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RESUMO

OLIVEIRA, Poliana de Araujo. Avaliacio do potencial anti-nociceptivo e anti-
inflamatorio do acido pipérico 2016. 88p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas).
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Os farmacos atualmente utilizados em dor e inflamacdo sdo responsaveis por um
grande niimero de efeitos adversos, e devido ao uso cronico, fazem com que o paciente tenha
uma diminui¢do dos sintomas, mas nao uma total melhoria da qualidade de vida, sendo assim
¢ de extrema importancia a busca por novos farmacos. A piperina ¢ o principal composto
ativo da pimenta preta (Piper nigrum), mais conhecida no Brasil como pimenta do reino,
popularmente utilizada por diversos efeitos benéficos. Estudos in vitro e in vivo demonstram
que a piperina tem envolvimento funcional como antidepressivo, hepatoprotetor,
antiparasitdrio antimetastitico, antitiroidiano, imunomodulador, anti-inflamatério e
analgésico. A fim de produzir melhora em sua seletividade e poténcia, alteracdes moleculares
foram realizadas na piperina, obtendo-se entdo o Acido pipérico. O objetivo deste trabalho foi
avaliar, através da execugao de modelos experimentais de dor aguda, cronica e inflamagao, o
potencial farmacoldgico antinociceptivo e anti-inflamatorio do composto. No modelo
de contor¢des abdominais induzidas por acido acético foi verificada um percentual de
inibicdo das contor¢des de 77,9% comparado ao controle, na maior dose testada
(10mg/kg). No modelo da formalina o composto inibiu ambas as fases do modelo, com a
dose de 10mg/kg o efeito inibitério chegou a 30% na 1° fase e 67% na 2° fase. O aumento do
tempo de laténcia no modelo de retirada de cauda com o composto foi alcangado mais
precocemente do que a morfina, o ACP aumentou o tempo de laténcia em 58% no tempo de
80 min comparado a linha de base na maior dose testada. Investigamos as possiveis vias
envolvidas no mecanismo de ag¢do do composto através da administracdo prévia de
antagonistas, no modelo de retirada de cauda. Verificamos que o antagonista de receptores
muscarinicos, atropina, foi capaz de inibir completamente o efeito do composto,
demonstrando a participacdo da via colinérgica no mecanismo de agdo. As vias opioide,
nitrérgica e o canal de potassio dependente de ATP parecem ndo estar envolvidas no
mecanismo de acdo, visto que os antagonistas destas vias ndo inibiram o efeito do
composto. O composto inibiu a nocicep¢ao induzida pela capsaicina, que é agonista de
receptores TRPV1 em 45,34%, demonstrando envolvimento de TRPV1. No modelo de Von
Frey avaliamos a alodinia apds a constri¢do cronica do nervo cidtico. Neste modelo, o
composto ndo demonstrou atividade antinociceptiva nas doses testadas. O modelo de campo
aberto foi usado para verificar a influéncia do composto sobre a mobilidade do
animal, e observamos que o mesmo ndo interfere no desempenho motor do animal. A
atividade anti-inflamatoria foi avaliada em modelos de inflamacao induzido por carragenina.
No modelo de edema de pata, o composto reduziu o edema em 75% na dose de 10mg/kg. No
modelo da bolsa de ar subcutanea verificamos que a migracao leucocitéria foi reduzida assim
como a produ¢ao de TNF-a e IL-1p. O 4cido pipérico demonstrou ser seletivo para COX-1,
na avalia¢do da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2. Podemos sugerir que os efeitos da
piperina podem ser mediados através da por¢ao da molécula referente ao acido pipérico.

Palavras chave: piperina, acido pipérico, nocicepgao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Poliana de Araujo. 2016. 88p. Evaluation of the potential nociceptive and
anti-inflammatory of piperic acid. Dissertation (Master of Physiological Sciences). Institute
of Biological Sciences and Health, Departament of Physiological Sciences, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Drugs currently used in pain and inflammation are responsible for a large number of adverse
effects, due to chronic use, producing in the patients a decrease of symptoms, but not
an overall improvement in quality of life, therefore it is of extreme importance to search for
new drugs. Piperine is the main active compound of black pepper (Piper nigrum), known in
Brazil as black pepper, popularly used by several beneficial effects. Studies in vitro and in vivo
show that piperine has functional involvement in antidepressant, hepatoprotective, anti-
metastatic antiparasitic, antithyroid, immunomodulatory, anti-inflammatory and analgesic
effects. To improve the selectivity and potency, molecular changes were made in the piperine,
obtaining the piperic acid. The objective of this study was to evaluate, through of models of
acute and chronic pain, and inflammation; a potential nociceptive and anti-inflammatory
compound. In the model of writhing induced by acetic acid was observed a percentage
inhibition of writhes of 77,9% compared to the control, in the highest dose tested (10mg / kg).
In the formalin test, the compound inhibited both phases of the test, wich the dose of
10mg/kg The inhibitory effect was 30% in stage 1 and stage 2 at 67%. The increase in the
latency time in tail flick test had an earlier action compared to morphine and the piperic acid
increased the latency time in 58% in 80min time in relation to baseline. We investigated the
possible pathways involved in the mechanism of action of the compound by prior
administration of antagonists in the tail flick test. We found that the muscarinic antagonist,
atropine, was able to completely inhibit the effect of the compound, demonstrating the
involvement of the cholinergic pathway in the mechanism of action. The opioid and
nitrergic pathways and the potassium channel ATP-dependent are not involved in the
mechanism of action, since these antagonists do not inhibit the effect of the compound. The
compound was able to inhibit capsaicin-induced nociception, capsaicina is agonist TRPV1, in
45,34% demonstrating the involvement of TRPVI1. The von Frey test evaluate allodynia
after chronic constriction of the sciatic nerve. In this test, the compound did not show
antinociceptive activity with the doses tested. The open field test was used to determine the
influence of the compound on the animal's mobility, and we observe that the action of the
compound did not interfere on animal's motor performance. The anti-inflammatory activity
was evaluated in models of inflammation induced by carrageenan. In the paw oedema test, the
compound significantly reduced the oedema at doses of 5 and 10 mg/kg. In the air pouch test,
we found that the leukocyte migration was reduced, as well as the production of TNF-a and
IL-1B. The piperic acid was shown to be selective for COX-1 in the assessment of enzymatic
activity of COX-1 and COX-2. We suggest that the effects of piperine can be mediated
primarily through the portion of the molecule related to piperic acid.

Keywords: piperine, piperic acid, nociception.
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1 INTRODUCAO

A dor ¢ um fendmeno multidimensional, envolvendo aspectos fisico-sensoriais e
aspectos emocionais, na maioria das vezes ¢ relatada como um desconforto, uma "sensacao
ruim", algo que incomoda, que o paciente ndo consegue nem descrever muito bem, gerando
imensa dificuldade em diagnosticar sua etiologia ou mesmo em classifica-la. Os mediadores
envolvidos na dor, que podem ser produzidos por irritantes exdgenos (formalina e &cido
acético, por exemplo) sdo responsaveis pela multiplicidade de eventos que ocorrem durante a
transmissao da dor, em ambos os sistemas nervosos periférico e central.

A inflamagdo consiste em um complexo processo, na maioria das vezes associado
a dor. E uma resposta natural do organismo contra infecgdes ou agentes agressores. Envolve
alteragdes vasculares, células responsaveis pelo combate ao agente agressor e eliminagdo de
componentes teciduais alterados. O tempo de duragao e a intensidade, tanto da dor quanto da
inflamacao, determinam diferentes graus e fases, por exemplo, dor aguda ou cronica.

Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento de ambos, produzem
diversos efeitos adversos levando a busca por novos farmacos, pela necessidade de
tratamentos mais eficazes. Logo, o desenvolvimento de novos farmacos ¢ de fundamental
importancia para o tratamento de condigdes algésicas e inflamatorias incapacitantes.

Temos varios exemplos de farmacos que determinaram grandes avangos para
ciéncia, ¢ em sua maioria de origem natural. Podemos citar o &cido acetil salicilico (AAS)
como um desses. O AAS foi o primeiro farmaco da historia a ser sintetizado em laboratdrio,
com base na estrutura quimica de uma substancia natural isolada do Salgueiro Branco

O acido pipérico ¢ a parte acil da molécula da piperina, que estad presente em
diferentes espécies do género Piper, sendo mais abundante nos frutos de Piper nigrum
(popularmente conhecida no Brasil como pimenta do reino). A piperina, in vitro € in vivo, t€m
envolvimento funcional como antidepressivo, hepatoprotetor, antiparasitario anti-metastatico,
antitiroidiano, imunomodulador, e composto antitumoral Estudos ainda demonstram que a
piperina inibe o 6xido nitrico (NO), Fator de necrose tumoral - o (TNF-a), e a expressdo do
gene pro-inflamatorio in vitro, bem como in vivo. Através de alteracdes na sintese da piperina
o Laboratorio de Sintese Organica Medicinal da Universidade Federal da Paraiba obtive o
acido pipérico. A principal proposta deste estudo foi avaliar a o potencial antinociceptivo e
anti-inflamatorio do &cido pipérico em modelos de dor aguda e inflamagao.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dor e nocicep¢io

Dor ¢ uma palavra da lingua portuguesa, origindria do latim dolore, que significa
sofrimento, na lingua inglesa denomina-se pain, original do grego “pena” (FEIN, 2011)

A dor é uma experiéncia complexa, como definido por Julius e Basbaum. Envolve
além da transdugao do estimulo nocivo ambiental, o processamento cognitivo € emocional do
encéfalo. (JULIUS E BASBAUM, 2001). Em 2008 foi definido pela Associac¢ao Internacional
para o Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada a um dano tecidual real ou potencial ou descrito em termos de tais danos”.
(LOESER E TREEDE, 2008).

Williams e colaboradores, em 2016, propuseram através de um artigo publicado
no jornal da IASP uma nova defini¢do para dor. Onde a definem como “uma experiéncia
angustiante associada a uma lesdo real ou potencial dos tecidos com componentes sensoriais,
emocionais, cognitivos e sociais . A proposta, segundo os autores € para abranger de forma
mais fidedigna do que se entende por dor hoje em dia, atentando ainda aqueles que ndo a
conseguem descrever verbalmente.

Outra defini¢do importante fornecida pela IASP em 2008 ¢ a de nocicepcao,
definida como o processo neural de decodificagdo e processamento do estimulo nocivo”.
(LOESER E TREEDE, 2008). E muito importante a diferenciagdio dos termos dor e
nocicepgao, pois a dor nao pode ser mensurada experimentalmente, pois envolve componente
emocional. J& a nocicep¢do pode ser mensurada através de modelos experimentais. Esses
estudos experimentais tornam-se extremamente uteis no avango da compreensdao da base
fisiolégica da nocicep¢do e ajudam no entendimento do que ¢ a dor clinica, através da
identificacdo dos neurotransmissores, receptores, mensageiros intracelulares, e genes
envolvidos em comportamentos de dor; e uma melhor compreensdo dos tratamentos

farmacologicos e ndo-farmacoldgicos existentes ou em desenvolvimento. (GREGORY et al,
2013)

2. 2 Classificaciao da dor

A dor pode ser definida do ponto de vista temporal, de acordo com sua origem
neurofisiologica, localidade e em relacao a sua natureza.

Do ponto de vista temporal a dor pode ser classificada em aguda e cronica. A dor
aguda tem inicio subito relacionado a afec¢des traumaticas, infecciosas ou inflamatodrias.
Espera-se que desaparega apos intervengdo na causa, ou seja, cura da lesdo, imobilizagdo ou
em resposta a farmacos. Este tipo de dor responde rapidamente as intervengdes na causa € nao
costumam ser recorrentes. A dor aguda estd associada as respostas neurovegetativas como
aumento da pressao arterial (PA), taquicardia, taquipnéia, agitacdo psicomotora e ansiedade.
Relato de intensidade forte ou incapacitante de alto impacto na qualidade de vida. Observa-se
vocalizagdo, expressdes faciais e posturas de protegdo. Um exemplo de dor aguda ¢ a que
sentimos apos um traumatismo ou dor de dente, por exemplo. Possui carater protetor.
(BRASIL, 2001).

Segundo a Organizagdo mundial de Saude (OMS), entende-se por dor cronica a
dor persistente por mais de trés a seis meses, independentemente de qual sejaa sua causa.

2



Passa a ser considerada doen¢a quando interfere na qualidade de vida do individuo
necessitando, por este motivo, de tratamentos eficazes para evitar o desenvolvimento de
sequelas fisicas (atrofia muscular, reducdo de for¢ca muscular, encurtamento e reducdo da
elasticidade dos tenddes ¢ ligamentos), e psiquicas (alteracdes do sono, ansiedade e
depressao). Um exemplo de dor cronica ¢ a dor neuropdtica, como tem-se na neuralgia
trigemial. Possui carater incapacitante. (BRASIL, 2012)

Ainda, segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor pode
ser dita também recorrente, quando apresenta curtos periodos de duragdao porém que retornam
com frequéncia, a exemplo da enxaqueca, e esta pode ocorrer por toda a vida do individuo
mesmo sem um processo definido. Considerando a origem do estimulo, a dor pode ser
classificada da seguinte forma:

Dor nociceptiva: A dor nociceptiva ocorre por ativagdo fisiologica de receptores e
da via de conducdo da dor e estd relacionada a lesdo de tecidos Osseos, musculares ou
ligamentares, ou seja, ¢ dependente de estimulos mecanicos, térmicos ou quimicos que ativam
os nociceptores. (figura 1A). (WOOLF 2010; SCHESTATSKY, 2008)

Dor inflamatéria: E a dor ocasionada pela hipersensibilidade sensorial apos dano
tecidual, essa dor auxilia na cicatrizagdo j& que apresenta um carater protetor com o intuito de
diminuir o contato fisico e movimento. Em um processo inflamatério ocasionado, por
exemplo, apos uma ferida cirargica, os estimulos, normalmente indcuos, agora provocam dor.
Esta dor ¢ causada pela ativagdo do sistema imunoldgico por lesdo ou infec¢do de tecido,
sendo entdo, chamado de dor inflamatoria (figura 1B).

Dor neuropatica: A Dor neuropatica ¢ uma dor provocada por uma lesao ou uma
doenca no sistema nervoso, sendo melhor compreendida como resultado da ativagao anormal
da via nociceptiva (fibras de pequeno calibre e trato espinotalamico). Normalmente sdo
descritas como sensagdes agudas, de queimadura ou de choque eléctrico, ou ainda como
sensagdes de formigamento. E de dificil tratamento e frequentemente torna-se cronica. E
muitas vezes incapacitante. A dor neuropatica (DN) ¢ um tipo de dor cronica que foi definida
em 1994, pela IASP (International Association for the Study of Pain), como uma “dor iniciada
ou causada por uma lesdo primaria ou disfunc¢do ou perturbagao transitdria no sistema nervoso
central ou periférico”. Ap6s varios anos, em 2008, o Grupo de Interesse em Dor Neuropatica
da IASP prop6s uma nova defini¢ao, “dor que ocorre como uma consequéncia direta de uma
doenca ou lesdo que afete o sistema somatossensorial”, como por exemplo, a dor talamica.
Pode ser do tipo periférica, quando resultante de lesdo em nervos periféricos, que modifica o
padrdo de condugao dos impulsos, induzindo sensibilidade periférica ou central, ou pode ser
central, que resultada da alteracdo da via espino-taldmo-cortical ou da modulagdo inibitoria
exercida por vias descendentes (figura 1 C). (BARON, 2010; SBED, 2010).

Dor psicoldgica ou psicogénica: ¢ a dor de origem emocional, e ¢ rara, podendo,
no entanto ser muito incapacitante e de dificil tratamento. O paciente sente dor a partir de
pequenos estimulos, que sdo amplificados pelo seu estado emocional de medo, ansiedade,
angustia ou até mesmo depressdo. A figura 1 demonstra de forma simplificada as trés
principais classificacdes da dor em relacdo ao estimulo, que sdo alvos de intensos estudos
(WOOLF 2010).

Em relacdo a sua localizagao a dor pode ser somatica quando proveniente da pele
ou musculoesquelética, ou pode ser dita visceral quando a dor ¢ proveniente de Orgdos
viscerais. (WOOLF 2010)
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patolégica é um estado de doenca causada por danos no sistema nervoso, sendo a principal a dor
neuropatica (FONTE: adaptado de WOOLF 2010)

2.3 Fisiopatologia da dor

E de extrema importancia o estudo da fisiopatologia da dor, visto que nos leva ao
conhecimento da via envolvida, facilitando a pesquisa de novos farmacos e o entendimento
desse processo, que € tdo complexo e envolve estruturas que estdo presentes desde a pele até
as regides mais especializadas do sistema nervoso central (SNC). Na figura 2 podemos ver as
principais estruturas envolvidas na via de condug¢ao da dor.



