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RESUMO

Teixeira, Felipe Marques. Avaliacdo do potencial anti-edematogénico, antinociceptivo e
anti-inflamatorio do extrato, fracdes e composto flavonoide de Cecropia hololeuca Mig.
(Urticaceae). 2018. 98 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas). Instituto de Ciéncias
Biolodgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ. 2018.

Cecropia hololeuca, popularmente conhecida como embauba-prateada, pertence ao
género Cecropia que consiste em cerca de 60 espécies, algumas delas amplamente utilizadas
na medicina tradicional. Os flavonoides sdo amplamente distribuidos no reino vegetal e
responsaveis por uma variedade de atividades farmacoldgicas. Este estudo investigou o
potencial anti-edematogénico, antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato aquoso (EACH),
fracbes aquosa (FAQCH), butandlica (FBuCH), enriquecida em flavonoides (FEFCH),
flavonoidica (FFCH) e composto flavonoide da Cecropia hololeuca, bem como o possivel
mecanismo de acdo. O pré-tratamento com EACH (30-1000 mg/kg, p.0) produziu inibicdo
dose dependente das contorgbes induzidas pelo acido acético (Dlsg 190 mg/kg) em
camundongos machos albinos da linhagem Swiss. A administragcdo oral de FAqCH (180
mg/kg) e FBUCH (120 mg/kg) reduziu as contor¢des induzidas por &cido acético em 80% e
37,9%, respectivamente. A administragdo oral de EACH (1 g/kg) ndo produziu efeito
antinociceptivo enquanto o controle positivo fentanil (50 pg/kg, s.c) aumentou o limiar
nociceptivo no teste de imersdo da cauda. Adicionalmente, EACH ndo alterou a atividade
motora no teste do rota-rod, ao contrario do diazepan (5 mg/kg, i.p). No teste de pleurisia
induzida por carragenina, a avaliagdo do EACH (100, 300 e 1000 mg/kg, p.0) evidenciou que
a maior dose inibiu significativamente a migracdo de leucécitos em 50%, em relacdo ao
veiculo (1,5+0,3x10° leucécitos/mL). Nos experimentos com FAqCH (60, 180 e 600 mg/kg,
p.o) e FBUCH (400 mg/kg, p.o), observamos que FAQCH inibiu a migracao de leucdcitos de
forma dose dependente em 35,7%, 67,7% e 85,4%, respectivamente, e FBUCH reduziu a
migracdo de leucécitos em 68,8%, quando comparados ao veiculo (2,9+0,4x10°
leucocitos/mL). Os animais pré-tratados com FEFCH (2,5, 5 e 10 mg/kg, p.o) reduziram a
migracdo de leucdcitos em 43,6%, 42,3% e 53,9%, respectivamente, em relacdo ao veiculo
(1,8+0,3 x10° leucécitos/mL). No teste de pleurisia induzida por carragenina o controle
positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c) apresentou valores semelhantes para inibicdo da
migracgdo de leucdcitos. No modelo de artrite induzida por zimosan EACH, FAqQCH, FBUCH,
FEFCH, FFCH e a rutina inibiram a formacéo do edema articular, a nocicepcao e a migragéo
de neutrofilos para o espaco articular em pelo menos uma das doses testadas. A administracdo
da rutina (30 mg/kg, p.o.) promoveu diminuicdo do didmetro da articulacdo fémur-tibial,
antinocicepcdo através do teste de VVon Frey e inibiu a migracao de leucdcitos para a cavidade
articular em 42,9%, 24,4% e 48,7%, respectivamente, em relacdo ao veiculo e semelhante ao
controle positivo dexametasona. Adicionalmente, os tratamento com EACH (1 g/kg, p.o),
rutina (30 mg/kg, p.o) e dexametasona (2 mg/kg, s.c) reduziram a concentragdo de TNF-a no
macerado articular, em 32,8%, 47% e 64%, respectivamente, quando comparados ao grupo
veiculo (146,5+21,5 pg/g de tecido). Estes resultados indicam que o EACH e as fracdes
isoladas da Cecropia hololeuca produziram atividade anti-edematogénica, antinociceptiva e
anti-inflamatoria. A avaliacdo da rutina no modelo de artrite induzida por zimosan sugere que
este importante flavonoide possa ser responsavel pelas atividades promovidas pelo EACH
através da inibicdo de TNF-a, justificando os relatos do uso etnomedicinal desta espécie em
doencas inflamatorias.

Key words: Cecropia hololeuca, flavonoides, rutina, artrite.



ABSTRACT

Teixeira, Felipe Marques. Evaluation of the anti-edematogenic, antinociceptive and anti-
inflammatory potential of the extract, fractions and flavonoid compound of Cecropia
hololeuca Miqg. (Urticaceae). 2018. 98 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Fisioldgicas).
Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ. 2018.

Cecropia hololeuca, popularly known as embaulba-prateada, belongs to the genus
Cecropia which consists of about 60 species, some of them widely used in traditional
medicine. Flavonoids are widely distributed in the plant kingdom and responsible for the
variety of pharmacological activities. This study investigated the anti-edematogenic,
antinociceptive and anti-inflammatory potential of aqueous extract (EACH), aqueous
(FAQCH), butanolic (FBUCH), enriched in flavonoids (FEFCH) and flavonoidic (FFCH)
fractions and flavonoid compound of Cecropia hololeuca, as well as the possible mechanism
of action. Were pretreated with EACH (30-1000 mg/kg, p.o) produces dose-related inhibition
of acetic acid-induced writhing (IDsp 190 mg/kg) in Swiss albino mice, male (25-359)
(CEUA/UFRRJ -n° 012/2014). Oral administration of FAqCH (180 mg/kg) e FBUCH (120
mg/kg), reduced the acetic acid-induced writhing at 80% e 37,9%, respectively. Oral
administration of EACH (1 g/kg) did not produces antinociceptive effect while the positive
control fentanyl (50 pg/kg, s.c.) increased the nociceptive threshold in the tail immersion test.
Additionally, EACH did not change the motor activity in the rota-rod test, unlike diazepan (5
mg/kg, i.p). In the carrageenan-induced pleurisy test, the evaluation of the EACH (100-1000
mg/kg, p.o.) showed that the dose of 1000 mg/kg significantly inhibited leukocyte migration
at 50%, relative to vehicle (1,5+0.3x10°leukocytes/mL). In the experiments with FAqQCH (60,
180 and 600 mg/kg, p.o) and FBUCH (400 mg/kg, p.o), we observed that FaqgCH presented
dose-related inhibition of the migration of leukocytes at 35.7%, 67.7% and 85.4%,
respectively, and FBUCH reduced leukocyte migration at 68.8%, when compared to vehicle
(2.9+0.4x10° leukocytes/mL). The animals pretreated with FEFCH (2.5; 5 and 10 mg/kg, p.0),
reduced leukocyte migration at 43.6%, 42.3% and 53.9%, respectively, relative to vehicle
(1.8+0.3x10° leukocytes/mL). In the carrageenan-induced pleurisy test, the positive control
dexamethasone (2 mg/kg, s.c) presented similar values for inhibition of leukocyte migration.
In the zymosan-induced arthritis model EACH, FAQCH, FBUuCH, FEFCH, FFCH and rutin
inhibited the formation of joint edema, nociception and migration of neutrophils into joint
space in at least one of the doses tested. Administration of rutin (30 mg/kg, p.0) promoted a
decrease in femur-tibial joint diameter, antinociception by the VVon Frey test and inhibited the
migration of leukocytes to the joint cavity, in 42.9%, 24.4% and 48.7%, respectively, relative
to the vehicle and similar to the positive control dexamethasone. Additionally, the treatment
with EACH (1 g/kg, p.0), rutin (30 mg/kg, p.0) and dexamethasone (2 mg/kg, s.c) reduced the
concentration of TNF-a in the joint macerate, at 32,8%, 47% and 64%, respectively, when
compared to the vehicle group (146.5+21.5 pg/g tissue). These results indicate that EACH and
the isolated fractions of Cecropia hololeuca produced anti-edematogenic, antinociceptive and
anti-inflammatory activity. The evaluation of the rutin in the zymosan-induced arthritis model
suggests that this important flavonoid may be responsible by the activities promoted by
EACH through of the inhibition of TNF-a, justifying the reports of the ethnomedicinal use of
this species in inflammatory diseases.

Key words: Cecropia hololeuca, flavonoids, rutin, arthrtis.
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Ciclo dos metabolitos secundarios.
Estrutura béasica geral dos flavonoides.
Estrutura quimica de rutina.
Componentes da via inflamatéria.

Cascata de recrutamento de neutréfilos onde se destaca a sequencia de
recrutamento dos neutrdfilos da vasculatura para os tecidos, os dois
mecanismos possiveis de transmigracdo de neutrofilos (paracelular e
transcelular) e os principais grupos de moléculas de adesdo.

Metabolizacdo do acido araquidénico e formacdo de mediadores eicosanoides.

llustracdo simplificada do mecanismo de sinalizacéo de receptores para TNF-a
(TNFR1 e TNFR2).

Mediadores periféricos da inflamacdo e seus respectivos receptores na
superficie celular do nociceptor. Os mediadores inflamat6rios (serotonina,
histamina, glutamato, ATP, adenosina, substancia P, CGRP, bradicinina,
eicosanoides, prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocanabinoides,
NGF, TNF-a, IL-1, proteases extracelulares e prétons) e os receptores se
superficie celular GPCR (receptor acoplado a proteina G), canais potencial
receptor transiente (TRPc), canais i6nicos sensiveis ao acido (ASIC), canais de
potéssio de dois poros (K2P) e receptores de tirosina quinase (RTK).

Influéncia do ambiente articular e dos fatores predisponentes para osteoartrite
na integragdo do processamento sensorial periférico e central da dor.

llustracdo dos mecanismos de dor induzida pela osteoartrite nos niveis
periférico e central (espinhal e supraespinhal).

Amostras de inflorescéncias e folhas de uma espécime masculina de Cecropia
hololeuca.

Cromatogramas (280 nm) de FEFCH (A), FFCH (B) e SCH (C) (CLAE-
DAD).

Fluxograma da extracdo e fracionamento das folhas de Cecropia hololeuca.

Fluxograma do fracionamento das folhas de Cecropia hololeuca destacando a
quantidade de massa extraida, bem como seus respectivos rendimentos.
Extrato Aquoso (EACH), fracdo butanolica (FBUCH), fracdo aquosa
(FAQCH), fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH), fracdo flavonoidica
(FFCH), composto livre de flavonoides (SCH).
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Efeito do pré-tratamento por via oral com o EACH (30, 100, 300 e 1000
mg/kg) ou com indometacina (10 mg/kg) no nimero de contor¢des abdominais
induzidas por é&cido acético. * p<0,05 e ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo veiculo. As barras representam as médias * erro padrdo da
média do nimero de contor¢cdes acumuladas em 30 minutos de 6 a 8
camundongos, por grupo experimental.

Porcentagem de inibicdo das contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido
acético (1,2% em salina, 10 mL/kg, i.p.) em camundongos previamente
tratados (60 minutos) pela via oral com EACH (30, 100 e 300 mg/kg). Os
simbolos e linhas verticais representam as médias + erro padrdo da média de 6
a 8 animais por grupo experimental.

Efeito do pré-tratamento por via oral com o FAqQCH (180 mg/kg), FBUCH
(120 mg/kg) ou com indometacina (10 mg/kg) no numero de contorcdes
abdominais induzidas por é&cido acético. *p<0,05 e ***p<0,001
significativamente diferente do grupo veiculo. As barras representam as
médias * erro padrdo da média do nimero de contorgdes acumuladas em 30
minutos de 6 a 8 camundongos, por grupo experimental.

Efeito do EACH (1g/Kg, p.o.) e do Fentanil (50ug/kg, s.c.) sobre a laténcia em
segundos induzida pela imersédo da cauda em agua gquente (55°C+1°C) no teste
de imersdo da cauda. Os simbolos (¢ VEICULO, A FENTANIL ¢ m EACH) ¢
barras verticais representam as médias * erro padrdo da média das variacdes da
laténcia em segundos 8 camundongos por grupo experimental (**p<0,01 e
***n<0,001 significativamente diferentes do grupo tratado com veiculo).

Efeito do extrato aquoso de Cecropia hololeuca (EACH: 1g/Kg, p.o.) e do
diazepan (5 mg/kg, i.p.) no tempo de permanéncia dos camundongos na barra
giratoria (12 rpm/méximo de trés quedas), no teste do rota-rod. ***p<0,001
significativamente diferente do grupo tratado com veiculo. As colunas e barras
verticais representam a média * erro padrdo da média (n=8).

Efeito do EACH (100, 300 e 1000 mg/kg, p.o.) e da dexametasona (2 mg/kg,
s.c.) no numero de leucécitos que migraram para a cavidade pleural na
pleurisia induzida pela aplicacdo intratordcica carragenina. *p<0,05,
significativamente diferentes do grupo veiculo. As barras representam a média
+ erro padrdo da média de 8 camundongos.

Efeito da FAqCH (60, 180 e 600 mg/kg, p.o.), da FBUCH (400mg/kg, p.o.) e
da dexametasona (2 mg/kg, s.c.) no nimero de leucocitos que migraram para a
cavidade pleural na pleurisia induzida pela aplicagdo intratoracica carragenina.
**p<0,01 e ***p<0,001, significativamente diferentes do grupo veiculo. As
barras representam a média + E.P.M. de 8 camundongos.

Influéncia do pré-tratamento com a FEFCH (2,5, 5 e 10 mg/kg, p.o.) e
dexametasona (2mg/kg, s.c.) no numero de leucécitos que migraram para
cavidade pleural (médias + erro padrdo da média) induzida pela aplicacdo
intratoracica carragenina. **p< 0,01 e ***p<0,001, para n = 8 animais.
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Efeito do EACH (1g/kg, p.0.) e da dexametasona (2mg/kg, s.c.) sobre a
variacdo da espessura da articulacdo (mm), variacdo do limiar nociceptivo (g)
e migracdo leucocitaria (10*/mL), induzida pela administracio de zimosan
intra-articular em camundongos. As colunas e barras verticais representam as
médias + erro padrdo da média de n=10 (**p<0,01 e ***p<0,001
significativamente diferentes do grupo tratado com veiculo).

Efeito da FAqQCH (180 e 600 mg/kg, p.o.), da FBUCH (400 mg/kg, p.o.) e da
dexametasona (2mg/kg, s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulacéo
(mm), variacdo do limiar nociceptivo (g) e migracdo leucocitaria (10%/mL),
induzida pela administracdo de zimosan intra-articular em camundongos. As
colunas e barras verticais representam as médias * erro padrdo da média de
n=10 (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do grupo
tratado com veiculo).

Efeito da FEFCH (2,5, 10, 50 e 100 mg/kg, p.o.) e da dexametasona (2mg/kg,
s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulagdo (mm), variacdo do limiar
nociceptivo (g) e da migracdo leucocitaria (10*/mL), induzida pela
administracdo de zimosan intra-articular em camundongos. As colunas e barras
verticais representam as médias * erro padrdo da média de n=10 (***p<0,001
significativamente diferente do grupo tratado com veiculo).

Efeito da SCH (55mg/kg, p.o.) e da FFCH (45 mg/kg, p.0.) e da dexametasona
(2mg/kg, s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulagdo (mm), variacdo do
limiar nociceptivo (g) e da migracdo leucocitaria (10*mL), induzida pela
administracdo de zimosan intra-articular em camundongos. As colunas e
barras verticais representam as médias + erro padrdo de média de n=10
(**p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do grupo tratado com
veiculo).

Efeito da Rutina (30 mg/kg, p.o) sobre a variacdo da espessura da articulacéo
(mm), variacdo do limiar nociceptivo (g) e da migracéo leucocitéria (x10%ml),
induzida pela administracdo de zimosan intra-articular em camundongos. As
colunas e barras verticais representam as médias * erro padrdo da média de
n=10 (*p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do
grupo tratado com veiculo).

Efeito do EACH (1000 mg/kg, p.o.) e da rutina (30 mg/kg, p.o) sobre a
variacdo da espessura (mm) e a concentracdo de TNF-a (pg/g) articular
induzida por zimosan em camundongos. As colunas e barras verticais
representam as médias + erro padrdo da média de n=8-9. ### p<0,001 quando
comparado ao grupo salina. *p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao grupo
veiculo.
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Tratamentos e respectivas doses para o estudo dos compostos extraidos da
Cecropia hololeuca, considerando seus respectivos rendimentos, no modelo de
artrite induzida por zimosan.

Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de contorg¢des
abdominais apresentados pelo EACH e INDO no modelo de contorcGes
abdominais induzidas pelo &cido acético (1,2% em salina, 10 mL/Kg, i.p.). *p<
0,05 e ***p<0,001 para n = 6 a 8 animais.

Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do ndmero de contorg¢des
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Medias + EPM e valores percentuais de inibicdo do numero de leucdcitos
apresentados pelo EACH e pela DEXA no modelo de pleurisia induzida pela
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Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do numero de leucdcitos
apresentados pela FAqQCH, FBuCH e pela DEXA no modelo de pleurisia
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Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do numero de leucdcitos
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artrite induzida por zimosan.**p< 0,01 e ***p<0,001, para n = 10 animais.



Tabela 14:

Tabela 15:

Tabela 16:

Tabela 17:

Tabela 18:

Médias = EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura da
articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do numero de
leucécitos (10*/mL) apresentados pela FAQCH, FBUCH e pela DEXA no
modelo de artrite induzida por zimosan. *p<0,05, **p< 0,01 e ***p<0,001,
para n = 10 animais.

Médias = EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura da
articulagdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de
leucécitos (10%/mL) apresentados pela FEFCH e pela DEXA no modelo de
artrite induzida por zimosan. ***p<0,001, para n = 10 animais.

Médias = EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura da
articulagdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do numero de
leucécitos (10*/mL) apresentadas pela SCH, FFCH e pela DEXA no modelo
de artrite induzida por zimosan. **p<0,01 e ***p<0,001, para n = 10 animais.

Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variagdo da espessura da
articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do numero de
leucécitos (10%/mL) apresentados pela rutina e DEXA no modelo de artrite
induzida por zimosan. (*p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, para n = 10
animais.

Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura da
articulacdo (mm) e da concentracdo de TNF-a (pg/g) apresentados pelo
EACH, rutina e DEXA no modelo de artrite induzida por zimosan. ###
p<0,001 quando comparado ao grupo salina e *p<0,05 e ** p<0,01 quando
comparado ao grupo veiculo, para n =8 a9 animais.



LISTA DE ABREVIACOES E SIMBOLOS

ADAMTS - Desintegrina e metaloproteinase com motivos de trombospondina
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

C5A — Complemento 5A

CAM — Moleéculas de adeséo celular

CB1/CB2- Receptores canabinoides 1 e 2.

Ciplan — Comissao Interministerial de Planejamento e Coordenacéo
CLAE - Cromatografia liquida e alta eficiéncia

CLAE/DAD - Cromatografia liquida e alta eficiéncia em detector de arranjo de diédos
CO, — Dio6xido de carbono

COX-1 - Cicloxigenase -1

COX-2 Cicloxigenase-2

DEXA — Dexametasona

EACH — Extrato aquoso bruto de Cecropia hololeuca

ECA- Enzima conversora de angiotensina

ERN — Espécie reativa de nitrogénio

EROS — Espécie reativa de oxigénio.

