eq), 1.46 (s, H-8"), 1.44 (s, H-7"). 13C NMR (125
MHz, CDCI3): 5 195.9 (C-4), 164.0 (C-5), 162.5 (C-7), 157.0 (C-9), 138.7 (C-1’), 129.0
(C-3, 5'), 126.7 (C-5"), 126.2 (C-2', 6), 115.8 (C-4"), 103.1 (C-10), 102.2 (C-8), 97.9
(C-6), 79.3 (C-2), 78.4 (C-6"), 43.5 (C-3), 28.7 (C-8’), 28.5 (C-7"). 1H e 13C NMR.

Spectral data are in accordance with Arriaga et al., 2009.

Obovatin Hydrogenation

Obovatin (80 mg) was dissolved in chloroform (30 mL) and then gaseous H2 was
bubbled into the solution, which was maintained under magnetic agitation for 45
minutes. After being filtrated, the mixture was purified by normal phase High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) using hexane-chloroform (7:3 v/v) as
mobile phase, obtaining [4",5"] dihydro-obovatin (4) (18.8 mg). The structures of all
compounds were established by 1D 1H and 13C ({1H} and DEPT) and 2D 1H-1H-
COSY, HSQC and HMBC NMR spectral data and by comparing their spectroscopy
data with that reported by Arriaga et al., 2009.

Temporomandibular Joint (TMJ) Inflammatory Hypernociception Induction

Rats were briefly anaesthetised with inhaled isoflurane (1.5%) and received an intra-
articular (i.art.) injection of 2 mg zymosan (40 pL total volume) dissolved in sterile saline
into the left TMJ using a 30-gauge needle and 0.5 mL syringe. Sham animals received
only saline i.art. Before zymosan or saline injections, the TMJ skin region was carefully
shaved, the postero-inferior border of the zygomatic arch was palpated, and the needle
was inserted inferior to this point and advanced in a medial and anterior direction until
the needle contacted the condyle. This contact was verified by the moving of the
mandible, and the puncture of the needle into the joint space was confirmed by the
loss of resistance. Gentle aspiration ruled out intravascular placement, after which the
specified volume of zymosan or saline was injected. As previously shown [2], during
the time course of zymosan TMJ inflammatory hypernociception development, it is
maximal at 4 h of arthritis whereas cell influx peaks at 6 h. Based on these results we
used these time points to assess both nociceptive (head withdrawal threshold) and

inflammatory parameters (total cell counting in the synovial lavage).

Evaluation of the TMJ Inflammatory Hypernociception
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Inflammatory hypernociception in the TMJ was evaluated by measuring the threshold
of force intensity that needed to be applied to the TMJ region of rats until the
occurrence of a reflex response of the animal (e.g. head withdrawal). The
measurements were performed by an examiner unaware of the treatments and used
a digital device (Insight) that consisted of a rigid filament linked in an electronic device
that measured the response threshold in grams (g) when the filament was applied to
the surface of the tested region [26]. The facial areas to be tested around the TMJ were
carefully shaved, and the animals were put into individual plastic cages 45 min before
the beginning of the tests. The animals were submitted to a conditioning session of
head withdrawal threshold measurements in the testing room for 4 consecutive days
under controlled temperatures (23+2° C) and low illumination. On the fifth day, the
basal force threshold value was recorded (in triplicate) before the intra articular

injections of either zymosan or vehicle and after 4 h.

Synovial Lavage Collection and Cell Counting

Six hours after zymosan-injections the rats were sacrificed under anaesthesia and
exsanguinated. The superficial tissues were dissected, and the TMJ cavity was
washed to collect the synovial lavage by a pumping and aspiration technique using
0.05 mL of EDTA in neutral phosphate-buffered saline (1.77 mg/ml). This procedure
was repeated twice. The total number of white cells in the synovial lavage was counted

using a Neubauer chamber.

