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RESUMO

Este artigo foi desenvolvido como requisito para a disciplina de Cirurgia
Experimental, do Programa de Pds-Graduagao — Mestrado em Ciéncias da
Saude da FURG. Aborda a utilizagdo dos produtos naturais. Apresenta os
testes farmacolégicos atualmente mais empregados para a avaliagao do
potencial antinociceptivo que utilizam animais de experimentagao,
desenvolvidos no Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de
Ciéncias Fisiolégicas da FURG.
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ABSTRACT
This article was prepared as a requisite of the course of Experimental
Surgery in the graduation program in Health Sciences of FURG. It deals
with the use of natural products and describes the most currently used
pharmacological tests for the evaluation of a potential antinociceptive effect
in experimental animals, which are being conducted in the Laboratory of
Natural Products at the Department of Physiological Sciences of FURG.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais exercem importante papel na medicina
popular e também na medicina moderna, sendo fontes de compostos
com importantes atividades bioldgicas. A falta de acesso a medicina
tradicional e aos medicamentos industrializados leva grande parte da
populagdo mundial a utilizar compostos de origem natural seja para
prevencdo ou para o tratamento de enfermidades'. A Organizacdo
Mundial da Saude (OMS) sempre preconizou o uso de terapias
alternativas, integrando a medicina ocidental com a popular tradicional.
Essa organizagdo, durante a conferéncia de Alma-Ata, recomendou
formalmente que os recursos de medicina tradicional e popular fossem
utilizados pelos sistemas nacionais de saude, recrutando os praticantes
dessa medicina como aliados na organizagdo e implementagdo de
medidas para melhorar a satde da comunidade®.

O conhecimento tradicional repassado de geracdo em geragao
torna-se interessante para a ciéncia, a partir do entendimento dos
relatos verbais, das observacbes sistematicas dos fendmenos
biologicos, feitos por pessoas talvez “sem cultura” mas providas de
outras qualldades que as tornam tanto ou mais perspicazes que 0s
cientistas®.

Hoje se avalia experimentalmente a veracidade das informacgdes
herdadas dos magos e feiticeiras de outrora e repassadas pelos
benzedores, curandeiros e xamds, com base justamente nos
conhecimentos que foram adquiridos durante milhares de anos e
transmitidos de geracao em geracao por aqueles que sdo os ancestrais
da ciéncia moderna®.

Os produtos naturais exercem importante papel na medicina
moderna, ja que sdo fontes de principios ativos que muitas vezes sao de
dificil producao sintética; também sao fontes de compostos basicos que,
com pequenas modificagbes, tornam-se de grande interesse comercial;
compostos naturais também podem servir de modelos para
medicamentos smtetlcos que tenham atividade blologlca similar a do
composto natural’. Observa-se crescimento do nimero de adeptos do
uso de produtos naturais para tratar suas enfermidades.

A pesquisa de propriedades farmacologicas de produtos naturais
tem proporcionado a descoberta de substancias farmacologicamente
ativas, com importantes aplica¢des tanto na area experimental como na
identificacdo de principios ativos de interesse terapéutico. Nos ultlmos
anos, o melhoramento dos métodos de triagem farmacolégica® tem
proporcionado a descoberta de novas drogas.

Paises desenvolvidos, como Franca e Alemanha, reconhecem

| 36 VITTALLE, Rio Grande, 19(1): 35-44. 2007



oficialmente a utilizagdo de plantas para flns terapéuticos e possuem
farmacopéias especializadas no assunto’. No Brasil, a recente
aprovacao da Politica Publica de Plantas Medicinais e Fitoterapicos visa
a garantir o acesso seguro e o uso correto de plantas medicinais e
fitoterapicos mediante o uso sustentdvel da biodiversidade e o
desenvolvimento da industria nacional, e estabelece diretrizes para
acoes direcionadas a melhoria da quahdade de vida da populagéo e do
complexo produtlvo na area da salde®. As diretrizes estabelecidas pela
nova politica prevéem para as universidades a atribuicdo de promover
pesquisa e desenvolver técnicas e inovagbes em produtos naturais e
fitoterapicos a partir de modelos e experiéncias existentes no Brasil e
em outros paises.