FADD - proteina associada ao receptor Faz com dominio da morte
FAP — Fator de agregacédo plaquetéaria

FAQCH - Fracdo aquosa de Cecropia hololeuca

FBUCH — Fracdo butanolica de Cecropia hololeuca

FEFCH — Fracdo enriquecida em flavonoides de Cecropia hololeuca
FFCH - Fracdo flavonoidica de Cecropia hololeuca

FLA, — Fosfolipase A,

FTC-B — Fator transformado de crescimento-f3

HETE - hidroeicosatetraenoico

HPETE — hidroperoxieicosatetraenoico

ICAM-1 — Molécula de adeséo intracelular-1

ICAM-2 — Molécula de adeséo intracelular-2

IL-1 — Interleucina-1

IL-10 — Interleucina-10

IL-13 — Interleucina-13

IL-1AR — Antagonista do receptor de interleucina-1

IL-1RI — Receptor | para interleucina-1

IL-1RI1 — Receptor Il para interleucina-1

IL-1a — Interleucina-1a

IL-1B — Interleucina-1p

IL-2 — Interleucina-2

IL-2 — Interleucina-2

IL-35 — Interleucina-35

IL-4 — Interleucina-4

IL-6 — Interleucina-6

IL-7 — Interleucina-7



IL-8 — Interleucina-8

INDO - Indometacina

iNOS — Oxido nitrico sintase induzida
IxBa - proteina inibidora de NF-xB
JAM — Molécula de adeséo juncional
LOX-12 — 12-Lipoxigenase

LOX-15 — 15-Lipoxigenase

LOX-5 — 5-Lipoxigenase

LTA,; — Leucotrieno A4

LTA4H — Leucotrieno A4 hidrolase
LTB4 — Leucotrieno B4

LTC,4 — Leucotrieno C4

LTD, — Leucotrieno D4

LTE4 — Leucotrieno E4

MMP — Metaloproteinases

NF- B — fator nuclear-«B

NLRP3 - Nucleotide-binding domain-like receptor
NO, - Dioxido de nitrogénio

O, - Oxigénio

OMS — Organizac¢do Mundial da Saude

PBS — Tampao Fosfato-Salino

PCAM-1- Molécula de adesédo endotelial plaquetaria-1
PGD, — Prostaglandina D,

PGE; — Prostaglandina E;

PGF,, — Prostaglandina F,

PGG; — Prostaglandina G,

PGH; — Prostaglandina H,

PGI, — Prostaglandina I, ou Prostaciclina

PMN — Polimorfonucleares

RDC — Resolucdo da Diretoria Colegiada

RIP — Proteina interativa do receptor

SCH - Fracéo livre de flavonoides

SO, - Didxido de enxofre

TACE — Enzima conversora de TNF

TLRS — Receptores Toll Like

TNFR1- Receptor de TNF-1

TNFR2- Receptor de TNF-2

TNF-a — Fator de necrose tumoral-a

TRADD - a proteina de dominio morte associada ao TNFR1
TRAF?2 - proteina fator-2 associado ao TNF-a.

TVPV-1 - Receptor de potencial transiente vaniloide do tipo 1
VCAM-1 — Molécula de adesdo vascular-1

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular



1.1

1.1.1
1.1.2
1.1.3

2.1
2.2
221
2.2.2

3.1
3.2
3.3

4.1
4.2
4.3
4.4
441
4.4.2
443
44.4
4.5
451
45.2

5.1
5.2
5.3
531

7.1
7.2
7.3
7.4
7.5
7.5.1
7.5.2

SUMARIO

REVISAO DE LITERATURA

Plantas medicinais

Consideracdes gerais

Pesquisa com plantas medicinais
Metabdlitos vegetais e os compostos fenolicos
O GENERO Cecropia LOEFLING, 1758
Perfil quimico do género Cecropia
Espécies do género Cecropia

Cecropia hololeuca Miquel

Outras espécies do género Cecropia sp
FLAVONOIDES

Estrutura e classificacdo dos flavonoides
Potencial terapéutico dos flavonoides

A Rutina

INFLAMACAO

Consideracdes gerais

Migracao de leucocitos

Mediadores eicosanoides

Citocinas

Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
Interleucina-1 (IL-1)

Interleucina-6 (I1L-6)

Quimiocinas

Nocicepcao

O processamento nociceptivo
Sensibilizacao periférica
OSTEOARTRITE

Patogénese da osteoartrite

Dor na osteoartrite

Modelos animais para estudo da osteoartrite
Artrite induzida por zimosan
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
MATERIAIS E METODOS

Material botéanico

Prospeccdo fitoquimica

Animais

Farmacos, solventes e reagentes

Métodos Farmacologicos

Determinagéo das doses conforme os rendimentos
Avaliacdo da atividade antinociceptiva

WO OO NDNNEPR PR P

AR DADDDEDNAWWWWWWPNNNNRNNNNRERRERR PR
g & D DN OWODODOQDOWNODPDNWWOOWOKLWNOLO W WOOWNOO N PP



7.5.2.1
7.5.2.2
7.5.3
753.1
7.5.3.2
7.5.4
7.6
7.6.1
7.7

8.1
8.1.1
8.1.2
8.2
8.3
8.3.1
8.3.2
8.4
8.4.1

10
11

Teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Teste de imersdo da cauda

Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

Teste da pleurisia induzida pela carragenina
Modelo de artrite induzida por zimosan

Avaliacdo da atividade motora - Teste do Rota-rod
Avaliagédo do mecanismo de acgao

Determinacéo da concentracdo articular de TNF-a.
Andlise estatistica

RESULTADOS

Teste de atividade antinociceptiva

Contorcdes abdominais induzidas pelo &cido acético
Teste de imerséo da cauda

Avaliacdo da atividade motora - Teste do Rota-rod
Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria

Teste da pleurisia induzida por carragenina
Modelo da artrite induzida pelo zimosan
Avaliacdo do mecanismo de acdo

Determinacéo da concentracdo articular de TNF-a.
DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

45
46
46
46
46
47
48
48
48
49
49
49
52
53
54
54
57
67
67
69
78
80



1 REVISAO DE LITERATURA
1.1 Plantas medicinais
1.1.1 Consideracdes gerais

Os produtos naturais sdo utilizados pela humanidade desde tempos imemoriais €, a
busca por alivio e cura de doengas, por meio da ingestdo de ervas, talvez tenha sido uma das
primeiras formas de utilizacdo desses produtos. Intuitivamente, o homem primitivo buscava
descobrir solucBes para suas necessidades basicas de sobrevivéncia, como alimentacdo,
moradia, protecdo e reproducgdo. Suas experiéncias e observacGes resultaram em descobertas
importantes para solucdes de tratamentos de injurias ou doengas através do uso das plantas e
ervas (VIEGAS JR. et al., 2006). Segundo Rocha e colaboradores (2015), o uso de plantas
medicinais pelo homem acompanha a sua histéria. Registros arqueoldgicos apontam a sua
importancia cultural desde 60.000 anos a.C. Povos antigos como os Egipcios, Gregos, Hindus,
Persas e mais recentemente os povos da América Pré-colombiana, aplicavam extensamente
tais recursos terapéuticos, contribuindo para a construgdo dos sistemas de medicina
tradicional dispersos ao redor do mundo.

No Brasil, o consumo de plantas medicinais antecede a chegada dos portugueses em
1.500. Gradualmente, os colonizadores assimilaram os recursos da medicina indigena,
incorporando-0s em sua propria farmacopeia. Ao longo dos séculos XVI, XVII e XVIII, em
decorréncia do intenso trafego de informacGes e de matéria-prima entre o Brasil e a Europa,
produtos derivados da biodiversidade vegetal brasileira foram amplamente empregados na
Europa, alimentando uma lucrativa rede comercial e fazendo com que o conhecimento
tradicional brasileiro tivesse marcante influéncia sobre o que hoje é conhecido como
“Medicina Ocidental” (ROCHA et al, 2015). O conhecimento sobre o uso das plantas
medicinais compilado em terras brasileiras, ao chegar a Europa era ressignificado e
apropriado para cultura europeia e, posteriormente, retornava ao Brasil na forma de livros e
farmacopeias oficiais (SA & ELIZABETSKY, 2012).

Até meados do século XX, o uso de plantas medicinais no Brasil para o tratamento dos
problemas de salde da populagdo era baseado na experiéncia e transmitido de forma oral.
Contudo, com o crescente desenvolvimento da fitoquimica, novas substancias foram isoladas
em laboratorio e delas novos produtos sintéticos surgiram, levando a substituicdo do uso das
plantas por medicamentos sintetizados em laboratorio, consolidando a inddstria farmacéutica
(BRUNING et al., 2012).

No século XXI vive-se um paradoxo da abundancia na area de satde. O conhecimento
da ciéncia e da tecnologia é enorme e cada vez mais veloz oferecendo infinitas possibilidades
tecnologicas de tratar praticamente todas as formas de doencas. Entretanto, nem sempre essas
possibilidades tém sido aproveitadas para melhorar 0 acesso das populagcdes aos
medicamentos, que continuam com Seus precos exorbitantes e incompativeis com 0s
orcamentos de salde dos paises, incluindo paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Neste
contexto em que € necessario assegurar 0 acesso a medicamentos seguros, eficazes, de
qualidade e a precos acessiveis a populacdo, a industria de plantas medicinais e de
fitoterapicos pode representar uma excelente alternativa constituindo importante fonte de
inovacdo em salde e fortalecendo a producéo e a inovacao local com base na exploracdo da
rica biodiversidade brasileira (HASENCLEVER e al., 2017).

1.1.2 Pesquisa com plantas medicinais

A RDC n° 26, de 13 de maio de 2014 definiu planta medicinal como toda espécie
vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos, enquanto fitoterapico é o
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produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade
profilatica, curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterapico e produto tradicional
fitoterapico, podendo ser simples, quando o ativo é proveniente de uma Unica espécie vegetal
medicinal, ou composto, quando o ativo € proveniente de mais de uma espécie vegetal
(BRASIL, 2014). A importancia das plantas medicinais para a quimica e a medicina moderna
permitiu um rapido desenvolvimento de seus campos especificos e assim, muitas substancias
ativas foram conhecidas e introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje como
medicamentos (PEREIRA & CARDOSO, 2012).

De maneira geral, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores e
estudos envolvendo areas multidisciplinares (MACIEL et al., 2002), fomentando o trabalho
de varias instituicbes pesquisa que desenvolvem trabalhos, que possibilitam o maior
esclarecimento de praticas tradicionais com espécies medicinais, colaborando para o acesso
seguro as plantas medicinais e fitoterapicas (GONCALVES et al., 2011). Neste contexto, a
atuacdo multidisciplinar é fundamental para pratica nesse setor, pois ha entre os grupos de
estudos diferentes atribuicdes tais como, a investigacGes da medicina tradicional e popular
(etnoboténica); isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos (quimica
organica e fitoquimica); investigacdo farmacoldgica de extratos e dos constituintes quimicos
isolados (farmacologia); transformacBes quimicas de principios ativos (quimica orgénica
sintética); estudo da relacdo estrutura/atividade e dos mecanismos de acdo dos principios
ativos (quimica medicinal e farmacoldgia) e finalmente a operacdo de formulagbes para a
producéo de fitoterapicos (MACIEL et al., 2002).

Duas disciplinas cientificas tém se destacado nesta tarefa: a etnobotanica e a
etnofarmacologia. Por defini¢do, a etnobotanica se ocupa da inter-relacdo direta entre pessoas
e plantas, incluindo todas as formas de percepcdo e apropriacdo dos recursos vegetais e a
etnofarmacologia se ocupa do estudo dos preparados tradicionais utilizados em sistemas de
salde e doenga (empregadas na medicina popular) que incluem isoladamente ou em conjunto
plantas, animais, fungos ou minerais (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006). Além disso,
é crucial para 0 sucesso na obtencdo de principios ativos, que seja feito uma diferenciacéo
entre a pesquisa etnofarmacoldgica onde o planejamento de um modelo experimental para
comprovar uma propriedade terapéutica deve considerar o contexto no qual elas sdo tidas
como medicinais e 0 modelo classico de Farmacologia dos Produtos Naturais que aborda
inespecificamente as caracteristicas quimicas e farmacoldgicas das substancias naturais
(SIXEL et al.,2005).

1.1.3 Metabdlitos vegetais e os compostos fendlicos

O metabolismo € definido como o conjunto total das transformacGes das moléculas
organicas, catalisadas por enzimas, que ocorre nas células vivas, suprindo o organismo de
energia, renovando suas moléculas e garantindo a continuidade do estado organizado
(PEREIRA & CARDOSO, 2012). As plantas, através do metabolismo primario e secundario,
produzem ampla diversidade de componentes organicos. Os metabolitos priméarios possuem
funcdo estrutural, plastica e de armazenamento de energia, enquanto os metabolitos
secundarios, aparentemente ndo possuem relacdo com crescimento e desenvolvimento da
planta (TAIZ & ZEIGER, 2006).

Os compostos organicos que constituem os metabolitos secundarios sdo produzidos por
estimulos externos (WINK, 2015), possui estrutura complexa, baixo peso molecular,
apresentam-se em baixas concentracfes e possuem atividades bioldgicas marcantes, tais
como: defesa contra herbivoros e microorganismos, protecdo contra raio ultravioleta, atracao
de polinizadores, dentre outras atividades (PEREIRA & CARDOSO, 2012).



Em geral, os metabolitos secundarios exibem uma ampla gama de fatores bioldgicos e
propriedades farmacoldgicas, interagindo com os principais alvos nas células, tais como
proteinas, biomembranas ou acidos nucléicos. Por isso, algumas plantas ou produtos isolados
delas sdo usados para tratar diversos tipos de doencas (WINK, 2015). Desta forma, estas
substancias estdo diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequacdo do
produtor a seu meio e despertam grande interesse, ndo sO pelas atividades biologicas
exercidas pelas plantas em resposta aos estimulos do meio ambiente, mas também pela
imensa atividade farmacoldgica que possuem (SIMOES et al., 2007).

Segundo Simdes e colaboradores (2007), os metabdlitos secundarios originam-se a
partir das vias do &cido chiquimico e do acetato, dois importantes intermediarios do
metabolismo da glicose. O acido chiquimico é precursor de compostos que possuem anel
aromatico na sua constituicdo como os taninos hidrolisaveis, cumarinas, alcaloides derivados
dos aminoacidos aromaticos e fenilpropanoides. Os metabdlitos secundarios originados da via
do acetato sdo os aminoacidos alifaticos e seus derivados, terpenoides, esteroides, acidos
graxos e triglicerideos (LEITE, 2008). Alguns metabolitos como as antraquinonas, 0s
flavonoides e os taninos condensados originam-se da combinagdo dos dois percussores, 0
4cido chiquimico e o acetato (Figura 1) (SIMOES et al., 2007).

Dentre os metabdlitos secundarios, os compostos fenolicos representam um grupo
diverso de moléculas, amplamente distribuidos no reino vegetal, que possuem uma grande
variedade estrutural e funcional. Eles podem ser classificados em compostos sollveis em agua
como os acidos, fenilpropanoides, flavonoides e quinonas e compostos insollveis em agua,
entre eles os taninos condensados, ligninas e acidos hidroxicinamicos (HAMINIUK et al.,
2012). Quimicamente, sua estrutura basica, é caracterizada por possuir pelo menos um anel
aromatico, no qual um ou mais hidrogénios sdo substituidos por um grupamento hidroxila,
podendo variar de uma simples molécula fendlica a um polimero complexo de massa
molecular elevada (KHODDAMI et al., 2013). Os flavonoides, presentes no grupo dos
compostos fenolicos, constituem uma importante classe de metabdlito secundario, com
relativa abundancia nos vegetais e diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas
reconhecidas, tais como, atividade anti-inflamatoria, anti-oxidante, antitumoral, antiviral, anti-
ulcerogénica e anti-hemorrégica (PEREIRA & CARDOSO, 2012).
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Figura 1: Ciclo dos metabolitos secundarios (modificado de SIMOES et al., 2007).




2. O GENERO Cecropia LOEFLING, 1758

O nome cientifico deste género, criado pelo botanico Loefling em 1758, vem do grego
“Cecrops”, uma criatura mitolégica metade serpente e metade homem ou ainda um
personagem de origem egipcia que teria sido o primeiro rei da Atica e ensinado a agricultura
(BERG & ROSSELLLI, 2005). De acordo com os conceitos adotados na classificacdo boténica,
An Integrated System of Classification of Flowering Plants (CRONQUIST, 1981), o género
Cecropia esta inserido na familia Cecropiaceae e esta, por sua vez, na ordem Urticales.
Enquanto segundo os critérios mais modernos utilizados pelo Angiosperm Phylogeny Group
Classification (APG 111, 2009), este género pertence a familia Urticaceae da ordem Rosales.

O género Cecropia compreende cerca de 60 espécies de arvores distribuidas em toda a
América Latina, algumas ocorrendo no Brasil. No Brasil, as espécies deste género sdo mais
conhecidas pelos nomes populares embaiba, imbalba ou umbaulba e outras variagdes. Eles
provém do termo “ambaiba”, que no tupi significa arvore oca, uma alusido aos caules ocos das
espécies de Cecropia. Esses nomes populares podem depender também das cores de suas
flores como é o caso da embalba-vermelha (Cecropia glaziovii) e embalba branca (Cecropia
palmata) (COSTA et al., 2011-A). Sdo encontradas em vegetacdo secundaria na forma de
arvores com altura entre cinco e 25 metros. Seu tronco é segmentado, ereto e oco, possuem
folhas largas com a cor e a textura de caracteristica da espécie e as inflorescéncias sao
carnudas variando na cor de cinza para vermelho (BERG & ROSSELLI, 2005).

No estado do Rio de Janeiro ocorrem cinco espécies de Cecropia, C. catharinensis, C.
glaziovii, C. hololeuca, C. lyratiloba e C. pachystachya. Entretanto, C. pachystachya nédo
pertence a flora fluminense, tendo sido cultivada a partir de sementes colhidas em Minas
Gerais (BERG & ROSSELLI, 2005).

Vaérios relatos etnofarmacoldgicos foram feitos na literatura relacionando o uso
popular destas espécies, principalmente na forma de cha, para controlar a diabetes, a pressao
arterial e no tratamento de doencas respiratérias (COSTA et al., 2011-A).

2.1 Perfil quimico do género Cecropia

Das mais de 60 espécies deste género, apenas 10 apresentam relatos sobre seus
compostos quimicos. Os estudos sobre o perfil de metabdlitos secundarios de embalbas
relatam a presenca de substancias fenolicas da classe dos &cidos fendlicos, flavonoides,
flavolignanas e taninos condensados (procianidinas), além de terpenoides com esqueleto de
triterpeno (COSTA et al., 2011-B).

Os acidos fendlicos sdo compostos que apresentam um grupo funcional carboxila e sdo
divididos em &cidos hidroxibenzoicos (taninos hidrolizaveis) e acidos hidroxicinamicos
(D’ARCHIVIO et al., 2007). Entre seus compostos principais se destacam o acido caféico, p-
cumarico e feralico que sdo encontrados em varios alimentos e bebidas de origem vegetal,
como o café, erva mate, maca, ameixa e outras frutas e cereais (LAFAY et al., 2008).