Os nociceptores (receptores de estimulo nocivo) estdo localizados nas
terminagdes das fibras nervosas Ad e C e sdo capazes de traduzir um estimulo nocivo em
estimulo elétrico, que por sua vez sera transmitido até o sistema nervoso central e interpretado
no cortex cerebral como nocicepcdo. Diversas substancias quimicas como: acetilcolina,
bradicinina, histamina, serotonina, substancia P, prostaglandinas, interleucinas e fator de
crescimento do nervo (NGF); podem levar a ativagdo periférica dos nociceptores. A liberagdo
dessas substancias ocorre a partir de uma lesdo, por exemplo, (ROCHA e cols., 2007).

A ativacdo de neurdnios sensoriais primarios, pelos nociceptores, da partida ao
inicio da sensagcdo dolorosa. Os neurdnios sensoriais primdrios conduzem informagdes
sensitivas nociceptivas ou ndo nociceptivas da pele, o6rgdos e tecidos internos para medula
espinhal. Os corpos celulares desses neurdnios estao localizados nos ganglios da raiz dorsal,
que sdo ganglios paravertebrais situados aos pares ao longo da medula espinhal. Os neurdnios
do ganglio da raiz dorsal emitem proje¢des axonais em duas direcdes, a periferia e ao corno
dorsal da medula espinhal (figura 2C). Essas projecdes, por sua vez, encontram-se
organizadas em fibras, as fibras aferentes primarias, que sdo classificadas dentro de trés
grupos de acordo com o didmetro e estrutura da fibra e com a velocidade de conducgdo do
impulso: 1) fibras do tipo C que sdo delgadas (0,4 a 1,2 um de didmetro), ndo-mielinizadas e
de baixa velocidade de conducgao (0,5 a 2 m/s); 2) fibras Ad que sao de médio diametro (2 a 6
um), pouco mielinizadas e possuem velocidade de conducdo intermediaria (12 a 30 m/s); e 3)
fibras do tipo AP que sdo de grande didmetro (mais de 10 pm), mielinizadas e de rapida
conducdo (30 a 100 m/s) (figura 2 B). (ALMEIDA et al., 2004).

A transmissao do estimulo nociceptivo a partir do local de lesao tecidual constitui
uma resposta bioldgica importante, que visa proteger o organismo de lesdo adicional. Os
neurdnios sensitivos primarios detectam e convertem estimulos mecanicos, quimicos e
térmicos indentificados pelos nociceptores, em atividade elétrica. A transdugdo, que ¢ a
decodificagao de estimulos quimicos, térmicos € mecanicos em estimulos elétricos, ocorre por
meio de receptores ou canais idnicos especificos, como o receptor vaniloide tipo 1 (VR1),
como o receptor vaniloide homdlogo tipo 1 (VRL1) e receptores de potencial transitdrio
(TRPs) (WOOLF 2007; MCCLESKEY 1999). A atividade elétrica gerada é propagada pelos
axoOnios nos nervos periféricos para as raizes dorsais e depois para o corno dorsal da medula
espinhal. Os ax6nios ndo mielinizados (C) ou finamente mielinizados (AJ), através dos
nociceptores, transmitem os estimulos dolorosos. A informagao ¢, em seguida, transmitida por
neurdnios da medula espinhal que projetam para o tdlamo somatossensorial, medial e ntcleos
do tronco cerebral. A transmissdo ocorre por meio de sinapses excitatorias mediadas pela acdo
de glutamato em receptores de N-metil D-aspartato (NMDA) e de 4cido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazolepropionico (AMPA) e em canais i6nicos kainato (LI et al 1999). A
informacdo referente a intensidade, qualidade e localizacdo da dor ¢ transmitida do talamo
somatossensorial para o coértex sensitivo primario (figura 2D). O SNC utiliza vias
descendentes inibitérias ou facilitatorias, pelo fasciculo dorso lateral da medula espinhal e
massa cinzenta periaqueductal com liberacao de varias substancias neuromoduladoras (NA -
noradrenalina, 5-HT - serotonina, opidides, GABA) para modular a transmissao dos estimulos
excitatorios nociceptivos e manter o impulso elétrico focalizado. (GALLUZZI, 2007)
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espinotalimico, hipotilamo, tidlamo e cértex cerebral), onde os estimulos sio interpretados e as
reacoes/sensacoes ocorrem. (fonte: adaptado de TOLEDO 2014)

Diversos mediadores quimicos desempenham um papel importante no nociceptor.
Na figura 3 podemos ver a diversidade de canais e receptores que estdo envolvidos na
execucao de agdes dos mediadores quimicos.

P‘GE_— P‘C‘:l;
5-HT | BK
ep P
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i
pH TRPY4
TRPA1
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K,
P2Y,
ATP 5-HT,
TRET  pay,
P2X.,
5-HT
NGF
ATP
LGICs Canais de lons Controlados por Ligantes Mediadores Quimicos
5-HT, receptor da serotonina do tipo trés 5-HT serotonina
P2X, purinoceptore de ions controlado por ligante trés. ATP trifosfato de adenosina
P2X a2 purinoceptores heteromeéricos ATP trifosfato de adenosina
RTK Receptor da Tirosina Quinase Mediador Quimico
TRE1 receptor da tirosina quinase neurotrafica tipo um MNGF fator de crescimento neural
GPCRs Receptores Acoplados a Proteina G Mediadores Quimicos
5-HT;, receptor da serotonina do tipo dois subtipo A 5-HT serotonina
Bz receptor dois de bradicinina BK bradicinina
EP receptor de prostanoide E PGE; prostaglandina E;
P receptor de prostaciclina PGl prostaciclina
P2Y3: purinoceptor acoplado a proteina G dois ATP trifosfato de adenosina
PAR2 receptor ativado por proteases dois triptase
pH potencial hidrogenidnico H" préoton
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TRPAL receptor de potencial transitério anquirina membro um
VGICs Canais de fons Controlados por Voltagem
Kz canais de potdssio de dois poros

Figura 3 — Os canais e receptores envolvidos na transducio de sinal do nociceptor. (FEIN 2011)



2.4 Inflamacao

A inflamacao consiste em um complexo processo, na maioria das vezes associado
a dor, como vimos anteriormente. E uma resposta natural do organismo contra infec¢des ou
agentes agressores. Envolve alteragdes vasculares, células responsaveis pelo combate ao
agente agressor e eliminagdo de componentes teciduais alterados (MALEKI et a/, 2001). O
processo inflamatdrio é caracterizado por sinais cardinais descritos por Celsus (25 a.C. - 50
d.C.): rubor e tumor com calor e dor, podendo ainda apresentar um quinto sinal, a perda de
funcdo, acrescentado por Virchow (ROCHA E SILVA, 1978). A inflamagdo consiste em
basicamente 5 etapas: (1) reconhecimento do agente nocivo, (2) recrutamento dos leucocitos,

(3) remogao do agente, (4) controle da resposta e (5) Reparo tecidual

Em relacdo a durag@o do processo inflamatoério, a inflamacao pode ser classificada
como aguda e cronica. Na inflamacdo aguda apds a injuria tecidual ocorre vasodilatagdo por
mediadores quimicos como a serotonina e histamina, que sdo aminas vasoativas liberadas por
mastdcitos , monocitos e plaquetas (no caso da serotonina), e essa vasodilatacdo ¢ a causa de
eritema e estase do fluxo sanguineo. O aumento da permeabilidade vascular também ¢é
induzido pela histamina, além de cininas e outros mediadores, mas pode também ocorrer por
lesao endotelial direta ou induzida por leucdcitos e pelo aumento da passagem de liquidos
através do endotélio. Esse aumento de permeabilidade ird permitir a entrada de leucdcitos
(inicialmente neutréfilos), e também proteinas plasmaticas para o local da injaria tecidual. O
extravasamento de liquido dos vasos sanguineos leva ao quadro de edema. Varias etapas estao
envolvidas no recrutamento dos leucocitos: aderéncia transitoria e rolagem no endotélio
(mediadas por selectinas, que sao glicoproteinas pertencentes a uma familia de moléculas de
adesdo celular); aderéncia firme ao endotélio (mediada por integrinas, que sao proteinas de
adesdo presentes na membrana celular) e migracdo pelos espagos interendoteliais. Deixando
entdo a microcirculagdo e migrando para o local da lesdo sob influéncia de agentes
quimiotaticos. (KUMAR, 2013)

Apos a predominancia de neutréfilos no infiltrado inflamatério sdo substituidos
por macréfagos que liberam citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF-a, e também
quimiocinas. No local da lesdo os patdégenos e/ou as células mortas sdo fagocitados e em
seguida ocorre a destruicdo nos fagolisossomos, permitindo o reparo da lesdo (ROBBINS e
COTRAN, 2010). Essa destruigdo ¢ causada por radicais livres, como espécies reativas de
oxigénio ¢ NO (6xido nitrico) por exemplo, que sdo gerados nos leucdcitos e enzimas
lisossOdmicas. A lesdo persistente ird levar a cronificacdo da inflamag¢do. A resolucdo da
inflamacdo aguda pode ser a remog¢do do exsudato, com reparagdo tecidual, transi¢do para
inflamagao crénica ou extensa destrui¢ao do tecido, resultando em cicatrizagdo. Na resposta
cronica, o tecido apresenta um infiltrado constituido por células mononucleares (mondcitos,
macréfagos e linfocitos), sinais de angiogénese e fibrose (CRUVINEL, 2010).

Os mediadores inflamatorios podem ser divididos em duas classes, os gerados a
partir de células ou derivados do plasma. Os mediadores derivados de células sdo
normalmente sequestrados em granulos intracelulares e podem ser rapidamente secretados por
exocitose do granulo (p. ex., histamina nos granulos dos mastocitos) ou sdo sintetizados de
novo (como as prostaglandinas, citocinas) em resposta a estimulos. Os mediadores derivados
do plasma (como as proteinas do complemento, cininas) sdo produzidos principalmente no
figado e estdo presentes na circulagdo como precursores inativos que precisam ser ativados,
usualmente por uma série de clivagens proteoliticas, para exercer suas agdes. (KUMAR,
2013)



Do ponto de vista bioquimico, os mediadores inflamatérios podem ser divididos
em: aminas vasoativas (histamina e serotonina); peptideos vasoativos (substancia P, trombina,
bradicinina); fragmentos do sistema complemento (C3a, C4a e C5a, também conhecido como
anafilatoxina); mediadores lipidicos (eicosandides, PAF), citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6 e
varias outras); quimiocinas (p. ex. IL-8) e as enzimas proteoliticas como a elastina, catepsina
e metaloproteinases. A fonte de cada um deles e suas principais acdes estdo resumidas na
tabela 1, e algumas delas sdo exploradas a seguir.

As aminas vasoativas, histamina e a Serotonina sdo o mediadores inflamatorios
armazenados em granulos citoplasmaticos. Como demonstrado na tabela 1 a Histamina esta
presente principalmente em mastocitos € a serotonina em plaquetas. A liberacdo desses
mediadores pode ser induzida por diversos fatores, incluindo trauma, frio, reagdes imunes,
anafilatoxinas, substancia P, citocinas (promovem liberacdo de histamina) e agregacao
plaquetaria apds contato com colageno, trombina, adenosina difosfato, complexos imunes,
PAF (promovem liberagao de serotonina das plaquetas). A histamina atua nos receptores H
promovendo vasodilatagdo e aumento da permeabilidade vascular, além de promover a sintese
de prostaciclina e induzir a liberagdo de NO pelo endotélio. A serotonina promove
vasodilatacdo dependente de NO e aumento da permeabilidade vascular. (KUMAR, 2013;
JUTEL et al., 2009).

Tabela 1 — Principais mediadores inflamatdrios, suas fontes e agdes. (adaptado de KUMAR, 2013)

Mediador Fonte(s) Principais Acoes
Derivados de células
Histamina Mastdcitos, Vasodilatagio, aumento da permeabilidade vascular, ativagio
baséfilos, plaquetas endotelial
Serotonina Plaguetas Vasoconstrigio
Prostaglandinas Mastécitos, leucdcitos Vasodilatacdo, dor, febre
Leucotrienos Mastocitos, leucocitos Aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia, adesio e
ativagdo de leucdcitos
Fator ativador plaquetirio Leucdcitos, mastocitos Vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular, aderéncia
de leucocitos, quimiotaxia, desgranulagio, explosio oxidativa
Espécies reativas do oxigénio Leucocitos Destruigio de microbios, lesio tecidual
Oxido nitrico Endotélio, macréfagos Relaxamento do muasculo liso vascular, morte de micrébios
Citocinas ( TNF, IL-1, IL-6) Macrofagos, mastocitos Local: Ativagio endotelial (expressio de moléculas de adesio)
células endoteliais, Sistémica: febre, anormalidades metabélicas, hipotensio (choque)
Quimiocinas Leucocitos, macrofagos ativados Quimiotaxia, ativagio de leucocitos

Derivados de proteinas plasmaticas

Complemento Plasma (produzide no figado) Ativacio e quimiotaxia de leucdcito, opsonizagio (MAC),
vasodilatagio (estimulagio de mastocito)

Cininas Plasma (produzido no figado) Aumento da permeabilidade vascular, contracio do musculo
liso, vasodilatagdo, dor

Proteases ativadas durante a coagulacio | Plasma (produzido no figado) Ativacio endotelial, recrutamento de leucocitos

IL-1, IL-6, imerleucnas | e & MAC, c TINF

mplexo de ataque a3 membrana; TINF, fator de necrose tumoral

A histamina também pode ser liberada através da estimulagdao da substancia P,
que ¢ um peptideo vasoativo liberado por neurdnios sensoriais, que podem levar a
degranulagdo de mastocitos, e pode também levar ao aumento da permeabilidade diretamente.
Os peptideos vasoativos podem estar armazenados em vesiculas secretorias ou podem ser
gerados a partir de precursores inativos presentes no plasma por processos proteoliticos como
a bradicinina. A bradicinina afeta a vasculatura promovendo dilatacao de vasos sanguineos e



aumento da permeabilidade vascular, e ¢ um protagonista importante na dor, que ¢ um dos

sinais cardinais da inflamacao. (KUMAR, 2013; KUHR et al., 2010). O sistema complemento
consiste em mais de 20 proteinas, algumas das quais sao numeradas de C1 até¢ C9. Os
fragmentos C3a, C4a e principalmente o fragmento C5a (que sdo as chamadas anafilatoxinas
porque suas agdes mimetizam as dos mastocitos) gerados pela ativacdo do sistema
complemento, promovem degranulagdo dos mastdcitos atuando de forma similar a histamina

e também s3o quimiotaticos, participando na migra¢do dos granuldcitos (neutrofilos,
eosinofilos) e mondcitos durante a inflamagdo, além de atuar na via da lipoxigenase e AA
(acido araquiddnico) estimulando assim a liberacdo de mais mediadores inflamatdrios.
(KUMAR, 2013; HAAS E VAN STRIJP, 2007; KUHR et al., 2010).

Os eicosanodides sdo mediadores lipidicos derivados do metabolismo do acido
araquidonico (AA). A cascata do AA, que ¢ um acido graxo esterificado nos fosfolipideos de
membrana, ¢ liberado através, principalmente, da acdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), que
pode ser ativada por exemplo por C5a (que faz parte do sistema complemento. Apds a
liberagdo o AA ¢ metabolizado em duas via enzimdticas denominadas cicloxigenases, que
estimula a sintese dos prostandides (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 e TXA4) e lipoxigenase,
responsavel pela producdo de leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4) e lipoxinas
(THEOHARIDES, 2012). Os prostandides podem ser gerados por duas isoformas enzimaticas
a COX-1, expressa constitutivamente e COX-2, que tem sua expressao altamente induzida em
resposta a estimulos pro-inflamatoérios, apesar de ser expressa constitutivamente em algumas
regides cerebrais e também no aparato justa glomerular renal e endotélio vascular. Esses
mediadores sdo de extrema importancia no processo inflamatério e podem mediar cada etapa
da inflamacgdo, destacando as prostaglandinas, PGE ,, PGD,, PGI, (prostaciclina) que causam
vasodilatacdo. Além disso a PGE2 esta intimamente relacionada a dor, através de sua acdo em
neurdnios sensoriais periféricos e em sitios centrais no interior da medula espinhal e do
cérebro. TXA, (tromboxano), sintetizado ao nivel das plaquetas, causa forte vasoconstric¢ao e
induz fortemente a agregacao plaquetaria, ¢ também um forte quimiotatico para os neutrofilos
e promove a ativagao e a adesao dos mesmos ao endotélio. O LTC4 e seus metabolitos, LTD4
e LTE4, que sdo produzidos principalmente nos mastdcitos, causam vasoconstri¢ao,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular. (ROBBINS, 2013; FITZGERALD e
RICCIOTTL 2011; FRANCISCHETTI., 2010; HARIZI et al., 2008).

