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“Todo mundo ¢ capaz de dominar uma dor,
exceto quem a sente.”
(William Shakespeare)
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APRESENTACAO

Este livro descreve a atividade
antiinflamatdria e antinociceptiva da fracdo
metanolica obtida a partir da biomassa do
fungo endofitico do género Rhizoctonia.
Dentre as plantas afetadas por este fungo,
merece destaque a aroeira-vermelha, que é
utilizada popularmente para diferentes
finalidades, incluindo inflamacdo. Juntos,
nossos resultados mostram, pela primeira
vez, que a fracdo metandlica obtida a partir
da biomassa do fungo endofitico
Rhizoctonia solani apresenta atividade
antiinflamatdria e antinociceptiva.
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INTRODUCAO

A resposta inflamatoria consiste em
um evento fisiologico complexo que
envolve o reconhecimento do estimulo para
sua posterior destruicdo e tentativa de
reconstruir o tecido danificado. A partir do
reconhecimento do agente  agressor,
desencadeia-se a ativacdo e a amplificacdo
de respostas celulares resultando na
producdo e liberagdo de  diversos
mediadores quimicos que Sd80 responsaveis
pela resposta inflamatéria (Maseda D,
Johnson E, Crofford L., 2016). No entanto,
se a destruicdo do agente agressor e 0
processo de reparo ndo ocorrem de maneira
eficiente e sincronizada, a reacdo
inflamatdria pode levar a uma lesdo tecidual
persistente e danosa ao organismo
(NATHA, 2002).

Dentre o0s diversos sistemas de
“vigilancia” da homeostase do organismo, a
dor tem papel de destaque por despertar
nossa atengdo imediatamente. Além de
despertar, direciona nossa atencéo até que o
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ponto sensivel tenha sido identificado e o
evento que esta desencadeando a lesdo, ou
representando risco, tenha sido afastado
(Wall, 1999). A medida que crescemos e
nos tornamos mais experientes, as reagoes
classicas de remover o estimulo lesivo,
adotar uma postura que limite novas lesGes e
otimize a recuperagdo e buscar seguranca,
alivio e cura em resposta a dor, tornam-se
mais sutis, elaboradas e sofisticadas. Desse
modo, a funcdo basica e fundamental da dor
¢ “avisar “que algo esta ameacando nossa
sobrevivéncia e/ou  bem  estar e,
clinicamente, é um sintoma importante para
permitir a avaliagdo do surgimento ou
evolucdo de diversas doencas. Apesar de seu
carater “benéfico”, em alguns casos a dor
pode causar mais desconforto que a propria
desordem sinalizada por ela (Mrozkova P,
Palecek J, Spicarova D., 2016).

@) tratamento do processo
inflamatorio, bem como da dor, mostra-se
diversificado, contando com ajuda de
antiinflamatorios  esteroidais e  néo-
esteroidais, tais como glicocorticéide e
indometacina, bem como outras substancias
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com potencial analgésico capazes de aliviar
a dor, como o0s compostos similares a
morfina. (Oliveira Jr JO, 2014). No entanto,
varios desses tratamentos exibem diferentes
efeitos adversos os quais limitam seu uso.
Pois sabemos que desde o inicio das
civilizagdes, o homem faz uso dos recursos
naturais em seu cotidiano, onde utiliza
produtos extraidos de plantas e animais para
sanar as enfermidades. Em decorréncia
dessas acdes, e, atraves da observacao, logo
se percebeu que havia substancias com agéo
medicinal e/ou toxica (SIMOES et. al.,
2007). Dessa maneira, produtos de origem
natural tém dado, nos Gltimos anos, grande
contribuicdo para o desenvolvimento de
terapias farmacol6gicas modernas como 0s
digitalicos, antitumorais e antiinflamatérios
(RATES, 2001).

Nos ultimos anos, produtos de origem
natural mostram-se como fontes promissoras
para obtencdo de substancias com
propriedades  terapéuticas. Diferentes
estudos vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de buscar elementos de origem
natural de interesse terapéutico e que nao
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apresentem 0s efeitos colaterais dos
farmacos atualmente utilizados
(FIGUEIREDO, C.A; GURGEL, 1.G.D,;
GURGEL Jr., G.D., 2014).

Os microorganismos sdo fontes
promissoras na busca de diversos
metabdlitos bioativos e tém originado
importantes produtos para a inddstria
farmacéutica com aplicacdes em diversas
areas, merecendo destaque o antibiotico,
penicilina. Além disso, na tentativa de
atender as novas perspectivas de inovagdes
metodoldgicas atualmente requisitadas pelo
mercado mundial, ensaios de producdo de
compostos biologicamente ativos em larga
escala tornam-se cada vez mais difundidos e
necessarios. Dessa maneira, varios esforcos
concentram-se na busca por fontes de
farmacos ainda pouco exploradas. Neste
contexto, os fungos endéfitos mostram-se
como ferramentas importantes para ampliar
as chances de obtencdo de novos agentes
farmacologicamente ativos (RADIASTUTI
etal., 2017).

Rhizoctonia é uma espécie pertencente
ao Reino Fungi, da ordem Agonomycetales,
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seus representantes habitam o solo e atuam
como patogenos endofiticos de varios
organismos vegetais (HUSSAIN et al.,
2014) (ALFENAS e SILVEIRA, 2002).
Dentre as plantas afetadas por este fungo
merece destaque a aroeira-vermelha
(Schinus terebinthifolius Raddi), que é usada
popularmente para diferentes finalidades,
incluindo inflamacdes (LUCENA et al.,
2006). O fungo endofitico Rhizoctonia
solani, em sua fase teleomorfica, produz
uma vasta gama de substancias incluindo,
dipeptideos ciclicos e varios &cidos
organicos (PEDRAS et al., 2005). Tendo
por base este conjunto de informacdes, este
trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial antinociceptivo e antiinflamatério
da fracdo metandlica obtida a partir da fase
teleomérfica  do fungo endofitico
Rhizoctonia solani (FERREIRA et al.
(2015).

1. PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamagdo mostra-se como um
processo fisiologico através do qual o tecido
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vascularizado responde a injaria. A resposta
inflamatdria € bastante estereotipada, sendo
marcada por mudancas no fluxo sanguineo
no foco da lesdo (devido a vasoconstricgdo
seguida por vasodilatagdo arteriolar),
aumento de permeabilidade nas vénulas, e
recrutamento de leucécitos (HANSSON,
2005).

A palavra inflamacdo é derivada do
“estado de se estar inflamado”, onde
inflamar significa “colocar fogo” o que
implica na cor vermelha, na possibilidade de
aquecimento e na geracdo de calor e dor
(TROWBRIGDE e EMLING, 1996). A
resposta inflamatéria é um mecanismo
benéfico e fisioldgico pelo qual o organismo
se defende contra infecgdes e tenta reparar
danos teciduais ou perda de funcéo
(LAWRENCE et al., 2002). O processo
inflamatdrio pode ser denominado agudo ou
cronico, de modo gque imediatamente apos o
estimulo, segue-se a inflamacdo aguda,
sendo definida como um conjunto de
alteracbes bioquimicas e celulares que
ocorrem em  resposta a  estimulos
inespecificos, tais como infec¢des ou danos
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teciduais (HANSSON, 2005). As reacOes
inflamatorias locais sdo caracterizadas por
eventos vasculares responsaveis pelos sinais
tipicos da presenca de inflamacédo: rubor
(hiperemia), tumor (edema), calor (aumento
da temperatura local) e dor, como descrito
por Cornelius Celsus, no inicio da era Cristd
(GILROY et al., 2004). O quinto sinal da
inflamacdo, que é a perda da funcdo do
tecido ou oOrgdao lesado foi descrito
posteriormente por Virchow no século XIX
(COTRAN et al., 2000).

As causas que levam a inflamag&o séo
maltiplas e de natureza varidvel. Séo
reconhecidos os seguintes tipos de agentes
que causam inflamacdo: agentes biol6gicos
(como  bactérias, virus, protozoérios),
agentes quimicos (como &cidos, élcalis,
terebintina,  formaldeido, carragenina),
agentes fisicos (como calor excessivo, frio
exagerado, eletricidade, radiacédo
ultravioleta e ionizante) e agentes imunes
(exposigdo a antigenos provocando ativagao
da resposta imunoldégica do hospedeiro)
(Maseda D, Johnson E, Crofford L., 2016).
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Os componentes béasicos de um
processo inflamatorio envolvem eventos
vasculares e celulares, mediadores derivados
de células e da ativacdo plasmatica, que
produzem os sinais cléssicos da inflamacéo
descritos anteriormente. As alteragdes
vasculares iniciam-se imediatamente ap6s o
estimulo inflamatdério e desenvolvem-se
durante as primeiras horas apds a agressdo
(WILLIAMS, 1983). Em condic¢BGes normais
a microcirculacdo apresenta baixissima
permeabilidade a macromoléculas. As
proteinas  plasmaticas circulam  muito
lentamente entre sangue e tecidos e
retornam ao sangue através dos vasos
linfaticos. Esta situacao muda
dramaticamente  durante 0  processo
inflamatério. A microcirculagdo torna-se
permedvel a macromoléculas e fluidos
vindos do sangue, causando edema tecidual
(GILRQY etal., 2004).