JUSTIFICATIVA — A EXPERIENCIA INSTITUCIONAL

A FURG detém uma tradigdo no estudo de produtos naturais,
através dos trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Ciéncias Fisiolégicas. Nos ultimos anos,
produtos de origem vegetal e animal foram investigados, a partir de seu
uso popular. Com o modelo de doenca crbnica hipercolesterolémica
experimental, realizado em coelhos e ratos, evidenciou-se um efeito
hipocolesterolémico da /llex paraguariensis (erva-mate) quando
administrada sob a forma de extrato aquoso, em substituicdo a agua
diaria. Além de d|m|nU|r os niveis de colesterol e ftriglicerideos e
aumentar os de HDL®, o extrato aquoso da erva-mate foi capaz de
relaxar o leito vascular mesenterlco isolado'®. A presenca de compostos
fendlicos, identificada em amostras do vegetal, corrobora esse efeito’

A avaliacdo farmacoldgica da toxicidade do extrato aquoso de
rores de Brugmansia suaveolens foi realizada por meio de testes da
DL50 , assim como a avaliacdo da atividade antinociceptiva,
comprovando que o referido extrato apresenta baixa toxicidade e induz
analgesia em camundongos QOutros produtos de origem animal e
vegetal também tém sido testados quanto as suas atividades,
destacando-se os extratos obtidos da pele do Balistes capriscus (peixe-
porco), avallados quanto as atividades ant|n00|cept|va broncodilatadora,
vasodilatadora'®, antimicrobiana e antiinflamatéria'®, os extratos da
Usnea sp. (Ilquen) testados quanto a toxicidade aguda e crénica, acao
antinoceptiva e antiinflamatéria'®. Mais recentemente, o extrato da
esponja marinha Aplysina caissara foi avaliado quanto as at|V|dades
antinociceptiva, antiinflamatéria, antimicrobiana e antiproliferativa'’.
Cabe ainda salientar a cooperagcdo estabelecida com a Divisién de
Neurociencias, Lab. de Neurofarmacologia, Unidad de Investigacion
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Biomédica de Occidente, C.M., Instituto Mexicano del Seguro Social,
México, que proporcionou o estudo de uma planta mexicana, a
Casimiroa edulis (zapote blanco), por suas propriedades sedativas e
que foi testada quanto a sua capacidade h|potensora no modelo
experimental do leito vascular mesentérico isolado de ratos'®

Nocicepcao e antinocicepcao

A dor é reconhecida como um sintoma de alto custo em termos de
sobrecarga humana e financeira. O manejo dos sintomas é o foco
primario do cuidado. Atualmente sabe-se que a dor é reconhecida como
uma das principais conseqiiéncias relacionadas com as mais diversas
patologias e suas repercussées sao consideradas potencialmente
prejudiciais para o organismo'®

Pesquisas etnofarmacolégicas tradicionais no uso de plantas para
0 alivio da dor sdo vistas como estratégia produtiva e l6gica na procura
por novas drogas analgésicas®

A dor é dificil de ser definida, pois, além de uma sensacgéo, € uma
experiéncia. A Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP),
propds como definicdo: “experiéncia sensorial e emocional
desagradavel, relacionada com leséo tecidual real ou potencial,
descrita em termos desse tipo de dano”. E pressuposta a existéncia de
dois componentes: a sensagao dolorosa propriamente dita ou
nocicepgao, e a reatividade emocional a dor®'. A dor também pode ser
denominada, segundo o tipo de lesdo e/ou os mediadores envolvidos,
em: nociceptiva, quando ocorre por estimulagdo excessiva dos
nociceptores; neurogénica, quando ocorre lesdo do tecido neuronal;
neuropatica, quando ocorre a d|sfun<;ao de um nervo; ou psicogénica,
que ocorre por fatores psicoldgicos®. Os nociceptores sdo terminagées
nervosas livres, nao-especializadas, que respondem a estimulos
nociceptivos, detectando, desse modo, lesdo nos tecidos, onde os
estlmulos desencadeantes podem ser mecanicos, térmicos ou
qU|m|cos . Assim, o potencial antinociceptivo de um composto pode ser
medido pelo seu poder de aumentar o limiar de excitagdo dessas
terminagdes nervosas ao estimulo doloroso, ou entdo, fazer com que os
nociceptores nao percebam ou nao respondam ao estimulo doloroso.