As citocinas e as quimiocinas (ditas citocinas especializadas) possuem um papel
importante na inflamagdo. A quimiocina ¢ a chamada citocina quimiotatica, pois diferente das
outras citocinas ela ¢ capaz de estimular o movimento dos leucdcitos e regular a migragdo
destes do sangue para os tecidos. Produzidos principalmente por macrofagos e linfocitos
ativados, as citocinas sdo capazes de modular a infiltracdo de varias células. Dentre as
principais citocinas estdo o TNFe, IL-1 §§ e IL-6. Suas principais ag¢des sdo ativacao das
células endoteliais, dos leucocitos e inducdo de reacdes sistémicas de fase aguda. No
endotélio vascular, ocorre um aumento na expressdo ¢ sintese de selectinas e integrinas,
aumentando a aderéncia dos leucocitos circulantes as células endoteliais, e também a sintese e
liberacdo de outras citocinas, fatores de crescimento, eicosandides e Oxido nitrico. Essas
citocinas também estdo relacionadas as respostas de fase aguda como febre e perda do apetite.
As quimiocinas constituem uma familia de proteinas que atuam como quimioatraente para
diferentes tipos de linfocitos. Sdo classificadas em 4 grupos, denominados de acordo com o
arranjo dos residuos de cisteina (C, C-C, C-X-C e CX3C). Elas atuam através da ligacao a
receptores acoplados a proteina G. Uma das principais quimiocinas ¢ a IL-8, sua agdo causa
ativagdo e quimiotaxia dos neutrdfilos, porém ¢ limitada a mondcitos e eosindfilos. Seus
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indutores mais importantes sao os produtos microbianos e outras citocinas, principalmente a
IL-1 e o TNF-a. As duas principais fungdes das quimiocinas sdo o recrutamento dos
leucécitos na inflamacgao e na organizagdo anatémica normal das células nos tecidos linfoides
e outros tecidos. (ROBBINS e COTRAN, 2010).

2.5 Sistema colinérgico na dor e inflamacao

A acetilcolina (ACh) ¢ um neurotransmissor de sinapses no SNC, no SNP
(Sistema Nervoso Periférico) e também na jun¢do neuromuscular, € juntamente com seus
receptores (muscarinicos e nicotinicos) e o aparato enzimatico responsavel por sua sintese e
degradacdo, constituem o sistema de neurotransmissdo colinérgica (BRUNEAU e
AKAABOUNE, 2006).

Millan em 2002 revisou diversos estudos que indicavam um papel de inibicao da
nocicep¢ao por parte do sistema colinérgico, de forma direta por vias descendentes inibitdrias
colinérgicas e a propria liberacao de acetilcolina (ACh) a partir de interneurdnios localizados
no corno dorsal ou indiretamente através da ativagao de outras vias descendentes inibitorias.

A modulagdo da nocicepgao a partir da ACh envolve um entendimento complexo de efeitos,
mediando multiplas classes de receptores, incluindo receptores muscarinicos e nicotinicos. Os
receptores muscarinicos M |, M; e M 5 estdo positivamente acoplados a proteina Gq/11, e sua
ativacdo aumenta a atividade da fosfolipase C (PLC), enquanto que os receptores M ; e My sdo
acoplados a proteina Gi/0, refletindo na supressdo da atividade da enzima adenilato ciclase
(AC) e das correntes de Ca 2+, e ainda, os receptores M , ativam os canais de K " (MILLAN,
2002). Em contrapartida, os receptores nicotinicos sdo canais ionotropicos pentameéricos,
permeaveis a cations, que se dividem em 17 subtipos diferentes, mas parecem que nao sao os
protagonistas da atividade inibitoria do sistema colinérgico na dor. A atividade
antinociceptiva da ACh no corno dorsal predominantemente envolve mecanismos
muscarinicos. Tem sido descrito na literatura que os receptores M2 e M4 sdo os principais
responsaveis por estes efeitos (WESS et al., 2003).

2.6 Receptor de potencial transitorio (TRP)

Os canais de cations do receptor de potencial transitorio (TRP) da familia de
canais i6nicos incluem mais de 30 canais de cations, a maioria dos quais sdo permedveis para
oCa’’,e alguns também para Mg *_Com base na homologia de sequéncias, a familia TRP
em mamiferos pode ser dividida em seis subfamilias principais (PEDERSEN 2005; FEIN
2011): TRPC candnico; TRPV vaniloide; TRPA anquirina; TRPM melastatina; TRPP
policistina; TRPML mucolipina;

Os canais TRP sdo assim denominados, pois permitem influxo de cargas positivas
para as células quando ativados, gerando despolarizagcdo. Essa despolarizagdo no entanto ¢
caracterizada por um receptor de potencial transitorio que pode ou ndo gerar um potencial de
acdo. (CLAPHAM, 2003). Esses canais sdo capazes de detectar uma ampla gama de
temperaturas. Muitos destes canais também sdo ativados por derivados de plantas, alguns dos
quais fornecem sensacdes distintas de temperatura. Estudos in vitro conseguiram demonstrar
quais as zonas térmicas que esses canais medeiam. Exemplos de alguns desses derivados e
canais ativados podemos ver na figura 4. (STEPHEN, 2014)
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Figura 4— Canais TRP, termoreceptores e seus ativadores.

Entre esses canais, o TRPV1, é um canal de cation ativado por calor que pode ser
estimulado por fatores inflamatérios e leva a sintomas de dor. A identificacdo e a clonagem
desse receptor foi realizada no final da década de 1990. TRPV1 é um canal catidonico ndo-
seletivo, isto &, por ele passam diferentes ions, mas com uma certa seletividade pelo+€a
(SZALLASI et al., 2007). E expresso exclusivamente em fibras nociceptivas, principalmente
fibras ndo-mielinizadas, o que aumenta sua importancia no que se refere a dor

O receptor TRPV1 ¢ conhecido também como receptor da capsaicina. A
capsaicina a ¢ um alcaloide derivado do Capsicum sp, conhecido no Brasil como pimenta
malagueta. E o principio ativo responsavel pelo sabor pungente da pimenta, que confere a
sensagdo de queimagdo. A capsaicina possui suas a¢des excitatorias e dessensibilizantes em
nociceptores polimodais (que respondem a mais de um estimulo). As propriedades
excitatorias e neurotoxicas da capsaicina foram utilizados para definir e estudar neuroénios
nociceptivos. TRPV1 ¢ o tnico membro da subfamilia vaniloide que ¢ ativado pela
capsaicina. Estudos com animal knockout (animal modificado com gene especifico
desabilitado), para TRPV1, em humanos e camundongos, resultaram em insensibilidade a
capsaicina. (CATERINA et al, 2000; PARK et al, 2007) A capsaicina estimula fibras
aferentes do tipo C contendo canais TRPV1 e a sua agdo leva a liberagdo de substancia P e
CGRP (Peptideo relacionado ao gene da calcitonina), como simplificado na figura 5. As
exposi¢cdes dos nociceptores, contendo canais de cation do TRPVI, as altas doses de
capsaicina estao associadas com a perda de capacidade da sua resposta, bem como a outros
estimulos mecanicos nocivos, quimicos ou térmicos.

A capsazepina € um antagonista TRPV1, e tem sido utilizado em modelos de dor
cronica e inflamatéria para reverter o aumento da resposta a estimulos dolorosos
(hiperalgesia) (WALKER et al, 2003). A administragdo deste farmaco reduz a expressao de
neuropeptidios inflamatorios que sao induzidos pela capsaicina (KWAK et al 1998). O uso
clinico de de antagonistasTRPV1 ¢ baseado no conceito de que os agonistas enddgenos que
atuam sobre TRPV1 podem proporcionar uma contribuicdo importante para certas condi¢oes
de dor. Mediante a este dado, um certo nimero de antagonistas de TRPV1 de pequenas
moléculas ja estdo na Fase 1/ II de ensaios clinicos para os sinais de dor inflamatoria cronica
e enxaqueca. Além disso, os modelos animais sugerem um valor terapéutico para os
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antagonistas do TRPV1 no tratamento de outros tipos de dor, incluindo a dor oncologica.
Szallasi em uma revisdo de 2007, argumenta que os antagonistas de TRPV 1, isoladamente ou
em conjunto com outros analgésicos podem melhorar a qualidade de vida das pessoas com
enxaqueca, dor intratavel cronica secunddria ao cancer, Aids ou diabetes.

- 5p
Medula espinhal CGRP

OCH,

Figura 5 — Acédo da capsaicina em TRPV1 - Capsaicina provoca dor aguda e inflamacio neurogénica por
ativar seletivamente TRPV1, promovendo a liberacio de neurotransmissores e peptideos (CGRP e SP)
através da ativacao de canais de ions e nociceptores. (JULIUS, 2013)

2.7 Acido pipérico
2.7.1 Piper nigrum L.

Nao ¢ s6 a pimenta malagueta que possui metabdlitos ativos que atuam na dor.
Originaria da India a pimenta do reino (Piper nigrum L.) ou também chamada pimenta preta,
¢ uma das mais importantes especiarias comercializadas mundialmente. Trata-se de uma
planta trepadeira pertencente a familia Piperaceae que origina frutos do tipo baga com uma
unica semente (figura 6a). O Brasil ¢ um dos maiores produtores de pimenta-do-reino, esta
entre a segunda e terceira posi¢ao no mercado mundial. (FERREIRA, 2006; FILGUEIRAS, et
al.,2001). E usada em larga escala como condimento, e também em industrias de carnes e
conservas. Além do seu uso como condimento, também ¢ utilizada na medicina natural por
conter propriedades analgésicas, anti-inflamatdrias e cicatrizantes no caso de ulceras. Atuando
também na prevencdo do cancer, combate a depressdo, a obesidade, hipertensdo, asma,
bronquite, diarreia, insOnia, gonorreia, colica menstrual, tuberculose e artrite. (GERNOT
KATZER, 2015; PIRES, 2004; RASTOGI & MEHROTRA, 1991; SINGH, 1992;
KIRTEKAR & BASU, 1994).

Ao longo das duas ultimas décadas, o fruto da pimenta preta tem sido objeto de
estudo do ponto de vista fitoquimico e farmacoldgico. Esses estudos revelaram uma ampla
variedade de metabolitos especiais presentes nesta espécie, dentre eles destacam-se:
alcaloides/amidas, propenilfenois, lignanas, neolignanas, terpenos, esteroides, cavapironas,
piperolidas, chalconas, diidrochalconas, flavonas, flavononas e outros compostos, 0s quais
sdo encontrados somente nesta espécie (PARMAR et al.,1997). Diversos fatores sao
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importantes para determinar a eficiéncia e a atividade destes metabdlitos que vao desde sua
estrutura e concentragdo, que sao influenciadas por condigdes ambientais, variedade da planta,
grau de maturagdo e fatores genéticos. O principal componente metabdlico da pimenta do
reino ¢ a piperina, dito como alcaloide majoritario. Segundo Cardoso em 2005, a piperina
promove agao no sistema imunoldgico, como antitumoral por exemplo, e ¢ uma molécula de
grande importancia para o combate de doencas autoimunes.

2.7.2 Piperina

A piperina (piperidinil do acido 5-(3,4-metilenodioxifenil)-2E-4E-pentadiendico)
(figura 6b) ¢ um alcaloide ativo, foi a primeira amida isolada do género Piper, sendo o
principal metabolico secundario da pimenta do reino, encontrado principalmente em seus
frutos, e responsavel pelo sabor pungente e intenso aroma (SCHAAB, 2008). Como a piperina
¢ a piperamida que ocorre em maior propor¢ao na planta, esta se tornou o principal alvo de
avaliagdes bioldgicas.

Um dos principais efeitos desse alcaldide ¢ a de prolongar a agdo de certos
farmacos no organismo, por inibi¢do do metabolismo das mesmas a nivel hepatico A piperina
atua inibindo diferentes isoformas do citocromo P-450 e outras enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobiodtico, como UDP-glicorunil transferase e arilhidrocarbono hidroxilase
hepatica. Esse efeito faz com que o uso concomitante da piperina com outros farmacos, a fim
de prolongar seus efeitos, seja de grande interesse (ATAL, et al., 1985; BADMAEYV et al.,
1999). ATAL e colaboradores sugerem ainda que a piperina prejudica a biotransformagao de
pro-carcindgenos e, portanto, a geracdo de seus intermediarios reativos. Varios estudos ja
demonstraram outros e diversos efeitos da piperina. Alguns deles demonstraram in vitro e in
vivo, o envolvimento funcional da piperina como antidepressivo, hepatoprotetor,
antiparasitirio anti-metastatico, antitireoidiano, imunomodulador, e composto antitumoral
(PAMAR 1997; SRINIVASAN, 2007; FERREIRA, 2012). Estudos ainda demonstram que a
piperina inibe o 6xido nitrico (NO), Fator de necrose tumoral - o (TNF-a), e a expressao de
genes pro-inflamatérios in vitro, bem como in vivo, porém o mecanismo pelo qual esse
alcaloide exerce seus efeitos ndo ¢ muito bem compreendido. (KUTTAN e PRADEEP, 2003;
KUMAR et a., 2007, PRADEEP e KUTTAN, 2004).

Em 2007 uma publicagdo descreveu que de um total de 1184 novos farmacos
introduzidos no mercado entre 1981 e 2006, 974 sao de micromoléculas de origem natural,
sintética ou semissintética. (NEWMAN e CRAGG, 2007). Temos varios exemplos de
farmacos que determinaram grandes avancos para ciéncia, € em sua maioria de origem
natural. Podemos citar o acido acetil salicilico (AAS) como um desses. O AAS foi o primeiro
farmaco da historia a ser sintetizado em laboratério, com base na estrutura quimica de uma
substancia natural isolada do Salgueiro Branco (Salix alba). A proeza foi conquistada pelo
quimico alemao Felix Hoffmann em 1897 (MALLMANN, 2014).

Um composto promissor, geralmente sofre alteracdes em sua estrutura quimica a
fim de aperfeicoar a sua seletividade, poténcia e eficacia terapéutica. Esse conjunto de fatores
pode resultar em um fiarmaco mais seguro. Sendo assim foram propostas alteracdes
moleculares a piperina, a fim de demonstrar melhoria nesses efeitos, obtendo-se entdo o acido
pipérico. A piperina ¢ formada por 3 subunidades (A, B e C) (figura 6b). O acido pipérico ¢ a
parte acil da molécula da piperina (figura 6¢), que compreende as subunidades A e B.
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Figura 6 — Piper nigrum e seu principal alcal6ide ativo, piperina — a) frutos da pimenta do reino em bagas;

b) estrutura quimica da piperina, compreende as subunidades A, B e C; c¢) parte acil da molécula da
piperina é denominada 4cido pipérico e é composta pelas subunidades A e B. (Fonte: adaptado de
FERREIRA, 2012)
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliacao Farmacoldgica do Potencial anti-inflamatdrio e antinociceptivo do acido Pipérico

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar a atividade antinociceptiva do &acido pipérico sobre a dor aguda através dos
modelos algesimétricos de formalina, contor¢des abdominais induzidas por acido
acético e de retirada da cauda;

Avaliar a atividade antinociceptiva do acido pipérico sobre a dor cronica induzida pelo
modelo de constrigdo cronica do nervo ciatico através do modelo de Von Frey;

Avaliar a atividade do 4cido pipérico sobre a performance motora, através do modelo
de campo aberto;

Avaliar a participagdo das vias opioide, colinérgica e nitrérgica, além dos canais de K *
regulados por ATP, sobre o efeito antinociceptivo do acido pipérico, no modelo de
retirada da cauda;

Avaliar a participagdo dos canais TRPV1 sobre a atividade antinociceptiva do acido
pipérico através do modelo da capsaicina;

Avaliar a atividade antiedematogénica do acido pipérico no modelo de edema de pata
induzido por carragenina;

Avaliar a migragdo de leucdcitos e a quantificacdo de citocinas (TNF a e IL-1PB) a
partir do modelo de bolsa de ar subcutaneo (air pouch);

Avaliar a agdo do 4cido pipérico sobre a atividade enzimatica das enzimas
cicloxigenases 1 e 2;

Avaliar a toxicidade aguda e subcronica do 4cido pipérico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, com peso de 30-55g, oriundos do
Biotério do Departamento de Ciéncias Fisiologicas. Os protocolos experimentais de utilizagao
de animais de estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Ciéncias Biologicas e da Satide (CEUA/ICBS — UFRRJ) sob niimero 004/2015. Os animais
foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 1° C) e ciclo claro-escuro de
12h. Agua e alimentacio foram mantidas & disposicio dos animais, sendo a ragao retirada 8h
antes da administragdo oral dos farmacos, a fim de evitar interferéncia.