Os eventos celulares sdo marcados
pela saida das células circulantes da luz do
vaso e a migracao de leucdcitos para o sitio
inflamatdrio. Esse fendmeno segue algumas
fases como captura, rolamento dos
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leucdcitos pelo endotélio, adesdo firme e
transmigracdo ~ (SCHMID-SCHONBEIN,
2006). Todas estas etapas do processo de
migracdo leucocitaria sdo dependentes da
expressdo pelos leucdcitos e pelas células
endoteliais, de moléculas denominadas
moléculas de adesdo e de mediadores
quimiotaticos (WEBER, 2003).

A mobilizacdo  adequada  dos
leucdcitos circulantes para o sitio inflamado
é fundamental para a defesa do organismo,
ja que estas células podem desenvolver suas
acOes de fagocitose e destruicdo de agentes
patogénicos levando a resolugcdo do
processo. Os leucdcitos circulantes migram
seletivamente e em numero significativo
para o tecido inflamado no decorrer do
processo. Em uma resposta inflamatoria
aguda, h& acumulo predominante de
neutrofilos, enquanto que as células
mononucleares sdo  observadas mais
tardiamente durante a fase aguda, bem como
nos processos crénicos. A migracdo de
eosinofilos também pode ocorrer em
processos inflamatorios, estando
principalmente associada a processos
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alérgicos e infeccdes parasitarias. Algumas
das células envolvidas ja estdo presentes no
tecido afetado, tais como: células
endoteliais, células mesoteliais, mastocitos,
macrofagos e alguns linfécitos (SAMPSON
2000; BROCHE e TELLADO, 2001). Estas
células, residentes ou leucdcitos, sdo
capazes de produzir uma vasta gama de
mediadores inflamatorios, incluindo
histamina,  serotonina,  prostaglandinas
(PGs), leucotrienos (LTs), fator ativador de
plaquetas (PAF), citocinas, quimiocinas,
fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) e
numerosas proteases, que podem estar
relacionados tanto com a inflamagéo quanto
com a dor (BOYTON e OPENSHAW,
2002).

2. DOR

Dor é wum processo fisiologico
indispensavel ao individuo, sendo uma
sensacdo desagradavel, que varia desde
desconforto leve, associada a um processo
destrutivo real ou potencial dos tecidos. Esta
sensagdo € uma resposta resultante da
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integracdo de impulsos dos nervos
periféricos, ativados por estimulos locais,
sendo capaz de indicar alteracbes que
ocorrem no organismo (PRADO e DEL
BEL, 1998).

A dor €é sempre subjetiva, cada
individuo aprende a sua aplicacdo através de
experiéncias relacionadas a lesdes sofridas
durante o crescimento (MERSKEY, 1991).
Entretanto, sua percepcdo envolve fatores
ambientais, culturais, espirituais,
psicoldgicos, sociais, e principalmente, sua
interpretacdo e  significagdo ~ como
sofrimento total serdo desenvolvidas por
associagbes  positivas, negativas e
contextuais de cada experiéncia individual
(ANAND e CRAIG, 1996). Atualmente a
dor é considerada o quinto sinal vital
humano junto com temperatura corporea,
pressdo arterial, ritmo cardiaco e freqiéncia
respiratoria. Fisiologicamente a dor € uma
resposta de defesa que visa a preservagédo do
organismo a agressdo (TREEDE 1995).

A dor pode ser classificada quanto sua
duracdo em dois tipos: dor aguda e dor
cronica. A dor aguda esta associada com
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uma lesdo tecidual recente, ativacdo de
nociceptores e pode desaparecer até mesmo
antes da cura do dano tecidual (CARR e
GOUDAS, 1999; PARK e VASKO, 2005).
Por outro lado, a dor cronica se caracteriza
por ser persistente, podendo durar meses ou
anos, e alteracOes adaptativas 0 que muitas
vezes dificulta o tratamento (IADAROLA e
CAUDLE, 1997; BESSON, 1999). A
percepcdo dolorosa a um determinado
estimulo nocivo tem como propdsito
biolégico alertar o organismo sobre algum
perigo no ambiente, incluindo a resposta
comportamental de proteger o organismo
contra possivel lesdo (CHENG et al., 2002).
A transmisséo da dor envolve uma interacéo
complexa de estruturas centrais e periféricas
desde a pele, visceras ou outros tecidos até o
cortex cerebral (FURST, 1999).

A origem da dor pode ser classificada
em quatro tipos principais: nociceptiva,
neurogénica, neuropatica e psicogénica. Dor
nociceptiva é provocada por estimulos sobre
0s nociceptores localizados nos tecidos. Dor
neurogénica reflete um dano tecidual
neuronal na periferia ou no sistema nervoso

-30 -



central (SNC). Dor neuropatica acontece
devido a uma disfuncdo ou dano no tecido
nervoso. A dor psicogénica origina-se de
uma fonte somatica identificavel e que pode
refletir fatores psicolégicos (MILLAN,
1999).

2.1. Mecanismos da nocicepgao

Os nociceptores sdo receptores para
diversas substancias algogénicas localizados
na membrana plasmatica e que traduzem o
sinal externo em potenciais de acdo. Estes
por sua vez, sdo propagados ao longo dos
axonios até o corpo celular no ganglio da
raiz dorsal (GRD), bem como ao corno
dorsal da medula espinhal (LEMKE, 2004).

Inicialmente, os impulsos nociceptivos
sdo recebidos pela medula espinhal, mais
precisamente pelo seu corno dorsal, que é a
area primaria de recebimento da maioria das
informacdes somatosensoriais
(COGGESHALL e CARLTON, 1997). O
corno dorsal da medula espinhal é uma
estrutura dividida em laminas, com base na
sua citoarquitetura, sendo que cada lamina
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se caracteriza por receber tipos diferentes de
informacdes. Alguns estimulos
somatosensoriais provenientes da pele,
musculos ou visceras também séo capazes
de chegar a medula espinhal atraveés do
corno ventral (ALMEIDA et al., 2004).

A ativacdo do nociceptor é decorrente
de uma despolarizacdo de membrana da
célula nervosa, favorecendo a liberacdo de
substancias quimicas, conhecidas como
neuropeptidios. Dentre eles destacam-se a
substancia P e neuroquinina A que atuam
como agentes pré-inflamatérios de forma
paracrina ou autécrina, bem  como
neurotransmissores que possuem papel na
transmissdo do sinal através das fibras
nervosas até o sistema nervoso central
(ROCHA et. al., 2007). A resposta
nociceptiva ocorre em tecidos que
contenham o nimero e o tipo apropriado de
nociceptores e o dano tecidual deve ser
intenso o suficiente para estimular e ativar
estes nociceptores (LEMKE, 2004).

A sensibilizagdo dos nociceptores
acontece em decorréncia de estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos, sendo estes
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responsaveis pela liberacdo local de diversos
mediadores capazes de estimular a
transmissdo da informacdo ao sistema
nervoso central (SNC). Esses mediadores
podem ser liberados pelos neurdnios
sensoriais e simpaticos e por células nédo
neuronais como plaquetas, leucdcitos,
mastacitos, celulas endoteliais, fibroblastos
e celulas de Schwann. Em um quadro
cronico, ha também participacdo de
mediadores liberados a partir de células
inflamatorias interferindo na transmisséo
nociceptiva (JULIUS e BASBAUM, 2001).

O tecido que recebe a maior parte dos
estimulos nociceptivos é a pele, sendo a
parte do organismo que fornece a maioria
das informacgdes nociceptivas (BESSON,
1999). De fato, na camada epidermal da pele
existem fibras aferentes de pequeno
didmetro responsaveis por conduzir as
sensacbes de pressdo intensa, calor
nociceptivo ou irritantes quimicos ao
sistema nervoso central e também outras
fibras ndo mielinizadas, de didmetro maior,
responsaveis por conduzir sensagdes indcuas
como toque ou leves variagbes da
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temperatura. Seus axonios podem ser
mielinizados ou ndo e sdo envoltos por
células de Schwann, quee servem para
protecdo, suporte, fonte de nutrientes,
auxilio no reparo, regulacdo do pH e do
balango i0nico nas proximidades dos
neurdnios sensoriais (MILLER et al., 2002).
As células de Schwann também possuem
atividade  secretoria, podendo liberar
citocinas, aminoacidos excitatorios e ATP,
que modulam a transmissdo de estimulos
sensoriais (JEFTINIJA e JEFTINIJA,1998;
IRNICH et al., 2001).