Os triterpenos sdao compostos de 30 carbonos originados das unidades de isopreno de
cinco carbonos, constituindo estruturalmente diversas classes de produtos naturais e
amplamente distribuidos dentro do reino vegetal (GHOSH, 2017). Embora sejam
frequentemente objeto de investigacBes fitoquimicas e farmacoldgicas, seu potencial
terapéutico é pouco conhecido. Contudo, estudos in vitro e in vivo revelaram a suas
propriedades antitumorais, anti-oxidante, anti-inflamatéria, anti-esclerética e antiviral
(NAZARUK & BORZYM-KLUCZYK, 2015).

As proantocianidinas oligoméricas e poliméricas (taninos condensados) constituem um
dos grupos mais amplamente distribuidos de todas as substdncias fenolicas em plantas
(CHAGAS, 2013). Nos ultimos anos, 0 interesse por estes compostos aumentaram, uma vez
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que pesquisas tém demonstrado que sdo compostos bioativos e que possuem capacidade anti-
oxidante, entre varios outros efeitos farmacoldgicos (KAHKONEN & HEINONEN, 2003).

Flavonoides sdo compostos polifendlicos biossintetizados a partir da via dos
fenilpropanoides e do acetato, precursores de varios grupos de substancias como aminoacidos
alifaticos, terpenoides e &cidos graxos. Eles participam de importantes funcbGes no
crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patdgenos. Estdo
presentes na maioria das plantas concentrados em sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e
flores (DORNAS et al., 2007). Os flavonoides ja identificados em embaubas pertencem as
classes dos flavan-3-0is (catequinas), flavonois e flavonas (Tabela 1). As flavonas C-
glicosiladas com aglicona do tipo apigenina ou luteolina séo os flavonoides mais comuns no
género. Diferentemente das flavonas O-glicosidicas, as substancias que apresentam o agucar
diretamente ligado ao nucleo béasico flavonoidico (C-glicosiladas) sofrem a glicosilagdo numa
etapa anterior a final, provavelmente ap6s a oxidagdo das flavanonas (CHAGAS, 2013).

Tabela 1: Flavonoides descritos para Cecropia sp. (Modificado de MULLER, 2016-

B).
Cecropia sp Partes da Flavonoides Referéncias
planta
Isoquercetrina
C. alaziovii Estipulas Orientina LACAILLE-DUBOIS et al., 2001
-9 e folhas Isoorientina COSTAZ etal., 2011-B
Isovitexina
lsoquercetrina LACAILLE-DUBOIS et al., 2001
C.pachystachya | Folhas Isgorientina ARAGAO etal., 2010
' lsovitexina COSTAetal,, 2011-B
ARAGAO etal., 2013
C. hololeuca | olnase Orientina LACAILLE-DUBOIS et al., 2001
cascas Isoorientina
Orientina
C. lyratiloba Folhas Isoor_lent_lna ROCHA et al., 2007
Isovitexina
C-glicosilflavona
- L ANDRADE-CETTO;
C.obtusifolia Folhas Isoorientina WIEDENFELD. 2001

2.2 Espécies do género Cecropia

Cecropia € um género reconhecidamente medicinal, enquanto algumas espécies vém
sendo exaustivamente pesquisadas, na maioria das vezes, considerando o uso popular que
apresentam, tais como Cecropia glaziovii, Cecropia obtusifolia e Cecropia pachystachya,
entretanto outras espécies do género, como Cecropia hololeuca, ainda carecem de
informacfes sobre suas atividades bioldgicas, bem como sobre as substancias responsaveis
por estas atividades (CHAGAS, 2013).



2.2.1 Cecropia hololeuca Miquel

Cecropia hololeuca é uma espécie vegetal didica e pioneira que ocorre no bioma Mata
Atlantica, é uma espécie que apresenta ampla distribuicdo no territério brasileiro, sendo
encontrada desde a regido Nordeste até o Sul, servindo de alimento para varios animais
(CHAGAS, 2013).

A expressao “hololeuca” origina-se do grego “holos” e “leuco” que significa “todo” e
“branco”, respectivamente. E uma referéncia aos pelos esbranqui¢ados que conferem aspecto
prateado as folhas, caracteristica que inspirou 0 nome popular dado a esta espécie, embauba-
prateada (BERG & ROSSELLI, 2005).

A analise fitoquimica desta planta, principalmente sua folhas, revelou a presenca de
acucares redutores, saponina espumidica, proteinas e aminodcidos, taninos catéquicos,
derivados de cumarina, esteroides e triterpenoides (LACAILLE-DUBOIS et al., 2001).

Ha registros do uso medicinal de Cecropia hololeuca desde o século 19, sendo,
inclusive, a unica espécie do género a constar na 12 edicdo da Farmacopeia Brasileira de 1926
(BRANDAO et al., 2009). Conforme relatos etnobotanicos, suas folhas principalmente,
apresentam efeitos diurético, anti-hipertensivo, anti-inflamatério, antitussigeno, expectorante,
antitérmico e antitumoral (BOTSARIS, 2007).

2.2.2 Outras espécies do género Cecropia sp

Cecropia glaziovii Sneth e Cecropia pachystachya Trecul sdo as duas espécies mais
comuns no Sudeste e Sul do Brasil e, embora possuam caracteristicas morfolégicas distintas,
como sua altura e cor das folhas, ambas sdo amplamente utilizadas na medicina popular
brasileira (COSTA et al., 2011-A).

Cecropia glaziovii tem seus extratos brutos utilizados na fitoterapia brasileira como
cardiotdnicos, diuréticos e para o alivio da tosse na bronquite e asma. (LIMA-LANDMAN et
al., 2007). Estudos pré-clinicos confirmaram sua acdo anti-hipertensiva, broncodilatadora,
hepatoprotetora, ansiolitica e antidepressiva (MULLER et al., 2016-A). Investigagoes
experimentais demonstraram seu extrato aquoso promoveu efeito hipotensor nao relacionado
a inibicdo da enzima conversora de angiotensina (NINAHUAMAN et al., 2007), apresentou
efeito anti-ulcerogénico ao diminuir a secrecdo da mucosa gastrica por inibicdo da bomba
H'K*ATPase (SOUCCAR et al., 2008) e demonstrou atividade hepatoprotetora em ensaio de
hepatotoxidade induzida por tetracloreto de carbono (PETRONILHO et al., 2012).

Conforme descrito por Costa e colaboradores (2011-B), em relacdo a constituicdo
quimica desta espécie, a analise do extrato enriquecido em compostos fendlicos por
cromatografia liquida e alta eficiéncia em detector de arranjo de diédos (CLAE/DAD)
permitiu a identificacdo de cinco substancias fendlicas (isoorientina, orientina, isovitexina,
isoquercetrina e o acido clorogénico), sendo que apenas trés deles foram isoladas a orientina,
isoorientina e isovitexina.

Cecropia pachystachya é uma planta tipica de margens de floresta, e suas folhas e
cascas sao descritas na medicina popular como possuindo efeitos antitussigenos,
expectorantes, anti-asmaticos e hipoglicémicos (GAZAL et al., 2014). Consolini e Migliori
(2005) relataram que além do uso medicinal da C. pachystachya para transtornos
respiratérios, como tosse e asma, sdo aceitas popularmente como cardiotdnico e diurético.
InvestigacBes etnobotanicas, realizadas no Brasil, tem mostrado seu uso no tratamento de
inflamagdes na vesicula urindria e doencas renais (ALVES & POVH, 2013) e como
analgésico para controle da dor renal (BESSA et al., 2013). Experimentalmente, seu extrato
aquoso, demonstrou efeito neuroprotetor e antidepressivo em modelo de estresse cronico em
camundongos (GAZAL et al., 2014) e atenuou a hipertenséo renal em ratos nefrectomizados
(MAQUIAVELI et al., 2014).



No método analitico desenvolvido e validado por Costa e colaboradores (2011-B),
para caracterizacdo quimica e quantificacdo simultdnea dos compostos majoritarios de extrato
aquosos das folhas de Cecropia sp., foram encontrados para espécie C. pachystachya: acido
clorogénico, isoorientina, orientina, isovitexina e isoquercitrina.

Cecropia obtusifolia Bertol., € uma arvore que cresce em vegetacdo secundaria na
floresta tropical ao longo das duas costas do Meéxico, sendo o infuso de suas folhas
comumente usados na medicina popular mexicana para tratar o diabetes do tipo 2 (TOLEDO
et al., 2008). Segundo Revilla-Monsalve e colaboradores (2007), a Cecropia obtusifolia tem
demonstrado propriedades analgésicas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, hipotensoras,
relaxante muscular e depressora do sistema nervoso central, porém o efeito hipoglicemiante
destaca-se como a atividade mais importante. Existem poucos estudos sobre a composi¢édo a
composicgdo fitoquimica de C. obtusifolia. Alguns relatos indicam que suas folhas e a cascas
contém alcaloides, glicosideos, flavonoides, taninos, triterpenoides e saponinas (PEREZ-
GUERRERO et al, 2001).



3. FLAVONOIDES

O termo flavonoides deriva da palavra latina “flavus” que significa ‘“‘amarelo”
(SALARITABAR et al., 2017). Sdo substancias pertencentes ao grupo dos compostos
fenolicos que constituem uma categoria de compostos fitoquimicos oriundos do metabolismo
secundario com diversas atividades biologicas na fisiologia e bioguimica das plantas
(KACHLICKI et al., 2016) e com papel fundamental na sua protecdo contra radiacéo
ultravioleta, patdégenos e herbivoros (ALVAREZ-JUBETE et al., 2010). Embora ndo possam
ser sintetizados por humanos e animais (KOES et al., 2005), desempenham um papel
fundamental na dieta através da ingestdo de alimentos ricos nestes compostos
(SALARITABAR et al., 2017).

Os flavonoides representem o grupo de compostos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural, sendo encontrados em praticamente todas
as partes dos vegetais e em seus produtos de preparacao, tais como os chés e vinhos (WANG
et al., 2018). Diversos estudos descrevem as propriedades bioldgicas dos flavonoides, entres
elas as atividades antitumoral, anti-oxidante, antiviral e anti-inflamatéria, conferindo
inimeros beneficios a satde humana pela diminuicdo do risco de doencas. Desta forma, os
flavonoides apresentam significativa importancia farmacoldgica estimulando investigacoes
sobre potenciais terapéuticos destes compostos (KUMAR & PANDEY, 2013).

3.1 Estrutura e classificacéo dos flavonoides

Quimicamente, os flavonoides sdo uma classe de moléculas de baixo peso molecular,
com estrutura base de 15 carbonos (C6-C3-C6), constituida por dois anéis benzénicos (A e B)
ligados através de um anel pirano ou pirona (C) (Figura 2). As modificagdes no anel central
dessas substancias levam a diferenciacdo em classes que incluem as flavonas, flavonais,
flavondis, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas. Dentro de cada uma das classes, 0s
compostos diferem entre si devido ao padrdo de substituicdo dos anéis A e B (KUMAR &
PANDEY, 2013).

Figura 2: Estrutura basica geral dos flavonoides (KUMAR & PANDEY, 2013).



Naturalmente, a estrutura basica dos flavonoides é uma aglicona, ndo conjugada a
acucares, mas podem ocorrer na forma de glicosideos e derivados metilados (KUMAR &
PANDEY, 2013). Os flavonoides sdo geralmente glicosilados por moléculas de glicose ou
raminose, mas também podem sofrer glicosilacdo pela galactose, arabinose, xilose, acido
glicurdnico ou outros aglcares. O numero de ligacGes pode variar de um, mais comumente, a
trés moléculas de aclcar e existem varias posi¢cdes de substituicdo possiveis no polifenol,
influenciando diretamente as propriedades quimicas, fisicas e bioldgicas dos flavonoides
(KARAKAYA, 2004).

A atividade bioldgica dos flavonoides e de seus metabdlitos depende da sua estrutura
quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a estrutura basica pode sofrer
uma série de modificacbes que irdo modular a polaridade, toxicidade e direcionamento
intracelular destes compostos (HUBER & RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). A estrutura
quimica também influencia na absorcdo dos flavonoides, que pode ocorrer no intestino
delgado ou coélon. A forma aglicona é mais facilmente absorvida no intestino delgado,
enquanto a forma glicosidica tem que ser convertida em aglicona no célon para que ocorra
absorcdo. A absor¢do dos flavonoides também depende de suas propriedades fisico-quimicas,
entre elas peso molecular, lipofilicidade, solubilidade e pKa (KUMAR & PANDEY, 2013).

Considerando a estrutura dos flavonoides baseada no nucleo de dois anéis fendlicos A e
B, o anel central C pode ser um pirano heterociclico, como no caso de flavanois, ou uma
pirona, como nos flavondis e flavonas, que possuem um grupo carbonila na posi¢do C-4 do
anel C. Os flavonois e flavonas sdo os compostos mais amplamente encontrados em alimentos
e envolvidos em estudos de investigacdo de efeito biolégico (HUBER & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2008). Entre as agliconas mais comuns presente na estrutura dos flavonois
encontra-se a quercetina e, sua estrutura basica, difere da estrutura das flavonas na posi¢do C-
3 que é hidroxilada. As flavonas sdo compostos fenolicos menos encontrados na natureza e
suas agliconas mais comuns sdo a apigenina e a luteolina (Tabela 2) (MANACH et al., 2004).

Tabela 2: Estrutura de duas das principais classes de flavonoides (flavonas e flavonais).
(Modificado de KUMAR & PANDEY, 2013).

CLﬁESE ESTRUTURA
BASICA
FLAVONOIDES
FLAVONAS N HO
S |
o OH O OH O
LUTEOLINA APIGENINA
3
X O | >
FLAVONOIS Uy
i OH
O
QUERCETINA




A andlise fitoquimica da Cecropia hololeuca mostrou a presenca de duas flavonas
derivadas da luteolina, a isoorientina ¢ a 2”-O-glicosil-isoorientina, e duas flavonas da
apigenina, isovitexina e a 2”-O-glicosil-isovitexina. Na classe dos flavondis foram
identificados dois flavonoides derivados da quercetina, a rutina e a isoquercetrina (Tabela 3)

(CHAGAS, 2013).

Tabela 3: Estruturas dos principais flavonoides identificados na analise fitoquimica das
folhas de Cecropia hololeuca por cromatografia liquida de alta-eficiéncia (CLAE-DAD)

(Modificado de CHAGAS, 2013).

FLAVONOIDES/ESTRUTURA QUIMICA

FLAVONA/LUTEOLINA

Isoorientina

2”-0O-glicosil-isoorientina

HO HO 3

FLAVONA (APIGENINA)

Isovitexina

27-0O-glicosil-isovitexina

FLAVONOIS (QUERCETINA)

Rutina

Isoquercitrina
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3.2 Potencial terapéutico dos flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de compostos apresentados amplamente distribuidos na
natureza (WANG et al.,, 2018). Devido ao rapido desenvolvimento nas técnicas de
espectrometria de massa nas duas ultimas décadas, a analise de produtos naturais de baixo
peso molecular com propriedades fisico-quimicas diferenciadas apresentou um avanco
significativo, permitindo que mais de 10000 compostos pertencentes a esta classe fossem
identificados (KACHLICKI et al., 2016). O enorme interesse na identificacdo e isolamentos
de novos compostos flavonoides se deve aos seus diversos e lucrativos efeitos em sistemas
bioldgicos, entre eles os efeitos antimicrobiano, antidiabético, cardioprotetor, anticancerigeno,
anti-oxidante, anti-hepatotoxico e anti-inflamatorio (WANG et al., 2018).

Os mecanismos de acgdo envolvidos na atividade anti-oxidante dos flavonoides
incluem supressdo da formacdo de espécies reativas de oxigénio por inibicdo enzimatica ou
pela quelagdo de oligoelementos envolvidos na geracdo de radicais livres, eliminagdo de
espécies reativas de oxigénio e regulacdo de defesas anti-oxidantes. Estes efeitos, ocorrendo
de forma isolada ou combinada, inibem a formacgéo de radicais livres que conduzem a
processos degenerativos na salde humana, a ativacdo de fatores pro-carcinogénicos, a reducéo
de sistemas de defesa anti-oxidante e as alteragcBes na expressao genética, que contribuem
significativamente para diversas doencas (MISHRA et al., 2013). Segundo Miltonprabu e
colaboradores (2016) as propriedades anti-oxidantes dos flavonoides também séo
responsaveis pela diminuicdo das disfuncdes hepaticas em animais expostos a agentes
hepatotdxicos, juntamente com seus efeitos inibidores da apoptose e da inflamacdo em células
hepaticas.

O potencial antidiabético associado aos flavonoides € resultado dos efeitos
modulatdrios no transporte de aglcar no sangue, no aumento da secrecdo de insulina, reducédo
da resisténcia a insulina e modulacdo da funcdo imunoldgica para prevenir diabetes, desta
forma, desempenhando um papel importante na manutencdo dos niveis séricos de glicose
(VINAYAGAM & XU, 2015).

Com base em estudos epidemiologicos, dietas ricas em flavonoides estdo diretamente
correlacionadas ao aumento da longevidade e diminuicdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares (SALARITABAR et al., 2017). Conforme revisado por Adegbola e
colaboradores (2017) o potencial dos flavonoides no tratamento de doengas cardiovasculares
envolve a habilidade de diminuir ou impedir a disfuncdo endotelial, reduzir a oxidacéo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e inibir a agregacao plaquetaria.

Os flavonoides apresentam atividade antibacteriana eficaz contra agentes gram-
positivos e gram-negativos, exercida através de maltiplos alvos celulares como a inativacdo
de adesinas microbianas, enzimas e proteinas de transporte do envelope celular, ruptura das
membranas microbianas por flavonoides lipofilicos e inibicdo do metabolismo energético
bacteriano (BARBIERI et al.,2017).

Os flavonoides tém demonstrado capacidade de protecdo celular contra a progresséo
de diferentes formas de cancer através da ativacao de vias pro-apoptdticas e antiproliferativas,
bem como pela inativacao de vias anti-apoptéticas como a metaloproteinase tipo 2 (MMP-2) e
0 gene cicloxigenase-2 (COX-2), amplamente expressos em células tumorais (GARCIA et al.,
2018).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, estudos demonstram que os flavonoides
exercem seus efeitos através de varios mecanismos que incluem a inibicéo direta ou indireta
de citocinas pré-inflamatorias através da imunomodulacdo das cascatas de sinalizacdo
inflamatoria, diminuicdo do recrutamento de células pro-inflamatdrias, aumento da atividade
anti-oxidante e das funcbes imunorreguladoras (KELEPOURI et al., 2018).

11



A inibicdo da inflamacdo promovida pelos flavonoides pode ocorrer através do
sequiestro e inibicdo da formacdo de uma grande variedade de radicais livres, que sdo capazes
de atrair diversos mediadores inflamatorios responsaveis pela resposta inflamatéria e dano
tecidual (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009). Segundo Rathhe e colaboradores (2009), um
importante mecanismo de atividade anti-inflamatoria dos flavonoides consiste na regulacdo da
atividade de enzimas, entre elas a proteina tirosina-quinase, proteina quinase C,
fosfodiesterase, fosfolipase A2, lipoxigenases e cicloxigenase. Estas enzimas desempenham
papel central na ativagdo de células endoteliais e numerosas outras células especializadas
envolvidas na inflamacéo.