4.2 Drogas e Reagentes

As seguintes drogas e reagentes foram utilizadas: acido acético (Vetec), Formaldeido
(Merck), Carragenina, Atropina (pureza > 99%), Acido acetilsalicilico (pureza — 99%), L-
NAME (pureza > 98%), Glibenclamida (pureza > 99%), Capsaicina (pureza > 97%), e
Dimetilsulféxido (DMSO - pureza > 99,5%) (Sigma-aldrich), Sulfato de Morfina (Dimorf ®,
Cristalia), Naloxona (pureza - 99%, Cristalia), Dexametasona (Decadron ® Aché Lab. Farm).

O 4cido pipérico (pureza 99%) foi sintetizado e fornecido pelo Laboratério de Sintese
Organica Medicinal da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) sob a coordenagdo do Prof.
Dr. Mario Luiz Araujo de Almeida Vasconcellos.

4.3 Tratamentos, administracio e preparo das substancias

e Controle: Grupo tratado com agua destilada.

e Veiculo: Agua destilada com dimetilsulféxido, na concentragdo de 5% (v/v), para a
solubilizacdo do composto. O veiculo foi utilizado para avaliar se este ndo seria o
responsavel total ou parcial pela atividade antinociceptiva e/ou anti-inflamatoria.

e Acido acético: Foi preparado na concentragio de 1,2% (v/v) em 4gua destilada e
injetado por via intraperitoneal (i.p.), 60 minutos apds a administra¢do oral do acido
pipérico, morfina e veiculo no modelo de contor¢des abdominais.

e Formalina: Foi preparada na concentragdo de 2,5% (v/v) em agua destilada e injetada
0,02mL na pata traseira direita do camundongo, 60 minutos apos a administrag¢ao oral
de agua destilada, acido pipérico, morfina, cido acetilsalicilico ou veiculo no modelo
de formalina.

e Carragenina: Agente flogistico responsavel pela indugao de processo inflamatorio nos
modelos de edema de pata e bolsa de ar subcutanea. A carragenina foi preparada a 1%
(10 mg/mL). Administrada em volume de 0,1 ml na bolsa de ar subcutanea estéril e
0,02 mL por via intraplantar na pata traseira direita, no modelo de edema de pata. A
carragenina foi administrada 60 minutos apds a administracdo oral de agua destilada,
acido pipérico ou veiculo e administragdo subcutanea (s.c.) de dexametasona nos
modelos da bolsa de ar subcutanea estéril e de edema de pata.

17



e C(Capsaicina: Agonista TRPV1. Administrado 0,02 mL de solugdo de capsaicina (1,6
pg/pata) na pata direita traseira do camundongo no modelo de nocicep¢do induzida
por capsaicina.

e Acido Pipérico: Composto em estudo. O acido pipérico (ACP) foi testado nas doses de
1, 5 e 10 mg/Kg (nos modelos algesimétricos e inflamatdrios) e também na dose de
300 mg/Kg (para teste de toxicidade aguda tnica). A administracdo do ACP foi feito
por via oral (v.0.) em todos os modelos.

e Sulfato de Morfina: Agonista ndo-seletivo de receptores opioides, com atividade
antinociceptiva reconhecida, utilizado como controle positivo nos modelos
algesimétricos. Administrado por v.o., na dose de 3 mg/kg nos modelos de dor aguda e
1.p. na dose de 1 mg/kg no modelo de Von Frey.

e Acido acetilsalicilico: Anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE) com atividade anti-
inflamatoria reconhecida. Utilizado como controle positivo no modelo da formalina.
Administrado por v.o na dose de 100 mg/kg.

e Dexametasona: Anti-inflamatorio esteroidal com reconhecida atividade anti-
inflamatoria. Utilizado como controle positivo no modelo de edema de pata e bolsa de
ar subcutanea. Administrado por via s.c. na dose de 2,25 mg/kg.

e (Glibenclamida: Bloqueador de canal de potassio sensivel a ATP. Administrado 15
minutos antes do &cido pipérico por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1, 3 ¢ 5
mg/kg no modelo de retirada da cauda.

e Naloxona: Antagonista ndo-seletivo opioide. Administrado 15 minutos antes do acido
pipérico, por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg no modelo de
retirada da cauda.

e Atropina: Antagonista ndo-seletivo de receptores muscarinicos. Administrado 15
minutos antes do acido pipérico, por via intraperitoneal (i.p.) nas doses de 1, 3 e 5
mg/kg no modelo de retirada da cauda.

e No-nitro- L-arginina metil éster (L-NAME): Inibidor da o6xido nitrico sintase,
reduzindo assim a produgdo de 6xido nitrico (NO). Administrado 15 minutos antes do
acido pipérico por via i.p. nas doses de 1, 3 e 5 mg/kg no modelo de retirada da cauda.

4.4 Modelos de avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.4.1 Modelo de contorcdoes abdominais induzidas por acido acético

Modelo comumente utilizado como triagem da atividade antinociceptiva
(KOSTER et al, 1959). Este modelo baseia-se na contagem das contragdes da parede
abdominal seguida de tor¢dao do tronco e extensdo dos membros posteriores € contato do
abdomen com o assoalho do recipiente em que o animal se encontra. Foi realizada a
administracdo intraperitoneal de 0,01 mL/g de &cido acético (1,2%) 60 minutos apos a
administracao de dgua destilada, veiculo, morfina (3 mg/kg) e acido pipérico (nas doses de 1,

5 e 10 mg/kg) v.o. A contagem do nimero de contor¢des foi iniciada imediatamente apos a
injecdo e permanecendo por um periodo de 30 minutos. Na figura 7 podemos verificar o
protocolo estabelecido para este modelo.
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Figura 7 — Protocolo experimental do modelo de contor¢des induzidas por acido acético.

4.4.2 Modelo da Formalina

Modelo utilizado para avaliacio da dor inflamatéria e nao-inflamatdria
(HUNSKAAR e HOLE, 1987). Neste modelo, 60 min apds a administracdo oral de agua
destilada, veiculo, morfina (3 mg/kg), acido acetilsalicilico (100 mg/kg) ou éacido pipérico
(ACP) (1, 5 e 10 mg/kg) foi injetado 0,02 mL de uma solu¢do de formalina a 2,5% na pata
direita traseira. Posteriormente os animais foram colocados individualmente em caixas de
vidro espelhadas para melhor visualizacdo do animal. O tempo que o animal permaneceu
lambendo a pata foi entdo medido (em segundos). A medida do tempo foi feita em duas
fases: a primeira chamada neurogénica, entre 0 e 5 minutos apds a injecao da formalina e a
segunda fase chamada inflamatoria, entre 15 e 30 minutos apds a inje¢ao, conforme protocolo
experimental demonstrado na figura 8. A primeira fase ocorre devido ao efeito direto da
formalina e de mediadores inflamatdrios pré-formados sobre o nociceptor, ja a segunda fase ¢
decorrente da liberagdo de mediadores inflamatdrios pds-formados, que irdo atuar nas
terminacdes nervosas livres.

60 (v.0) 0 5 E 30 min
| — —
| “Fase 2° Fase
Administracio de Administracio de Formalina a 2,5%
farmacos

Figura 8 — Protocolo experimental do Modelo da Formalina.
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4.4.3 Modelo de retirada da cauda

Este modelo ¢ utilizado para avaliacdo da atividade antinociceptiva a nivel
espinhal (BEN-BASSAT et al, 1959). O modelo foi realizado como previamente descrito
(MONCADA et al ,2003; ROBLES ef al, 1996). Ap6s 60 min da administracdo oral de dgua
destilada, veiculo, morfina (3 mg/kg), e ACP (1, 5 e 10 mg/kg). Os animais foram colocados
em um tubo de acrilico, e posicionados no aparelho de retirada de cauda denominado
“analgesimetro tail flick”. Neste aparelho um Feixe de luz nocivo foi focado a
aproximadamente 2 cm da ponta da cauda, e a laténcia de retirada da cauda foi registrada
automaticamente através do cronometro eletrénico contido no equipamento. A intensidade da
fonte de luz radiante foi ajustada para valores de linha de base entre 2 e 5 segundos; esta
intensidade ndo foi alterada e os animais que apresentaram valores de linha de base fora
destes limites foram excluidos do experimento. Foram feitas véarias medidas dos tempos de
laténcia com intervalos de 20 minutos entre cada uma delas, totalizando 8 medidas. As
primeiras duas medidas foram realizadas antes da administracio do composto (e sdo
chamadas de medidas controle). A média das medidas controle ¢ denominada “linha de base”.
Para se evitar danos teciduais causados pela temperatura na cauda dos animais, calculamos
um “cut-off’ de 3 vezes o valor da linha de base. A antinocicep¢do foi quantificada pelo
calculo do percentual de aumento em relagdo a linha de base, dado pela formula representada
na figura 9b, a partir do protocolo experimental (figura 9a)

a)
-40 =20 0 20 40 60 80 100 120 min
_‘f_/ N i T ot
Controle Tempo de laténcia
(Linha de base)
b)
Administracio do farmaco % = (Tempo de laténcia x 100) - 100

Linha de base

Figura 9 — Modelo de retirada da cauda. a) Protocolo experimental; b) Férmula utilizada para
quantificacdo da antinocicepc¢io.

Para investigagdo do mecanismo de a¢do do ACP na dose de 10mg/kg foram
administrados antagonistas aos animais via i.p. 15 min antes da administragdo do ACP.
Naloxona, atropina, L-NAME e Glibenclamida foram administrados nas doses de 1, 3 ¢ 5
mg/kg com a finalidade de se observar a participagdo dos sistemas opioide, muscarinico,
nitrérgico e a participacdo do canal de potissio sensivel a ATP sobre a atividade
antinociceptiva do ACP, respectivamente.

4.4.4 Modelo de nocicep¢ao induzida por capsaicina
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Este modelo foi realizado como descrito por Sakurada et a/. (1998). Um volume
de 0,02 mL de solugdo de capsaicina (1,6 pg/ pata) foi administrada por via intraplantar, na
pata traseira direita do animal. Imediatamente apds a inje¢ao de capsaicina, os animais foram
colocados individualmente em uma caixa de vidro espelhada e o tempo de lambedura da pata
injetada com capsaicina foi cronometrado e registrado (em segundos), durante um periodo de
5 min (figura 10). A acdo de lambedura foi considerado como reacdo ao estimulo nocivo,
devido a acdo da capsaicina sobre os receptores TRPV1.

-60 (v.0) 0 5 minutos

Administracéo de

. Administracdo de capsaicina
farmacos

20uL intraplantar (1.6 pg/pata)

Figura 10 — Protocolo experimental do modelo de nocicepcio induzida por capsaicina

4.4.5 Modelo da Constri¢ao Cronica do Nervo Ciatico (CCC)

Este modelo ¢ utilizado para inducdo de lesdo em nervo periférico com
consequente inducdo de dor neuropatica (SEITZER et al, 1990). Neste modelo, os
camundongos foram anestesiados com quetamina (160 mg/kg; 1.p.) e xilazina (32 mg/kg; i.p.),
e submetidos a cirurgia, onde realizamos uma incisdo na parte lateral da coxa direita e o nervo
ciatico foi exposto. Foram realizadas 4 ligaduras (com fio mononylon 6.0) ao longo do nervo
e realizada sutura da ferida cirrgica (figura 11). Uma resposta imune a sutura leva a
inflamag¢ao do nervo. Uma falsa cirurgia (sham) foi realizada em um grupo de animais, onde o
nervo foi exposto, mas ndo foi feita a ligadura. Trés semanas apds a cirurgia os animais
desenvolvem alodinia. Na tabela 1 esta representado os grupos experimentais e na figura 11
esta representada o procedimento cirurgico. Os animais foram tratados por 14 dias e
submetidos ao modelo de Von Frey, conforme descrito na se¢do correspondente.
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Tabela 2 - Grupos experimentais com seus respectivos tratamentos e procedimentos realizados.

GRUPOS n=6 Tratamento Condic¢oes experimentais
Controle Agua destilada Ligadura do NC e tratamento com Agua destilada
SHAM Agua destilada Sem ligadura no NC e tratamento com Agua destilada
Morfina Morfina 1mg/kg s.c. Submetido a Constri¢do do NC e tratamento com Morfina
ACP ACP 10mg/kg v.o Submetido a Constri¢do do NC e tratamento com ACP

Memvao fibular

comum {—>
Mervo Tibial  — _:7

Medula espinhal

Mervo Sural  €—

Constricdo crénica u
) oL
'C] x4 ligaduras ﬂ-

—_—

Figura 11 — Constri¢do cronica do nervo cidtico. Sdo realizadas 4 ligadura no nervo ciitico do animal,
induzindo dor neuropatica. (fonte: adaptado de AUSTIN E MOALEM, 2012)

4.4.6 Modelo de Von Frey

A fim de avaliar a alodinia causada pela constricdo cronica do nervo ciatico
utilizamos o modelo de Von Frey. Este método avalia a sensibilidade tecidual ao estimulo
mecanico através de um estesiometro eletronico composto de um transdutor de pressao ligado
por um cabo a um detector digital de forca, a qual ¢ expressa em gramas (CUNHA et al,
2004; JENSEN et al., 1986). Ao transdutor foi adaptada uma ponteira descartavel de 0,5 mm *
com ponta abaulada para estimular diretamente a pata do animal com um estimulo nao
nocivo. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, cujo assoalho ¢ uma rede de
malha igual a 5 mm? constituida de arame de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes do
experimento para adaptagdo ao ambiente. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das
caixas de experimentacdo para facilitar a visualizagdo das plantas das patas dos animais. A
pressdo foi exercida no meio da 4rea plantar posterior da pata traseira operada até que o
animal realizasse o movimento de retirada da pata (AUSTIN E MOALEM, 2012). O estimulo
foi entdo interrompido e a forga exercida para promover a resposta caracteristica, foi
registrada pelo aparelho. A 4rea de a regido plantar estimulada foi desafiada 3 vezes
consecutivas em intervalos de 5-10 segundos. Apo6s 21 dias da cirurgia de CCC foram
realizadas administragdes diarias de ACP 10 mg/kg v.o., Morfina 1 mg/kg i.p. (ZULAZMI ,
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2015) e agua destilada durante 14 dias. No primeiro dia iniciamos a administragdo das
substancias e submetemos os animais ao modelo de Von Frey nos tempos de 1, 2, 3 e 4h ap6s
a administracao das substancias. Nos dias 3, 6, 9, 12 ¢ 14 submetemos os animais a0 modelo
com a estimulacdo da pata antes da administracdo das substancias, a fim de verificar a
atividade antinociceptiva cronica. Na figura 12 esté representado o protocolo experimental.

+ Avaliagdo aguda no Von frey

= Cirurgia [GGG}l

Diaz -2 12

\ Avaliagao cronica no Von Frey

Figura 12: Protocolo experimental do modelo de Von Frey. CCC= constri¢do crénica do nervo ciitico;
1*=inicio da administracio das substincias (ACP 10 mg/kg v.o., Morfina 1 mg/kg i.p. e agua destilada)
Tratamento realizado durante 14 dias.

4.4.7 Modelo de campo aberto

Para avaliar a interferéncia sobre a mobilidade dos animais apds o tratamento com o
composto, os animais foram submetidos ao modelo do campo aberto. Neste modelo, 5 dias
antes do inicio do experimento os animais foram treinados na arena em que ¢ realizada o
experimento. O procedimento foi similar ao descrito por BARROS et al, 1991. Os
camundongos receberam ACP nas doses de 1, 5 e 10mg/kg, morfina (3 mg/kg) e 4gua
destilada por via oral e foram colocados individualmente em uma camara de observagao (60
minutos apos administragdo oral) cujo assoalho foi dividido em quadrados (5 x 5 cm). A
atividade espontinea foi quantificada pelo niimero de quadrados percorridos durante o
intervalo de 5 minutos (figura 13).
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Figura 13 — Protocolo experimental do modelo de campo aberto.