Estimulos nociceptivos resultam na
liberacdo local de diversos mediadores
quimicos, que medeiam, facilitam ou ainda
atenuam a transmissdo da informacdo ao
sistema nervoso central. Apds a lesdo
tecidual, esses mediadores sdo liberados por
neurdnios sensoriais e simpaticos e por
celulas ndo neuronais, como as células
inflamatorias. Tais mediadores fazem com
que a informacdo sensorial seja levada,
através das fibras aferentes, ao sistema
nervoso central para que este a processe e
responda adequadamente em cada situagédo
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(BESSON, 1997). Dessa maneira, percebe-
se que o processo doloroso é bastante
complexo, portanto, o tratamento com
substancias analgeésicas requer farmacos que
atuem em diferentes etapas do processo de
transmissdo e/ou condugdo percepcao
dolorosa.

3. FARMACOS UTILIZADOS NO CONTROLE
DA DOR E DA INFLAMAGAO

Atualmente, varios medicamentos
para o tratamento da dor e inflamagdes
encontram-se disponiveis para uso clinico.
Dentre 0s mais usados, 0s glicocorticoides
possuem grande amplitude de acdes
farmacoldgicas, merecendo destaque seus
efeitos antiinflamatérios e
imunossupressores capazes de inibir tanto as
manifestacdes iniciais quanto as tardias do
processo inflamatorio (ADCOCK et al.,
2005).  Apesar dos  glicocorticdides
apresentarem  excelentes  propriedades
antiinflamatérias quando utilizados na
terapéutica, seu freqiente uso produz
drésticos efeitos colaterais. Tal fato encoraja
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a busca por substancias com menos efeitos
indesejaveis e com maior seletividade de
acdo antiinflamatoria.

Os antiinflamatorios néo-esteroidais
(AINEs), possuem como molécula-alvo a
enzima cicloxigenase (COX). A inibicdo da
atividade das COXs (COX-1 constitutiva,
COX-2 induzida, ou ambas) é um dos
principais mecanismos de acdo de diversos
farmacos, analgésicos e antiinflamatorios,
especialmente os AINEs como o 4cido
acetilsalicilico (aspirina®) e a indometacina.
Desta forma, seu efeito antiinflamatoério
deve-se principalmente a inibicdo da
producdo de prostaglandinas como a
prostaglandina E2 (PGE2), PGD2 e PGIZ2,
bem como dos tromboxanos (TXs)
(SAFAYHI, 1997; FITZGERALD, 2003).

Como a COX-2 é uma enzima
expressa por células envolvidas na
inflamacao, foi correlacionada como sendo a
maior responsavel pela producdo de
prostandides como prostaglandinas,
prostaciclinas e o0s tromboxanos, nos
processos inflamatdrios e dolorosos. A partir
dai a busca por inibidores seletivos de COX-
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2 se tornou intensa. Assim, foram
desenvolvidos inibidores seletivos da COX-
2 da primeira geracdo, incluindo o celecoxib
(Celebrex®; Pharmacia), e o rofecoxib
(Vioxx®; Merck) que foram aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) para
0 tratamento da artrite (FITZGERALD,
2003). Foram desenvolvidos também os
inibidores seletivos para COX-2 de segunda
geracdo como o valdecoxib® (Bextra;
Pfizer), etoricoxib® (Arcoxia; Merck) e o
lumiracoxib® (Prexige; Novartis)
(FITZGERALD, 2003).

Entretanto, estudos demonstram que o
Vioxx pode causar sérios efeitos colaterais
cardiovasculares como ataque cardiaco e
infarto  (BOMBARDIER et al., 2002).
Apesar disto, a comercializacdo do Vioxx
continuou e ap06s 18 meses de uso continuo,
varios individuos exibiram os distdrbios
cardiovasculares descritos acima.
FITZGERALD (2003) demonstrou que
rofecoxib e o celecoxib sdo capazes de
reduzir além dos niveis de PGE2, os niveis
de prostaciclina (PGI2). A producdo de
PGI2 pode causar inibicdo da agregagéo
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plaquetaria, inducdo da vasodilatacdo e
prevencdo de proliferacio em células
musculares lisas in vitro. Os inibidores ndo
seletivos de COX inibem tanto sintese de
PGI2 como também de tromboxano A2,
enquanto que os inibidores seletivos da
COX-2 inibem somente a producdo da
PGI2. A producdo de tromboxano A2 fica
intacta podendo induzir a agregacao
plaquetaria, vasoconstricdo e proliferacdo
vascular. Em longo prazo a reducédo da PGI2
e 0 aumento da tromboxano devem
predispor os pacientes ao risco de infarto do
miocardio e outros problemas
cardiovasculares. Motivados por estes
relatos, a Merck anunciou a retirada
voluntéria do mercado, em todo o mundo,
do medicamento Vioxx, indicado para o
tratamento da artrite e dor aguda.

Dentre os multiplos mecanismos nos
quais os farmacos antiinflamatérios
esteroidais atuam, merece destaque a
inibicdo da migracdo celular para a area
afetada, através da supressdo da expressdo
de moléculas de adesdo, ou da inducdo da
sintese de uma proteina inibidora de
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fosfolipase A2, a anexina-1 (também
conhecida como lipocortina).  Outro
mecanismo de acdo dos corticosterdides
ocorre através da ativacdo de receptores
nucleares para glicocorticdides que regulam
a transcricdio de alguns genes pro-
inflamatérios  de  resposta  primaéria,
incluindo os que expressam a COX-2. O
complexo esterdide-receptor também €
capaz de promover inibicdo da transcri¢do
de um grande ndmero de citocinas
envolvidas na  inflamagdo  cronica,
destacando-se principalmente a interleucina-
1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF-
alfa). Além disso, os corticosterdides podem
ainda promover uma repressdo da sintese
dos receptores das citocinas, como dos
receptores da IL-2 (RODRIGUES et al.,
2003; DALLOB et al., 2003).

4. PRODUTOS NATURAIS

O uso de produtos naturais é tdo
antigo quanto a histéria humana. Existem
relatos de povos egipcios datados cerca de
1500 anos a.C., que descrevem varias
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doencas e seus tratamentos utilizando
produtos de origem natural. Textos de
civilizagbes antigas como as do oriente
médio, sumérios, assirios, bem como gregos
e povos nativos americanos deixaram seu
legado acerca de seus conhecimentos sobre
a utilizacdo de produtos naturais para o
tratamento de algumas enfermidades
(LOMBARDINO et al., 2004).

Ao passar dos anos essas informacdes
se tornaram grandes tesouros para a
industria farmacéutica, o que impulsionou a
busca pela identificagdo de principios ativos
e, conseqlientemente, na sintese de uma
gama de medicamentos que atualmente sdo
utilizados para o tratamento de varias
doencas. Antenados a essa realidade, a
ciéncia mundial passou a perceber que 0s
estudos de produtos naturais orientados pelo
uso popular apresentam um interessante
alvo a ser explorado a descoberta de novos
farmacos (YUNES e CALIXTO, 2001).
Assim, para validagdo cientifica de uma
fonte de recurso natural, algumas etapas
devem ser seguidas, como: estudos
taxondmicos, identificagdo quimica, testes
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farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos e
trabalhos nas comunidades para indicar a
forma de wuso correta (CAMURCA-
VASCONCELOS et. al., 2005).

Em 1828, o professor Friedrich
Wohler, demonstrou a possibilidade de
produzir compostos sintéticos através de
manipulacdo quimica, utilizando produtos
de origem animal e vegetal como matéria
prima (SZEKESSY- HERMANN, 1978). A
industria aperfeicoou 0 método de Wohler e
alguns anos apds sua descoberta ja era
possivel conjugar moléculas inorganicas
com compostos organicos. Como exemplo
tem-se a sintese do &cido acetil-salicilico
(AAS). O é&cido salicilico é o precursor do
acido acetil-salicilico que é extraido da
casca do salgueiro (Salix Alba), sendo em
seguida conjugado com um acetato,
formando o AAS, um dos medicamentos
mais utilizados na histéria humana
(LEVESQUE et al., 2000; LOMBARDINO
etal., 2004).

Cem anos apés a descoberta de
Wohler, o médico Alexander Fleming foi
responsavel por outro importante divisor de

41—



aguas para a indastria farmacéutica,
descobrindo um produto bioativo derivado
de fungos. Ele observou que placas de
culturas de  Staphylococcus, quando
contaminadas com um bolor, provocavam a
morte bacteriana. Posteriormente, Fleming
descobriu que esses fungos, do género
Penicillium produziam uma substancia
bactericida que ele denominou de penicilina.
Alguns anos mais tarde, Howard Florey e
Ernst Chain conseguiram purificar a
substancia, comprovando os resultados de
Fleming. A penicilina ajudou a salvar
muitas vidas sendo um dos antibidticos mais
utilizados atualmente na clinica
(BENTLEY, 2005).