AVALIAGAO EXPERIMENTAL DA DOR

Os estudos experimentais sdo na maioria realizados em ratos e
camundongos, sendo sempre observados os prece|tos enunciados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal® e aprovados pelos
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comités de ética em pesquisa das instituicdes (FURG, por exemplo) e as
normas éticas para a investigagcdo da dor experimental em animais
conscientes®.

Embora os animais submetidos a um estimulo nociceptivo nao
tenham capacidade de se comunicar verbalmente quando da ocorréncia
da dor, sdo capazes de exibir respostas comportamentais, motoras e
fisiologicas semelhantes as observadas em humanos. Por isso, utiliza-
se o termo “resposta nociceptiva’ em vez de dor®. Essas respostas
comportamentais sdo estudadas e comparadas na presenga de drogas
potencialmente analgésicas que interferem no processo fisiologico da
dor, o que nos permite inferir que um animal de experimentagdo esta
experimentando uma resposta algica.

OS MODELOS EXPERIMENTAIS
Modelo da formalina

Esse modelo, inicialmente descrito por Dubuison e Denni327,
consiste em injetar uma substancia irritante no espago subcutédneo da
pata traseira de ratos ou camundongos, determinando o surgimento de
alteracbes comportamentais, traduzidas por respostas motoras
caracteristicas que permitem avaliar a intensidade da resposta
nociceptiva ao estimulo quimico. A resposta nociceptiva € medida pela
observagado do tempo que o animal permanece lambendo, agitando ou
mordendo a pata injetada®®.

Os animais recebem 20wl da solugdo de formalina (1%),
utilizando-se microsseringa. Logo ap6s a injecdo, 0s animais sao
colocados sob campénulas de vidro e observados individualmente. O
tempo que o0 animal passa lambendo, mordendo ou agitando
vigorosamente a pata € cronometrado nos primeiros cinco minutos
seguintes a injecao e a partir do 20.2 até o 25.2 minuto. Os resultados
obtidos a partir dos grupos tratados sdo comparados com 0S grupos
controles.

Com o modelo da formalina subplantar, podemos evidenciar as
duas fases de sensibilidade dolorosa: a primeira fase comeca
imediatamente apos a injecdo e perdura por cerca de cinco minutos
(12 fase). Essa fase é seguida por um periodo de quiescéncia, de cerca
de 5-10 minutos, apds o qual se desenvolve a 22 fase da resposta, que
se inicia 20-25 minutos apds a injecdo. A primeira fase é de carater
neurogénico, sendo sensivel a analgésicos opidides e a alguns
agonistas das vias descendentes, e a segunda fase é acompanhada de
uma resposta inflamatéria, relacionada a liberacdo de mediadores
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inflamatérios, sendo sensivel a analgésicos antiinflamatérios nao-
esteroidais®.

Para a avaliagdo farmacol6gica, as drogas utilizadas como
controles positivos (morfina e analgésicos antiinflamatérios nao-
esteroidais) sdo administradas uma hora antes da inje¢ao de formalina.
Os extratos de produtos naturais sdo normalmente administrados 30 (via
intraperitoneal) ou 60 minutos (via oral) antes da injecao de formalina.

Modelo das contorcoes abdominais induzidas pela injecao
intraperitoneal de acido acético

Embora este seja um modelo de nocicepgdo simples e pouco
especifico, permite avaliar a atividade antinociceptiva de varias
substancias que atuam tanto em nivel central quanto periférico. O teste
consiste em administrar acido acético via intraperitoneal e observar as
respostas motoras decorrentes da aplicacdo do estimulo nociceptivo.
Conta-se o numero de contorgdes, traduzidas por contracdo e rotacao
do abdémen, seguidas de extensdo de uma ou ambas as patas
traseiras®.

O acido acético produz uma resposta que depende da interagéao
de varios neurotransmissores e neuromoduladores que determinam a
nocicepgao, o que faz esse modelo sensivel as substancias analgésicas
de acao central e/ou periférica com os mais variados mecanismos de
acao.