4.5 Modelos de avaliacao da atividade anti-inflamatéria

4.5.1 Modelo de edema de pata

Este modelo de avaliacdo edematogénica utiliza a técnica de pletismografia
(FERREIRA, 1979), que consiste na utilizagdo do pletismometro, um equipamento capaz de
registrar pequenas variagdes no volume de liquido deslocado pela inser¢do da pata, até a
articulacdo tibio-tarsica. O edema foi induzido pela inje¢do intraplantar de 0,02 mL de
carragenina (1%, p/v) na pata traseira esquerda do camundongo. Na pata direita foi injetado o
mesmo volume de TFS (tampao fosfato salina — PBS, sigla em inglés). Uma hora antes da
injecdo intraplantar de carragenina, foram administrados os compostos ACP nas dosede 1, 5 e
10mg/kg v.o., Dexametasona 2,25mg/kg s.c., dgua destilada e veiculo O edema foi avaliado
nos tempos de 1, 2, 3 e 4 horas ap0s a inje¢do da carragenina, conforme esquema na figura 14.

TEMPO (HORAS)

T T
|

K| 0
Tempos de medida do
edema das patas

e
.

Composto V.0.

Injecao intraplantar de carragenina (0,02mL) Onde:
PE= Agente inflamatdrio = PE= Pata traseira esguerda
PD= Velcule |PBS) > PD= Pata traseira direita

Figura 14 — Protocolo experimental do Modelo de edema de pata.

4.5.2 Modelo da bolsa de ar subcutianeo (air pouch)

24



A bolsa de ar subcutaneo foi realizada como descrito por Vigil e colaboradores,
2008. Uma area do dorso dos animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada. 7 ml de ar estéril foi
injetado via subcutanea em um Unico ponto. As bolsas de ar foram injetadas com ar estéril em
dias alternados por 3 dias. Durante este periodo, foram acompanhados o aparecimento de
vermelhidao, inchacgo, exsudagdo e vazamento de ar ndo a fim de verificar se o modelo foi
estabelecido com sucesso. No quarto dia, os animais foram tratados com agua destilada,
veiculo e o composto ACP (1, 5 e 10 mg/kg) por via oral, e a dexametasona foi administrada
por via subcutanea (2,25 mg/kg), 1h depois receberam carragenina (1%) administrada por via
subcutanea e 4 horas depois foram eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital. Os
animais foram entdo fixados em uma mesa cirtrgica ¢ uma incisdo na pele foi feita para
perfurar a bolsa de ar. A cavidade subcutanea foi lavada com 1 ml de tampao fosfato salina
estéril (pH 7,6 contendo NaCl (130 mM), Na ,PO,4 (5 mM) e KH ,PO4 (1 mM) e heparina (20
Ul/ml) em agua destilada). Apds a eutandsia, as amostras de lavado subcutineo foram
coletados para determinagdo de leucocitos totais na camera de Neubauer. Na figura 15
podemos ver o protocolo experimental de forma simplificada. Uma aliquota de 20uL do
lavado subcutdneo de cada animal foi coletada e transferida para um Eppendoff contendo
380uL de liquido de Tiirk, possibilitando assim a coloracdo dos leucdcitos e sua contagem em
camara de Neubauer sob microscopia Optica.

1% dia 3" dia 4° dia
Injecdio de ar estéril Injecio de ar estéril Administracio Injecio de  Eutandsia e coleta
' de Férmacos (v.0.)  carragenina do lavado
A
1 Hora 4 Horas

Figura 15 — Protocolo experimental do modelo da bolsa de ar subcutinea estéril

4.5.3 Quantificacao de citocinas

Objetivando quantificar as citocinas IL-1p e TNF-a presentes nos exsudatos, estes
foram centrifugados a 170 x g por 10 min a 4° C, os sobrenadantes foram coletados e
procedeu-se a determinacao da concentragdo destas citocinas em aliquotas (50uL) do lavado
subcutaneo no modelo de air pouch. Para isto, foram utilizados kit’s de imunoensaio
enzimdtico (Mouse IL-1B ELISA Kit Mouse, Immunoleader® e TNF-a ELISA Kit mouse,
Cayman Chemical®), os quais mensuram as concentracdes de IL-1f e TNF-a na amostra
através do método de ELISA, semelhante ao estudo de RAMANA e colaboradores (2007).

4.5.4 Avaliagao da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

Foi utilizado um kit de imunoensaio enzimatico (COX INHIBITOR SCREENING
ASSAY KIT - 96 WELLS, Cayman Chemical®), que determina a producdo de
prostaglandina a partir da atividade das enzimas COX-1 e COX-2. A partir dos dados obtidos
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com a utilizagdo do kit, foi construido uma curva padrao através do percentual da razao entre
a taxa de ligagdo de uma amostra e a taxa de ligacdo maxima (%B/B () e do log da
concentracdo de prostaglandina em pg/mL. Este grafico permitiu a obtencao de valores
referentes a concentragdo de prostaglandina (pg/mL) obtida pela a¢do das enzimas COX-1 e
COX-2 e também a porcentagem de inibi¢ao de ambas as enzimas frente a utilizagao de doses
crescentes do acido pipérico.

4.6 Avaliacao toxicoldgica

4.6.1 Toxicidade Aguda e subcronica

Foi realizado modelo de toxicidade aguda, ou chamado também de dose fixa de
acordo com o modelo experimental descrito por Lorke (1983) a fim de terminar os valores de
DLs. Uma unica dose oral de acido pipérico (300 mg/kg) foi administrado a um grupo de 6
animais. Foi considerada a dose de acordo com os critérios de classificagao da comunidade
Europeia (OGA, 2003). Os animais foram colocados posteriormente em uma cadmara de
observacao.

A avaliagdo da toxicidade subcronica foi realizada através da exposi¢ao repetida
ao acido pipérico na dose de 10mg/kg por 14 dias v.o. (adaptado de OGA 2003) a fim de
verificar se o tratamento subcronico produziria algum efeito toxico nao observado no modelo
agudo. Um grupo controle foi administrado com agua destilada e foi exposto ao mesmo
protocolo.

Parametros comportamentais foram avaliados por um periodo de 14 dias e
incluiram a observa¢do de convulsdo, hiperatividade, perda do reflexo, alteragdo da
frequéncia respiratoria e sedagao. O peso dos animais € o consumo de racao foram avaliados.
No 15° dia, todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e os oOrgios:
pulmdes, bago, figado e coragdo, foram avaliados macroscopicamente, retirados e pesados. O
peso relativo dos 6rgdos foi calculado dividindo-se o peso do 6rgao pelo peso do animal e
multiplicando-se por 100.

4.7 Analise Estatistica

A significancia estatistica entre os grupos foi realizada pela aplica¢do de analise
de variancia (One-Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni para os modelos de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, formalina, capsaicina, campo aberto,
atividade de COX e quantificagdo de leucocitos e citocinas. E foi realizada pela aplicacao de
analise de variancia (Two-Way ANOVA) acompanhada pelo teste de Bonferroni para os
modelos de retirada da cauda, Von Frey e edema de pata. Os valores de p menor que 0,05;
0,01 e 0,001 foram usados como nivel de significancia.

26



5 RESULTADOS

5.1 Modelos de avaliaciao da atividade antinociceptiva

5.1.1 Modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

A administracdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético (1,2%) produziu em um
intervalo de 30 minutos 54,2 + 6,1 contor¢des (no grupo controle). A administracdo oral do
ACP nas doses de 1, 5 ¢ 10 mg/kg e morfina (3 mg/kg) foi capaz de inibir o nimero de
contor¢des abdominais em relagdo ao grupo experimental controle, indicando atividade
antinociceptiva deste composto, como pode ser observado na figura 16. Os percentuais de
inibicdo do numero de contor¢cdes abdominais obtidos foram: 54,4%, 51,7% e 77,9%,
respectivamente para as doses de 1, 5 e 10mg/kg. A administragdo oral de morfina inibiu o
nimero de contor¢cdes abdominais em aproximadamente 50% quando comparada ao grupo
controle.
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Figura 16 — Efeito antinociceptivo do ACP (1, 5 e 10mg/kg), veiculo, controle (dgua destilada) e morfina (3
mg/kg) no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Os tratamentos foram realizados
por via oral. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n = 6) do nimero de contorcdes. A
significAncia estatistica (* p < 0,05 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos
tratados com veiculo, morfina e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo
teste de Bonferroni.

Tabela 3 — Modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido acético
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Tratamentos Numero de contorcoes Percentual de inibi¢ao
Controle 54,2+ 6,1 —
Veiculo 57,5+5,2 -
Morfina 25,4 +3,5% 53,1%

ACP 1 mg/kg 24,7 +5,7* 54,4%

ACP 5 mg/kg 26,2 +7,9% 51,7%

ACP 10 mg/kg 12,0 + 4, 8%** 77,9%

*p < 0,05 e ***p < 0,001 entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina e doses
crescentes do composto, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

5.1.2 Modelo da formalina

Os animais foram tratados com ACP nas dose 1, 5 e 10 mg/kg. Como controle
positivo foi utilizado a morfina (3 mg/kg) e AAS (100 mg/kg). O grupo controle apresentou
na 1° fase o tempo de lambedura de 53,2 + 6,3 segundos e na 2° fase foi de 173,9 + 7,8
segundos. A morfina apresentou percentual de inibicdo de 37% em relagdo ao tempo de
lambedura na 1° fase e de 51,2% na 2° fase. Ja o AAS apresentou uma inibi¢ao de 54,6%,
somente na segunda fase. O tratamento com ACP reduziu significativamente o tempo que os
animais permaneceram lambendo as patas apds a injecao de formalina nas duas fases. Na 1*
fase, o efeito inibitdrio somente foi observado com a dose de 10mg/kg (30,3%). Na 2° fase
todas as doses testadas inibiram significativamente o tempo de lambedura. Os percentuais
foram de aproximadamente 40,5% na dose de 1mg/kg, 62,9% na dose de Smg/kg e 67,8% na
dose de 10 mg/kg. Os resultados estdo apresentados nas figuras 17a e 17b e na tabela 4.
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Figura 17 — Efeito antinociceptivo do ACP (1, 5 e 10mg/kg), veiculo, controle (agua destilada), AAS e
morfina (3 mg/kg) no modelo de formalina. a) 1* fase e b) 2* fase. Os tratamentos foram realizados por via
oral. Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de lambedura. A significincia
estatistica (* p < 0,05 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com
veiculo, morfina, AAS e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni.
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Tabela 4 — Tempos de lambedura, em segundos, no modelo de formalina

Tempo de lambedura (segundos)
Tratamentos 1* Fase 2% Fase
Controle 53,2+6,3 1739+ 17,8
Veiculo 50,8 +3,6 175,8 + 6,6
Morfina 33,5 +4,6* 84,8 + 4,2%%*
AAS 40,0 +4,6 79,0 + 8,0%**
ACP 1 mg/kg 473+78 103,4 + 15,5%**
ACP 5 mg/kg 45,6 + 10,2 64,5 + 10,9%*%*
ACP 10 mg/kg 37,1 +9,4% 0.4+ 23 D% **

*p <0,05 e ***p <0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina,
AAS e doses crescentes do composto, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.1.3 Modelo de retirada da cauda

A fim de confirmar o efeito antinociceptivo central demonstrado através do resultado
no modelo de formalina, executamos este modelo. Neste modelo, os animais foram tratados
com ACP nas doses 1, 5 ¢ 10 mg/kg v.o. Como controle positivo foi utilizado a morfina (3
mg/kg). As doses de 1, 5 e 10 mg/kg do ACP apresentaram diferenca significativa em relacdao
ao grupo controle, como observado na figura 18, confirmando assim o seu efeito
antinociceptivo central e dose-dependente.
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Figura 18 — Efeito antinociceptivo do ACP (1, 5, 10mg/kg), veiculo, controle (dgua destilada) e morfina (3
mg/kg) no modelo de retirada da cauda. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. do % de
aumento em relagdo a linha de base (n = 6). A significincia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <

0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina e doses crescentes do
composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 5 — Tempos de laténcia, em segundos, no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)
Linha de

Tratamentos Base 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min

Controle 3,48 +0,6 2,94 +0,9 3,25+0,9 3,24+0,6 2,95+0,8 3,22+0,6 3,44+0,3

Veiculo 2,95+0,6 3,04+ 1,1 3,05+0,4 3,04 +0,7 3,05+0,6 3,02+0,9 3,04 +0,5

Morfina 2,89 +0,4 3,11+0,6 3,52+0,8 5,05+0,7%* | 533 +0,8%*%*% | 496+ 0,2%*%* | 513+ 0,8%**
ACP 1 mg/kg 4,42 +0,6 5,48 +0,8%% | 526+ 0,6%** | 6,18 +0,9%** 4,56 +0,3 4,66 + 0,6 4,52 +0,5
ACP 5 mg/kg 5,04 +0,6 6,83 + 1,2%** | 6,33 +0,6%** | 6,12+ 0,8** | 6,00+ 0,9%*%* 5,20+0,5 5,07 +0,4
ACP 10 mg/kg 3,98+0,5 4,13+0,2 4,83 4+ 0,7*** | 523 +0,5%** | 6,30 +0,6*** | 525+ 0,8%** | 502+ 1,0%**

**p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, morfina e
doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

O mesmo modelo também foi utilizado para investigar a participacdo das vias
opioide, colinérgica, nitrérgica e sobre canais de K™ regulados por ATP. Para tanto, foi
L-NAME e glibenclamida,
respectivamente. A fim de avaliar o envolvimento de canais de potassio regulados por ATP no
mecanismo de acdo do ACP, administramos Glibenclamida (1, 3 e Smg/kg) 15 minutos antes
da administragcdo do composto, na dose de ACP que obteve o melhor resultado no modelo de
retirada da cauda (10mg/kg). A Glibenclamida ndo foi capaz de inibir o efeito do composto

realizado administragdo prévia de naloxona,

atropina,
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em estudo em nenhuma das doses testadas, como observado na figura 19, demonstrando
assim a auséncia de participagdo destes canais sobre o efeito do composto.
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Figura 19 — Influéncia da administracio prévia de Glibenclamida sobre o efeito antinociceptivo induzido
pelo ACP na dose de 10mg/kg no modelo de retirada da cauda. Os animais foram pré-tratados por via i.p.
com Glibenclamida (G -1, 3 e 5 mg/kg) 15 minutos antes da administracio do composto. Os resultados s3o
expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) do % de aumento em relagio a linha de base. A significincia
estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados
com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de Glibenclamida, por Two-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 6 — Avaliagdo da influéncia da administragdo prévia de glibenclamida sobre os tempos de laténcia
induzidos pelo ACP no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)
Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base

Controle 3,48 +0,6 2,94 +0,9 3,25+0,9 3,24+0,6 2,95+0,8 3,22+0,6 3,44 +0,3
ACP 10mg/kg 3,98 +0,5 4,13+0,2 4,83 4+ 0,7*** | 523 +0,5%** | 6,30 +0,6*** | 525+ 0,8%** | 502+ 1,0%**
ACP + 1 mg/kg G 4,11 +04 4,90+ 0,7%%% | 4,74+ 0,8% | 5,00+ 0,9%** | 6,26 + 0,4*¥** | 540+ 0,3*%** | 6,28 + 0,8***
ACP + 3 mg/kg G 3,74 +0,8 4,70+ 0,6%** | 4,63 +0,9%** | 472+ [,1*** | 470+ 0,2%** | 4,70 + 0,8%*%* | 4,97 +(,7***
ACP + 5 mg/kg G 3,73+0,4 4,63 + 1,0%%* | 4,45+ 0,7*** | 507+ 0,9%** | 518 + 1,0%** | 4,35+ 0,6%* | 5,72+ 0,5%**

*#*%p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com o composto

isoladamente e

combinado a doses crescentes de Glibenclamida, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Para avaliar a participacao da via nitrérgica, os animais foram pré-tratados com N -
nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME - 1, 3 e 5 mg/kg, i.p.; inibidor da 6xido nitrico sintase),
como demonstrado na figura 20. Os resultados demonstram que a inibi¢ao na sintese de 6xido
nitrico ndo foi capaz de interferir na atividade do composto, visto que nenhuma das doses de

L-NAME testadas inibiu de forma significativa o efeito obtido no modelo com a dose de

10mg/kg de ACP.
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Figura 20 — Influéncia da administracdo prévia de N -nitro-arginina-L-metil éster - L-NAME sobre o
efeito antinociceptivo induzido pelo ACP no modelo de retirada da cauda. Os animais foram pré-tratados
por via ip. com N -nitro-arginina-L-metil éster (L-NAME -1, 3 e Smg/kg) 15 minutos antes da

administracio do composto. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n =

7-10) do % de

aumento em relacio a linha de base. A significincia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi
calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses
crescentes de L-NAME, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 7 - Avaliacdo da influéncia da administragdo prévia de L-NAME sobre os tempos de laténcia induzidos
pelo ACP no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)
Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 3,48+ 0,6 2,94 +0,9 3,254+0,9 3,24+ 0,6 2,95+0,8 3,22+ 0,6 3,44 +0,3
ACP 10mg/kg 3,98 +0,5 4,13+0,2 4,83 +0,7**%*% | 523 +0,5*** | 6,30 +0,6%** | 525+ 0,8%** | 502+ 1,0%**
ACP + 1 mg/kg L- 3,78+ 0,2 4,57 +0,9%*%*% | 6,08 +0,3%** | 487+ 0,5%** 4,18+ 0,6 4,90 + 0,6%** 3,95+0,4
NAME
ACP + 3 mg/kg L- 3,68 +0,6 4,73 +0,8%** | 467 +0,4%*%* | 487+ 1,2%** | 493 +0,9%** | 4,50+ 0,2%** | 565+ 1,0%**
NAME
ACP + 5 mg/kg L- 3,65+ 0,6 4,82 +0,7%** | 490 + 0,5%** 4,00 + 0,6 4,53 +0,4%*%* | 503+ 1,0%%* | 4,75+ 0,4%**
NAME

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratades com o

composto isoladamente e combinado a doses crescentes de L-NAME, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni.