Atualmente, cerca de 25-30% de todos
0s medicamentos utilizados na terapéutica
sdo de origem natural ou derivado de algum
composto natural. Além disso, o Brasil tem
uma das maiores biodiversidade do mundo,
possuindo cerca de 20-22% de todas as
plantas e microorganismos existentes no
planeta (CALIXTO, 2005). Varios trabalhos
demonstram importantes resultados acerca
da utilizacdo de produtos naturais em
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diferentes patologias (BUTLER, 2004;
GULLO et al., 2006). Embora, as plantas
medicinais sejam muitas vezes 0 Unico
recurso terapéutico de comunidades e
grupos étnicos, o conhecimento agregado
perante toda essa biodiversidade ainda é
pequeno (MACIEL et al., 2002; CALIXTO,
2005).

Mesmo a medicina convencional
tendo superado muitas das terapias
populares, ressurgiu nos ultimos anos um
grande interesse, especialmente pela
inddstria  farmacéutica, em examinar o0
potencial biol6gico de substancias extraidas
de plantas medicinais (ZHANG et al.,
2001). Dessa forma, a industria tem se
voltado ao conhecimento popular a fim de
adquirir informacdes terapéuticas que foram
sendo  acumuladas  durante  séculos
Ressurgindo das pequenas comunidades, a
cultura medicinal tem despertado também o
interesse de pesquisadores, em estudos
envolvendo areas multidisciplinares, como
por exemplo, taxonomia, boténica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas
enriguecem 0s conhecimentos sobre a
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inesgotavel fonte medicinal natural, sendo
um caminho promissor e eficaz para
descobertas de novos medicamentos
(MACIEL et al., 2002).

No entanto, as plantas medicinais néo
sd0 as Unicas fontes de substancias bioativas
que vém sendo extensivamente estudados.
Nos ultimos anos, alguns metabolitos
animais e compostos produzidos por fungos
vém ganhando destaque perante a industria
farmacéutica (BENTLEY, 2005). Dentre os
compostos bioativos isolados de diferentes
espécies de fungos podemos mencionar
terpendides,  esterdis, acidos  graxos,
proteinas, lectinas, proteoglicanas e
polissacarideos (WASSER, 2002; LIU et al.,
2007; MORADALI et al., 2007). Tais
compostos apresentam uma vasta gama de
acOes incluindo a capacidade em reduzir os
niveis plasméaticos de colesterol e
modulador de sistema imune e de
crescimento de tumores (SMITH, ROWAN,
SULLIVAN, 2002; WASSER, 2002).

“44 —



5. FUNGOS, ENDOFITICOS E ESPECIE
RHIZOCTONIA SOLANI

As associacdes entre 0s seres Vivos €
uma condicdo vital para espécies incapazes
de conseguirem, sozinhas, meios de
sobrevivéncias, como obtencdo de nutrientes
e defesas contra espécies predadoras. Entre
0S microorganismos, o0s fungos séo os que se
encontram mais frequentemente associados
as plantas (ZOBERI, 1972). Os fungos néo
produzem clorofilas (sdo heterotroficos) e
sua  parede celular é  constituida
principalmente de quitina. Assim, para que
ocorra O sucesso na sobrevivéncia é
inevitavel a sua associagdo com outros seres
vivos, especialmente as plantas, ou de sua
capacidade de assimilar nutrientes do meio
ambiente. Estas associacfes podem ser
parasitarias, mutualistas ou comensais
(RICHARDSON, 1999).

Os fungos podem  apresentar
frutificagdes de duas naturezas, ou seja, a da
forma teleomorfica, antigamente
denominada "forma perfeita” ou sexuada e
frutificacbes  assexuadas ou  clonais,
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antigamente denominadas "forma
imperfeita” e hoje, anamorfica. Na maioria
das vezes, para cada espécie existe urna
forma anamorfica e uma  forma
teleomorfica. Assim, conclui-se que 0s
fungos, em geral, podem possuir, ao
contrario do que ocorre em outras espécies
de organismo, dois nomes cientificos para
uma mesma entidade bioloégica, um da
forma teleomérfica e outro da forma
anamorfica. Nos paises tropicais e
subtropicais onde existem extremos de
temperaturas menores, a grande maioria dos
fungos fitopatogénicos se manifesta sob a
forma assexuada ou anamorfica e apenas
raramente algum desses fungos manifesta a
forma sexuada ou teleomorfica (PUTZKE e
PUTZKE, 1998).

Os microrganismos, principalmente os
fungos, sdo responsaveis por importantes
transformagfes metabolicas no organismo
que parasitam, pelo controle bioldgico de
pragas e doencas, pela fixacdo biologica do
nitrogénio atmosférico, e degradacdo de
compostos toxicos. Além disso, eles
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também apresentam potencial na producao
de compostos de atividade biologica.

Endofiticos séo todos 0S
microrganismos capazes de colonizar, em
alguma fase do seu ciclo de vida, tecidos
vegetais, principalmente suas partes aereas,
sem causar dano a planta (PETRINI, 1991)
ou de forma mais pratica, microrganismos
isolados de tecidos vegetais desinfectados
superficialmente ou de partes internas das
plantas (HALLMANN et al., 1997).

Fungos endofiticos sdo encontrados na
maioria das espécies vegetais,
permanecendo em estado de laténcia ou
colonizando ativamente os tecidos de forma
local ou sistémica. Por ocuparem um nicho
ecoldgico semelhante aqueles ocupados por
patdgenos os endofitos apresentam grande
potencial para o controle bioldgico
(HALLMANN et al., 1997). Este controle
pode ser resultante de diversos mecanismos:
competigédo por espaco e nutrientes na planta
hospedeira, produgdo de compostos
antimicrobianos (PLEBAN et al., 1997; LI
et al., 2000) e inducdo de resisténcia
sisttmica (M’PIGA et al, 1997;
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BENHAMOU et al., 1998; DUIJFF et al.,
1997).

Processos de interacdo  entre
microrganismos e plantas j& vem sendo
relatados hd muitas décadas. Com exce¢édo
da associacdo entre plantas e fungos
micorrizicos e de bactérias diazotroficas da
rizosfera acreditava-se que esta interacéo
levasse a formacdo de lesbes nos tecidos
vegetais, as quais poderiam causar a morte
no interior de tecidos vegetais sem que 0s
hospedeiros  sofram  qualquer  dano
aparente, abrindo desta forma novas
perspectivas para o estudo das interagdes
plantas/microrganismos (AZEVEDO et
al., 2000).

Plantas contendo fungos endofiticos,
na maioria das vezes, sdo rejeitadas por
herbivoros, isto esta associado a producéo
de compostos téxicos aos herbivoros
produzidos em parte pelos endofiticos.
Inicialmente, 0  conhecimento  da
comunidade endofitica associada ao
hospedeiro de interesse, é importante, pois
qualquer desequilibrio na populacdo de
endofiticos  podera  proporcionar 0
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estabelecimento de patégenos (ARAUJO
etal., 1995).

O género Rhizoctonia foi descrito pela
primeira vez pelo micologista francés De
Candolle, em 1815, como sendo um fungo
néo esporulante que ataca,
preferencialmente, raizes e que produz
filamentos de hifas a partir de esclerdédios
(SNEH et al, 1991). O micélio é
caracterizado pela ramificacdo em angulo
reto com septacdo imediatamente e apds o
ramo, constricdo na base da ramificacdo e
septo doliporo. A fase sexuada deste fungo €
Thanatephorus cucumeris, classificado no
reino Fungi, filo Basidiomycota, ordem
Ceratobasidiales, Ceratobasidiaceae
(BUTLER; BOLKAN, 1973, ANDERSON,
1982; ADAMS, 1988). Dentre as plantas
afetadas por este fungo merece destaque a
aroeira-vermelha, que é usada na medicina
popular  para diferentes  finalidades,
incluindo dor e inflamacdes.

Desde o século passado, os endofiticos
tém sido usados como agentes de controle
biolégico de pragas e doengcas como
bioherbicidas e como vetores para introduzir
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genes em plantas hospedeiras (AZEVEDO
et al., 2000). Especial atencdo vem sendo
dada a possibilidade da utilizacdo destes
microrganismos como vetores para a
introducdo de novas caracteristicas em
plantas de interesse ou mesmo para a
producdo de compostos biologicamente
ativos como antibidticos e metabdlitos
secundarios de interesse farmacoldgico
(MANDALA et al., 1997; STROBEL e
HESS, 1999; RODRIGUES et al., 2000).
Dessa maneira, fica evidente a importancia
sobre as substancias que os endofiticos sdo
capazes de produzir, tendo entdo, razdes
para aprofundar os estudos sobre o0s
produtos derivados desses organismos.
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MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss
adultos de ambos os sexos (25 a 35 Q),
provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas (BioCen-
UFAL). Os animais foram mantidos em
condicOes controladas de temperatura (22
1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de
12 horas) com livre acesso a racdo e agua
antes dos experimentos. Os animais
permaneceram no laboratério para sua
adaptacdo por um periodo de pelo menos 1
hora (h) antes da realizacio dos
experimentos. Todos os experimentos foram
aprovados e estdo de acordo com as normas
do Comité de Etica Institucional da UFAL
(Protocolo n® 23065.12614/2006-89).