Treatments

Obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2), deguelin (3) and [4",5"] dihydro-obovatin (4)
were diluted into 10 uL of Tween 80 and the final volume of each solution was adjusted
using 0.9% sterile saline solution. Compounds 1, 2, and 3 (1 or 10 mg/kg; 1 mL/200 g)
were orally administered 1 hour before the zymosan-injection (i.art). To analyse the
effects of compound 4 on the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in
rats, the animals were pre-treated with compound 4 (0.1 or 1 mg/kg; 1 mL/200 g). After
1 hour, zymosan-injection (i.art) was administered and the nociceptive parameters
were assessed after 4 hours as previously described. The zymosan group consisted
of rats that were administered sterile saline solution (0.9%, 1 mL/200 g) 1 hour before

the zymosan-injection. To allow data validation, an indomethacin pre-treated group
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(s.c., 5 mg/kg) was the positive control in this study. The sham group, in turns,
underwent 0.9% sterile saline solution administration 1 hour before the saline solution

injection into the left temporomandibular joint.

Acute Toxicity Assay

Acute toxicity assay was performed to find the median lethal dose (LDso) of [4",5"]
dihydro-obovatin after oral and intraperitoneal administration in male and female mice
(n=5) as previously described [27]. Different doses of [4",5"] di-hydro-obovatin (1-100
mg/kg, i.p. or 1-100 mg/kg, per 0s.) or saline solution (5mL/kg per os.) were
administered to mice once only. Animals were then observed for 48 hours to register

toxicity or mortality signals.

Sub-Chronic Toxicity Assay

Aiming to evaluate the [4",5"] di-hydro-obovatin safety, male mice, divided into two
groups of five animals, received (per os) [4",5"] dihydro-obovatin at 0.01 mg/kg or
saline solution at 5 mL/kg (per os) during 14 consecutive days. This dose was chosen
as it was the highest one used in the experimental protocol of this study. During the
14-day period, animals were observed to allow detection of physical and behavioural
signals of toxicity such as scratching of the nose, licking of the paws, cachexia,
whirling, aggressiveness, and apathy. On the 15" day, the animals were
anaesthetised with ketamine/xylazine (200 mg/kg, i.p.) and blood samples were
collected for aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT)
measurement (LabTest). Mice were then euthanized and had their organs: heart, liver,
kidneys, and spleen, collected, weighted, and evaluated under histopathological

techniques (H&E) by an examiner unaware of the experimental groups.

Rota-Rod Test

The rota-rod test measures the effects of drugs on the muscular tonus or on the motor
coordination [28]. Rats were placed on the four paws over a spinning bar which is split
into four comportments that allow the behavioural analysis of each animal
simultaneously. In the rota-rod model designed for rats, there is a 7 cm-diameter rotor
that allows simultaneous study of four animals at 4-40 rpm for 5 minutes. One hour

after the [4",5"] dihydro-obovatin administration (0.01 mg/kg; per os) or sterile saline
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solution (5 mL/kg; per 0s.), the rats were placed for 5 minutes on the apparatus and
latency time, (seconds), length of stay on the spinning bar (seconds), and number of

falls [29] were registered.

Statistical Analysis

The data are presented as the means * S.E.M. or medians, when appropriate.
Differences between means were compared using one-way ANOVA followed by the
Bonferroni test. Toxicity parameters were presented as medians and the T-Test

analyse them. A probability value of p<0.05 indicated significant differences.

RESULTS

Efficacy of three flavonoids isolated from Tephrosia toxicaria Pers. in reducing
the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception (Fig. 1 and Fig. 2)

The zymosan injection significantly reduced (p < 0.05) the head-withdrawal nociceptive
threshold at the 4™ hour (Fig. 1). Similarly, it significantly increased (p < 0.05) the
leukocyte numbers (Fig. 2). The sham group did not show any significant changes in
the head-withdrawal threshold nor the leukocyte counting (Fig. 1 and 2). The three
isolated flavonoids — obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2), and deguelin (3), could
reduce (p < 0.05) the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in rats as
well as the leukocyte counting to values like those of the indomethacin group (Fig. 2A,
2B, 2C).