Os flavonoides sdo capazes de diminuir a sintese de diferentes citocinas e quimiocinas
pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8, através de mecanismos moleculares
que incluem inibicdo dos fatores de transcricdo NF-kB e proteina ativadora-1 (AP-1), e
reducdo da atividade da proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) (SERAINI et al.,
2010). Segundo Garcia-Lafuente e colaboradores (2009), os flavonoides diminuem a
producdo de Oxido nitrico pela inibicdo da Oxido-nitrico sintase (iNOS) durante a resposta
inflamatoria.

Neste contexto € extremamente importante o desenvolvimento de pesquisas que
investiguem o potencial anti-inflamatorio dos flavonoides, ndo apenas para estabelecer
mecanismos envolvidos nestas atividades, mas também para descoberta de novos alvos
terapéuticos no processo inflamatorio, relacionando estrutura e atividade destes compostos
fitoquimicos (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009). Os estudos podem ser realizados através
de ensaios in vitro, em cultura de células que objetivam verificar se o flavonoide é capaz de
reduzir ou até mesmo inibir a formacdo de mediadores, a producdo de enzimas e citocinas
envolvidas na resposta inflamatoria. J4 os ensaios in vivo utilizam agentes indutores de
inflamacdo, visando avaliar se o flavonoide é capaz de inibir eventos do processo inflamatorio
como a formagdo do edema, o desenvolvimento de hipernocicepcdo, a migragdo das células
de defesa, bem como a formacao de mediadores e enzimas pré-inflamatérias (COUTINHO et
al., 2009).

3.3 A Rutina

Em 1930, uma nova substancia foi isolada de laranjas, sendo classificada inicialmente
como uma vitamina (vitamina P), tendo estudos posteriores demonstrado se tratar de um
flavonoide, denominado rutina (NIJVELT et al., 2001). A rutina € um importante flavonoide
glicosidico pertencente a classe dos flavonois, extensamente encontrados na natureza e
reconhecidos por apresentar funcdes clinicas relevantes e potencialmente benéficas na
prevencao de doengas (SHARMA et al., 2013). A rutina (3, 3°, 4’, 5, 7-pentahidroxiflavona-
3-rhamnoglicosideo) também pode ser chamada de rutosideo, quercetina-3-rutinosideo ou
soforina e seu nome é uma referéncia a planta Ruta graveolens, que também contém rutina
(GANESHPURKAR; SANUJA, 2017-A).

A estrutura quimica da rutina (C27-H30-016) envolve a ligagdo de um dissacarideo
(glicose e ramnose) a posicao trés no anel pirano da molécula de quercetina. A combinacédo
dessas duas moléculas é denominada rutinose (Figura 3) (GANESHPURKAR; SANUJA,
2017-A). Segundo Kim e colaboradores (2005), esta estrutura confere a rutina, uma
hidrofilicidade caracteristica dos flavonoides glicosidicos. Consequentemente, a rutina ndo €
facilmente absorvida no intestino delgado e uma fragcdo razoavel atinge o intestino grosso
quando ingerida, onde é metabolizada por glicosidases microbianas para liberagcdo de sua
aglicona, a quercetina.

Quanto a toxicidade, Lima e colaboradores (2003) investigaram as propriedades
toxicas da rutina em coelhos hiperlipidémicos, testando doses de até 600 mg/kg administradas
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por via oral durante 28 dias, ndo sendo encontrados efeitos colaterais quando avaliados os
marcadores de dano hepatico como transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e transaminase
glutdmico pirtvica (TGP) e os indicadores de funcdo renal como ureia e creatinina.

- A

QUERCETINA =4

- GLICOSE

RAMNOSE

Figura 3: Estrutura quimica de rutina (Adaptado de GANESHPURKAR; SANUJA,
2017-A).

A rutina apresenta excelentes efeitos terapéuticos, tais como efeito anti-inflamatorio,
anti-oxidante, anti-alérgico, neuroprotetor e inibidor da agregacdo plaquetaria
(MOHAMMAD F et al., 2017). Seu mecanismo de defesa anti-oxidante busca, inicialmente,
impedir a formacéo de radicais livres pela inibicdo das reacdes em cadeia com o ferro e 0
cobre e, em um segundo momento, interceptam os radicais livres gerados pelo metabolismo
celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre lipideos, proteinas, &cidos graxos
poli-insaturados e sobre as bases do DNA, evitando a formacgdo de lesdes e a perda da
integridade celular (FREITAS et al., 2014).

Estudos demonstraram que a rutina é capaz de sequestrar radicais superdxido, mantém
0s niveis de anti-oxidantes bioldgicos, aumenta a atividade enzimatica anti-oxidante in vitro,
reduz peroxidacgdo lipidica e a concentracdo citocinas, bem como, evita 0 comprometimento
cognitivo apos lesdes como hipoxia e isquemia, em modelos de lesdes em sistema nervoso
central em ratos (XUA et al., 2014). Al Enazi (2013) demostrou que a diminuigéo do estresse
oxidativo promovido pela rutina foi capaz de inibir a hiperalgesia mecéanica avaliada atraves
do método de Randall e Selitto e a hiperalgesia térmica pelo teste de Tail Flick, produzidas
pela neuropatia precoce induzida por diabetes.

Abdel-Rahemm (2010) descreveu o efeito gastroprotetor da rutina na avaliacdo da
formacéo de Ulceras e lesdes gastricas induzidas por indometacina in vivo. Conforme revisado
por Ghorbany (2017), diversos estudos apoiam os efeitos benéficos da rutina no estado
glicémico, perfil lipidico e complicacbes microvasculares e macrovasculares associados a
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diabetes. Os mecanismos propostos para esse efeito incluem a inibi¢do absorcao intestinal de
carboidratos, diminuicdo da gliconeogénese, aumento da captacdo de glicose tecidual e
estimulagdo da secrecdo pancreatica de insulina.

Em trabalho desenvolvido por Ganeshpurkar e colaboradores (2017-B) em modelo
experimental de imunossupressao induzida antineoplasico, a rutina atenuou significativamente
o efeito imunossupressor da ciclofosfamida, atuando como promotor hematopoiético e
também estimulando respostas celulares. Segundo o autor, estes resultados sdao importantes
para futuramente estabelecer seus efeitos terapéuticos sobre estados imunodepressivos e em
doencgas autoimunes.

Em relacdo a atividade anti-inflamatdria da rutina, ela pode ser explicada pela
inibicdo de algumas enzimas chave envolvidas na inflamagé&o e/ou vias de sinalizagéo celular,
como cicloxigenase (COX), lipoxigenase (LOX), proteina quinase C (PQ-C), fosfolipase A2
(FLAZ2) e fosfoinositideo 3-quinase (FI3-quinase), que desempenham um papel importante na
producdo de mediadores inflamatorios tais como leucotrienos e prostaglandinas (revisado por
SHARMA et al., 2013).

Em modelo in vitro de investigacdo da atividade de neutrofilos humanos, a rutina
inibiu a ativacdo dos neutrofilos induzidas por phorbol-12-miristato-13-acetato, a producéo de
oOxido nitrico e TNF-a, bem como a atividade da mieloperoxidase, demonstrando o potencial
anti-inflamatdrio da rutina sobre os neutrofilos (NIKFARJAM et al., 2017).

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria in vivo através do modelo de edema de pata
induzida por carragenina mostrou gque a rutina promoveu inibi¢do da formacao do edema e da
migracdo de leucdcitos induzidas pela carragenina (SELLOUM et al., 2003). Em modelo de
edema de pata induzido por formalina promoveu a inibicdo significativa da formacdo do
edema e da liberacdo do mediador inflamatoério IL-1, apresentando valores semelhantes aos
produzidos pelo meloxicam, um importante inibidor da COX-2 (MOHAMMAD F et al.,
2017).

Arjumand e colaboradores (2011) demonstraram que o pre-tratamento com a rutina
diminui a nefrotoxicidade evidenciado pela diminuicdo do stresse oxidativo, a inflamacéo
renal pela diminuicdo dos niveis de TNF-a sistémico e a apoptose de néfrons em modelo de
inflamacdo renal induzida por cisplatina em ratos.

Lee e colaboradores (2012) avaliaram a participacdo da rutina na manutencdo da
integridade de células vasculares endoteliais em modelo in vitro de inflamacdo induzida por
LPS, através da determinacdo da permeabilidade, adesdo, migracdo de leucdcitos e ativacao
de mediadores pré-inflamatdrios. Nestes experimentos, a rutina inibiu a ruptura da integridade
da barreira endotelial, a expressdo de moléculas de adesédo celular (CAM) e adesdo/migracédo
transendotelial de mondcitos para células endoteliais humanas, induzidas pelo LPS, apoiando
assim sua utilidade como terapia para doencas inflamatdrias vasculares. Estudos posteriores
revelaram que a rutina suprimiu a producdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ a
ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB) pelo LPS. No mesmo estudo, este flavonoide
demonstrou potencial antinociceptivo in vivo em modelo de placa quente, bem como em
modelos de hiperpermeabilidade induzida por acido acético, inibindo o aumento da
permeabilidade vascular e reduzindo a migracdo de células em modelo de migracdo
leucocitaria induzida por carboximetilcelulose.

A rutina inibiu a producédo sérica de de 6xido nitrico e dxido nitrico sintetase induzida
(iNOS) promovidas pela administracdo intravenosa de LPS em camundongos. (SHEEN et al.,
2002). Em modelos in vivo de lesdo pulmonar aguda induzida por LPS, a rutina reduziu
significativamente a migracdo de neutrdfilos por reducédo da expressdo da quimiocina MIP-2
(proteina inflamatoria de macrofago-2) via inibigdo da ativagdo da NF-xB (CHEN et al.,
2014).
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Torres-Régo e colaboradores (2016) observaram que a rutina inibiu significativamente o
edema da orelha induzida por xileno, reduziu a migracdo celular em modelo peritonite
induzida por carragenina e também em modelo de bolsa de ar induzidos por zimosan. Niveis
reduzidos das citocinas IL-1p, IL-6, IL-12 e TNF-a também foram observados.

Em modelo de doenca inflamatoria intestinal induzida por 2,4,6-&cido trinitrobenzeno
sulfénico (TNBS) em ratos, a rutina administrada por via oral apresentou atividade anti-
inflamat6ria observada pela reducdo da atividade da mieloperoxidase, um importante
indicador do recrutamento de neutréfilos no colon. A administracdo via retal de quercetina,
metabdlito da rutina apresentou resultados semelhantes além de inibir o TNF-a ativado por
NF-kB. Segundo o autor, estes resultados sugerem que a rutina pode atuar como liberador da
quercetina no intestino grosso estando o efeito anti-inflamatério na colite relacionado a
inibicdo de TNF-a ativado por NF-kB em células do colon (KIM et al., 2005).

Umar e colaboradores (2012) demonstraram que a rutina inibiu a progressao da artrite
induzida por colageno, evidenciando diminui¢do da formacdo do edema, da producgdo de
radicais livres na articulacdo e, dos niveis de 6xido nitrico. Nesse estudo, a rutina também
inibiu a atividade da elastase mensurada diretamente na cartilagem articular, um importante
indicador de inflamagdo das articulagdes, que estd associada diretamente ao acimulo e a
ativacdo de leucdécitos polimorfonucleares no tecido inflamado.

Em estudo desenvolvido por Sun e colaboradores (2017) atraves da aplicacdo intra-
articular em ratos de complexo adjuvante de Freud, a rutina inibiu de forma dose dependente
0 edema articular e os niveis séricos de TNF-a e IL-1B, sendo evidenciado histolégicamente
melhora significativa das mudangas na micro-estrutura dos tecidos articulares inflamados
mediados pela inibicdo de NF-xB. Em outro modelo de inflamagdo articular a rutina inibiu
significativamente o edema de pata induzida septicamente por Candida albicans, sendo ainda
demonstrada experimentalmente neste trabalho a capacidade da rutina de inibir a producédo de
oxido nitrico por macrofagos previamente estimulados com LPS (HAN, 2009).

Neste contexto, por apresentar funcBGes clinicamente relevantes e potencialmente
benéficas na prevencdo de doengas, a rutina tem sido intensamente pesquisada, tendo 0s
resultados interessado constantemente as industrias farmacéuticas (BECHO et al., 2009).
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4. INFLAMACAO
4.1 Consideracdes gerais

A inflamacdo é uma reacdo celular, imune e metabdlica a leséo tecidual ou infeccéo,
representando uma resposta vascular normal de defesa do tecido conjuntivo para abolir a
causa da injuria e remover células mortas ou comprometidas (MOHAMAD F et al., 2017). A
inflamacdo ocorre através de uma interacdo complexa entre mediadores celulares, que
envolve quimiocinas, enzimas plasmaticas, lipidios e citocinas e, a nivel macroscopico, se
caracteriza pela presenca de rubor, edema, calor e dor na regido inflamada promovendo
interferéncia ou alteracdo da fun¢do (AHMED, 2011). Apesar de ser uma resposta fisiologica
e benéfica, quando ocorre de maneira descontrolada e inapropriada, tem como consequéncia a
patogénese e progressdo de varios distdrbios inflamatérios, tais como doencas
cardiovasculares, respiratorias, neurologicas (MOHAMAD F et al., 2017). A resposta
inflamat6ria pode gerar trés fases distintas que incluem a fase aguda caracterizada por
vasodilatacdo local e aumento da permeabilidade vascular e a fase subcrénica onde ocorre
infiltracdo leucocitaria e de células do sistema fagocitario mononuclear (ROTELLI et al.,
2003). Uma vez que o estimulo nocivo é removido, a reacdo inflamatéria pode diminuir,
ocorrendo o restabelecimento da estrutura do tecido e sua funcéo fisiologica (RICCIOTTI &
FITZGERALD, 2011). Em situacbes em que a recuperacdo da homeostase tecidual €
comprometida se estabelece a fase cronica, caracterizada por presenca de lesdo permanente,
com substituicdo de células funcionais por células fibrosas e afuncionais (ROTELLI et al.,
2003).

A principio, a resposta inflamatoria tipica pode ser controlada em quatro niveis,
correspondente a quatro componentes da via inflamatoria: os indutores da inflamagéo, 0s
sensores que detectam os indutores, os mediadores inflamatdrios formados pelos sensores € 0s
tecidos alvo que sdo afetados pelos mediadores (Figura 4). Cada componente atua de diversas
formas, em vias inflamatérias distintas e determinadas pela natureza do evento que
desencadeia o processo inflamatorio (MEDZHITOV, 2010).

VIA INFLAMATORIA

MEDIADORES
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| INDUTORES I TECIDO ALVO

‘ N of B 3_ TNF, IL-1, IL-6
A I
"
| — r DENDRITICAS |+ BRADICININA
HISTAMINA

j J

LESAO TECIDUAL
MACROGAGO

Figura 4: Componentes da via inflamatoria (adaptado de MEDZHITOV, 2010).

EICOSANOIDES

O primeiro passo da cascata inflamatdria € primariamente uma resposta vascular com
hiperemia e aumento da permeabilidade da parede vascular. Inicialmente, ocorre
vasoconstri¢ao arteriolar transitéria promovida pela contragdo de musculos lisos vasculares.
Posteriormente, a vasodilatacdo arteriolar conduz ao aumento do fluxo sanguineo para area
lesionada resultando em hiperemia local (ALESSANDRI et al., 2013).
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A vasodilatacdo, evento marcante da fase aguda da inflamacdo, é induzida por diversos
mediadores que incluem a histamina, a interleucina-1p (IL-1p), as prostaglandinas E2 e 12
(PGE; e PGly) e o oxido nitrico. Neste estagio inicial, as alteragdes no endotélio vascular séo
prontamente detectaveis com consequente exsudacdo de proteinas plasmaticas e fluido,
seguido pela migracdo de leucdcitos da circulacdo para o tecido acometido (ALESSANDRI et
al., 2013). O aumento da permeabilidade vascular ao plasma e proteinas é resultado da acédo
de mediadores como a histamina, bradicinina que promovem o fluxo de proteinas, eletrdlitos e
agua (exsudato) do leito vascular para o intersticio, formando o edema (ARYA & KUMAR,
2005).

A vasodilatacdo e o edema vém acompanhados de marginalizacdo, adesdo e migracéo
de leucdcitos, que fluem seletivamente e em ndmero significativo para o tecido inflamado no
decorrer do processo (FRANCISCHETTI et al., 2010). No tecido, os leucdcitos podem ser
ativados e se tornar importante fonte de uma variedade de substancias que incluem fatores
estimulantes de col6nias, citocinas, quimiocinas e espécies reativas de oxigénio, fazendo com
que o préprio processo inflamatdrio possa contribuir para danificar os tecidos adjacentes e
portanto, pode aumentar a gravidade dos sintomas (ALESSANDRI et al., 2013).

4.2 Migracdo de leucdcitos

O processo inflamatdrio frequentemente ocorre em resposta a um estimulo apropriado,
como injurias teciduais ou infeccdes por microorganismos, que podem ser detectada pelos
macrofagos. Estas células fagociticas presentes nos tecidos, iniciam o recrutamento de outros
tipos celulares, através da secrecdo de citocinas e quimiocinas (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Os neutréfilos constituem o tipo leucocitario mais abundante na circulacéo,
representando o primeiro tipo celular a migrar para o local de inflamagéo. E a primeira linha
de reconhecimento e defesa, iniciando uma inflamagdo aguda sendo responsaveis por uma
resposta imune pré-inflamatoria eficaz (ZARBOCK & LEY, 2009). Contudo, estudos
recentes descrevem os neutrdfilos ndo somente como o principal tipo celular responsével pelo
processo de inflamacdo aguda, mas como uma célula com potencial modulador dessa
resposta, com uma complexa e vasta capacidade de desempenhar funcdes especializadas,
interagindo com macro6fagos, células dendriticas, e linfocitos TCD4+ (SILVA, 2015).

Segundo Sadik e colaboradores (2012), o englobamento de agentes patogénicos,
liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e proteases contribuem para o papel
fundamental dos neutréfilos na defesa do hospedeiro. No entanto, os neutréfilos também
contribuem significativamente para o dano tecidual em processos de doencas agudas, como
contusdo pulmonar e lesdes da medula espinhal, bem como nos processos de doencas
crbnicas, como na artrite reumatoide, doenga pulmonar obstrutiva crdnica e asma, exigindo
um controle rigoroso de seu recrutamento para o0 tecido e compartimentos e
consequentemente do seu potencial destrutivo.