2. OBTENGAO DO FUNGO ENDOFITICO

As sementes de aroeira-vermelha,
coletadas de planta sadia com cerca de seis
anos de idade e trés metros de altura, no
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Campus A.C. Simdes da UFAL, Maceio
(AL), foram desinfectadas em etanol (70 %)
durante 30 segundos, seguido por banho em
solucdo de hipoclorito de sdédio (10 %)
durante 20 minutos. Em seguida, o material
foi filtrado e as sementes lavadas com agua
destilada  estéril por quatro vezes.
Posteriormente, as  sementes  foram
maceradas mecanicamente e semeadas em
nove placas de Petri (quatro sementes/placa)
contendo papel de filtro umedecido e meio
BDA (batata-dextrose-agar).

As sementes foram mantidas em meio
BDA (llustracdo 1) por 40 dias sob
iluminacdo  constante a  temperatura
ambiente (25 + 3°C). Apo0s este periodo,
utilizando-se caracteristicas macroscopicas e
micromorfoldgicas o fungo foi identificado
como sendo uma fase teleomdrfica da
espécie Rhizoctonia solani.

Apos a identificagdo, a biomassa foi
fragmentado e transferido para 50
Erlenmeyers, onde ficou por mais 30 dias
em meio BD (batata-dextrose) (llustracdo
2). Ap6s esse periodo, a biomassa do fungo
obtida foi seca em estufa (60°C) sendo em
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seguida macerada mecanicamente e mantida
em metanol por 24 horas para posterior
fracionamento. Em seguida, o material foi
aplicado a coluna de silica, e o eluato obtido
submetido ao rotaevaporador para evaporar
0 solvente. Em temperatura ambiente o
material cristalizado obtido foi denominado
fracdo metandlica (FM).

llustracéo 1. Crescimento do teleomorfo em meio
BDA.
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llustracgéo 2. Biomassa do teleomorfo R. solani
crescendo em meio BD.

Rota vapor

Coluna de silica Metanol por
24h

llustracdo 3. Fracionamento
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3. AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA

3.1. Teste de contor¢do abdominal induzida por
acido acético

A resposta nociceptiva foi induzida
pela injecdo intraperitoneal (i.p.) de &acido
acético (0,8 %) diluido em &gua. O total de
contorgbes abdominais foi  registrado
durante 10 minutos, tendo-se iniciado o
registro da contagem 5 minutos apds a
injecdo do acido acético (llustracdo 3). O
tratamento com a FM (0,1, 1, 10 e 100
mg/kg), solugdes salina (NaCl, 0,9 %) ou
indometacina (20 mg/kg), foi feito por via
intraperitoneal (i.p.) por 1h ou até 8 h antes
do estimulo algico.
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llustracao 4. Resposta nociceptiva (contorcéo
abdominal) induzida por &cido acético em
camundongo.

3.2. Teste da placa quente

Os camundongos foram colocados
sobre uma placa de metal aquecida (54 + 1
°C) e a resposta ao estimulo térmico, ato de
saltar ou lamber uma das patas posteriores,
foi registrado como tempo de laténcia
(llustracdo 6). Foi adotado um cut-off (o
tempo méaximo de permanéncia do animal
sobre a placa) de 30 segundos para preservar
0 animal de possiveis lesbes causadas pela
exposicdo a tempos superiores. Os animais
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foram pré-tratados com a FM (1, 10 e 100
mg/kg, i.p.), salina ou morfina (5 mg/kg,
i.p.), a medida do tempo de laténcia foi
registrada no seguinte intervalo de tempo
(60 min).

llustracdo 5. Animal exposta a placa quente (Hot Plate).
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3.3. Teste de formalina

Neste modelo os animais receberam
uma injecdo intraplantar (i.pl) contendo 10
pl de solucdo de formalina a 2 % na pata
posterior direita (llustracdo 4). Logo apods a
injecdo da formalina, os animais foram
colocados individualmente, sob funil de
vidro invertido para facilitar a observacéo.
O tempo que animal permaneceu lambendo
ou mordendo a pata injetada com formalina
foi avaliado durante 30 min, sendo este
periodo  considerado  indicativo  de
nocicepcdo (llustracdo 5). Este modelo
permite avaliar duas fases de sensibilidade
dolorosa: a primeira fase, que ocorre durante
0s primeiros 5 minutos apo6s a injecdo de
formalina (dor de origem neurogénica), e a
segunda fase, que ocorre entre 15 a 30
minutos apo6s a formalina, representando a
dor inflamatéria. Uma hora antes do
estimulo nociceptivo os animais foram pré-
tratados (i.p.) com a FM (10 mg/kg), salina
ou indometacina (20 mg/kg) (HUNSKAAR
e HOLE, 1987).
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llustracdo 6. Inje¢do intraplantar (i.pl.) de formalina (2 %).

llustragdo 7. Resposta nociceptiva (lambida da pata)
induzida pela inje¢do i.pl. de formalina (2 %).
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4. AVALIAGAO DA ATIVIDADE
ANTIINFLAMATORIA

4.1 Testes de edema de pata

A andlise do edema de pata foi
realizada com auxilio do aparelho de
pletismémetro (lustracao 7). @)
equipamento é composto por duas cubetas
de acrilico ligadas através de sistema de
vasos comunicantes e preenchidas com,
agua destilada, solucdo salina (0,45 %) e
detergente (1 %). A pata do camundongo €
imersa até a juncao tibio-tarcica em uma das
cubetas, e o volume deslocado para a
segunda cubeta — proporcional ao volume da
pata imersa — € medido com auxilio de um
sensor eletronico de presséo e registrado. Os
animais receberam uma injecéo intraplantar
com carragenina (300 pg/pata), histamina
(100 pg/pata) ou PGE2 (100 ng/pata) na
pata esquerda, sendo o volume final de 50
pl/pata. A pata direita recebeu apenas
solugdo salina (NaCl, 0,9%). Os animais
receberam 1 hora antes por via i.p. a FM (10
mg/kg) ou indometacina (20 mg/kg). Apds
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os diferentes estimulos o volume de cada
pata foi avaliado em diferentes tempos (0,5,
1, 2 ou 4h) sendo os valores expressos em
microlitros (uUL) de acordo com a seguinte
formula:

A Volume (uL) = (volume da pata esquerda)
— (volume da pata direita).

llustracdo 8. Avaliacdo do edema de pata utilizando o
Pletismometro.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os  resultados  obtidos  foram
analisados através do teste de andlise de
variancia do teste t e ANOVA, seguido do
teste estatistico one-way de Newman-Keuls-
Student. Os dados foram expressos como a
média * erro padrdo da média (EPM) de no
minimo 4 animais, onde os valores de
P<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.
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RESULTADOS

1. ANALISENDA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA
DA~ FRACAO METANOLICA DO FUNGO
ENDOFITICO RHIZOCTONIA SOLANI

1.1. Efeito da FM na nocicepcao induzido por
acido acético

A contor¢do abdominal induzida por
acido acetico decorre da irritagdo quimica na
cavidade peritoneal. Mesmo sendo um
modelo de nocicep¢do de facil execucdo, o
teste de contorcdo abdominal permite
avaliar a atividade antinociceptiva de varias
substancias que atuam tanto em nivel central
quanto periférico (SHINDE et al., 1999).
Por se tratar de um método simples,
econdmico e rapido, este modelo foi o
primeiro passo no estudo da atividade
antinociceptiva da FM.

Conforme apresentado na Figura 1, o
pré-tratamento dos animais por 1 hora com
FM (0,1,1, 10 e 100 mg/kg, i.p.) foi capaz
de produzir uma inibicdo significativa das
contorgdes abdominais induzidas pelo acido
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acético em todas as doses testadas.
Resultado semelhante também obteve o
grupo tratado com um farmaco padréo,
indometacina (20 mg/kg, i.p.).

501 3 salina
@l Indometacina
M

Numero de contor¢des

0,1 1
Dose (mg/kg, i.p.)

Figura 1. Efeito da FM na nocicepcao
induzida  por acido  acético em
camundongos. Animais usados como
controle foram tratados com solucdo salina
ou com indometacina (20 mg/kg, i.p.). A
FM, nas diferentes doses, foi administrada
por via (i.p) 1 h antes do &cido acético. Cada
valor representa a média £ EPM (n = 6). As
diferencas estatisticas foram determinadas
pela analise de variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Student-Newman-Keuls. (*)
denota nivel de significancia comparado ao
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grupo tratado com salina. **P<0,01 e
***P<(0,001.