Flavonoids isolated from the ethanolic extract of the Tephrosia toxicaria Pers

roots and the semi-synthetic molecule (Fig. 3)

Three flavonoids obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2), and deguelin (3) were
isolated from the ethanolic extract of the Tephrosia toxicaria Pers roots. From the
obovatin hydrogenation process, the only one amongst the three flavonoids that could
undergo such chemical reaction, it was obtained [4",5"] dihydro-obovatin, a semi-
synthetic molecule (4) (Fig. 3)
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Efficacy of [4",5"] dihydro-obovatin in reducing the zymosan-induced TMJ
inflammatory hypernociception (Fig. 4)

The treatment of rats with [4",5"] dihydro-obovatin (0.1 and 1 mg kg™?) significantly
increased (p <0.05) the nociceptive threshold (Fig. 4A) and decreased (p <0.05) the
leukocyte counting in the synovial lavage (Fig. 4B).

Acute and Sub-Chronic Toxicity Assay (Fig.5 and Fig. 6)

[4",5"] dihydro-obovatin at 1, 10, and 100 mg/kg (per os or i.p.) did not result in mortality
neither did it produce animal behavioural changes during this assay. The [4",5"]
dihydro-obovatin treatment (0.01 mg/kg) during 14 days did not alter organ weight nor
biochemical dosages (Table 1). Furthermore, no macroscopic alterations in the organs
were observed. The body mass variation curve of the [4",5"] dihydro-obovatin group
was not statistically different from the saline-treated group (Fig. 5). At the
histopathological analysis, it was observed absence of toxic effects of [4",5"] dihydro-
obovatin on organs, which also preserved their morphology preserved. Only the spleen
showed a greater lymphocytic production in the white pulp. These results ensure that
[4",5"] dihydro-obovatin does not produce systemic toxicity and presents
biocompatibility in vivo (Fig. 6).

Effects of [4",5"] dihydro-obovatin on motor function in the rota-rod test (Fig. 7)

[4",5"] dihydro-obovatin (0.01 mg/kg) did not reduce the latency time and the
performance of animals in the rota-rod test, being its results similar to the control group.
These results suggest that the effects of [4",5"] dihydro-obovatin on the zymosan-
induced TMJ inflammatory hypernociception in rats were not caused by impaired motor
functions, proving its antinociceptive effect (Fig. 7).

DISCUSSION

In this study, we demonstrated the antinociceptive and anti-inflammatory effects
of three isolated compounds — obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2), and deguelin
(3) — from the roots of Tephrosia toxicaria Pers. We also demonstrated the chemical

process via which [4",5"] dihydro-obovatin was obtained, its antinociceptive and anti-
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inflammatory effects on the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in
rats, as well as its safety and impacts on motor function.

Our group previously showed the effects of the ethanolic extract of the
Tephrosia toxicaria Pers. roots on the zymosan-induced TMJ inflammatory
hypernociception in rats and its safety when administered for 14 days to Swiss mice
[9]. To our knowledge, this is the first demonstration of isolated compounds from
Tephrosia toxicaria Pers. are capable of exerting antinociceptive and anti-inflammatory
effects on the TMJ pain.

Currently, there is an increasing search for new analgesic and anti-inflammatory
drugs. This can be motivated by distortions of the effectiveness of our current choices
or due to the high costs involved in drug design and development [10-11]. Albeit
humanity has been using natural medicines to treat diseases for centuries, it has only
been a few years since biochemical and pharmacological properties of flavonoids were
unravelled [12]. These substances represent one of the most important and interesting
class of biologically active compounds [13].

In fact, the three studied flavonoids - obovatin (1), 12a-hydroxi-a-toxicarol (2),
and deguelin (3) — reverted the zymosan inflammatory effects. Among these
compounds, the one that showed the best anti-inflammatory and antinociceptive
activities was obovatin (1). Thereafter, we developed a semi-synthetic product - [4",5"]
dihydro-obovatin — which we then patented under the registration number
BR1020130287938 at the National Institute of Industrial Property in Brazil.