O recrutamento de neutréfilos tem inicio pela liberacdo de mediadores inflamatdrios
como citocinas, leucotrienos e histamina, por macréfagos residentes no tecido e que causam
alteracdes na superficie endotelial. Os neutrofilos recrutados iniciam uma série de eventos da
microcirculagcdo, composta basicamente pelas etapas de rolamento, adesdo e transmigracéo
também denominada cascata de ativacdo neutrofilica (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Este processo € mediado pelo aumento da expressdo de selectinas (moléculas de
adesdo de glicoproteinas), por células endoteliais (P-selectina e E-selectina) e neutrofilos (L-
selectina) (ALESSANDRI et al., 2013). Neste momento, ocorre uma ligagdo de baixa
afinidade entre moléculas de adeséo presentes nas células endoteliais e nos neutréfilos. Essa
ligacdo entre as moléculas de adesdo celular (CAM) faz com que os neutrofilos presentes em
grandes quantidades na corrente sanguinea sejam trazidos para a margem do vaso e rolem
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sobre as células endoteliais em direcdo a maior concentracdo dos estimulos quimiotaticos,
diminuindo sua velocidade no fluxo sanguineo (MAYADAS et al., 2015). Segundo Gomes e
colaboradores (2009) o processo de adesao é essencial e ocorre em Vvarios eventos bioldgicos
como: morfogénese, crescimento, organizacdo e estabilidade teciduais, inflamacéo, resposta
do hospedeiro as infec¢bes e injdrias, cicatrizacdo e resposta imunocelular. As CAM
funcionam ainda como moléculas sinalizadoras, tendo participacdo essencial na regulacdo da
inflamacdo e resposta imune, além do recrutamento e adesdo intercelular, sendo também
responsaveis pela migracéo seletiva de células inflamatdrias dos vasos sanguineos até o local
da inflamac&o e influenciadas por citocinas e outros mediadores inflamatorios.

A ligacdo de baixa afinidade que promove o rolamento do neutréfilo pelo endotélio
vascular fornece a este a capacidade de interagir com fatores quimiotaticos, incluindo o fator
de complemento 5a (Cb5a), IL-8/CXCL8 (quimiocina em humano), CXCL1 e CXCL2
(andlogos a quimiocina CXCL8 em camundongos), fator de ativacdo de plaquetas (FAP),
eotaxinas (CCL11) e leucotrieno B4 (LTB4), que se localizam na superficie do endotélio
vascular (SALLUSTO & BAGGIOLINI, 2008).

Estes fatores de quimiotaxia ativam receptores especificos nos neutréfilo durante o
estagio de rolamento pelo endotélio vascular resultando no aumento da expressao e afinidade
das integrinas (familia da integrina B2 como as Pf2aL ou CD11a/CD18) presentes nas
membranas dos neutréfilos (SILVA, 2015). Segundo Kolaczkowska e Kubes (2013) este
processo de ativacdo é facilitado pela acdo de citocinas como TNF-a e a IL-1p.

As integrinas iniciam uma cascata de sinalizacdo intracelular no neutrdfilo,
interrompendo o rolamento e iniciando um estagio de firme adeséo através da ligacdo com a
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) ou molécula de adesdo celular vascular-1
(VCAM-1), presentes na célula endotelial vascular (ALESSANDRI et al., 2013). A interacéo
entre as integrinas e as diferentes moléculas de adesdo, entre elas a ICAM-1, ICAM2,
VCAM-1, a molécula de adesdo celular endotelial plaguetaria (PECAM-1), moléculas de
adesdo juncional (JAMs) e as moléculas de adesdo celular epitelial (ECAM) modulam a
transmigracdo pelo endotélio presente em jungdes intercelulares (PETRI et al., 2008).

O processo de transmigracdo de neutréfilos pode ocorrer através do mecanismo
paracelular entre as juncGes das células endoteliais, caracterizados pela presenca de moléculas
de adesdo localizadas em uma regido especifica da célula que permite a formacao de grandes
dominios chamados de transmigratory cup. Estes dominios exibem um menor contato inter-
endotelial, permitindo cercar o neutréfilo e facilitar a transmigracdo (SILVA, 2015). A via
transcelular, que ocorre através da célula endotelial, depende de pequenas passagens
associadas a membrana, localizadas nos locais de adesdo entre essas células, chamadas de
organela vesicuolovacuolares. E uma rota utilizada por poucos tipos celulares associado a
sitios onde, provavelmente, as juncbes endoteliais sdo estreitas ou impenetraveis (Figura 5)
(ORTEGA-GOMEZ et al., 2013).
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Figura 5: Cascata de recrutamento de neutréfilos onde se destaca a sequencia de
recrutamento dos neutréfilos da vasculatura para os tecidos, 0s dois mecanismos possiveis de
transmigracao de neutrofilos (paracelular e transcelular) e os principais grupos de moléculas
de adesédo (Adaptado de KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

No tecido, os leucdcitos podem ser ativados, se tornando importante fonte de uma
variedade de substancias que incluem fatores estimulantes de coldnias, citocinas, quimiocinas
e espécies reativas de oxigénio, fazendo com que o proprio processo inflamatorio possa
contribuir para danificar os tecidos adjacentes, podendo aumentar a gravidade dos sintomas
(ALESSANDRI et al., 2013). Normalmente, a resposta inflamatéria inicial para proteger o
hospedeiro é auto-limitante e progride para completa resolucdo devolvendo a homeostase do
tecido. Nesse contexto, a apoptose de neutréfilos seguida do reconhecimento e remocao por
macrofagos sdo eventos importantes na resolucdo da inflamacgdo aguda, e sdo completadas
pela promocdo de proliferacdo celular, sintese de proteinas e remodelamento da matriz
extracelular (ORTEGA-GOMEZ et al., 2013).

Por diferentes motivos, o mecanismo de resolucdo da inflamagdo pode estar
comprometido ou ser insuficiente, ocorrendo a persisténcia de neutréfilos no tecido, podendo
originar condic@es patoldgicas cronicas. Isso ocorre porque no tecido inflamado as citocinas,
entre elas 0 TNF-0, formam um microambiente propicio a estimular a sobrevivéncia dos
neutrofilos, contribuindo para a cronicidade da inflamagdo (MAYADAS et al., 2015).

4.3 Mediadores eicosanoides

Os eicosanoides (nome derivado do grego eicosi que significa vinte) sdo poderosos
mediadores de lipidios biologicamente ativos oriundos do metabolismo de acidos graxos poli-
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insaturados de cadeia longa (20 &tomos de carbono) (KOROTKOVA & JAKOBSSON,
2014). Um desses acidos graxos, o acido araquidénico, constituinte das membranas celulares,
€ 0 mais abundante e importante precursor dos eicosanoides. A liberacdo e a mobilizacao
(clivagem) do &cido araquidbnico das membranas celulares tornam esse acido graxo poli-
insaturado passivel de ser oxigenado (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016). Segundo Tracey e
colaboradores (2008), embora a clivagem possa ocorrer sem a morte celular, é na lesdo e
degeneracédo que ocorre a maior disponibilidade de acido araquiddnico para ser metabolizado,
fazendo com que seus metabdlitos sejam importantes sinalizadores de estimulos lesivos ou
potencialmente lesivos.

Os eicosanoides constituem uma ampla familia de compostos formada pelas
prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, que sdo responsaveis por um
amplo espectro de atividades fisiologicas (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Esses
mediadores lipidicos sdo produzidos por uma variedade de células, constitutivamente ou em
resposta a mdultiplos estimulos, como citocinas, fatores de crescimento e traumas. Os
eicosanoides formam uma das redes mais complexas de controle de uma variedade de
processos fisioldgicos e patolégicos, muitas vezes em direcGes opostas. Medeiam respostas
bioldgicas como a integridade gastrointestinal, a homeostase vascular, a perfusdo renal e a
agregacdo plaquetaria, além de também estarem profundamente envolvidos na regulacdo da
inflamacdo, auto-imunidade e do cancer (KOROTKOVA & JAKOBSSON, 2014).

A oxigenacdo do 4cido araquidénico é descrita em quatro diferentes vias, catalisadas
pelas enzimas cicloxigenase (COX), pela lipoxigenase (LOX), pela epoxigenase e pela via
dos isoprostanos (catalisado por peroxidases) (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016). Quando
ocorre uma lesdo na membrana celular, que é constituida fundamentalmente por fosfolipidios,
a enzima fosfolipase A2 (FLA;) presente nos leucdcitos e plaquetas é ativada por citocinas
pro-inflamatorias, como a IL-1 e 0 TNF-a, degradando os fosfolipidios e resultando na
producdo de acido araquidénico (HILARIO et al., 2006). Desta forma, o 4cido araquidénico
passa a se constituir em um substrato para acdo de enzimas especifica e € submetido a um
rapido catabolismo oxidativo através de duas vias enzimaticas distintas envolvendo as
enzimas cicloxigenase (COX-1 e COX-2) e lipoxigenase (5-LO, 12-LO ou 15-LO)
(ALENCAR et al., 2005).

A via da cicloxigenase (COX) é reconhecida como uma das principais rotas para a
producdo de prostanoides bioativos como as prostaglandinas (PG) E,, D, Fu, |2
(prostaciclina) e tromboxano A2 (TXA;) e exercem suas funcdes através de duas isoformas
diferentes de COX, a COX-1 e a COX-2 (KIM etal., 2013).

A COX-1 é a principal isoforma expressa constitutivamente em niveis elevados, em
células e tecidos saudaveis. S&o responsaveis por gerar prostanoides para diversas funcbes
fisiolbégicas como manter a integridade da mucosa gastrica, estimular a agregacao plaquetaria,
favorecer a homeostasia vascular e do fluxo sanguineo renal (ARANDA et al., 2017). A
COX-2 também participa da constituicdo de alguns tecidos especificos desempenhando
funcdes fisioldgicas na reproducdo, na fisiologia renal, na reabsorcdo Ossea e na
neurotransmissao. Porém, sua expressdo em repouso é baixa, e sdo rapidamente estimulados
pela acdo de mediadores inflamatorios (IL- 1, IL-2, TNF-a) apds trauma tissular, participando
de eventos do processo inflamatorio, sendo por isso denominada de forma indutiva
(OLIVEIRA JUNIOR et al., 2016).

A COX, também denominada de prostaglandina G/H sintetase, converte o acido
araquidénico em dois compostos intermediarios, as prostaglandinas G2 (PGG2) e H2 (PGH2).
Estas prostaglandinas sdo quimicamente instaveis e em seguida sdo convertidos por acédo de
isomerases teciduais especificas em prostaglandinas D2, E2 e F2a. PGH2 também ¢
metabolizada em dois compostos altamente instaveis e biologicamente ativos com estruturas
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que diferem em relacdo as prostaglandinas priméarias, o tromboxano A2 (TXA;) e a
prostaciclina ou prostaglandina 12 (PGI2) (MARNETT, 2009).

As lipoxigenases sao di-oxigenases que catalisam a adi¢cdo de oxigénio molecular em
posicdes especificas dentro dos acidos graxos poli-insaturados, convertendo o é&cido
araquidoénico em acido hidroperoxieicosatetraenoico (HPETE) que por sua vez séao
convertidos de modo rapido em derivados hidroxi (HETE) ou em leucotrienos (OLIVEIRA
JUNIOR et al., 2016). Baseadas nos sitios de inser¢io do oxigénio na molécula do &cido
araquidonico estas enzimas podem ser classificadas como 5 , 12 ou 15-lipoxigenases
(MOREIRA et al., 2002).

Entre as enzimas destacadas, a 5-lipoxigenase (5-LOX), expressa em granulécitos,
macrofagos e mastocitos, atua sobre o acido araquiddnico produzindo o é&cido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HPETE), que é convertido posteriormente em uma forma
intermediaria e instavel, o leucotrieno A, (LTA4). Em seguida, o LTA4 pode ser convertido
por uma hidrolase (LTA4H) em leucotrieno B4 (LTB4) ou reduzido a forma do cisteinil
leucotrieno LTC4, pela enzima leucotrieno C, sintetase (LTC4S). Os leucotrienos D, e E4 séo
formado a partir do LTB4 por peptidases extracelulares (LIU & YOKOMIZO, 2015). As vias
enzimaticas de metabolizacdo do acido araquidénico e formacdo dos principais mediadores
eicosanoides estdo ilustrados na figura 6.
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Figura 6: Metabolizacdo do &cido araquidonico e formacdo de mediadores
eicosanoides (Adaptado de KOROTKOVA, JAKOBSSON, 2014).

Os mediadores eicosanoides encontram-se intrinsecamente ligados a dindmica do
processo inflamatorio, que cursa com eventos vasculares e celulares e predispdem o
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surgimento dos sinais classicos da inflamacdo (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Em
relacdo aos prostanoides, especificamente as prostaglandinas PGE, e PGl, sdo 0s principais
produtos da via das cicloxigenases. A PGE, é considerada um mediador chave de varios
eventos na inflamacdo, incluindo edema, febre e dor inflamatéria (KOROTKOVA &
JAKOBSSON, 2014).

Em conjunto com a PGI, e a PGD,, a PGE; participa da fase vascular da inflamacéo
promovendo dilatacdo arteriolar seguido por aumento no fluxo sanguineo para area lesionada.
Posteriormente, ocorre estase sanguinea, aumento na permeabilidade venular pés-capilar e por
altimo, exsudacdo plasmatica, carreando para 0s tecidos componentes dos sistemas
complemento, da coagulacdo, fibrinolitico e de cininas. Simultaneamente, ocorre a ativagdo
dos eventos celulares com a participacdo efetiva das células polimorfonucleares e
mononucleares, além de seus respectivos mediadores pré-inflamatérios (ALENCAR et al.,
2005).

Segundo Ricciotti e Fitzgerald (2011), a ligacdo de PGE, a diferentes receptores pode
regular a funcdo de varios tipos celulares, incluindo macrofagos, células dendriticas e
linfécitos T e B, conduzindo a ambos os efeitos, anti-inflamatorio e pro-inflamatério. Como
mediador pro-inflamatério, a PGE, é implicada na regulacdo da expressao da citocina e no
controle da diferenciacdo de células T em direcdo a reposta T helper-1 (Thl) ou T helper-
2(Th2).

A nocicepgéo é resultante acdo de PGE; em neurdnios sensoriais periféricos e centrais
localizados na medula espinhal e cérebro (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Segundo
Kawahara e colaboradores (2015), estas prostaglandinas ativam fibras aferentes sensitivas e
promovem a nocicepc¢do na medula espinhal pela despolarizagdo dos neurdnios do tipo WDR
(Wide Dynamic Range), além de bloguear a inibi¢cdo neuronal promovida pela glicina.

Durante a resposta inflamatoria, principalmente quando observada no processo
infeccioso, certos agentes nocivos como as endotoxinas bacterianas estimulam os macréfagos
a liberarem IL-1, um pir6geno enddgeno que estimula a sintese de PGE,. Por sua vez, a PGE,
causa a elevagdo do ponto de ajuste da temperatura corporal, sendo por isso considerada o
principal mediador da febre no encéfalo (DENNIS & NORRIS, 2015).

A PGI2 ou prostaciclina é o prostanoide mais importante a regular a homeostase
cardiovascular. Suas principais fontes sdo células vasculares, incluindo células endoteliais e
células da musculatura lisa vascular. Uma vez produzidos por acdo das cicloxigenase exercem
efeitos locais, agindo em células vizinhas como células vasculares e plaquetas circulantes.
N&o sdo armazenados e devido a meia-vida curta sdo convertidas rapidamente através de um
processo ndo enzimatico na forma inativa 6-keto-PGF,, (KAWABE et al., 2010).

A PGI2 é um potente vasodilatador, inibidor da agregacdo plaquetaria e da adeséo
leucocitaria. Nas células da musculatura lisa vascular apresentam atividade antimitotica,
inibidora da sintese de DNA e da sua proliferacdo. Esta prostaglandina é um importante
mediador do edema e da dor que acompanha a inflamac&o aguda. E rapidamente produzida
em consequéncia da injuria tissular e encontra-se em elevadas concentracdes ao redor do
tecido inflamado (RICCIOTTI & FITZGERALD, 2011). Segundo o mesmo autor, a
prostaciclina regula a agregacdo plaquetaria promovida pelo TXA,. Em resposta ao dano
vascular, a expressdo de COX-2 é induzida em células endoteliais para promover a formacéo
de PGI,, contrabalanceando os efeitos trombogénicos do TXA, mediado por COX-1. Esta
regulacdo torna a prostaciclina peca chave na complexa cascata de prostanoides em doencas
cardiovasculares devido a sua importante atividade anti-aterogénica mediada por COX-2,
neutralizando a agregacéo plaquetaria promovida pelo TXA2.

Os leucotrienos, principal produto da via da lipoxigenase, estdo implicados em
diversas desordens inflamatérias. As principais propriedades fisiologicas destes eicosanoides
oriundas de sua interacdo com receptores especificos de membrana incluem a

22



broncoconstricdo, o0 aumento da permeabilidade vascular, a liberacdo de enzimas
lisossémicas, vasoconstricdo da musculatura lisa e quimiotaxia e ativacdo de leucdcitos.
Enquanto o LTB4 é um poderoso agente quimiotatico e ativador dos neutréfilos, contribuindo
para a agregacdo e aderéncia de leucdcitos ao endotélio vascular, geracdo de espécies reativas
de oxigénio e liberacdo de enzimas lisossdmicas, os leucotrienos C4, D4 e E4 causam
vasoconstricdo intensa, broncoespasmo, aumento da permeabilidade vascular e
extravasamento venular (LIU & YOKOMIZO, 2015).

4.4 Citocinas

Citocinas sdo moléculas proteicas de baixo peso molecular, hidrossoluveis,
glicosiladas ou ndo, que enviam diversos sinais estimulatorios, modulatérios ou mesmo
inibitorios para as diferentes células do sistema imunolégico (DE OLIVEIRA et al., 2011).
Atuam em concentragdes baixissimas, sendo sintetizadas por diversos tipos de células no local
da lesdo e por células do sistema imunologico através da ativacdo de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos. Diferentemente dos hormonios classicos, as citocinas ndo sdo
armazenadas como moléculas preformadas e atuam especialmente por mecanismos paracrino
ou autécrino (ZHANG & NA, 2007), mas também pode apresentar sinalizacdo celular
endocrina (VARELLA & FORTE, 2001).

Diversos tipos celulares podem secretar uma mesma citocina, podendo uma unica
citocina agir em diferentes tipos de células, fenémeno denominado pleiotropia. Outro aspecto
importante envolvido na atividade das citocinas € que agdes semelhantes podem ser
desencadeadas por diferentes citocinas. Com frequéncia, sdo formadas em cascata, ou seja,
uma citocina estimula suas células-alvo a produzir mais citocinas (DE OLIVEIRA et al.,
2011), mediando a comunicacao intercelular necessaria para a integracdo da resposta em uma
variedade de estimulos nos processos inflamatoérios e imunomediados (TAYLOR et al., 2004).

Estas substancias atuam ao se ligarem a receptores especificos, ativando mensageiros
intracelulares que regulam a transcri¢cdo génica influenciando a atividade, a diferenciagéo, a
proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica, bem como regulando a producédo e a
atividade de outras citocinas, que podem aumentar (pro-inflamatérias) ou atenuar (anti-
inflamatorias) a resposta inflamatoria. Além disso, algumas citocinas podem ter acbes pro-
inflamatorias ou anti-inflamatorias, de acordo com o microambiente no qual estdo localizadas
(RAEBURN et al., 2002).