A resposta nociceptiva é induzida pela injecdo intraperitoneal de
acido acético (0,3-1,8%; 0,1 ml/10g de peso corporal) em camundongos.
Uma hora antes da injecao de &cido acético, administram-se as drogas
que servirdo de controles (salina ou agua destilada, morfina, etc.) e o
extrato a ser testado. Apds a injecdo, os animais sdo colocados sob
campanulas de vidro, para a observacado individual e o nimero de
contorgbes é quantificado cumulativamente, durante um periodo de
25 minutos. O resultado obtido a partir dos grupos tratados € comparado
com 0s grupos controle.

Modelo da placa quente

Como nos modelos anteriores, observa-se o comportamento dos
animais de experimentacdo ao estimulo térmico nociceptivo,
caracterizado pela troca rapida do apoio dos pés (“sapateado”), lamber,
morder ou levantar uma das patas quando colocados sobre uma
superficie aquecida a mais de 50° C (placa quente). Os resultados sdo
avaliados pela medida da laténcia ou o tempo decorrido desde o
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momento em que o animal é colocado sobre a placa até o aparecimento
da resposta motora®.

Esse modelo é sensivel para drogas que atuam centralmente,
como por exemplo, a morfina (20 mg/kg, i.p.). Os animais sédo colocados
sobre uma superficie aquecida (55+1 °C) e verifica-se, por meio da
obtengdo de dois valores basais (separados por um intervalo de
30 minutos), o tempo de laténcia antes de qualquer tratamento. O tempo
méximo de contato dos animais com a placa aquecida nédo deve
ultrapassar 30 segundos, para evitar danos teciduais nas patas. A
resposta (laténcia) é novamente avaliada em intervalos de 30, 60, 90,
120 e 150 minutos ap6s a administracdo oral ou intraperitoneal do
extrato a ser testado”".

Modelo do tail-flick

Neste modelo, um estimulo térmico acima de 40 °C aplicado &
cauda de ratos ou camundongos desencadeia o reflexo da retirada da
mesma por flexdo predominantemente em direcéo rostral®’. A avaliagdo
das respostas é feita por meio da medida do lapso de tempo entre a
aplicagéo do estimulo térmico e 0 momento de afastamento da cauda da
fonte de calor®. Calcula-se o indice do limiar nociceptivo por meio do
tempo de laténcia do reflexo de retirada da cauda.

Esse modelo permite obter informagdes sobre o mecanismo e o
local da atividade antinociceptiva detectada, uma vez que o parametro
avaliado, ou seja, o reflexo de retirada da cauda, é de integracdo
medular.

Para o teste, utilizam-se equipamentos de medida especificos
(analgesimetros), que permitem o controle da intensidade do calor, com
a intencdo de fornecer laténcias basais entre 4 -6 segundos. O aparelho
permite a colocagdo da cauda de maneira a interromper a passagem de
luz para uma célula fotoelétrica. Ao movimentar a cauda, o animal ativa
a célula e o aparelho automaticamente interrompe a aplicagcdo do
estimulo térmico, ficando registrado o tempo de laténcia em centésimos
de segundos. Na auséncia do analgesimetro, o teste pode ser feito por
meio da imersdo do tergo inferior da cauda dos animais em &agua
aquecida a 55 °C, seguida da anotacdo do tempo de reagcdo ao
estimulo. As medidas da laténcia sdo tomadas a cada 30 minutos por
um periodo de duas horas. Os animais controles sao tratados, com agua
(via oral; 0,1ml/10g), morfina (20mg/kg) ou os extratos a serem testados,
30 minutos apéds a leitura basal.
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CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas apresentadas, algumas descritas hd mais de 50 anos,
continuam sendo utilizadas e consideradas pela comunidade cientifica
como eficientes para a avaliagdo do potencial antinociceptivo em
modelos experimentais. Com a utilizagdo desses testes, ndo é possivel
chegar ao mecanismo de agao definitivo da substancia testada, porém,
a vantagem desses modelos é que representam o inicio para a
caracterizagcao farmacoldgica de novas drogas capazes de interagir com
0s mediadores da dor e/ou inflamagao, fornecendo assim um ponto de
partida para a caracterizacdo das vias de efeito antinociceptivo. O
aprofundamento da investigagdo se da com a utilizagdo de
blogueadores especificos da resposta nociceptiva, na tentativa de se
identificar as vias responsaveis pelas respostas observadas.
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