Para avaliar a participagdo do sistema opioide sobre o efeito do composto, foi
administrado naloxona (N - 1; 3 e 5 mg/kg, i.p.; antagonista ndo-seletivo de receptor opioide)
previamente a administragdo de ACP na dose de 10mg/kg. Como podemos observar na figura
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21, nenhuma das doses de Naloxona foi capaz de inibir o efeito do composto, demonstrando
auséncia de participacdo da via opioide no mecanismo do composto.
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sobre o efeito antinociceptivo induzido pelo ACP no modelo de retirada da cauda. Os animais foram pré-
tratados por via i.p. com Naloxona (N -1, 3 e Smg/kg) 15 minutos antes da administracio do composto. Os
resultados sio expressos como média + E.P.M. (n =7-10) do % de aumento em relacfo a linha de base. A
significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os
grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes de naloxona, por Two-Way

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 8 — Avaliacdo da influéncia da administracdo prévia de Naloxona sobre os tempos de laténcia induzidos
pelo ACP no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)

Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 3,48 +0,6 2,94 +0,9 3,25+0,9 3,24 +0,6 2,95 +0,8 3,22+0,6 3,44+0,3
ACP 3,98+0,5 4,13+0,2 4,83 +0,7** | 523 40,5%*%* | 6,30 +0,6%** | 525+ 0,8%** | 502+ 1,0%*
ACP + 1 mg/kg N 3,24 +0,6 3,93 +0,8%% | 4,584+ 0,5%*¥* | 6,00+ 0,6%** | 4,28 +0,3%*%* | 557 +(,7*** 3,92 +0,3*
ACP + 3 mg/kg N 3,63+0,8 4,85+ 0,2%*% | 508+ 0,6%** | 523 +0,9%** | 4,72 +0,5%*¥* | 592+ 0,6%** | 420+ 1,2*
ACP + 5 mg/kg N 2,95+0,2 3,73 +0,3%F | 4,67+ 0,8%*¥* | 463+ 1,2%** | 357+0,5% | 4,52+0,8%** | 4,10+ 0,6%**

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com o

composto isoladamente e combinado a doses crescentes de naloxona, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni.

O antagonista de receptores muscarinicos, Atropina, foi administrado previamente
ao composto a fim de investigar a participacao do sistema colinérgico no mecanismo de agao
do ACP. Como podemos observar na figura 22, todas as doses testadas de atropina (1,3 e 5

mg/kg, 1.p.) foram capazes de inibir completamente os efeitos do composto, demonstrando

entdo o envolvimento dos receptores muscarinicos no mecanismo do ACP.
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Figura 22 - Avaliacio da participacio da via colinérgica através da administraciio prévia de Atropina, um
antagonista de receptores muscarinicos (Atro 1, 3 e Smg/kg i.p.), sobre o efeito antinociceptivo induzido
pelo ACP no modelo de retirada da cauda. Os animais foram pré-tratados 15 minutos antes da
administracdo do composto. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n = 6) do % de aumento
em relacdo a linha de base. A significincia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada
entre o grupo controle e os grupos tratados com o composto isoladamente e combinado a doses crescentes
de atropina, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 9 - Avaliacdo da influéncia da administragdo prévia de Atropina sobre os tempos de laténcia induzidos
pelo ACP no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)
Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 3,48 +0,6 2,94+0,9 3,25+0,9 3,24+ 0,6 2,95+0,8 3,22+0,6 3,44+0,3
ACP 3,98 + 0,5 4,13+0,2 4,83 +0,7%%* | 523 4+ 0,5%*%* | 6,30 + 0,6%¥** | 525+ 0,8%** | 502+ 1,0%**
ACP + 1 mg/kg 4,27+0,7 431+0,8 4,36 +0,5 4,43 +0,6 4,53+0,3 4,43 +0,7 4,32+0,3
Atro
ACP + 3 mg/kg 4,59 +0,8 4,67+0,2 4,60 + 0,6 4,80 +0,9 4,68 +0,5 4,61 +0,6 4,67+1,2
Atro
ACP + 5 mg/kg 4,19+0,3 4,22 +0,6 4,30+0,9 4,20+ 0,6 4,60 +0,7 4,25+ 0,6 4,40 +0,4
Atro

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com o
composto isoladamente e combinado a doses crescentes de atropina, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni.

5.1.4 Nocicepc¢io induzida por capsaicina
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Os efeitos do ACP sobre a nocicep¢ao induzida por capsaicina ¢ mostrado na
figura 23. A injecdo intraplantar de capsaicina provocou uma reacdo de lambedura de 71,9 +
5,3 segundos no grupo controle, somente a dose de 10mg/kg de ACP foi capaz de inibir
significativamente o tempo de lambedura (39,3 + 5,0s), levando a uma redugdo de
aproximadamente 45% comparado ao controle. Demonstrando entdo um possivel
envolvimento de TRPV1 no mecanismo de ACP.
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Figura 23 — Avaliacdo da atividade antinociceptiva do ACP no modelo de nocicep¢iao induzida por
capsaicina. Os tratamentos com o controle e ACP (1, 5 e 10 mg/kg), foram realizados por via oral. Os
resultados siao expressos como média + E.P.M. (n = 6) do tempo de lambedura. A significincia estatistica

(* p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com ACP,

por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 10 — Avaliagdo da atividade antinociceptiva de ACP no modelo da capsaicina.

Tratamentos Tempo de Lambedura Percentual de inibicao
(segundos)
Controle 71,9 +5,3 -
ACP 1 mg/kg 72,5+3,3 -
ACP 5 mg/kg 61,8 +3,2 -
ACP 10 mg/kg 39,3 +5,0%** 45,34%

*p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com ACP,
por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.1.5 Modelo de Von Frey

36



Este modelo foi realizado com o objetivo de verificar a atividade antinociceptiva
do composto em um modelo de dor neuropatica. Como podemos observar na figura 24,
somente a morfina foi capaz de inibir a alodinia significativamente nos tempos de 1, 2 e 3h
apos sua administragdo comparado ao controle. O ACP ndo inibiu a alodinia em nenhum dos
tempos com a dose de 10 mg/kg.
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Figura 24 — Avaliacio da atividade antinociceptiva aguda no modelo de constri¢io cronica do nervo
ciatico através do modelo de von frey. Foram realizadas 3 estimulacdes com intervalo de 5 a 10 segundos

em cada animal. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n = 6) do limiar mecénico em gramas.

A significincia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os
grupos tratados morfina (1mg/kg i.p.), ACP (10mg/kg v.o.) e grupo sham (falso operado), por Two-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni

Tabela 11 — Avaliagdo da atividade antinociceptiva aguda pelo modelo de Von Frey.

Limiar Mecénico (g)
Tratamentos 1H 2H 3H 4 H
Controle 4,18+0,9 4,78 + 0,45 4,40 + 0,65 4,17 + 0,62
SHAM 11,1 +0,77*** | 9,97 + 0,34*** | 10,6 + 0,59%** | 9,35 4 1,34%**
Morfina 8,38 + 0,9%** 8,43 +0,37** 7,67 + 0,89%* 6,93 + 0,66
ACP-10 4,8 +0,85 6,58 + 0,62 6,35+ 0,52 5,18+ 0,42
mg/kg

*p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados morfina
(Img/kg i.p.), ACP (10mg/kg v.o0.) e grupo sham (falso operado), por Two-Way ANOVA seguida pelo teste
de Bonferroni

Na avaliac¢ao do uso do ACP de forma cronica neste modelo de dor neuropatica, foi
observado que nenhum dos farmacos testados foi capaz de diminuir a alodinia, como
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podemos observar na figura 25, demonstrando que ambas (ACP e morfina) ndo possuem
atividade antinociceptiva cronica neste modelo, com as doses testadas.
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Figura 25 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva cronica no modelo de constricio cronica do nervo
ciatico através do modelo de von frey. Os animais foram tratados por 14 dias. Os resultados sio expressos
como média + E.P.M. (n = 6) do limiar mecinico em gramas. A significincia estatistica (* p <0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados morfina (1Img/kg i.p.), ACP
(10mg/kg v.o.) e o grupo sham (falso operado), por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 12- Avaliacdo da atividade antinociceptiva cronica pelo modelo de Von Frey.

Limiar Mecénico (g)
Tratamentos Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 14
Controle 4,18 +0,42 4,2+ 0,45 3,92+0,43 3,83 +0,56 3,68+0,71
SHAM 10,8 + 0,8*** 11,2 +0,52%%* 10,6 + 0,8*** 10,5 + 0,56*** 10,7 + 0,5%**
Morfina 5,13+0,78 6,03 +0,32 4,6 +0,29 3,38 +0,55 2,9+0,42
ACP - 10 mg/kg 5,45+0,99 5,08 + 0,55 4,85+ 0,33 5,18+0,7 3,1+0,35

***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados morfina (Img/kg i.p.), ACP
(10mg/kg v.o0.) e o grupo sham (falso operado), por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.1.6 Modelo do campo aberto

Neste modelo, os animais foram tratados por via oral com ACP na dose de

10mg/kg, agua destilada, veiculo e morfina (3 mg/kg) Como podemos observar na figura 26,
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0 composto ndo apresentou diferenca significativa em relacao ao grupo controle, confirmando
que o ACP ndo induz déficit motor, e que o efeito antinociceptivo demonstrado ndo ¢
influenciado por nenhum comprometimento motor. A morfina apresentou uma reducao da
atividade motora espontdnea do animal, com diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle, devido a sua comprovada atividade hipnotica.
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Figura 26 — Avaliacio do ACP no modelo de campo aberto. Os tratamentos com agua destilada, veiculo,

ACP (10 mg/kg) e morfina (3 mg/kg) foram realizados por via oral. Os resultados sdo expressos como
média + E.P.M. (n = 6) do nimero de quadrados percorridos pelos animais. A significAncia estatistica (* p

< 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,
morfina e ACP, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 13 — Numero de quadrados percorridos a partir do modelo de campo aberto.

Tratamentos Nimero de quadrados Percentual de inibicao
percorridos
Controle 310,2 + 31,1 -
Veiculo 302,6 + 34,5 2,5%
Morfina 1954 +21,0%* 37,0%
ACP 10 mg/kg 305,2 +33,8 1,61%

*p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,

morfina e ACP, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.2 Modelos de avaliaciao da atividade anti-inflamatoria
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5.2.1 Modelo de edema de pata

Na figura 27, podemos observar que a dose 10mg do composto foi capaz de
reduzir em 75,8% o volume do edema em relacdo ao controle na 4* hora, assim como a
dexametasona.
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Figura 27 - Efeito do ACP no modelo de edema de pata. Os animais foram pré-tratados com agua
destilada, veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; S.C.) e ACP (1, 5 e 10 mg/kg). A carragenina foi aplicada na

pata esquerda dos animais em todos os grupos e a diferenca entre o volume foi feita em comparacio com a

pata direita, injetada com PBS. Os resultados sio expressos como média + E.P.M. (n = 6) do volume de

edema da pata. A significincia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo controle e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes do composto, por Two-

Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 14 — Avaliagdo do efeito antiedematogénico de ACP no modelo de edema de pata.

Volume de Edema (uL)

Tratamentos 1H 2H 3H 4H
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Controle 450+6,6 | 40,0+49 | 550+79 55,0+ 7,6

Veiculo 380+5,5 | 420+52 | 47,0+5,7 50,0+ 5,5
Dexametasona | 15,4 +3,1%% | 174 +3,6* | 13,7 +5,1%%*% | 19,5+ 5 5%**

ACP - 1mgkg | 483+75 | 500+50 | 46,7+5.2 48,4 + 6,0
ACP - 5mgkg | 18,0 +3,3%* | 250+5,6 | 21,7 +59%%* | 21,7 +7,5%**
ACP— 10 mg/kg | 18,3 +3,3%* | 21,7+4,6 | 20,0 +3,9%** | 133+ 3,6%**

*p <0,05, **p <0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,
dexametasona e doses crescentes do composto, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.2.2 Modelo da bolsa de ar subcutinea estéril

Na figura 28 podemos observar que somente a dose de 10 mg/kg reduziu
significativamente, 56,46%, a quantidade de leucdcitos totais comparado ao grupo controle.
Demonstrando entdo, que assim como a dexametasona, o composto foi capaz de reduzir a
migragdo leucocitaria neste modelo.
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Figura 28 - Efeito do ACP na migracio de leucdcitos totais a partir do modelo da bolsa de ar subcutineo.
Os animais foram pré-tratados com agua destilada, veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; S.C.) e ACP (1, 5
e 10 mg/kg). Na bolsa de ar subcutineo foram aplicadas PBS e carragenina. Os resultados sdo expressos
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como média + E.P.M. (n = 6) do niimero de leucocitos totais. A significAncia estatistica (* p < 0,05, **p <

0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e

doses crescentes do composto e a significAncia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001) foi

calculada entre o grupo que recebeu soluciio salina e 0 que recebeu carragenina no espago subcutineo,
por One-Way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 15 — Avaliagdo do efeito do ACP sobre a migragao leucocitaria no modelo de bolsa de ar subcutinea.

Tratamentos

Numero de Leucécitos
Totais (x 10° /mL)

Percentual de inibi¢ao

Controle - PBS

0,225 + 0,002

Controle - Carragenina

2,825 + 0,47

Veiculo 3,425+0,5 -
Dexametasona 0,838 +0,1** 70,34%
ACP 1 mg/kg 2,26 +0,3 -
ACP 5 mg/kg 1,66 + 0,4 —
ACP 10 mg/kg 1,23 +0,3* 56,46%

* p <0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com veiculo,
dexametasona e doses crescentes do composto e a significincia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p <

0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solu¢cio salina e o que recebeu carragenina no espaco
subcutianeo, por One-Way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.

5.2.3 Quantificacio de citocinas

Na determinacao da producao de TNF-a, observamos que a administracao do ACP foi
capaz de inibir a produgdo/liberagdo desta citocina somente com a dose de 10 mg/kg (Figura
29); enquanto o composto também inibiu a producdo/liberagdo de IL-If no exsudato
inflamatorio nas doses de 5 e 10 mg/kg (Figura 30). A administragdo subcutinea de
dexametasona reduziu a concentragdao de ambas as citocinas.
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Figura 29 - Efeito do ACP na quantificacio de TNF-a a partir do modelo da bolsa de ar subcutineo. Os
animais foram pré-tratados com agua destilada, dexametasona (2,25 mg/kg; s.c.) e o composto (1,5 e 10
mg/kg; v.0). Na bolsa de ar subcutineo foram aplicadas solucio PBS e carragenina. Os resultados sio
expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) da concentracido de TNF-a. A significincia estatistica (* p <

0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratades com
dexametasona e doses crescentes do composto e a significincia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p <
0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solucio salina e o que recebeu carragenina, por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 16 — Quantificagdo de TNF-a no modelo de bolsa de ar subcutanea.