1.2. Duragdo do Efeito FM na nocicepgao
induzido por &cido acético

Buscando avaliar a duracdo do efeito
antinociceptivo induzido pelo FM, animais
tratados com a FM foram, em diferentes
tempos (30, 60, 120, 240 e 480 min),
submetidos ao estimulo com acido acético.
Como mostrado na Figura 2, o tratamento
com FM (10 mg/kg, i.p.) apresentou em 30
min um efeito antinociceptivo bastante
significativo que perdurou por no minimo 8
h.
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- 30 60 120 240 480
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Figura 2. Duracéo do efeito antinociceptivo
da FM. O numero de contor¢des abdominais
foi registrado em diferentes intervalos de
tempo apds tratamento da FM na dose de
(10  mg/kg, i.p.). Animais controles
receberam tratamento com salina. Cada
ponto representa a média £+ EPM de 6
animais. As diferengas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o
teste de Newmann-Keuls-Studant.
***p<0,001 denota nivel de significancia
comparado ao grupo tratado com salina.

1.3. Efeito da FM na nocicepgao induzida pela
placa quente

Neste modelo, o estimulo térmico atua
diretamente nos nociceptores periféricos
com imediata conducdo do sinal ao SNC,
sendo recebida pelo cértex cerebral e
entendida como nociva ao organismo,
emitindo o sinal de resposta como retirada
imediata da parte do organismo em contato
com a fonte agressora (KURAISCH et. al.,
1983). Assim, podem-se avaliar os efeitos
de farmacos com acdo central como a
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morfina, farmaco de referéncia nesse
modelo, que age inibindo diretamente a
transmissdo ascendente das informacoes
nociceptivas na medula espinhal e ativando
circuitos  eferentes que partem do
mesencéfalo e chegam ao corno dorsal da
medula (GUSTEIN; AKIIL, 2003).

De acordo com a Tabela 1, o pré-
tratamento por 60 minutos com a FM,
apenas nas doses de 10 e 100 mg/kg, foi
capaz de aumentar o tempo de laténcia na
percepcao do estimulo nociceptivo induzido
de placa quente (54 °C), indicando assim,
que os efeitos antinociceptivos da FM
parecem decorrer de uma acdo central. Em
outro grupo experimental, o tratamento com
morfina revelou um aumento significativo
no tempo de laténcia.
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Tabela 1. Efeito da FM no modelo da placa

guente.
Tratamen Concentracéo 'I'lenlpo_de
aténcia
to (mg/kg)
(s)
Salina ) 70+15
1 10,9+ 3,7
EM 10 138429 *
100 160+4,0*
Morfina 5 142+2,7*

A resposta foi analisada no tempo de
60 min ap6s administracdo de salina, FM (1,
10 e 100 mg/kg, i.p.) ou morfina (5 mg/kg,
i.p.). Os resultados foram representados pela
média £ EPM de 6 animais. As diferencas
estatisticas foram detectadas com ANOVA
seguidos com o teste de Newmann-Keuls-
Studant. (*) p < 0,05 denota nivel de
significancia comparado ao grupo salina.
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1.4. Efeito da FM na nocicepgao induzida pela
formalina

Como mostra a Figura 3, o tratamento
por via intraperitoneal com a FM (10
mg/kg) foi capaz de inibir a resposta
nociceptiva induzida por formalina de
maneira  significativa tanto na fase
neurogénica (0 a 5 min) quanto na fase
inflamatéria (15 a 30 min), quando
comparado ao controle tratado com salina.
Vale destacar que 0s animais que receberem
indometacina (20 mg/kg, i.p.) apresentaram
inibicdo da resposta nociceptiva apenas na
fase inflamatéria.

N
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Figura 3. Efeito do tratamento com a FM
sobre a nocicepcao induzida por formalina.
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Os animais foram tratados por via
intraperitoneal com a FM (10 mg/kg), salina
ou indometacina (20 mg/kg) e a nocicepc¢ao
medida de 0-5 min (ha primeira fase) e de
15-30 min (na segunda fase) ap06s a injecdo
(i.pl.) de formalina. Os resultados foram
representados pela média + EPM de 4
animais. As diferengas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o
teste de Newmann-Keuls-Studant.
***p<0,001 denota nivel de significancia
comparado ao grupo salina da respectiva
fase.

Com propésito de avaliar o
mecanismo de a¢do responsavel pelas acbes
antinociceptivas da FM obtido a partir da
biomassa do fungo Rhizoctonia solani, foi
utilizado diferentes estratégias, incluindo
antagonista opiodide, dopaminérgico,
adrenérgico, muscarinico e inibidor da
enzima Oxido nitrico sintase (L-NAME).
Para todas as estratégias, os animais foram
tratados previamente por 15 min antes da
administracdo da FM (10 mg/kg, i.p.). Como
revelado na Tabela 2, o tratamento com FM
induziu um efeito antinociceptivo em ambas
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as fases do teste de formalina, fenbmeno que
foi revertido apenas pelo pré-tratamento
com naloxana, sugerindo que o sistema
opidide esteja envolvido nas acdes
antinociceptivas da FM. Vale apena ser
observado também que outros antagonistas
como  metoclopramida e  ioimbina
intensificaram o efeito antinociceptivo da
FM.
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Tabela 2. Efeito do tratamento com a FM
sobre a nocicepcao induzida por formalina.

Tempo de
Pré-tratamento lambida (s)
. Grupo
(i.p.) 12 22
Fase Fase
) salina 57,5 180,8
+12 +149
115 60,6 +
- FM +10 4,2
*k*k *k*k
Metoclopramidra EM 43+ 145+
(1 mg/kg) 1,9 6,5
loimbina (1 EM 35+ 56+
mg/kg) 0,9 0,3
Atropina (1 EM 175 538+
mg/kg) +55 84
L-NAME (20 EM 11,8 86
mg/kg) +32 299
35,8 181,8
Naloxona (1 EM £85 +313
mg/kg) + v
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Os animais foram tratados por via
intraperitoneal com a FM (10 mg/kg) e
salina, a nocicepcdo medida de 0-5 min. (na
primeira fase) e de 15-30 min. (ha segunda
fase) apos a injecdo (i.pl.) de formalina. Os
resultados foram representados pela média +
EPM de 4 animais. As diferencas estatisticas
foram detectadas com ANOVA seguidos
com o teste de Newmann-Keuls-Studant.
***p<0,001 denota nivel de significancia
comparado ao grupo salina da respectiva
fase. "P<0,05 denota nivel de significancia
comparado ao grupo FM da respectiva fase.

2. ANALISE DA ATIVIDADE  ANTI-
INFLAMATORIA DA FRAGAO METANOLICA
DO FUNGO RHIZOCTONIA SOLANI NO
MODELO DE EDEMA DE PATA INDUZIDA POR
CARRAGENINA

Com a finalidade de analisar o efeito
da FM sobre o processo inflamatorio,
utilizamos o modelo de edema de pata
induzido por carragenina (300pg/50pul/pata).
1h antes os animais foram tratados com a
FM (10 mg/kg, i.p.), e apds 30, 60 120 ou
240 minutos o edema formado foi avaliado.
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Os resultados demonstram que a FM induz
uma reducdo significativa na formacdo do
edema a partir de 60 minutos da injecdo do
estimulo até 4 horas. Vale destacar que este
fendmeno se mostrou mais eficaz do que o
grupo tratado com indometacina (Figura 4).

601
-© Salina

& Indometacina
- FM

504

A Volume (uL)

30 60 120 240
Tempo (minutos)

Figura 4. Efeito da FM sobre o edema de
pata induzida por carragenina. Os animais
foram  pré-tratados com salina ou
indometacina (20 mg/kg, i.p.) 1 h antes do
estimulo. A avaliacdo foi realizada em
diferentes tempos apo0s injecdo com
carragenina  (300pg/50ul/,  ipl). Os
resultados foram representados pela média +
EPM de 6 animais. As diferengas estatisticas
foram detectadas com ANOVA seguidos
com o teste de Newmann-Keuls-Studant. (*)
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denota nivel de significancia comparado ao
grupo tratado com salina. **P<0,01 e
***P<(0,001.