The literature reports plant-derived semi-synthetic molecules that exert different
pharmacological effects such as osteoporosis protection [14], doxorubicin-induced
cardio toxicity reduction [15], liver detoxification [16], gastro protection and
antimicrobial effects [17], anti-fungal and anti-cancer activity [18-19]. There was,
nevertheless, no semi-synthetic molecules such ours used in a pain or inflammation
experimental model.

The increase in the biological activity of any drug can be attributed to their
membrane penetrating capacity. Lipophilic profile, electronic and steric parameters,
molecular weight and geometry can be a target when the synthesis of new molecules
is required [20-21]. This study demonstrates that the obovatin molecule hydrogenation
improves the antinociceptive and anti-inflammatory profile of obovatin due to an

increase in its liposolubility.



115

Moreover, it is the motor performance modification of animals in studies on
drugs that interfere with the nociceptive transmission and this is the main reason for
methodological errors of such studies. As such, antinociceptive compounds should to
be evaluated regarding the possibility of motor alteration rather than antinociceptive
effects, which could lead to false-positive results [22]. Hence, to exclude such
possibility, we evaluated whether [4",5"] dihydro-obovatin would cause motor
impairment in the rota-rod test. The administration of [4",5"] dihydro-obovatin (per. 0s)
did not alter motor performance, proving that the increase in the nociceptive threshold
occurred because of the antinociceptive action of the drug rather than a motor
impairment.

When designing novel therapeutics, not only is effectiveness highly regarded,
but also a low toxicity profile is required. Toxicological studies applied to laboratory
animals allow determination of possible effects of substances in humans. To evaluate
the safety of [4",5"] dihydro-obovatin, toxicity parameters were assessed in mice. Body
mass alteration, biochemical parameters such as ALT, AST, and creatinine levels,
organ weight and histopathological analysis of them were measured as relevant
indexes of side-effects of drugs [23].

This study showed no change in biochemical parameters, body mass, and vital
organ analysis. The LDsowas also determined using the doses of 1, 10, and 100 mg/kg
(per os; i.p.) and no toxic effect was observed. A study demonstrated that the LDso
was 2g/kg for isoflavones when chronically administered (i.v.) to rats [24]. The absence
of any deleterious signals with the oral dose denotes a low toxicity profile for this drugs
when administered in a single dose scheme [25].

To summarize, we demonstrated the antinociceptive and anti-inflammatory
effects of [4",5"] dihydro-obovatin on the zymosan-induced TMJ inflammatory
hypernociception in rats. It was safe at the tested doses, not altering motor
performance. Considering the semi-synthetic molecule effects, we hope to add a novel
therapeutic approach to the TMJ inflammatory conditions, bringing on superior benefits

to the already-existing palliative treatment of this pathology.
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Figure Captions

Figure 1. Effects of three compounds isolated from the ethanolic extract of Tephrosia

toxicaria Pers. on the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in rats.
Pre-treatment with (A) deguelin (1.0 mg kg-1), (B) 12a-hydroxi-a-toxicarol (1.0 and 10

mg kg-1), and (C) obovatin (1.0 and 10 mg kg-1) increased the nociceptive threshold.

Wistar rats received intra-articular injection of zymosan (2 mg; 40 uL) or saline solution

into the left TMJ. Data are represented as the means = SEM (n=6). #p < 0.05 in relation

to Sham group, *p < 0.05 in relation to zymosan group (ANOVA, Bonferroni).

Figure 2. Effects of three compounds isolated from the ethanolic extract of Tephrosia

toxicaria Pers. on the total leukocyte counting in the zymosan-induced TMJ

inflammatory hypernociception in rats. Pre-treatment with (A) deguelin (1.0 mg kg-1),
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(B) 12a-hydroxi-a-toxicarol (1.0 and 10 mg kg-1), and (C) obovatin (1.0 and 10 mg kg-
1) reduced the total number of leukocytes in the TMJ synovial lavage. Wistar rats
received intra-articular injection of zymosan (2 mg; 40 uL) or saline solution into the
left TMJ. Data are represented as the means + SEM (n=6). #p < 0.05 in relation to

Sham group, *p < 0.05 in relation to zymosan group (ANOVA, Bonferroni).