Percentual de inibi¢ao

Tratamentos (oral-

Quantificacio de TNF-a

subcutinea) (pg/mL)
Controle - PBS 330,0 + 50,2 ---
1300,0 + 100,6"

Controle - Carragenina
Dexametasona- Carragenina 382,0 + 50,3*** 70,62%
ACP 1 mg/kg- Carragenina 1404,0 + 150,3 -
ACP 5 mg/kg- Carragenina 1205,0 + 150,4 ---
1007,7 +110,3* 22,54%

ACP 10 mg/kg- Carragenina

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com
dexametasona e doses crescentes do composto e a significincia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p <
0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solucio salina e o que recebeu carragenina, por One-Way
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Figura 30 - Efeito do ACP na quantificacio de IL-1p a partir do modelo da bolsa de ar subcutineo. Os
animais foram pré-tratados com agua destilada, dexametasona (2,25 mg/kg; s.c.) e o composto (1,5 e 10
mg/kg; v.0). Na bolsa de ar subcutineo foram aplicadas solucio PBS e carragenina. Os resultados sio
expressos como média + E.P.M. (n = 7-10) da concentracio de IL-1p. A significincia estatistica (* p <0,05,
**p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com a dexametasona e
doses crescentes do composto e a significAncia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001) foi

calculada entre o grupo que recebeu solucio salina e o que recebeu carragenina, por One-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 17 - Quantificagcdo de IL-1 no modelo de bolsa de ar subcutanea.

Tratamentos (oral- Quantificacao de IL-1p Percentual de inibicdo
subcutinea) (pg/mL)

Controle - PBS 40,5 +5,2 -
Controle - Carragenina 740,2 + 75,6### -—

Dexametasona- Carragenina 350,4 + 25,4** 52,66%
ACP 1 mg/kg- Carragenina 590,5 + 59,3 -

ACP 5 mg/kg- Carragenina 460,2 + 58,6%* 37,83%

ACP 10 mg/kg- Carragenina 340,7 + 35,7#** 53,97%

*p < 0,05 **p < 0,01 e ***p < 0,001 foi calculada entre o grupo controle e os grupos tratados com a
dexametasona e doses crescentes do composto e a significincia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p <

0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu solucio salina e o que recebeu carragenina, por One-Way
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

5.2.4 Avaliacao da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2

A tabela 18 foi construida com o auxilio da curva padrio de prostaglandina (ndo
demonstrada). Observamos a capacidade do composto em diretamente inibir a enzima
Cicloxigenase (COX), tendo como consequéncia uma reducdo na sintese de prostaglandina. A
partir do calculo dos percentuais de inibigdo enzimatica, obtidos a partir da concentracao de
prostaglandina sintetizada, construiu-se os graficos para determinagdo do CI 5, (concentragdo
inibitoria de 50%) A Clso do composto ACP frente a COX-1 foi de 175,6 ng/mL, ja a CI 59 do
composto frente a8 COX-2 foi de 2912 pg/mL. Esta inibi¢do enzimatica promovida pelo
composto se da de forma seletiva para a isoforma COX-1, pois apresenta um s linferior
para a COX-1, ou seja, o composto consegue inibir 50% da atividade enzimatica de COX-1
com a utilizagdo de uma concentra¢do mais baixa do composto (Figuras 31 e 32). O indice de
seletividade (IS) obtido para o composto foi de 0,06; sendo que IS = CI 5(COX-1/Cl5(COX-2;
IS>1 — seletividade para COX-2, IS<I — seletividade para COX-1.
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Tabela 18 - Influéncia de concentragdes crescentes do composto sobre a atividade das enzimas COX-1 e COX-2,
através do método de imunoensaio enzimatico.

Concentrac¢do do | Concentracdo de | Concentragdo de Inibicao Inibicao
composto prostaglandina prostaglandina enzimatica da enzimatica da
(pg/mL) (pg/mL) obtida (pg/mL) obtida COX-1(%) COX-2(%)
pela COX-1 pela COX-2
0 228,55 210,21 0 0

12,5 199,65 199,47 12,65 5,11
25 196,38 197,25 14,08 6,17
50 178,98 190,11 21,69 9,57
100 152,36 183,57 33,34 12,67
200 100,00 171,14 56,25 18,59
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Figura 31 - Efeito de concentracdes crescentes do ACP sobre a atividade enzimatica de COX-1. Os
resultados sio expressos como percentuais de inibicio enzimatica. Foi utilizado o método de regressiao
nio-linear para o cilculo de CI 5. O indice de seletividade (IS) obtido para o composto foi de 0,06; sendo

que IS>1 —seletividade para COX-2, IS<1 — seletividade para COX-1.
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Figura 32 - Efeito de concentracdes crescentes do ACP sobre a atividade enzimatica de COX-2. Os
resultados sido expressos como percentuais de inibicdo enzimatica. Foi utilizado o método de regressao
nao-linear para o calculo de CI 5. O indice de seletividade (IS) obtido para o composto foi de 0,06; sendo

que IS>1 —seletividade para COX-2, IS<1 — seletividade para COX-1.

5.3 Avaliacao toxicolégica Aguda e subcronica

(convulsao, hiperatividade, perda de reflexo, alteragao da frequéncia respiratdria e sedacao)

Todos os animais foram observados por 14 dias e nenhum sintoma de intoxicacao

foi apresentado em nenhum dos grupos. O ACP ndo produziu toxicidade apos administracao
oral aguda nem subcronica, demonstrando que a Dy ¢ maior que 300mg/kg (Dl > 300
mg/kg). Foram observados também ganho de peso e consumo de racao, e nao houve diferenga
significativa entre o grupo controle e tratado como podemos ver na Tabela 19.

Tabela 19 - Avaliagao toxicologica aguda e sub cronica com analise do peso corporal e consumo de ragao:

. Média do consumo
C Média de massa Ganho ponderal diario de ragio/animal _
rupos corporal inicial de veso em 14 +EPM (g) Alteragoes Morte
N=6 +EPM / final tEPM op comportamentais | natural
dias (g) £ EPM
®
Controle 36x0,8/37£1.4 1,040,55 6,5+0,32 Ausentes 0
ACP 33+1,12/35+1,42
300mg/kg* 240,26 5,29+0,23 Ausentes 0
ACP 35+1,12/36+0,6946 120,42 6,12:0,32 Ausentes 0
10mg/kg**

*administra¢do aguda/ ** administrac¢do diaria por 14 dias
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A analise macroscopica dos orgdos (bago, figado, rim, pulmdes e coracdo) ndo apresentou
alteragdes em nenhum dos grupos. O peso relativo dos orgdos ndo obteve diferenca
significativa em nenhum dos grupos testados como representado na tabela 20.

Tabela 20 - Analise macroscopica e peso relativo dos 6rgaos:

ORGAOS GRUPOS (N=6) /Pesos relativo dos 6rgaos % + EPM
Controle ACP 300mg* ACP 10mg**
Pulmdes 0,75+0,08 0,62+0,02 0,58+0,006
Figado 5,36+0,11 4,69+0,03 4,72+0,05
Coracio 0,63+0,02 0,49+0,005 0,56+0,02
Rim (D) 0,95+0,02 0,78+0,02 0,78+0,01
Baco 0,32+0,01 0,33+0,003 0,36+0,01
Alteracoes Ausente Ausente Um animal com
Macroscopicas baco aumentado

*administragdo aguda/ ** administra¢do subcronica diaria por 14 dias

49



6 DISCUSSAO

A fim de alcancar os objetivos propostos por esse estudo, varios modelos de
nocicep¢ao e inflamagdo foram utilizados. Os modelos propostos se diferenciam através de
suas caracteristicas especificas, como sensibilidade e especificidade. Desta forma
demonstramos o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio do 4cido pipérico.

Em 2013, Bukhari e colaboradores demonstraram que a piperina foi capaz de,
significativamente, e dose dependente, reduzir o nimero de contor¢des abdominais induzidas
por acido acético e aumentar o tempo de reacdo no modelo de retirada da cauda, sugerindo a
atividade antinociceptiva da molécula. A fim de avaliar se o efeito demonstrado neste estudo
era gracas ao acido pipérico, submetemos os animais a modelos de dor para avaliar se os
efeitos se mantinham mesmo apo6s alteracao na molécula.

O primeiro modelo realizado foi o de contor¢do abdominal induzida por acido
acético que ¢ um modelo sensivel ao uso de medicamentos antinociceptivos e anti-
inflamatorios. O 4cido pipérico foi capaz de inibir o nimero de contor¢des abdominais, assim
como a morfina (utilizada como fidrmaco padrdo), comparados ao grupo controle,
demonstrando entdo uma atividade antinociceptiva. E esta agdo ocorreu com todas as doses
testadas (1, 5 e 10mg/kg). Podemos observar que, além disso, o efeito do composto ¢ dose
dependente, visto que quanto maior a dose melhor a resposta. Estes resultados sugerem
também que a acdo antinociceptiva da piperina pode ser devido as subunidades A ¢ B que
representam o acido pipérico. Porém a atividade demonstrada neste modelo ¢ inespecifica,
pois a contor¢do abdominal induzida por acido acético € comumente utilizado como um
modelo de triagem, por nao ser seletivo para estudos antinociceptivos (COLLIER et al, 1968).

A injecdo intraperitoneal (i.p.) do dacido acético induz, indiretamente, a liberacdo de
mediadores enddgenos, tais como a substancia P, bradicininas, prostaglandinas, bem como
das citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a, estimulando assim
nociceptores periféricos e neurdnios sensiveis a AINE’S, opioides e outras drogas de agdo
central. Desta forma fez-se necessario a realizagdo de outros modelos para esclarecer a agao
periférica ou central do acido pipérico. (DICKENSON E BESSON, 1997; PINHEIRO et al,
2011. BUKHARI et al, 2013).

Para um esclarecimento melhor da atividade do composto em estudo, executamos
o modelo de nocicep¢ao induzida por formalina, ou chamado modelo da formalina. A
vantagem deste modelo sobre os outros ¢ a de poder discriminar a agdo de compostos sobre
dois tipos de dor, a dor neurogénica e a inflamatodria, devido a ser um modelo bifasico. A fase
neurogénica ¢ a primeira fase do modelo que se inicia logo apos a injecdo da formalina, e se
estende por 5 minutos. E caracterizada pela estimulagdo direta dos nociceptores aferentes do
tipo C, mediada por TRPA1, envolvendo em parte as fibras do tipo Ad e associado também a
liberagdo de NO e substancia P. (FISCHER et al, 2014, SILVA et al, 2013). O periodo de 05
a 15 minutos ¢ chamado de quiescéncia (periodo de repouso), onde ocorre inibi¢ao da
transmissdo nociceptiva através de circuitos supraespinhais e espinhais (HUNSKAAR e
HOLE, 1987).

A segunda fase do modelo da formalina ¢ denominada inflamatéria, e ocorre
durante o tempo de 15 a 30 min. Esta relacionada a liberacao de diversos mediadores pro-
inflamatorios como a bradicinina, histamina, substancia P, serotonina e prostaglandinas, que
interagem com seus respectivos receptores para manifestagdo da dor inflamatoria. Fairmacos
de agdo central, como a morfina que ¢ um farmaco analgésico opioide de agdo central
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conhecida, reduzem o tempo de lambedura nas duas fases, demonstrando entdo que o
resultado da inibicdo em ambas as fases caracteriza uma agdo antinociceptiva central. Anti-
inflamatérios, como o AAS que ¢ um AINE’S, inibem somente a segunda fase, sugerindo
atividade antinociceptiva periférica inflamatoria (FISCHER et a/,2008). O acido pipérico, na
dose de 10mg/Kg foi capaz de reduzir significativamente o tempo de lambedura nas duas
fases, assim como a morfina, sugerindo entdo atividade antinociceptiva central. Ja as doses de

1 e 5 mg/kg inibiram de forma significativa apenas a segunda fase, semelhante ao AAS,
sugerindo também atividade sobre a dor inflamatoria.

O modelo de retirada da cauda foi utilizado para confirmar o efeito
antinociceptivo central demonstrado no modelo da formalina. Neste modelo ocorre a
aplicacdo de um estimulo nociceptivo térmico, através de uma fonte de calor radiante na
cauda. Os neurdnios espinhais respondem ao estimulo térmico nocivo, sendo possivel a
avaliagdo de mecanismos espinhais envolvidas na antinocicep¢ao (OLIVEIRA et al, 2009). A
reacdo a esse modelo também pode envolver estruturas neurais superiores, sendo assim os
farmacos que atuam a nivel central, como os opioides, sdo capazes de aumentar o tempo de
laténcia de retirada da cauda. (LE BARS et al, 2001; FISCHER et al,2008).

O é4cido pipérico foi capaz de aumentar significativamente (***p< 0,001) o tempo
de laténcia no modelo de retirada de cauda ja nas primeiras medidas, apos a administragdao do
composto em todas as doses testadas (1, 5 e 10mg/kg) e até 120 minutos depois da
administracdo v.o., na dose de 10mg/kg. Comparado ao ACP, a morfina apresentou uma agao
mais tardia, com diferenca significativa somente 60min ap6s a administragdo do composto.

Este efeito tardio se deve ao metabolismo hepatico de primeira passagem, ou chamado efeito
de primeira passagem hepatico que diminui em aproximadamente 75% a biodisponibilidade
de preparagoes orais de morfina (BRUNTON, 2012). Esse resultado demonstrou que o efeito
do 4cido pipérico envolve mecanismos espinhais. Na tentativa de investigar por quais vias o
acido pipérico esta exercendo seus efeitos, realizamos o uso de antagonistas ainda no modelo
de retirada da cauda.

Para verificar o envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP (K arp)
foi administrado previamente glibenclamida, um bloqueador dos canais K srp. Diversos
estudos demonstram o envolvimento desses canais nos processos de dor. Sabe-se que a
ativagio dos mesmos diminuem os niveis de Ca *" intracelular, por hiperpolarizagio da célula,
reduzindo a liberagao de neurotransmissores contribuindo para a diminui¢ao da transmissao
sinaptica do impulso e resultando em antinocicep¢do. De acordo com a localizagdo, esses
canais podem agir de forma direta ou indireta na via de sinalizacdo dolorosa. (OCANA et al,
2004; ASANO et al, 2000, LOHMANN e WELCH, 1999). No sistema nervoso central, a
abertura dos canais de ATP sensiveis ao K + parece desempenhar um papel na antinocicepcao
induzida por morfina e encefalinas (opioides enddégenos) uma vez que o efeito antinociceptivo
destes opioides ¢ antagonizado por antagonistas dos canais de K arp, como a Glibenclamida
(REIS, 2006). Em nosso experimento, a glibenclamida ndo foi capaz de bloquear o efeito do
acido pipérico no modelo de retirada da cauda em nenhuma das doses testadas. Demonstrando
que os canais de potassio dependentes de ATP ndo estao envolvidos no mecanismo de agcdo do
composto.

Investigou-se também a participacdo da via do oxido nitrico (via nitrérgica) na
antinocicep¢ao induzida pelo ACP na dose de 10mg/kg no modelo de retirada da cauda. Essa
via exerce um papel importante na modulacdo da nocicepgao e varios estudos farmacologicos,
sugerem a participagdo do 6xido nitrico no processo de nocicep¢do. (HALEY et al, 1992). O
NO ¢ responsavel pela ativagcdo da guanilato ciclase soluvel e consequente aumento do GMP .
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intracelular, que atua como segundo mensageiro em muitas células. O envolvimento do NO
na dor € complexo, sabe-se que a administracdo de doadores de NO inibe a hipernocicepcao
induzida por PGE; e esse efeito ¢ revertido com a utilizacdo de L-NAME, que ¢ um inibidor
da enzima o6xido nitrico sintase, responsavel pela produgdo de o6xido nitrico. Além disso
varios estudos ja demonstraram a participagdo dessa via no efeito analgésico de opioides.
(FERREIRA, 1991; DICKENSON, 1995). Em nosso experimento, nenhuma das doses
testadas foi capazes de inibir o efeito do composto no modelo. Sugerindo que essa via nao
interfere no mecanismo de acdo do acido pipérico.

Através do mesmo modelo, de retirada da cauda, procuramos avaliar a
participacao direta de receptores opioides, através da administragao de naloxona. A naloxona
¢ um antagonista ndo seletivo de receptores opioides. A via descendente da dor pode ser
controlado por vérios sistemas que modulam a nocicep¢ao, tanto de forma inibitoria quanto
estimulatoria. No processo de transmissdo, a estimulacdo de areas cerebrais como a
periaqueductal e periventricular, leva a liberacao de substancias neuromoduladoras, como os
peptideos opidides que possuem acdo analgésica, atuando através de seus respectivos
receptores (U, o € K). Porém esta via demonstrou ndo ter influéncia na acao do acido pipérico
pois a naloxona nao foi capaz de inibir os efeitos do composto no modelo utilizado

Ainda na busca do mecanismo de acdo do 4acido pipérico, investigamos a
participagdo da via colinérgica no efeito do composto, através da administragdo prévia de
atropina, um antagonista de receptores muscarinicos. A atropina foi capaz de inibir
completamente os efeitos do acido pipérico no modelo de retirada da cauda, em todas as doses
testadas. Sugerindo a participacao de receptores muscarinicos no mecanismo de acdo do
composto.