Conforme descrito por de Oliveira e colaboradores (2011), devido a impossibilidade
de classificar as citocinas quanto as células de origem ou quanto a funcdo bioldgica, elas
foram agrupadas em interleucinas (IL), numeradas sequencialmente de IL-1 a IL-35, fatores
de necrose tumoral (TNF), quimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores
de crescimento mesenquimal. Dentre as consideradas pré-inflamatérias, temos as
interleucinas IL-1, IL-2, IL-6 e IL-7 e TNF (fator de necrose tumoral) e as anti-inflamatorias
incluem a IL-4, IL-10, IL-13 e FTC-f (fator transformador de crescimento B).

4.4.1 Fator de necrose tumoral-a (TNF-a)

O fator de necrose tumoral (TNF-0) a é uma potente citocina pleiotropica pro-
inflamatdria produzida por macrofagos, neutréfilos, fibroblastos, queratindcitos, células
natural killer (NK), células T e B e células tumorais (ANDERSON et al., 2004). Segundo De
Oliveira e colaboradores (2011), também estd presente nos neur6nios e células da glia,
desempenhando fun¢bes importantes tanto na hiperalgesia inflamatoéria quanto na neuropatica.
O TNF-o medeia a resposta do hospedeiro em condi¢des inflamatorias agudas e cronicas e €
um mediador de protecdo contra infeccdo e malignidade (ANDERSON et al., 2004).
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Além disso, apesar de sua meia-vida plasmatica ser de apenas 20 minutos, é suficiente
para provocar mudancas metabdlicas e hemodindmicas importantes e ativar outras citocinas.
O TNF-a é um potente indutor de metabolismo muscular, da caquexia por estimular a lipélise
e de promover resisténcia a insulina (TURNER et al., 2014). Outras a¢des incluem ativar a
coagulagdo, estimular a expressdo ou liberacdo de moléculas de adesdo, PGE, fator ativador
de plaquetas, glicocorticoides e eicosanoides (DE OLIVEIRA et al.,, 2011). Cunha e
colaboradores (2005) relataram que o efeito hipernociceptivo do TNF-a em ratos foi inibido
parcial ou total por anticorpos contra a IL-1B, IL-6 e IL-8, sugerindo que 0 TNF-a induz a
sintese de outros mediadores da dor e inflamacédo, ap6s ligar-se ao receptor de membrana e,
desta forma desempenham um papel importante na cascata de citocinas e estimulacdo da
sintese de outras citocinas ampliando o efeito hipernociceptivo.

Durante a década de 1980, o TNF-o foi clonado, sequenciado e suas atividades
bioldgicas identificadas. Esta citocina é sintetizada como uma proteina precursora
transmembrana com dominio citoplasmatico (29 aminoéacidos), transmembranar (28
aminoacidos) e extracelular (176 aminoacidos). Apos sua clivagem pela enzima conversora de
TNF-a (TACE) produz uma forma soluvel de TNF-a (157 aminoacidos). Ambas as formas de
TNF-a, soluvel e transmembrana sdo biologicamente ativas, contudo a forma nao-sollvel €
pensada para mediar seus efeitos citotoxicos e inflamatdrios através do contato célula-célula
(LARCHE et al., 2005).

O TNF-a efetua suas atividade biologicas através da interagdo com dois tipos
estruturalmente distintos de receptor de TNF-a (TNFR), o TNFR1 ¢ o TNFR2. Ambos sdo
receptores transmembranares semelhantes em seu dominio extracelular, porém néo
demonstram homologia em seus dominios citoplasmaticos, mais especificamente pela
presenca de um dominio de morte intracitoplasmatico existente em TNFR1 e que se encontra
ausente em TNFR2. O TNF-a se liga aos dois receptores com alta afinidade e durante o
processo inflamatdrio a expressdo de ambos estd aumentada (LARCHE et al., 2005). Tem
sido descrito que o principal ligante para 0 TNFR-1 é a forma soltvel de TNF-a enquanto o
TNF-o ligado a membrana manifesta seus efeitos bioldgicos preferencialmente através de
ligacdo aos receptores TNFR-2 (TRACEY et al., 2008).

O TNFR1 é constitutivamente expresso em todas as células, com excecdo dos
eritrocitos, e 0 TNFR2 que € geralmente induzido e preferencialmente expresso em células
endoteliais e em células hematopoiéticas (TRACEY et al., 2008). A sinalizacdo celular do
TNF-a envolve varias vias moleculares tornando o processo de investigacdo complexo e
interessante (PAUL et al., 2006). A ligacdo do TNF-o ao TNFR leva ao rearranjo do dominio
citoplasmatico do receptor, permitindo interacGes com proteinas adaptadoras que iniciam
cascatas de sinalizacio (LARCHE et al., 2005).

Inicialmente o dominio morte do TNFR1 recruta outra molécula de sinalizacao
contendo dominio morte homdlogos ao do receptor, a proteina de dominio morte associada ao
TNFR1 (TRADD), passo fundamental para mediar a morte celular programada ou a ativacéo
de NF-xB (LARCHE et al., 2005; TURNER et al., 2014). Por conseguinte se formam dois
complexos de sinalizacdo, um que requer proteina interativa do receptor (RIP) e a proteina
fator-2 associado ao TNF-a (TRAF2) para ativar uma cascata de quinases (IkB quinase 1 e 2)
responsaveis por fosforilar proteina inibidora de NF-xB (IkBa). Essa proteina é responsavel
por encobrir os sinais de localizacdo nuclear NF-kB, mantendo-0 sequestrado em um
complexo (IkBa/NF-«kB) inativo no citoplasma. Uma vez liberado deste complexo, o NF-kB
desencadeia a expressao génica de mediadores pré-inflamatérios, expressao de proteinas anti-
apoptoéticas e inibicdo de proteinas apoptdticas (LARCHE et al., 2005, PAUL et al., 2006)
(Figura 7). A ativacdo do receptor TNFR2 também esta associada a formacdo de TRAF2
intracelular levando a ativacdo de NF-kB e consequentemente a formagdo de mediadores
como citocinas, quimiocinas e proteases (LARCHE et al., 2005).
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Alternativamente ao primeiro complexo de sinalizacdo, a proteélise e internalizagédo
do receptor promovem o recrutamento da TRADD e envolve a participacdo da proteina
associada ao receptor Faz (receptor de apoptose na superficie das células que leva a morte
celular programada) com dominio da morte (FADD) e pro-caspase oito para induzir
degradacéo do DNA e apoptose (TRACEY et al., 2008).
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Figura 7: llustracao simplificada do mecanismo de sinalizacdo de receptores para
TNF-a (TNFR1 e TNFR2) (Modificado de LARCHE et al., 2005).

Patologicamente a ativacdo inadequada de NF-kB em doengas como diabetes, artrite
reumatoide, lesdo de isquemia-reperfusdo, disturbio respiratério, choque endotoxico e na
resposta inflamatoria sistémica foi atribuida ao TNF-a (PAUL et al., 2006). Através da
ativacdo de NF-kB, o TNF-a induz a expressdo de varios genes como da cicloxigenase-2
(COX-2) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que pode estar envolvido em
invasdo de tecido e metéastase. No processo inflamatério exercem mdaltiplos efeitos biolgicos
como inducdo de moléculas de adesdo de leucdcitos, de citocinas pré-inflamatorias e a
deposicdo de fibrina, além de producdo moduladora de Oxido nitrico e regulacdo da
permeabilidade vascular (TRACEY et al., 2008).

Neste contexto farmacos derivados de compostos naturais, isoladamente ou de
maneira sinérgica, podem fornecer uma abordagem alternativa para o tratamento de doencas
inflamatorias através da modulacédo das vias de sinalizacdo do TNF-o. (PAUL et al., 2006).
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4.4.2 Interleucina-1 (I1L-1)

A IL-1 é primariamente produzida por macréfagos e mondcitos, assim como por
células ndo imunoldgicas, tais como fibroblastos e células endoteliais ativadas durante lesdo
celular, infeccdo, invasdo e inflamacdo. Ha dois tipos conhecidos, a IL-1a e IL-1B, que sdo
capazes de agir sobre dois tipos de receptores, IL-1R1 e IL-1RIIl. Porém apenas o receptor IL-
1RI é considerado o receptor ativo, enquanto o IL-1RIl ndo possui uma molécula de
transducdo e € funcionalmente inativo (ZHANG & NA, 2007).

Enquanto a expressdo de IL-1a é constitutiva em muitos tipos de células, a expressdo
de IL-1B ¢é induzida principalmente em resposta a moléculas microbianas, embora possa
também estimular sua propria expressao (TURNER et al., 2014). Como membro dessa familia
de interleucinas se encontra também a IL-1AR (antagonista de receptor) que também é
liberada durante leséo tecidual e ndo tem efeito agonista tanto in vitro como in vivo. Desta
forma, ela ocupa 0os mesmos receptores da IL-1, atuando como um auto-regulador end6geno
da sua atividade (DE OLIVEIRA et al., 2011).

Segundo Wolf e colaboradores (2008), a IL-lo. é marcadamente associada a
membranas celulares e age através de contatos celulares. Ja a IL-1p ¢ sintetizada como uma
proteina precursora (Pro-IL-1p), que ndo ¢ secretada na forma ativa até ser metabolizada pela
enzima caspase-1. Recentemente, descobriu-se que IL-1B ¢é expressa em neurénios
nociceptivos do ganglio da raiz dorsal. A IL-1p produz inflamacdo sistémica através da
ativacdo da cicloxigenase-2, com a formacdo de PGE2 no hipotdlamo anterior, causando
febre. Também produz substancia-P, éxido nitrico (ativando a enzima oxido nitrico sintetase)
e moléculas de adeséo endotelial.

A atividade da IL-1 € caracterizada pelo balango entre inibidores (antagonistas de
receptores) e promotores de seus efeitos bioldgicos. Evidéncias sugerem que os reguladores
negativos sdo componentes chaves da resolugcdo da inflamacgédo, por isso especula-se que
componentes da familia da IL-1 possam representar possiveis alvos terapéuticos em
estratégias de mediadores de pré-resulacdo (GARLANDA et al., 2013). Segundo Bannenberg
e colaboradores (2010), mediadores de pro-resolucdo incluem varias familias de diferentes
mediadores locais que estdo ativamente envolvidos na depuracdo e regulacdo de exsudatos
inflamatorios para permitir a restauracdo da homeostase do tecido.

Desta forma, as estratégias anti-IL-1 tiveram um importante impacto na terapia de
distdrbios inflamatorios e, em menor grau, doencas auto-imunes. Estudos em curso sugerem
que o blogueio da IL-1 pode ter um impacto clinico mais amplo em doencas relativamente
raras e comuns, contudo, uma melhor compreensdo da fisiopatologia da IL-1 com a
perspectiva de ferramentas e alvos terapéuticos inovadores, ainda permanecem inexploradas
(GARLANDA et al., 2013).

4.4.3 Interleucina-6 (I1L-6)

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina com atuacdo tanto na resposta imune inata
como na adaptativa. Ela é sintetizada por monaocitos, células endoteliais, fibroblastos e outras
células em resposta a microrganismos e também a estimulacdo por outras citocinas,
principalmente interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral (TNF-a) (SOUZA et al.,
2008).

A IL-6 apresenta concentracOes plasmaticas detectaveis em até 60 minutos apds a
lesdo com pico entre quatro e seis horas, podendo persistir por 10 dias. Por isso é considerada
uma das mais precoces interleucinas, representando um importante mediador na inducéo e no
controle da sintese e liberacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatdcitos durante estimulos
algicos, como trauma, infeccéo e queimadura (HONG & LIM, 2008).
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Estudos descrevem a participacdo da IL-6 na regeneracdo tecidual, inflamacdo e
defesa de patdgenos, no entanto, a sinalizacdo da IL-6 também €é importante como gatilho
para o inicio e a progressao de muitas condi¢des patoldgicas, como artrite reumatoide, doenca
inflamatoria intestinal e sepse, se tornando importante foco de pesquisas de industrias
farmacéuticas (ROTHAUG et al., 2016).

Segundo de Oliveira e colaboradores (2011), o papel da IL-6 como uma citocina pré-
inflamat6ria envolve a maturacdo e ativacdo de neutrofilos, maturacdo de macrofagos,
diferenciacdo e manutengdo de linfocitos-T citotdxicos e células NK. Alem disso, ativa
astrdcitos e microglia, regulando ainda a expressdo de neuropeptidios apds lesdo neuronal,
contribuindo para sua regeneracao.

A IL-6 esta envolvida ndo apenas na ativacdo do sistema imunoldgico, mas também
em processos regenerativos, bem como na regulagdo de metabolismo, na manutengdo da
homeostase dssea e em diversas funcdes neurais. Além disso, tem sido crescente o0 nimero de
trabalhos que demonstram a ambigiidade desta interleucina, por possuir tanto efeitos pro-
inflamatorios como anti-inflamatorios, através da reducédo da atividade do TNF-a e da IL-1
(SCHELLER et al., 2011).

4.4.4 Quimiocinas

As quimiocinas sdo uma grande familia de pequenas citocinas de baixo peso molecular
capazes de controlar, via ativacdo de receptores especificos, a migracdo e a residéncia de
células imunes. A importancia fisioldgica dessa familia de mediadores é resultado de sua
especificidade como indutores do recrutamento de subtipos bem definidos de leucdcitos
(PALOMINO & MARTI, 2015).

Existem quatro grandes subfamilias de quimiocinas baseadas na posicdo dos residuos
de cisteinas: CXC, C3XC, CC e C (X= aminoacido e C= cisteina). Como regra geral,
membros da familia de quimiocinas CXC sdo quimiotaticos de neutrofilos, e as quimiocinas
CC sé@o quimiotaticos de monocitos e subtipos de linfécitos, apesar de existirem algumas
excecdes (GUERREIRO et al., 2011)

Em relacdo aos membros da quimiocina CXC, os neutrofilos s@o os principais tipos de
células responsivas pois expressam os receptores CXCR1 e CXCR2, aos quais podem se ligar
diferentes tipos de quimiocina CXC (CXC 1,2,5,6,7 e 8). Em uma inflamacdo aguda iniciada
por invasdo bacteriana, os neutrofilos sdo as primeiras células a infiltrarem os tecidos. Os
neutrofilos tém um papel essencial durante o controle da infecgdo, primeiro devido a sua
capacidade de fagocitar microrganismos, e segundo por liberarem outros mediadores
quimiotaticos, como CXCL1, CXCL8, CXCL9 e CXCL10, os quais recrutam outros
leucdcitos para os tecidos afetados (DE FILIPPO et al., 2013).

O complexo formado pela ligagdo da quimiocina ao seu receptor €, geralmente,
funcionalmente categorizado dentro de trés grupos: inflamat6rios, homeostaticos e
angiogénicos ou angiostaticos, embora as funcdes possam se sobrepor. Em doencas de carater
inflamatdrio como a artrite reumatoide, trés caracteristicas marcantes estdo relacionadas a
essas funcdes: acumulo macico de células imunes por quimiocinas inflamatdrias, organizacao
de estruturas linfoides por quimiocinas homeostaticas e neo-angiogénese por quimiocinas
angiogénicas (ou um desequilibrio entre quimiocinas angiogénicas e angiostaticas). Além
disso, h& modulacdo direta da migracédo e estimulo celular para liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios relacionando estas citocinas a diversos aspectos da resposta inflamatéria (TAK,
2006).
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4.5 Nocicepcéo

Os primeiros quatro sinais da inflamacgdo, rubor (vermelhiddo), calor, tumor e dor,
foram relatados por Celsus no século | antes de cristo (SCOTT et al., 2004). A base
fisioldgica destes quatro sinais foi descrita bem mais tarde por Augustus Waller (1846) e
Julius Cohnheim, que em 1867, descobriu a migracdo de leucécitos dos vasos sanguineos para
0 tecido e outras alteracdes vasculares caracteristicas da resposta inflamatéria aguda, como
vasodilatacdo e extravasamento plasmatico. O quinto sinal cardinal, a perda da funcdo, foi
adicionado no século IXX, por Rudolph Virchow em 1858 (MEDZHITOV, 2010). No final
do século seguinte houve um progresso considerdvel na compreensdao dos mecanismos
celulares e moleculares da inflamacéo. Desta forma, atualmente, entende-se que a inflamacéo
ndo é apenas a soma de sinais clinicos, mas uma rede complexa de sinais integrados entre
células do sistema imune e injarias teciduais (RONCHETTI et al., 2017). A dor é integrante
dos primeiros quatro sinais classicos, se entendendo atualmente que sdo decorrentes de
eventos quimicamente mediados, como alteracGes locais de fluxo e de permeabilidade
vascular, infiltrado de leucdcitos e liberagio de substancias algogénicas (OLIVEIRA JUNIOR
et al., 2016).

Segundo Verma e colaboradores (2015), uma das fungfes mais importante do sistema
nervoso é fornecer informacgdes sobre a ocorréncia ou ameaca de lesBGes, sendo uma das
formas de sinalizacdo feita na forma de dor. Do mesmo modo, como parte da resposta do
sistema imunoldgico, a inflamacdo é uma reacdo fisioldgica de protecdo envolvendo células
hospedeiras, vasos sanguineos, proteinas e outros mediadores que se destinam a eliminar a
causa de lesdo celular, células necréticas e tecidos resultantes do insulto original, iniciando o
processo de reparacdo. No entanto, frequentemente a dor estabelecida permanece além do seu
papel protetor, tornando-se condicGes dolorosas geralmente refratarias aos tratamentos
disponiveis.

Em 1979, a IASP (International Association for the Study of Pain) aprovou a definicéo
de dor, que ndo apenas inseriu as dimensdes sensoriais e emocionais da experiéncia, mas
também reconheceu a associacdo entre lesdo tecidual e a dor. Desta forma, tentando fornecer
uma caracterizacdo universal da experiéncia humana, a dor foi definida como uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial (COHENA et
al., 2018).

No ambito da pesquisa experimental com dor em modelos animais, é fundamental
entender como a defini¢do basica de dor se diferencia do conceito de nocicepgdo. A IASP
define nocicep¢do como processos neurais de codificacdo e processamento de estimulos
nocivos (BARROT, 2012), ndo considerando o componente emocional ou subjetivo que
caracteriza a dor (LOPES et al., 2011). Neste contexto, a nocicepc¢do engloba as respostas
comportamentais e neurofisioldgicas da dor, podendo ter outros eventos relacionados, como
por exemplo, reflexos de retirada da pata, da cauda ou vocalizagdo. Por isso, a dor e o efeito
da administracdo de drogas ndo podem ser mensurados diretamente, exigindo que em modelos
animais de estudos pré-clinicos, a diferenca entre dor e nocicep¢do seja considerada
(SANDKUHLER, 2009).

4.5.1 O processamento nociceptivo

O fendmeno pelo qual o estimulo nocivo desagradavel produzido na periferia é
transmitido pela medula espinhal, bem como para vérias areas do sistema nervoso central
resulta no processamento nociceptivo e, quando associados a resposta emocional e memorias
negativas resultam, em ultima analise, na sensagdo de dor (KHALID & TUBBS, 2017).
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O primeiro passo no processamento da dor é a conversdo de um estimulo periférico
nas fibras sensoriais nociceptivas em um potencial de acdo. O sistema nociceptivo é formado
neurdnios aferentes primarios, especializados na codificacdo do estimulo nociceptivo para
posteriormente transmiti-lo a medula espinhal e tronco cerebral, chamados de nociceptores
(COOK et al., 2017). Consistem em terminacdes das fibras Ad e C, que podem ser ativados
por estimulos nocivos, entre eles, estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (RONCHETTI et
al., 2017).