2.1. Efeito da FM sobre o edema de pata
induzido por histamina

Dando continuidade a andlise da
influéncia da FM sobre os parametros da
resposta inflamatoria, utilizamos outros
estimulos edematogénicos como histamina e
PGE2. Assim, primeiramente 0s animais
foram pré-tratados com FM (10 mg/kg, i.p.)
e 1 h ap6s foram estimulados na pata com
histamina (100 pg/pata). Ap6s 30 min da
injecdo com histamina o edema formado foi
avaliado. Como demonstrado na Figura 5, o
tratamento por 1 h com prometazina (5
mg/kg, i.p.), um antagonista de receptor
histaminico, se mostrou efetivo na inibicédo
da formagdo do edema induzido por
histamina. Neste mesmo experimento, o pré-
tratamento com FM reduziu de maneira
significativa a formacdo do edema quando
comparado ao grupo tratado com salina
(Figura 5).
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Figura 5. Efeito da FM sobre o edema de
pata induzida por histamina. Os animais
foram estimulados com histamina (100
pg/pata) e avaliados ap6s 30 mim. Os
animais foram pré-tratados com salina,
prometazina (5 mg/kg, i.p.) ou FM (10
mg/kg, i.p.) 1 h antes do estimulo. Os
resultados foram representados pela média +
EPM de 6 animais. As diferencas estatisticas
foram detectadas com ANOVA seguidos
com o teste de Newmann-Keuls-Studant.
***p<0,001 denota nivel de significancia
comparado ao grupo tratado com salina.
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2.2. Efeito da FM sobre o edema de pata
induzido por PGE2

Em outro grupo experimental, 0s
animais foram tratados com a FM (10
mg/kg, i.p.), e ap6s 1 h, os animais foram
estimulados com injecdo intraplantar com
PGE2 para inducdo do edema. Neste
experimento, verificamos que o estimulo
com PGE2 (100 ng/pata) foi capaz de
induzir edema de maneira significativa,
sendo que o pré-tratamento com FM foi
capaz de inibir de modo significativo o
edema formado (Figura 6). Indometacina
(20 mg/kg, i.p.), administrado 1 h antes do
estimulo, utilizado como controle, se
mostrou efetivo na inibicdo da formacédo do
edema induzido por PGE2 (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da FM sobre o edema de
pata induzida por PGE2. Os animais foram
estimulados com PGE2 (100 ng/pata) e
avaliados apds 1 h. Os animais foram pre-
tratados com salina, indometacina (20
mg/kg, i.p.) ou FM (10 mg/kg, i.p.) 1 h antes
do estimulo. Os resultados foram
representados pela média £+ EPM de 6
animais. As diferencas estatisticas foram
detectadas com ANOVA seguidos com o
teste de Newmann-Keuls-Studant. (*)
denota nivel de significancia comparado ao
grupo tratado com salina. **P<0,01 e
***p<0,001.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo
demonstram, pela primeira vez, que a fragdo
metanolica obtida a partir da biomassa do
fungo endofitico Rhizoctonia solani isolado
das sementes da planta aroeira-vermelha
apresentou uma atividade significativa
antinociceptiva e antiinflamatéria. Estes se
mostram relevantes uma vez que ndo ha
registros cientificos similares envolvendo
outras espécies deste género.

A descoberta de novas substancias
com atividade analgésica elou
antiinflamatéria € ainda um aspecto
altamente  desejdvel e de enorme
importancia para a industria farmacéutica e
consequentemente, para utilizacdo clinica.
Vérias evidéncias demonstram que um
grande nimero de medicamentos utilizados
terapeuticamente é derivado direta ou
indiretamente  de  produtos  naturais,
especialmente de plantas superiores, sendo
uma fonte inesgotavel de possibilidades para
a descoberta de novos medicamentos
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(KOEHN e CARTER, 2005). Entretanto,
varias dificuldades sdo encontradas por
aqueles que desejam estudar as acbes de
produtos de origem natural em sistema
biolégico, como por exemplo, a escolha de
modelos experimentais, a obtencdo de
extratos padronizados, a dificuldade de
obtencdo, isolamento e identificacdo das
substancias ativas. Somando-se a isso,
muitas doencas estdo associadas a multiplos
fatores, dificultando a escolha de um alvo
especifico para o estudo (COOKSON,
2004).

Atualmente, o uso clinico de novas
substancias com atividades analgésicas
utilizadas principalmente para o tratamento
de varios tipos de dor (tanto de origem
neurogénica quanto inflamatéria), vem
aumentando  significativamente.  Varios
modelos de analgesia em animais de
laboratérios podem ser utilizados para
verificar  atividade antinociceptiva de
fracbes e compostos isolados. No entanto,
esses modelos possuem caracteristicas
proprias, que devem ser consideradas, tais
como simplicidade, reprodutibilidade e
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validade dos resultados obtidos e
principalmente, a possibilidade de serem
correlacionados com  estudos  clinicos
(DICKENSON, 1997).

Inicialmente, este trabalho foi
conduzido utilizando o modelo de
contorcOes abdominais induzidas pelo acido
acético, com a intencdo de avaliar a
atividade  antinociceptiva da  fracdo
metanolica, bem como o tempo inicial de
sua acdo e a duracdo de seu efeito. O
modelo do acido acético vem sendo
utilizado ha muitos anos e se tornou uma
valiosa ferramenta para a triagem de novos
agentes com atividade analgésica e/ou
antiinflamatdria, tendo em vista que este
modelo é sensivel a farmacos com estas
propriedades (TJOLSEN e Hole, 1997;
LAFLAMME et al., 1999; LE BARS et al.,
2001). A administracdo intraperitoneal de
acido acético provoca a liberacdo de muitos
mediadores  presentes no  Processo
inflamatdrio, como as citocinas IL-1p, IL-6,
TNF-a, prostaglandinas, bradicinina entre
outros, sendo considerado, portanto, um
tipico modelo de nocicepcdo inflamatéria
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visceral (RIBEIRO et al., 2000, IKEDA et
al., 2001). A nocicepcdo causada pelo &cido
acetico, alem de ser influenciada pelas
muitas substancias pré-inflamatorias
liberadas, pode ser mediada em parte pela
dissociacdo dos prétons presentes no acido
acético, que estimulam diretamente canais
de cétions ndo seletivos, promovendo assim
0 inicio da dor visceral (IKEDA et al., 2001,
JULIUS e BASBAUM, 2001; COUTAUX
et al., 2005). De fato, a acidificacdo do
tecido pode ocorrer em uma variedade de
patologias, pois é bem conhecido que o0s
prétons mostram-se envolvidos na geragdo
da dor inflamatéria (REEH e KRESS, 2001;
VOILLEY et al, 2001). A fracdo
metanolica do endofitico R. solani reduziu
de forma significativa a nocicepgdo
provocada pelo acido acético em
camundongos. Além disso, o tratamento
com a fragdo metandlica produziu um efeito
antinociceptivo maximo ap6s 30 min de sua
administracdo, efeito este, que decresceu de
maneira gradual, permanecendo
significativo por no minimo 8 horas apos
sua administragé&o.
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Motivados pela acdo antinociceptiva
apresentada pela fracdo metandlica no
modelo de contor¢do abdominal por acido
acético, buscamos avaliar se este efeito
antinociceptivo seria decorrente de uma
possivel acdo central. Para isso, 0s animais
foram submetidos ao teste da placa quente.
Este modelo mostra-se atil por permitir
avaliar substancias com acdo central, tal
como a morfina (ANKIER, 1974). Os
farmacos que atuam por mecanismos
centrais para impedir a nocicep¢do, podem
inibir a transmiss&o do sinal na via aferente
ou eferente. A morfina, farmaco de
referéncia, age inibindo diretamente a
transmissdo ascendente das informacoes
nociceptivas na medula espinhal e ativando
circuitos  eferentes que partem do
mesencéfalo e chegam ao corno dorsal da
medula (GUSTEIN e AKIIL, 2003). A
fracdo metandlica, foi capaz de aumentar
significativamente o tempo de laténcia na
percepcdo do estimulo nociceptivo no
modelo de placa quente quando este foi
administrado 60 minutos antes da aplicacéo
do estimulo térmico, assim como 0 grupo
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tratado com morfina. Deste modo,
constatamos que os efeitos antinociceptivos
da fracdo  metandlica  mostraram-se
semelhantes ao da morfina, sugerindo uma
acao central.

Tendo por base os dados anteriores,
decidimos ampliar o conhecimento a
respeito do efeito antinociceptivo da fracéo
metandlica. Para isso, utilizamos o modelo
de inducdo de nocicepcdo pela injecdo
intraplantar de formalina. Ap6s 1 h do
tratamento com a fracdo metandlica,
administrado pela via intraperitoneal,
observou uma reducdo tanto na primeira
quanto na segunda fase da nocicepcéao
induzida pela formalina. Este modelo
permite avaliar dois tipos diferentes de dor,
a dor neurogénica e a inflamatéria. Na
primeira fase deste modelo, caracterizada
pela dor neurogénica, observa-se ativacdo
direta dos nociceptores presentes em
axonios nao-mielinizados, como fibras C, e
pouco mielinizadas, como as fibras A9,
acarretando na liberacdo de neuropeptideos
como SP e CGRP em terminais periféricos e
centrais (MCCALL et al.,, 1996; PUIG e
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SORKIN, 1996). Ja na segunda fase,
caracterizada pela dor inflamatoria, a dor é
mediada pela combinacdo de mecanismos
de sensibilizacdo, tanto na periferia quanto a
nivel central (HUNSKAAR e Hole, 1987;
TJOLSEN et al., 1992).