A via colinérgica possui um papel que nao estd bem esclarecido na
antinocicep¢do. Segundo Millan (2002), a acetilcolina (ACh) pode atuar na dor das seguintes
maneiras: na ativagao de vias descendentes ndo-colinérgicas como mediador da via inibitdria;
na mediagdo dessa via de forma direta, ou sua propria liberagdo a partir de interneurénios
localizados no corno dorsal da medula espinhal. A ACh modula a nocicep¢ao também, através
de efeitos complexos mediados através de varias classes de receptores muscarinicos e
nicotinicos. Além disso, os inibidores da acetilcolinesterase (enzima responsavel pela inibigdo
da acetilcolina) tem tido um papel de potenciar a antinocicep¢ao (MILLAN, 2002). Os efeitos
de inibicdo da nocicepcdo da ACh no corno dorsal da medula espinhal, se da
predominantemente através de mecanismos envolvendo receptores muscarinicos. O modelo
de retirada da cauda ¢ um modelo de estimulo térmico capaz de ativar neuronios de limiar
alto, que sdo considerados nociceptores aferentes primdrios, e estudos ja demonstraram a
presenca de receptores muscarinicos do tipo 2 € 3 (M2 e M3) e possivelmente M4, em ambos
os lados das fibras aferentes primdrias e também receptores M2 e M4 sobre os neurdnios do
corno dorsal, em roedores. (COGGESHALL E CARLTON, 1997; HOGLUND e
BAGHDOYAN, 1997; YUNG e LO, 1997; HABERBERGER et al., 2000).

Um estudo em 2010, demonstrou ainda que a piperina € capaz inibir a atividade
da enzima acetilcolinesterase em hipocampo isolado de ratos, aumentando assim a
concentracdo de acetilcolina (CHONPATHOMPIKUNLERT,et al, 2010). Esses dados
contribuem com o resultado obtido através do antagonismo da atropina sobre os efeitos do
acido pipérico, sugerindo ainda que o mecanismo de inibicdo da atividade da enzima
acetilcolinesterase pode estar relacionado ao acido pipérico.

Sabemos que o receptor TRPV1 esta diretamente relacionado a ag¢do de derivados
alcaloides de pimenta. A nocicep¢ao induzida por capsaicina permite avaliar se o composto
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em estudo atua de alguma forma via TRPV1. O papel dos receptores TRPV1 na nocicepcao
aguda e cronica tem sido estabelecido pelo uso de antagonistas TRPV1 (p.ex capsazepina) e

por camundongos TRPV1 knockout. (WALKER et al, 2003). Diversos estudos demonstram

que a antinocicep¢do pode ser atribuida a dessensibilizacdo induzida por agonistas dos
receptores TRPV1, mais intimamente relacionado na inibicdo da dor cronica, enquanto os
antagonistas desse receptor atuariam inibindo sua ativagdo e consequentemente a liberacao de
mediadores quimicos algésicos como, por exemplo, a substancia P. Os antagonistas TRPV1

sdo apontados como agentes poderosos no tratamento da dor pds operatoria, inflamatoria e
também na artrite. (LOPEZ et al, 2003; EL KOUHEN et al, 2005).

No modelo de nocicepgao induzida por capsaicina o acido pipérico foi capaz de
inibir significativamente o tempo de lambedura comparado ao controle (p<0,001). Esse
resultado demonstra que de alguma forma os receptores TRPV1 estdo envolvidos no
mecanismo do composto.

Com o intuito de avaliar a antinocicepcao do acido pipérico em modelo de dor
cronica, submetemos os animais a constri¢ao cronica do nervo ciatico. Este modelo mimetiza
a lesdo mecanica traumatica nos nervos periféricos de seres humanos ¢ ¢ um dos modelos
mais comuns de dor neuropatica. Os sinais classicos de dor neuropatica incluem
anormalidades sensoriais tais como sensacdo desagradavel, anormal (disestesia), aumento da
resposta a estimulos dolorosos (hiperalgesia) e dor em resposta a um estimulo que
normalmente ndo provoca dor (alodinia) (WOOLF E MANNION, 1999). A partir disto
realizamos o modelo de von frey, para avaliar a alodinia desenvolvida 21 dias ap0s a cirurgia.

A dose testada de 10mg/kg nao foi capaz de diminuir a alodinia, apenas a morfina aumentou o
limiar mecanico necessario para produzir nocicep¢ao, no modelo agudo. No modelo cronico
nenhuma dos farmacos testados foram capazes de inibir a alodinia desenvolvida pela
constricdo cronica do nervo ciatico, demonstrando assim que ndo possuem um efeito de
manutencdo sobre a dor neuropatica nas doses testadas.

A fim de eliminar a interferéncia de comprometimento motor nos resultados
obtidos, realizamos o modelo de campo aberto. Estudos sugerem que a sedagdo do SNC e
efeito miorrelaxante ndo especifico podem reduzir a coordenagao motora como, por exemplo,

a lambedura da pata no modelo da formalina ou a movimentacdo de retirada da cauda no
modelo de retirada da cauda. (SOJA et al, 2002

No modelo de campo aberto ndo houve alteracdao significativa na atividade
locomotora dos animais pelo uso do ACP, demonstrando entdo que os efeitos antinociceptivos
observados nao sofreram interferéncia da fungdo motora.

Mediante o resultado do modelo da formalina na 2° fase com as doses de 1 e Smg/kg
de acido pipérico, revelando uma possivel atividade anti-inflamatoria e a acdo sobre os
receptores TRPV1 que estdo intimamente relacionados a dor inflamatéria, avaliamos a
atividade anti-inflamatoéria do acido pipérico. O modelo de edema de pata ¢ um modelo de
inflamagdo agudo utilizado para avaliar drogas anti-inflamatorias. A carragenina quando
injetada por via intraplantar promove intensa vasodilatag¢do e extravasamento plasmatico pela
liberacdo de mediadores que contribuem também para a intensa migracao celular ao sitio
inflamatorio. Desta forma se constitui como um modelo interessante para triagem de novas
drogas anti-inflamatérias (CRUNKHORN E MEACOCK, 1971, HENRIQUES et al.,1987). A
inflamacdo induzida pela carragenina ¢ dita como biféasica, pois ¢ descrito que na primeira
fase (1h apds a inje¢do) ocorre a liberacdo de mediadores inflamatorios como a serotonina e a
histamina. J& na segunda fase, que se da apds 1h, ¢ mediada por produtos da COX 1 e 2 como
prostaglandinas, seguida pela acao de cininas. (CHYAD et al, 2016)
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O composto em estudo foi capaz de inibir significativamente o edema de pata
comparado ao controle nas doses de 5 ¢ 10mg/kg a partir de 1h apds a injegdo da carragenina
intraplantar. Esse efeito permaneceu, ¢ de forma mais intensificada, até a 4°h (p<0,001), assim
como a dexametasona. A fim de melhor caracterizar o efeito anti-inflamatério demonstrando
no modelo de edema de pata, realizamos o modelo da bolsa de ar subcutaneo.

A bolsa de ar subcutanea ¢ um modelo utilizado para estudar a inflamagao aguda e
cronica, e ¢ formada pela injecao subcutanea de ar estéril no dorso do animal. Apos a injecao
de carragenina na bolsa de ar, ocorre um processo inflamatério. Esse processo ¢ caracterizado
pela produgdo intensa de mediadores inflamatérios como, por exemplo, prostaglandinas,
leucotrienos e citocinas, além de migragdo leucocitaria. Todos esses parametros podem ser
quantificados, contribuindo assim para avaliagdo de drogas anti-inflamatorias. (DUARTE et
al, 2012; JAIN et al,2011).

A migracdo leucocitaria induzida pela carragenina foi reduzida pela administragdo
prévia do acido pipérico apenas na dose de 10mg/kg comparado ao controle. O exsudato
inflamatorio foi coletado para quantificacdo de citocinas inflamatorios. O composto foi capaz
de reduzir significativamente (inibi¢cao de 53,97%; ***p<0,001) a producao/liberacdo de IL-
1B e também de TNF-a (Inibigao de 22,54%; *p<0,05).

As citocinas TNFe e IL-1 B estdo entre as principais citocinas envolvidas na
fase aguda da inflamacao e na dor inflamatoria. Suas principais agdes sdo ativacao das células
endoteliais, dos leucocitos e inducao de reacdes sistémicas de fase aguda. O TNF-a esta no
topo da cascata inflamatoria, e € responsavel pela ativacao de linfocitos, estimulagdo da
liberagdo de enzimas proteoliticas pelos macrofagos e produgdo de outras citocinas
inflamatorias. Além dessas, o TNF-a exerce outras agdes como: ativar a coagulacao, estimular
a expressao ou liberagdo de moléculas de adesdo, PGE,, fator ativador de plaquetas,
glicocorticoides e eicosanoides, e influenciar a apoptose celular. (CRUVINEL, 2008). A 1L-
1B atua na inflamacao sistémica através da ativagdo da COX-2, com a formagao de PGE ; no
hipotdlamo anterior, causando febre. Também leva ao aumento de substancia-P (SP), NO
(pela ativagdo da enzima oxido nitrico sintetase) e moléculas de adesao endotelial. Tem
importante fun¢do no desenvolvimento e na manuten¢ao da dor. (ZHANG, 2007)

Na avaliagdo da atividade enzimatica de COX-1 e COX-2, o acido pipérico
demonstrou ser seletivo para COX-1, pois o indice de seletividade foi < 1. A COX ¢
responsavel pela conversio do AA, em prostaglandinas e tromboxanos, importantes
mediadores da inflamagdo (KIM; GIORGI, 2013). As duas isoformas, COX-1 e COX-2, em
termos de estrutura, sdo quase idénticas, mas apresentam importantes diferencas funcionais e
de localizacdo intracelular. Enquanto a COX-1 ¢ dita constitutiva ou fisioldgica a COX-2 tem
sua expressao altamente induzida em resposta a estimulos pro-inflamatorios. (BERGH E
BUDSBERG, 2005; TASAKA, 2011). A sintese das PGs inicia-se com a COX catalisando a
adicao de oxigénio molecular ao 4acido araquidonico, formando-se um produto intermediario,

0 PGG ou prostaglandina G ,. No outro lado da membrana, a COX cumpre sua fungao como
peroxidase, reduzindo a PGG a PGH. Estas PGs primarias tém pouca atividade, mas sdo
substratos para formacdo das diversas PGs com atividade, como PGD,, PGE,, PGF,,
prostaciclinas (PGI,) e também dos tromboxanos (TXA ). Esses mediadores sdo de extrema
importancia no processo inflamatério e podem mediar cada etapa da inflamacaoNa dor e
inflamagdo as PGs participam principalmente na vasodilatacdo ou vasoconstri¢ao, hiperalgesia ,

e regulacao de atividade quimiotéxica . A PGE , esta relacionada a dor inflamatéria, através de
sua acdo em neurdnios sensoriais periféricos e em sitios centrais no interior da medula
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espinhal e do cérebro, e pode ser convertida pelas duas isoformas de COX (NUGTEREN e
HAZELHOF, 1973; ROBBINS, 2013).

A principal classe de anti-inflamatorios, os AINE’S, atua, em sua maioria, através
da inibi¢do ndo seletiva de COX, e a maior parte de seus efeitos benéficos ¢ creditada a
inibicdo da COX-2, e efeitos adversos, como distirbios gastrointestinais, relacionados a
COX-1. (BANSAL et al, 2014).Mas essa atribuicdo nao ¢ uma verdade absoluta. Em um
estudo em 1995, Langenbach e colaboradores demonstraram que a auséncia de COX-1 ndo
causa ulceragcdo gastrica espontanea, sugerindo entdo que sua inibi¢do ndo seria a principal
causa para disturbios gastrointestinais. Nesse e em outros estudos, foi visto ainda que, em
camundongos geneticamente modificados sem COX-1 ou sem COX-2, a COX-1 tem alguma
fun¢do no processo da inflamacdo, e que, por outro lado, existe resposta inflamatéria sem
haver envolvimento da COX-2. (LANGENBACH, 1995; WALLACE,1998). Alguns estudos
ja& demonstraram a relacdo da inflamagdo cronica com o desenvolvimento de carcinoma
hepatocelular, e viram que injecoes de PGE, aumentam a progressao tumoral. Em 2006,
Lampiasi e colaboradores verificaram que a utilizagdo de um inibidor seletivo para COX-1
(SC-560) foi eficaz em reduzir um carcinoma hepatocelular, sendo observado um aumento
significativo de apoptose celular.

Segundo Tracey (2002), a acetilcolina tem um papel de inibicao sobre as citocinas
pro-inflamatdrias, desta forma os inibidores da acetilcolinesterase poderiam acentuar essa
acdo. Considerando que o &cido pipérico teve sua acao inibida pela atropina, podemos sugerir
que o acido pipérico esteja atuando por essa via inibindo a acetilcolinesterase e reduzindo os
niveis de citocinas € como consequéncia a migracao leucocitaria e a formagdao de edema.
Além disso, diversos estudos tém demonstrado a redugdo dessas citocinas pela piperina em
modelos com roedores, podendo-se sugerir também que essa agcdo se deva a porcao acil da
molécula, composta pelo acido pipérico (SHRIVASTAVA, 2013).

Os resultados apresentados nesta dissertacdo mostram um potencial
antinociceptivo e anti-inflamatdrio promissor do acido pipérico, além disso esses efeitos sdo
desprovidos de toxicidade aguda e subcronica. De acordo com os resultados obtidos no
modelo de toxicidade, o ACP demonstrou ter uma DL50 >300mg/kg (dose 30x superior a
maior dose usada nos modelos experimentais in vivo), com auséncia de alteracdes
comportamentais. Além disso, a andlise macroscopica dos orgdos também ndo apresentou
alteracdes, podendo sugerir o uso seguro do composto. Novos estudos sdao necessarios para
esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na agdo do composto.
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7 CONCLUSOES

Mediante aos resultados obtidos, pontuamos as seguintes conclusoes:

O acido pipérico possui atividade antinociceptiva na nocicepg¢ao aguda, demonstrado através
do modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético.

O composto demonstrou atividade sobre a dor neurogénica e inflamatdria, diminuindo o
tempo de lambedura em ambas as fases do modelo da formalina na dose de 10mgkg e
somente na segunda fase com as doses de 1 e Smg/kg. A atividade antinociceptiva central foi
confirmada através do aumento do tempo de laténcia no modelo de retirada da cauda.

A atividade antinociceptiva ¢ dose dependente, conforme observado nos modelos de
contor¢do, formalina e retirada da cauda.

Os receptores muscarinicos estdo envolvidos no mecanismo de agdo, devido a inibicdo do
efeito do composto com a administragdo prévia de atropina. Mas esse efeito parece ndo estar
envolvido com as vias opioide, nitrérgica e ao canal de potassio dependente de ATP, visto que

os antagonistas dessas vias ndo foram capazes de inibir o efeito do acido pipérico no modelo

de retirada da cauda.

O composto demonstrou efeito antinociceptivo na nocicep¢do induzida por capsaicina,
evidenciando um possivel envolvimento de receptores TRPV1 no mecanismo do acido
pipérico.

O composto ndo demonstrou atividade antinociceptiva significativa, na dose testada, sobre a
alodinia induzida por constri¢ao cronica do nervo ciatico, no modelo de dor cronica avaliada

no von frey. Sendo necessarios modelos com doses maiores ou através de outras vias de
administracao.

As doses testadas de acido pipérico ndo alterou a locomogao dos animais no campo aberto,
demonstrando que a atividade antinociceptiva ndo resulta de um efeito miorrelaxante.

O edema de pata induzido por carragenina foi reduzido com a administragdo prévia do acido
pipérico, demonstrando um efeito antiedematogénico para o composto.

A atividade anti-inflamatdria do composto foi confirmada através da capacidade de reduzir a
migragdo leucocitaria e reduzir os niveis das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-1p no
exsudato inflamatorio do modelo da bolsa de ar subcutanea. Essa a¢do pode estar relacionada
com a atuagdo do sistema colinérgico via receptor muscarinico.

O acido pipérico demonstrou atividade inibitdria seletiva sobre a isoforma COX-1.

O 4acido pipérico demonstrou ser um composto seguro para os camundongos, haja vista seu
DLs¢>300 mg/kg com a administragio de uma unica dose, e ndo mostrou alteragdes
comportamentais, de ganho de peso, na ingestdo alimentar e no peso relativo de 6rgios, com
as administracdes aguda e subcronica por 14 dias seguidos.
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» Os dados obtidos no presente estudo, adicionado aos dados da literatura, sugerem que o acido
2 b
pipérico contribui para maior parte dos efeitos antinociceptivos e anti-inflamatdrios descritos
para a piperina.
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