As fibras aferentes mielinizadas Ad possuem didmetro médio e medeiam a dor aguda,
rapida e localizada, chamada de primeira dor. Estas fibras mielinizadas diferem
consideravelmente das fibras AP, de didmetro maior, que respondem rapidamente ao estimulo
mecanico indcuo. Estudos eletrofisioldgicos subdividiram os nociceptores de fibras Ad em
duas subclasses. As fibras Ad tipo I respondem a ambos, estimulos mecanicos e quimicos,
mas possuem alto limiar para estimulo térmico (>50°C). No entanto, uma vez que o estimulo
térmico seja mantido, estes nociceptores responderdo a temperaturas mais baixas. As fibras
Ab tipo II possuem um limiar baixo para estimulos térmicos, mas um limiar elevado para
estimulo mecanico, sendo responsavel por mediar a primeira dor aguda em resposta ao
estimulo térmico nocivo (BASBAUM et al., 2010).

Os nociceptores de fibras aferentes C, amielinizados e de pequeno didmetro sinalizam
a dor pouco localizada ou lenta, chamada de segunda dor (BASBAUM et al., 2010). Os
nociceptores de fibras aferentes C sdo polimodais, isto é, inclui uma populagdo de receptores
que respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos. Estudos sistematicos das
fibras aferentes C descrevem algumas como ndo responsivas a qualquer intensidade de
estimulos mecanico ou térmico, chamados de nociceptores silenciosos. Estas fibras aferentes
respondem fortemente mediante a estimulos quimicos e desempenham um papel importante
guando o ambiente inflamatorio altera as propriedades do nociceptor (PERL, 2007).

Os neurdnios aferentes primarios possuem dois ramos axonais, um periférico e um
central, que inervam o orgao alvo e a medula espinhal, respectivamente (BASBAUM et al.,
2010). Os corpos celulares dos nociceptores que inervam a cabeca e a face se localizam em
ganglios de nervos cranianos, particularmente o ganglio do nervo trigémio, enquanto o0s
corpos celulares dos neurdnios que inervam o resto do corpo encontram-se no ganglio da raiz
dorsal, que se situa na regido posterior vertebral ao longo da medula espinhal (COOK et al.,
2017).

A nocicepcdo € mediada pela atividade de inumeros mensageiros moleculares
intracelulares e extracelulares, envolvidos na transducdo dos sinais no sistema nervoso central
e periférico e o0s nociceptores quando ativados, transmitem a informacdo através de
sinalizacdo quimica mediada por aminoécidos e neuropeptideos excitatorios. Os
neurotransmissores excitatorios como o glutamato, sdo liberados em terminais de fibras
nervosas aferentes e neurdnios do corno dorsal, evocando potenciais de agdo nos neurénios do
corno dorsal superficial, facilitando a transmissdo nociceptiva (GARLAND, 2012). Além
disso, mediadores inflamatorios séo liberados no local da leséo tecidual, reduzindo o limiar de
ativacdo do nociceptor e permitindo uma facilitacdo da entrada do estimulo nociceptivo no
corno dorsal da medula. Entre estes mediadores inflamatérios encontram-se a acetilcolina, a
bradicinina, o leucotrieno, a substancia P, o fator de ativacdo plaquetaria, os radicais acidos,
0s ions potassio, as prostaglandinas, as interleucinas e o fator de crescimento nervoso
(KHALID &TUBBS, 2017).

As fibras nervosas aferentes primarias se projetam para o corno dorsal da medula
espinhal que é organizado anatomicamente e eletrofisiologicamente em laminas distintas. Os
nociceptores de fibras Ad se projetam para a lamina I, bem como, para areas mais profundas
do corno dorsal, na lamina V. Os estimulos indcuos conduzidos rapidamente por fibras
aferentes AP projetam para laminas profundas (III, IV e V), enquanto os nociceptores C
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projetam-se mais superficialmente nas laminas | e Il. Nas laminas | e V, neurdnios de
projecdo constituem a principal via ascendente de transmissao do corno dorsal para o cérebro.
Estes neurdnios estdo na origem de mdltiplas vias ascendentes nociceptivas, incluindo os
tratos espinotalamicos e espinoreticulotalamicos, que transmitem informacdes para talamo e
tronco cerebral, respectivamente (BASBAUM & JESSELL, 2000).

Uma série de outros neurotransmissores estdo envolvidos no complexo processo de
percepcdo e na modulacdo da dor central e periférica. A transducdo do sinal nociceptivo
através do trato espinotaldmico resulta no aumento da liberacdo de noradrenalina dos
neurdnios do locus coeruleus projetando a informacao nociceptiva ao talamo, que a transmite
ao cortex somatossensorial, ao hipotalamo e ao hipocampo (GARLAND, 2012).

Concomitantemente, os receptores opioides no corno dorsal da medula e substancia
cinzenta periaquedutal inibem o processamento nociceptivo quando estimulada por opiaceos
ou por opioides enddgenos, como a endorfinas, a encefalinas ou a dinorfinas. A liberacdo de
os opioides enddgenos é amplamente controlada pelo sistema de modulacdo descendente da
dor. O &cido gama amino-butirico (GABA) também esta envolvido na modulagdo central de
processamento de dor, aumentando a inibicdo descendente dos neurdnios nociceptivos
espinhais (HEINRICHER et al., 2009).

Adicionalmente, o cérebro ndo permite passivamente a entrada de informacGes
nociceptivas, pelo contrario, sdo capazes de regular a transmissdo sensorial exercendo
influéncias no corno dorsal da medula via proje¢des medulares descendentes. Como descrito
na teoria de controle da comporta, proposta por Melzack and Wall, neurénios localizados na
substancia gelatinosa no corno dorsal de medula inibem a via de transmissdo de fibras
aferentes primarias ao talamo, representando um local de controle do sistema nervoso central
na transmissdo do impulso periférico (GARLAND, 2012).

4.5.2 Sensibilizacdo periférica

A dor persistente associada a lesdes ou doencas pode resultar de alteragbes nas
propriedades dos nervos periféricos, que pode ocorrer como consequéncia de danos as fibras
nervosas levando ao aumento disparo espontaneo, alteracées na conducdo do impulso ou nas
propriedades neurotransmissor (BASBAUM et al., 2010). Ao contrario outras modalidades
sensoriais, a dor ndo € a expressdo direta de um evento sensorial, mas sim o produto de um
processamento elaborado pelo cérebro de uma variedade de sinais neurais e, entre outras
classificagcbes, pode ser nociceptiva ou neuropatica. A neuropatia é caracterizada por
descargas eletroquimicas ectopicas patoldgicas dos nervos sensoriais envolvidos, desta forma,
a lesdo, o dano ou a disfuncdo nervosa direta causam dor neuropatica. Dor nociceptiva pode
ser uma resposta fisioldgica aguda a lesbes ou fisiopatolégicas na sua origem, devido a
inflamacdo (VERMA et al., 2015).

A sensibilizagdo periférica resulta mais comumente do processo inflamatério e das
alteracdes associadas no ambiente quimico da fibra nervosa. Assim, o dano tecidual é muitas
vezes acompanhado do acumulo de fatores enddgenos liberados de nociceptores ativados ou
células ndo-neurais que residem ou se infiltram na &rea lesionada, entre elas mastocitos,
basofilos, plaquetas, macréfagos, neutréfilos, células endoteliais, queratindcitos e fibroblastos
(BASBAUM et al., 2010). Segundo Coutaux e colaboradores (2005), em média, cerca de 10 a
20% das fibras C apresentam em suas terminacgdes nociceptores latentes que sdo normalmente
inativos e ndo responde aos estimulos nociceptivos agudos. Estes nociceptores latentes de
fibra C sofrem ativacdo gradual durante a resposta inflamatoria, contribuindo ativamente para
o0 desenvolvimento da hiperalgesia primaria.

Uma ampla gama de mediadores controla o processo nociceptivo periférico, podendo
incluir fons e moléculas simples, como os fons potassio (K*), os ions hidrogénio (H") e o
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Oxido nitrico, pequenas moléculas organicas (ATP), mediadores lipidicos (prostaglandinas),
peptideos (bradicinina) liberados por enzimas proteoliticas produzidas pelo tecido danificado
e moléculas proteicas inteiras como o fator de crescimento nervoso (MOMIN &
MCNAUGHTON, 2009). De forma notavel, os nociceptores expressam um ou mais
receptores de superficie celular capaz de reconhecer cada um desses fatores pro-inflamatérios
ou agentes pro-algicos e ativando as vias de sinalizacdo intracelular que medeiam a
sensibilizacédo (Figura 8) (BASBAUM et al., 2010).

Dano tecidual
Macrofago Mastdcitos » Plaguetas
"‘.'{
= st T4 _ / \
\ / N e H}' AdE Células imunes
2 4 9
/ l;. - TNF- Histamina e® . o o < :
e ,_‘IF e Bradicinina * : S A ;
‘ NGF 2° e N * s : ,
) W i e o L e
. ° A ) s 00 o ~
e® e, 2 . e o 2a"'n ° °.
> O s . =,

et Lyl "@nhf\
R Nmm

CGRP } a K2p

Figura 8: Mediadores periféricos da inflamacdo e seus respectivos receptores na
superficie celular do nociceptor. Os mediadores inflamatérios (serotonina, histamina,
glutamato, ATP, adenosina, substancia P, CGRP, bradicinina, eicosanoides, prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, endocanabinoides, NGF, TNF-a, IL-1, proteases extracelulares e
prétons) e os receptores se superficie celular: receptor acoplado a proteina G (GPCR), canais
potencial receptor transiente (TRPc), canais ibnicos sensiveis ao acido (ASIC), canais de
potéassio de dois poros (K2P) e receptores de tirosina quinase (RTK) (BASBAUM et al.,
2010).

Os ions potassio, os fons hidrogénio (H") e o ATP sdo liberados por células danificadas
e, juntamente com a bradicinina, sdo as unicas substancias endogenas com efeitos
excitatérios, enquanto as outras substancias agem principalmente através de sensibilizacéo
Outras substancias ativam células residentes teciduais do sistema imune, como mastocitos e
macrofagos, que recrutam células sistémicas, promovendo a sensibilizacdo periférica
(COUTAUX et al., 2005).

Os mastocitos sdo sentinelas e os primeiros a responderem a inflamacdo periférica,
desempenhando um papel crucial em no estabelecimento da dor. LesGes teciduais promovem
a liberacdo de TNF-a ¢ IL-1, levam ao recrutamento de macrofagos e a infiltracdo de células
T, bem como a ativacdo de citocinas, ATP, bradicinina, fator de crescimento nervoso (que
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estimula os mastocitos a liberarem histamina e serotonina) e PGE; e PGI, que sensibilizam a
fibras nervosas Ao e C (VERMA et al., 2015).

Este processo promove o recrutamento de fibras aferentes primérias ativadas ou
sensibilizadas que contribuem para 0 processo nociceptivo através da liberacdo de
neuropeptideos, entre eles a substancia P (SP), o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e o glutamato (RICHARDSON & VASKO, 2002). Estes mediadores induzem
diretamente a vasodilatagdo com aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos,
permitindo a extravasamento de plasma e degranulacdo dos mastocitos. Os granulos dos
mastocitos liberam histamina, que amplifica os processos vasculares, ativa e sensibiliza 0s
nociceptores. Como este evento envolve a participagdo ativa de fibras aferentes, é
denominada inflamag&o neurogénica (ROSA & FANTOZZI, 2013).
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5. OSTEOARTRITE

Osteoartrite (OA), também conhecida como osteoartrose ou doenga articular
degenerativa, € uma doenca das articulagdes sinoviais caracterizada por deterioracao
progressiva e perda da cartilagem articular, com mudangas estruturais e funcionais
concomitantes em toda a articulacdo, incluindo o liquido sinovial, menisco no caso do joelho,
ligamentos periarticulares e ossos subcondrais (MOBASHERI & MARK, 2016). Segundo
Lee e colaboradores (2011-B), a perda de cartilagem articular na osteoartrite é ocasionada por
um desequilibrio entre a formacéo e a destruicdo dos seus principais elementos e relacionada
com situacg0es distintas, tais como, sobrecarga mecanica, alteraces bioquimicas da cartilagem
e da membrana sinovial e fatores genéticos. Apresenta um quadro clinico marcado pela dor
nas articulagOes, crepitagéo, rigidez matinal e atrofia muscular.

A osteoartrite € uma das formas mais comuns, dispendiosas e incapacitantes de doenca
articular, sendo muito mais comum do que a artrite reumatoide e outras formas de doenca
articular (MOBASHERI & MARK, 2016). Sua importancia cresce anualmente, a medida que
se observa um acréscimo da expectativa de vida da populacdo com tendéncia de aumento de
pessoas idosas em relacdo a individuos jovens. Neste contexto, se espera um aumento
significativo da prevaléncia das doengas reumaticas com consequente impacto sobre 0s
servicos de saude publica e sobrecarga econémica em praticamente todo o0 mundo (LAIRES et
al., 2011).

Desta forma, a osteoartrite insere-se no grupo das doencas reumaticas que é definida
como o conjunto de enfermidades, de causa ignorada em sua maioria, que possuem como
denominador comum os sintomas dor, reacdo inflamatdria local ou geral acompanhados de
restricdo dos movimentos. Nao sdo exclusivas de periodos etarios especificos da vida e
atingem enfermos desde a infancia até a senilidade. Além disso, as moléstias reumaticas séo
altamente incapacitantes, exigindo na maioria das vezes, que os pacientes fagam uso continuo
de medicamentos como anti-inflamatérios esteroidais ou ndo esteroidais e analgésicos (DA
ROSA & MACHADO, 2007).

Existem varios estudos que avaliam a eficacia terapéutica das plantas medicinais nas
enfermidades reumaticas. Contudo, comparados aos anti-inflamatérios esteroidais e néo-
esteroidais, as plantas medicinais e os fitomedicamentos desempenham ainda um pequeno
papel no tratamento de doencas reumaticas e osteoartrites (DA ROSA & MACHADO, 2007).

5.1 Patogénese da osteoartrite

A cartilagem articular é formada por uma abundante matriz extracelular rica em
colageno tipo Il que proporciona elevada resisténcia a tracdo, e proteoglicanos que
contribuem para a resisténcia a carga compressiva. Além do colageno tipo IlI, outros
colagenos e proteinas estruturais nao-colagenas estdo presentes e auxiliam na manutencéo da
maturidade da matriz extracelular. Em condigdes fisioldgicas os condrocitos sdo responsaveis
pela sintese e pela degradacdo da matriz extracelular, processo regulado por citocinas e
fatores de crescimento (ASHKAVAND et al., 2013), mantendo sua composi¢éo, a arquitetura
e promovendo um equilibrio dindmico entre sintese e degradacdo da matriz extracelular,
incluindo colageno tipo Il e proteoglicanos (SHERWOOD et al., 2014).

Nos estados patologicos, no entanto, uma interrupcdo do equilibrio da matriz leva a
perda progressiva do tecido cartilaginoso, expansdo clonal de condrécitos nas regides
afetadas, inducdo de estados oxidativos no ambiente celular, eventualmente, apoptose de
celulas (SHERWOOD et al., 2014, LEE et al., 2013). Estudos recentes apontam que um
processo inflamatdrio inicial, geralmente secundario a lesGes causadas por estimulacdo
mecanica da articulagdo, sejam o0s responsaveis pelos estagios iniciais envolvidos no
mecanismo patogénico da doenca (KUY INU et al., 2016).
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Basicamente, um insulto inicial a cartilagem articular resulta em liberacéo de citocinas,
entre elas as interleucina (IL)-1, 1L-4, IL-9, IL-13 e TNF-a, muitas das quais envolvidas no
desenvolvimento fisioldgico da cartilagem por células sinoviais e condrécitos (LORENZ, et
al., 2006). Em resposta ao aumento na liberacdo dessas citocinas inflamatoérias pelos
condrocitos, osteoblastos e sinovidcitos, ocorre um aumento na produgdo de enzimas
degradantes da matriz extracelular entre elas colagenase e metaloproteinases (ADAMTS e
MMP) resultando na perda de proteoglicanos e colageno da matriz. Os altos niveis de TNF-a
promovem a adesdo de leucOcitos ao endotélio vascular sinovial que contribuem para
degeneracéo articular (LEE et al.; 2013; KUYINU et al., 2016).

Os neutrofilos sdo células predominantes em uma série de artropatias inflamatdrias
humanas e experimentais e seu papel na patogénese das lesdes teciduais induzidas pela
inflamagdo articular € bem reconhecido. Eles ndo sdo responsaveis pela perpetuacdo da
sinovite crbnica, mas sdo fonte importante de substancias que promovem a degradacdo da
cartilagem articular e a reabsorcao 0ssea, entre elas, citocinas, espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio, enzimas lisossomiais e metaloproteinases (GUERRERO et al., 2008). Segundo
Lee e colaboradores (2013), o estresse oxidativo provocado por espécies reativas de oxigénio
prejudica ainda mais homeostase da cartilagem articular ao promover catabolismo, induzir a
morte celular, regular a produgdo de enzimas degradantes da matriz, inibir de sintese de
matriz extracelular e provocar oxidacdo de moléculas intracelulares e extracelulares.

5.2 Dor na osteoartrite

Clinicamente, a dor é o sintoma mais importante e incapacitante da osteoartrite e esta
associada a resultados funcionais inferiores e a reducdo qualidade de vida em comparacao
com uma série de outras condicOes cronicas. A dor artritica envolve uma integracdo complexa
de processos sensoriais, afetivos e cognitivos que integram uma variedade de mecanismos
celulares em ambos os niveis do sistema nervoso, periféricos (articulagdes) e central (espinhal
e supraspinal) (LEE et al.; 2013; LI et al., 2011). O estado fisiopatoldgico de cada
componente na articulacdo sinovial esta ligado a degeneracdo articular e a percepcéo da dor
relatada. A homeostase local dentro da articulagdo pode ser perturbada por varios fatores
como envelhecimento, lesGes e predisposicdo genética. A inflamacéo cronica articular ndo sé
contribui para o dano acelerado da cartilagem e sinovite, mas também torna a articulacéo
suscetivel a sensibilizacdo periférica e, em alguns casos, a sensibilizacdo central (Figura 9)
(LEE et al.; 2013).
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Figura 9: Influéncia do ambiente articular e dos fatores predisponentes para
osteoartrite na integracdo do processamento sensorial periférico e central da dor (Modificado
de LEE et al.; 2013).