Tem sido demonstrado que a injecao
intraplantar de formalina em roedores
provoca a liberacdo de varias substancias
algicas e pro-inflamatdrias, as quais podem
estar diretamente relacionadas as fases
caracteristicas deste modelo. Dentre as
substancias liberadas, podemos destacar o
glutamato, prostaglandinas, 0xido nitrico,
taquicininas, protons, bradicinina, dentre
outros  (TJOLSEN et al, 1992,
MALMBERG, 1995; SANTOS e
CALIXTO, 1997).

Com propésito de avaliar o
mecanismo de acdo usamos diferentes
estratégias que incluem o uso dos
antagonistas do sistema opidide,
dopaminérgico, adrenérgico, muscarinicos e
um inibidor da sintese de oxido nitrico (L-
NAME) sobre a antinocicepgdo induzida
pela FM no modelo de formalina.
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O primeiro sistema investigado foi o
dopaminérgico, utilizando a
metoclopramida, um  antagonista  de
receptores D2 e blogueador de receptores 5-
HTs. A dopamina é um neurotransmissor
cujo papel estd diretamente relacionado a
varias neuropatologias, incluindo dor e
neurodegeneracdo. Estudos sugerem que o
sistema dopaminérgico encontra-se ativado
em situacOes que envolvem estresse através
da liberacdo de opidides enddgenos
(WOOD, 2004). Como nossos resultados
revelaram uma possivel acdo central da FM,
e sabendo que na prética clinica, a
metoclopramida € freqlientemente usada
concomitantemente com opiaceos como a
morfina, pré-tratamos os animais com este
antagonista e notamos que ndo houve
reversdo dos efeitos antinociceptivos da FM.
Em sintonia com estes achados, Kamerman
e colaboradores (2006) demonstraram que
ondansetron, um bloqueador de receptores
5-HT3, néo interfere na sensibilidade
nociceptiva e ndo afeta os efeitos
antinociceptivos da morfina.
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Em seguida, usamos um antagonista
do receptor a2 adrenérgico, a ioimbina. Os
receptores a2 estdo envolvidos na inibicao
da transmissd@o sensorial por interferirem na
condutdncia do calcio, em neurdnios
sensoriais presentes no corpo dorsal da
medula espinhal, inibindo assim, a liberagdo
de neurotransmissores (FURST, 1999).
Nossos resultados revelam que o tratamento
com ioimbina ndo foi capaz de reverter a
antinocicepcdo da FM descartando assim a
participagdo da via a2-adrenérgica nos
efeitos induzidos por esta fragéo.

Recentes achados demonstram que a
ativacédo periférica de receptores
colinérgicos muscarinicos produz
antinocicepgdo em diferentes modelos
experimentais. Além disso, € conhecido o
envolvimento da  acetilcolina  como
modulador das respostas nociceptivas. Em
adicdo, sabe-se que a atropina mostra-se
capaz de reverter a antinocicepgao
determinada por antiinflamatorios néo-
esteroidais (PINARDI et al., 2003). Desta
forma, com proposito de avaliar o
envolvimento do sistema muscarinico na
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antinocicepcdo da FM, tratamos os animais
com atropina antes da administracdo da FM.
Nossos resultados revelaram que a atividade
antinociceptiva da FM néo foi alterada pela
atropina, sugerindo que a FM atinge seu
efeito independente do sistema colinérgico.

Nos ultimos anos diferentes trabalhos
apontam para a participacao do éxido nitrico
(NO) em processos nociceptivos (Vallance e
CHAN, 2001). Em nosso modelo, o L-
NAME, um inibidor da biossintese do 6xido
nitrico, administrado antes da FM nédo se
mostrou capaz em reverter a antinocicepcao,
descartando o envolvimento do NO nesto
processo antinociceptivo da FM.

Motivados ainda pelo importante
efeito antinociceptivo da FM no modelo da
placa quente e no modelo de formalina,
verificamos o envolvimento do sistema
opidide nesta antinocicepcdo. Opidides sdo
analgésicos amplamente usados na pratica
clinica, sendo a morfina o principal farmaco
deste grupo com habilidade de aumentar o
limiar de dor. Assim usamos a naloxona, um
antagonista ndo seletivo dos receptores
opidides, para investigar o envolvimento
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deste sistema no efeito detectado. Nossos
resultados mostram que a antinocicepg¢édo
causada pela FM foi antagonizada pelo pré-
tratamento com naloxona sugerindo que o
mecanismo opidide esteja envolvido na
antinocicepcéo da FM.,

Sabendo-se que a segunda fase do
teste de formalina mostra-se capaz de
revelar substancias envolvidas com a dor de
origem inflamatéria, e que a FM foi
eficiente em inibir este parametro,
decidimos investigar se a FM também seria
capaz de modular outro parametro do
processo inflamat6rio, como o aumento na
permeabilidade vascular.

Para este fim, o modelo de edema de
pata vem sendo amplamente utilizado para
avaliar a atividade antiinflamatoria de novos
compostos, onde se utiliza varios estimulos
como indutores do edema, incluindo
carragenina, histamina, PGE2, entre outros
(NANTEL et al.,, 1999; PASSOS et al.,
2007; MARIOTTO et al., 2008).

Carragenina que € um poderoso agente
inflamatério por estimular a producédo e
liberacdo de inUmeros mediadores no local
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da administracdo que incluem histamina,
serotonina e bradicinina, bem como por
citocinas pré-inflamatorias como IL-1p ¢
TNF-a, além da liberacdo de
prostaglandinas e 6xido nitrico, produzidos
principalmente  pelas  isoformas de
ciclooxigenase-2 (COX- 2) e 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS), respectivamente
(NANTEL et al., 1999; POSADAS et al.,
2004). Este modelo é conhecido por induzir
a formacdo de edema (HENRIQUES et al.,
1987), que se desenvolve nas 4 horas
iniciais e € conhecido por produzir um
edema intenso (POSADAS et al., 2004).
Sabendo-se disso, utilizando estimulos
especificos, como a histamina ou PGE2,
buscamos investigar um possivel
envolvimento direto da FM sobre a
formacdo de edema desencadeada por estes
mediadores. A histamina atinge seus efeitos
ao se ligar a receptores especificos
denominados receptores histaminérgicos
(classificados ainda em H1, H2 e H3),
enquanto a PGE2, um metabdlito do acido
araquidoénico produzidos pela
ciclooxigenase, mostra-se capaz de causar
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vasodilatacdo e aumentar a permeabilidade
capilar gerando edema (SALEH et al.,
1997).

Em nossos experimentos, verificamos
que o edema induzido pela carragenina foi
drasticamente inibido pela FM, fendmeno
semelhante de inibigdo do edema pela FM
também foi observado quando o estimulo foi
a PGE2, o que indica uma forte acéo
antiedematogénica desta fracdo. Além disso,
a FM foi efetiva em prevenir o edema
formado pela histamina.

De maneira conjunta, os resultados
obtidos neste estudo revelam que a FM
mostra-se possuidora de efeitos analgésicos
e antiinflamat6rios por mecanismos que
parecem depender de receptores opidides,
visto que no modelo de formalina a
naloxona reverteu ambas as fases
neurogénica e inflamatdria da dor. Assim,
em sintonia com estes achados, foi
demonstrado anteriormente que o tratamento
com morfina preveniu a formagéo do edema
de pata, fendbmeno revertido por naloxona
(GYIRES et al.,, 1985; AMANN et al.,
2002).
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Portanto, nossos resultados revelam
que a fracdo metandlica do fungo
Rhizoctonia solani, obtido das sementes de
aroeira-vermelha, apresentam uma
importante acédo analgésica e
antiinflamatdria/antiedematogeénica.

CONCLUSAO

A fracdo metandlica obtida da
biomassa do fungo endofitico Rhizoctonia
solani apresentou atividade antinociceptiva
no modelo de contorgdo abdominal induzido
por acido acético, sendo um efeito
persistente por no minimo 8 h. A
antinocicepgdo revelada pelo teste da placa
quente sugere possiveis efeitos centrais da
fracdo metandlica.

A fracdo metandlica foi capaz de
inibir a nocicepcdo tanto na fase
neurogénica quanto na fase inflamatéria do
teste de formalina, fendmeno que foi
revertido apenas pelo pré-tratamento com
naloxona, o que indica o envolvimento dos
receptores opiaceos nas acbes da fragdo
metandlica.A fracdo metanodlica exibiu
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importante atividade antiinflamatoria no
modelo de edema de pata induzido por
carragenina, histamina bem como por
PGE2.

Estes resultados demonstram, pela
primeira vez, o efeito antinociceptivo e
antiinflamatdrio da fracdo metandlica obtida
do fungo endofitico do género Rhizoctonia
solani.
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