Figure 3. Isolated compounds and the semi-synthetic molecule from Tephrosia
toxicaria (1) obovatin, (2) 12a-hydroxi-a-toxicarol, (3) deguelin, (4) [4",5"] dihydro-
obovatin, which was obtained from the hydrogenation of compound 1.

Figure 4. Effects of [4"5"] dihydro-obovatin on the zymosan-induced TMJ
inflammatory hypernociception in rats. (A) [4",5"] dihydro-obovatin (0.1 and 1.0 mg/kg)
increased the head-withdrawal nociceptive threshold of animals. (B) [4",5"] dihydro-
obovatin (0.1 and 1.0 mg/kg) reduced the total number of leukocytes in the TMJ
synovial lavage. Data are represented as the means + SEM (n=6). #p < 0.05 in relation
to Sham group, *p < 0.05 in relation to zymosan group (ANOVA, Bonferroni).

Figure 5. Body mass variation in mice treated with [4",5"] dihydro-obovatin for 14 days.
Animals received [4",5"] dihydro-obovatin (per os; 0.01 mg/kg) or saline solution for 14

days and were weighed daily.

Figure 6. Histopathological evaluation of mouse organs after sub-chronic treatment
with [4",5"] dihydro-obovatin (0.01 mg/kg) for 14 days. (A) Liver presenting typical
cellular binucleation (black arrows) surrounded by sinusoid capillary vessels. (B) Heart
showing normal cardiomyocytes (X) and preserved basophilic nuclei. (C) Kidney
cortical region exhibiting renal corpuscle formed by the renal glomeruli and renal
capsule (thin arrows), hyperemic blood capillaries (white arrows), and the macula
densa (black arrow) within the normal morphological pattern. (D) Spleen showing
lymphatic nodes (LN) and central arteriole (black arrows) surrounded by sinusoid
capillary vessels (white arrows). Tissue sections were observed under microscope

using 400X-magnification and HE-staining technique.
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Figure 7. Effect of [4",5"] dihydro-obovatin acute administration on the rota-rod test.
(A) [4",5"] dihydro-obovatin (0.01 mg/kg) increased the latency time of animals in the
rota-rod test. (B) [4",5"] dihydro-obovatin (0.01 mg/kg) reduced the number of falls of
animals in the rota-rod test. Data are represented as the means £ SEM (n=5). *p <
0.05 in relation to saline group (ANOVA, T-Student).
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Table 1. Systemic effects of [4",5"] dihydro-obovatin on mice.

Organs Control [4",5"] dihydro-obovatin
Liver 1,64+ 0,07 1,58+0,05
Heart 0,22+ 0,03 0,16+0,01
Kidney 0,47+ 0, 04 0,52+ 0,04
Spleen 0,09+ 0,009 0,08+ 0,01
AST (TGO) 64,22 + 19,8 25,00 £4,5
ALT (TGP) 58,96 + 21,6 7132+7,5
Creatinine 0,52+0,11 0,60+ 0,10

128

Animals were weighted and received a single dose per day for 14 consecutive days of

[4",5"] dihydro-obovatin. After the 14-day treatment, blood samples were collected for

biochemical dosages (AST, ALT, and creatinine). After euthanasia, the weight of fresh

organs was determined. Results are expressed as the means + SEM. *p < 0.05 in

relation to control group (ANOVA, T-Student).
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HIGHLIGHTS

- TMJ disorders limit daily activities and lead to pain-related disability

- There have been growing interests in alternative therapies for TMJ disorders
- Tephrosia toxicaria Pers extracts have shown anti-inflammatory activity

- [4",5"] di-hydro-obovatin was synthesised from obovatin

- [4",5"] di-hydro-obovatin reduced hypernociception and did not cause toxic effects
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