A dor aguda adaptativa, como ocorre em lesdes pos-cirurgicas, apresentam funcédo
protetora e geralmente desaparece ap0s a regeneracdo do dano, enquanto a dor cronica
inadaptada que persiste além do tempo de cura normal ou por mais de trés a seis meses pode
ser considerado patolégico como um sintoma de doenca em curso. A medida que a dor
associada a osteoartrite continua, a gravidade e a incapacidade funcional piora devido a falta
de medidas prevencdo efetivas (LEE et al.; 2013; LI et al., 2011). A dor também pode ocorrer
a partir da inflamag&o inicial da membrana sinovial (sinovite) nesta doenga. Esta membrana
torna-se progressivamente fibrética ao longo do tempo (KUYINU et al., 2016). Segundo Lee
e colaboradores (2013) mudancas fisiopatoldgicas em sinovidcitos abrem caminho para
angiogénese e inervacgdes, o que também explica a dor causada pela osteoartrite.

Numerosos mediadores inflamatorios contribuem ndo so para a degradacdo da matriz
extracelular mas também sensibilizam nociceptores localizados ao longo da articulagdo nos
tecidos periféricos a cartilagem, incluindo a capsula articular, ligamentos, periostéo e 0sso
subcondral e, desta forma, participando da via da dor associadas a osteoartrite. Os estimulos
iniciam uma cascata de eventos, incluindo a liberagdo de citocinas por condrécitos, levando a
interacbes bioquimicas e mecanicas complexas com outros mediadores bioldgicos para
induzir a osteoartrite e promover dor. Exemplos incluem membros pré-inflamatérios da
interleucina familia (IL-1, IL-6 e IL-17), fator de necrose tumoral-o. (TNF- a), ¢
prostaglandina E, (PGE;) (DRAY & READ, 2007; SCHAIBLE et al., 2011).

Estudos recentes sobre a dor induzida pela osteoartrite demonstram que 0s mediadores
pro-inflamatorios periféricos e neuropeptideos podem sensibilizar os nociceptores do joelho.
A plasticidade pro-nociceptiva das citocinas espinhais e neuropeptidos promovem dor
associada a doenca. Os canabinoides periféricos e espinhais podem inibir a dor causada pela
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osteoartrite, respectivamente, através de receptores CB1 e CB1/CB2. O receptor de potencial
transiente vanildide do tipo 1 (TRPV-1) contribui para dor produzida por estados
osteoartriticos. A metaloproteinase-13 (MMP-13) promove reducdo do dano a cartilagem
induzido pelo e alivia indiretamente a dor. Outros produtos quimicos bioativos como EROS,
iINOS, catepsina K, PGEs, fator de crescimento neuronal e canais de sodio estdo envolvidos
no processo nociceptivo, bem como os receptores de 5-HT/5HT3 que participa da facilitacao
descendente supraespinhal (Figura 10) (ZHANG et al., 2013).

Via descendente:
5HT2aR inibe mas
5HT3R falmta a dor

Talamo
y Ntcleo
TRPV-1, IL-1a/B, TNF a, REcUmnS
CINC2 /B, IL-13, IL-17 E VEGF
estdo envolvidas nador.
Endocanabinoidesinibem a
dor.
/
CGRP, TRPV-1, TNF a,
IL-1 a/B no génglio da
raiz dorsal (GRD)
facilitaa dor
MEDULA
Femur —— s
. 3 ESPINHAL

~ IL-1 a/B, TNF @, IL-6, IL-17, COX-1, PGE2, MMP, VIP,
ROS, Inos podem sensibiizar nociceptores primarios.
CB1reduza sensibilidade do nociceptor primario.

Figura 10: llustracdo dos mecanismos de dor induzida pela osteoartrite nos niveis
periférico e central (espinhal e supraespinhal) (Adaptado de ZHANG et al., 2013).

Neste contexto, a dor € a incapacidade fisica sdo 0s principais sintomas para 0S
pacientes que sofrem de osteoartrite, representando um dos maiores encargos de salde no
mundo industrializado. Atualmente as abordagens de manejo de sintomas (medicamentos
anti-inflamatoério nao-esteroides, viscosuplementacdo, opiaceos, corticooides) sdo em grande
parte inadequados devido a sua eficacia limitada, particularmente para dor em casos de
osteortrite, e pelos efeitos colaterais associados ao tratamento prolongado. Em Gltima analise
a dor ndo responsiva a terapia farmacoldgica é a motivo principal para a cirurgia de reposicdo
total da articulacdo e mesmo apds este procedimento uma parcela significativa de individuos
relatam dor persistente de origem desconhecida (MALFAIT et al., 2013).

5.3 Modelos animais para estudo da osteoartrite

Modelos de animais sdo ferramentas de pesquisa extraordinariamente poderosas para
estudo da patogénese e potencial intervencdo terapéutica de muitas diferentes doencas. Eles
fornecem uma peca chave ndo apenas no caminho de desenvolvimento do conhecimento, mas
também contribuem significativamente para converter o conhecimento desenvolvido em
projetos de descoberta de novos farmacos (LITTLE & ZACK, 2012). Modelos animais
atualmente utilizados para o estudo de osteoartrite vém preenchendo deficiéncias
consideraveis em nosso conhecimento exigindo que a pesquisa clinica em pacientes com
osteoartrite seja complementada por estudos em modelos animais especificos para doenca
(PIEL et al, 2014).
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As informacdes atuais sobre a osteoartrite vém de ambos os estudos, clinicos e pré-
clinicos, que quando combinados, provaram ter valor inestimavel para caracterizar o
desenvolvimento da osteoartrite. Estudos clinicos isolados apresentam vérias limitagdes,
principalmente por ndo ser possivel estabelecer precisamente uma relacdo entre o inicio da
doenca e o aparecimento dos sintomas. Neste contexto, 0os modelos pré-clinicos cumpriram
duas importantes metas na pesquisa da osteoartrite ao estudar a patogénese da doenca e
também ao investigar a eficacia das diferentes modalidades de tratamento, sem os quais, as
limitacOes dos ensaios clinicos teriam impedido avangos medicos atuais no entendimento da
osteoartrite (KUYINU et al., 2016).

Contudo, segundo Malfait e colaboradores (2013), embora a compreensdo das vias
celulares e moleculares que regulam a génese e a progressao do dano articular estrutural na
osteoartrite tenha avangado enormemente como resultado da aplicacdo de modelos animais, 0
numero de trabalhos de pesquisa especificamente destinados a avaliar os mecanismos de dor e
a dor em modelos animais de osteoartrite ainda séo surpreendentemente pequenos, em relagao
a extensao do problema médico que a doenca representa.

Piel e colaboradores (2014) descrevem que, apesar de haver semelhangas no processo
da doenca entre animais e humanos, apenas um modelo animal néo é suficiente para estudar
todas as caracteristicas da osteoartrite. A interpretagdo dos resultados de cada um dos modelos
e sua traducdo para a condi¢do clinica humana apresenta variacGes, por isso indmeros
modelos foram desenvolvidos e relatados extensivamente na literatura para estudar varias
caracteristicas desta patologia. A rigor, um modelo ideal de artrite deveria preencher 0s
seguintes requisitos: ter achados clinicos, radioldgicos e histopatoldgicos semelhantes aos
observados na artrite, ser de facil inducdo, baixo custo, boa reprodutibilidade, utilizando
animal de f4cil acesso, ter confiabilidade quanto ao inicio, incidéncia e avaliacdo da gravidade
das alteracdes; responder a agentes terapéuticos de forma semelhante ao observado na artrite,
ter pardmetros de alteragcdes imunoldgicas e de atividade mensurdveis. Nenhum dos modelos
atualmente disponiveis satisfaz plenamente todas essas condi¢Ges, embora todos se
aproximem razoavelmente do objetivo pretendido (SILVA JUNIOR & ROCHA, 2006).

Os modelos de indugcdo quimica, em particular, eliminam a necessidade de cirurgia e
evitam a possiveis problemas de infec¢cdo em alguns animais, sua facilidade de inducdo e
reprodutibilidade sdo vantajosas na concepcdo de estudos a curto prazo e, por apresentarem
uma fisiopatologia Unica, sdo usados principalmente para estudar o mecanismos de dor
associado a osteoartrite, bem como, possiveis alvos para terapia farmacoldgica
(LAMPROPOULOU-ADAMIDOU et al., 2014).

5.3.1 Artrite induzida por zimosan

O zimosan é um polissacarideo oriundo da parede de uma espécie de fungo chamado
Saccharomyces cerevisiae, uma substancia capaz de ativar macrofagos e induzir a liberacéo
de mediadores inflamatdrios, amplamente utilizadas em diversos modelos de investigacdo
farmacoldgica. Possui a capacidade de induzir inflamacdo quando aplicado na articulacdo de
ratos, camundongos e coelhos, com proliferacdo subaguda e persistente da sindvia e
degradacéo da cartilagem, reproduzindo a maioria dos achados da artrite (KEYSTONE et al.,
1977; ROCHA et al., 2004). Vém sendo empregado frequentemente na padronizacdo do
estudo da hipernocicepcdo na fase aguda, além da quantificacdo da lesdo da cartilagem
articular, atraves da determinacdo da perda de glicosaminoglicanos da matriz, a medida que
prossegue a artrite (SILVA JUNIOR & ROCHA, 2006)

Conforme descrito por Silva Junior e Rocha (2006) a injecdo intra-articular de zimosan
promove sinovite erosiva grave com fase aguda ocorrendo até trés dias apds a inducdo e
promovendo aumento de permeabilidade vascular e migracdo celular. Em seguida,
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desenvolve-se sinovite com infiltrado mononuclear e reacdo fibroblastica lembrando a
sinovite cronica que caracteriza o pannus reumatoide. Na fase cronica do modelo, até 28 dias
apos a injecdo do zimosan, observa-se persisténcia da sinovite, havendo formacéo de células
gigantes, ao lado de intensa proliferacdo linfomonocitaria na sindvia. As células gigantes
podem ser observadas a partir dos 14 dias, levando a lise da cartilagem articular e do 0sso
subcondral.

Inicialmente, a inflamacdo associada a injecdo do zimosan foi atribuida a ativacdo do
complemento e liberacdo de enzimas lisossomiais a partir de células inflamatdrias migradas
para o local. Porém pesquisas utilizando camundongos knockout para o receptor do tipo type
Il toll-like receptors, demonstrou que houve reducdo significante da sinovite, quando
comparados a animais normais. Esse resultado sugere um importante componente de
imunidade adquirida participando na fisiopatologia da artrite induzida por zimosan.
(FRASNELLI et al., 2005).

Em modelos animais, inje¢Oes intra-articulares de zimosan promovem respostas
inflamatorias locais e sistémicas. Enquanto dor e edema sdo as principais caracteristicas locais
da inflamacdo a elevacdo duradoura da temperatura corporal é uma das caracteristicas da
inflamacdo sistémica. A diminui¢do da temperatura da pele da cauda seguida por um aumento
da temperatura retal sdo importantes sinais fisioldgicos do aumento da temperatura corporal
que ocorre durante a integracdo da resposta febril provocada pela injecdo zimosan. Essa
resposta febril dura dez horas e ndo depende de vias neurais, conforme demonstrado pela
excisdo do nervo ciatico, associada ao aumento de concentracdo central de prostaglandina E;
(PGEy,) e a sensibilidade a drogas antipiréticas (KANASHIRO et al., 2009).

A administracdo intra-articular de zimosan em ratos promove artrite com incapacidade
articular ocorrendo duas horas apds a administracdo da zimosan e com pico entre a terceira e
quarta hora. Também promove aumento significativo na permeabilidade vascular a partir da
terceira hora o que leva a formacdo de edema local (ROCHA et al., 1999). Neste teste,
entende-se que a incapacidade articular é aceita como uma devida alteracdo na nocicep¢édo
apos injecdo do um estimulo inflamatério por via intra-articular (ROCHA et al., 2002). O
teste de incapacitacdo articular para ratos foi desenvolvido para estudar a incapacidade
articular, definida como a inabilidade de um animal (rato) para deambular, depois de
submetido a injecdo intra-articular de um agente inflamatorio (TONUSSI & FERREIRA,
1992).

Pesquisas desenvolvidas por Rocha e colaboradores (2002) mostraram resultados da
associacdo entre a evolucdo e gravidade da sinovite na artrite induzida por zimosan com a
reducdo na quantidade de glicosaminoglicanos na matriz da cartilagem, de tal maneira que a
partir dos sete dias de artrite essa quantidade foi significantemente menor em comparagao aos
valores basais, persistindo reduzida até os 21 dias de artrite. Em resumo, a artrite induzida por
zimosan permite demonstrar o efeito de mediadores inflamatérios tanto em uma leséo
funcional (hipernocicepcao) quanto em uma leséo estrutural (lise da cartilagem articular) em
artrites. Além disso, o baixo custo, boa reprodutibilidade e acessibilidade desse modelo
constituem, requisitos fundamentais que possibilitam desenvolver pesquisas relevantes e
originais em reumatologia (SILVA JUNIOR & ROCHA, 2006).
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6. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os poucos estudos envolvendo as propriedades bioldgicas da Cecropia hololeuca em
comparacao com outras espécies do género Cecropia, bem como os relatos a respeito do seu
uso popular em doengas que cursam com dor e inflamacdo, evidenciam a importancia da
investigar as propriedades fitoquimicas e o potencial farmacolégico desta espécie.
Adicionalmente, estas informagdes podem colaborar, futuramente, com a prospecc¢do de
novas estruturas moleculares bioativas que permitam a obtencdo de novos farmacos com
importancia na terapéutica do controle da dor e da inflamacdo, associado a minimos efeitos
colaterais.

Considerando estes aspectos, este projeto teve como objetivo investigar as propriedades
farmacologicas in vivo de extratos, fracdes e do composto flavonoide isolado de Cecropia
hololeuca usando modelos que avaliam efeitos antinociceptivo, anti-edematogénico, anti-
inflamatorio e anti-artrite em camundongos..

Os objetivos especificos foram:

o Identificar e isolar compostos presentes nas folhas de Cecropia hololeuca em
colaboracdo com o grupo de pesquisa fitoquimica da Prof® Dr? Sénia Soares
Costa do Laboratorio de Quimica de Produtos Naturais Bioativos (LPN-Bio)
do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN), da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ);

e Investigar as propriedades anti-edematogénicas, antinociceptivas e anti-
inflamatorias dos extratos e fracBes ativas através de testes de atividades
farmacologicas in vivo;

e Promover os mesmo ensaios farmacol6gicos para o composto flavonoide
identificado, a rutina.

e Determinar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos com as atividades
farmacoldgicas, através da dosagem de TNF-a. in vitro.
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7. MATERIAIS E METODOS
7.1 Material botanico

Em fevereiro de 2011, uma amostra de folhas de um espécime masculino florido de
C. hololeuca foi coletada no Parque Nacional da Tijuca, no caminho para a Vista Chinesa, na
cidade do Rio de Janeiro (RJ). A exsicata do material vegetal foi depositada no herbario do
Jardim Botanico do Rio de Janeiro, com codigo de registro RB 555135. Esta parte do
trabalho teve a colabora¢do do Dr. Marcelo Vianna Filho, pds-doutorando do Instituto de
Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro (CHAGAS, 2013).

Para a secagem, as folhas foram dispostas nas bancadas do laboratério sob ambiente
de ar condicionado durante 10 dias (Figura 11). Posteriormente, as folhas secas foram
trituradas em liquidificador industrial de inox (Croydon, 2 litros), obtendo-se ao final 400g
de material vegetal. Este material ficou armazenado sob temperatura ambiente até o preparo
do extrato (CHAGAS, 2013). Todo processo de preparacdo do material vegetal, bem como a
etapa seguinte de prospeccdo fitoquimica foi realizada sob orientacdo da Prof® Dr? Sénia
Soares Costa do Laboratério de Quimica de Produtos Naturais Bioativos (LPN-Bio) do
Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN), da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ).

Figura 11 Amostras de inflorescéncias e folhas de uma espécime masculina de
Cecropia hololeuca (CHAGAS, 2013).

7.2 Prospeccéao fitoquimica

Uma amostra desse material foliar (400 g de folhas secas e moidas) foi extraida por
infusdo (5% p/v) e, ap6s o processo de filtracdo e liofilizacdo, obtivemos 59,2 gramas do
extrato aquoso bruto (EACH), um rendimento de 14,8%.

Em seguida, com base em estudos anteriores com folhas de Cecropia glaziovii
(TANAE et al., 2007), foi realizada a particdo do extrato aquoso bruto (EACH) com n-
butanol a fim de gerar uma fracdo organica rica em substancias fendlicas. Nesta etapa da
extracdo, apos solubilizacdo em agua destilada parte do extrato aquoso bruto de Cecropia
hololeuca (44,28 g) produziu uma fracdo butandlica (FBUCH: 17,1 g) e uma fracdo aquosa
residual (FAQCH: 26,71 g), com rendimentos de 38,61% e 60,32%, respectivamente.

A préxima etapa da prospeccdo fitoquimica foi a purificacdo cromatografica da
fracdo butandlica (FBUCH) onde 11,63g desta fracdo passou por cromatografia de injecGes
multiplas em uma coluna de fase reversa usando um sistema de multiplos estagios de agua
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destilada e etanol como fase moével (0%, 10%, 30%, 50%, 70% e 100% de EtOH). A
separacao foi monitorada por TLC. As amostras obtidas com cada gradiente de etanol foram
liofilizadas separadamente, produzindo as fragbes F1-F6 (6,95g, 1,20g, 1,93g, 191mg, 19mg
e 15mg, respectivamente).

O perfil quimico fracdo butandlica e das fracbes F1-5 foram avaliadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD), utilizando como fase estacionaria uma
coluna de RP-2. Analisando os cromatogramas destas fragcdes observou-se que apenas a fracdo
F2, concentrava os quatro flavonoides majoritarios presentes de maneira significativa na
fracdo butandlica. As fracBes F1 e F3 continham apenas resquicios destes flavonoides ou
flavonoides minoritarios. O perfil quimico de F4 e F5 mostrou que nestas fragcdes nao havia
substancias de interesse para este estudo. A fracdo F6 ndo foi analisada pelo baixo rendimento
em massa. Como os flavonoides foram detectados principalmente na fracdo F2 eluida com
10% de etanol justificou a escolha desta fracdo para mais avaliagdes de atividade anti-
inflamatoria e investigacdo quimica considerando o potencial anti-inflamatério dos
flavonoides relatados em literatura.

As andlises CLAE-DAD indicaram que o F2 era constituida principalmente em uma
mistura de flavonas (1, 2, 3, 5), glicosideos de flavonol (4, 6) e dois compostos fenolicos
adicionais (7, 8) (Figura 12-A).

As absorc¢des de UV caracteristicas sugerem a presenca de luteolina nos picos 1 e 2 e
apigenina nos picos 3 e 5. Luteolina e apigenina foram descritas em algumas espécies de
Cecropia, mas os C-glicosideos sdo ainda mais comum no género. De fato, orientina
(luteolina-8-C-glicosideo), isoorientina (luteolina-6-C- glicosideo), vitexina (apigenina-8-C-
glicosideo) e isovitexina (apigenina-6-C-glicosideo) foram propostas como marcadores
quimicos para a avaliagdo da qualidade das folhas de plantas deste género, juntamente com
outros compostos como A&cido clorogénico, rutina, algumas catequinas, procianidinas,
esteroides e triterpenoides (RIVERA-MONDRAGON et al., 2017). A orientina, isoorientina e
isovitexina foram especificamente relatadas para Cecropia hololeuca (LACAILLE-DUBOIS
et al., 2001).

Os espectros UV dos picos 4 e 6 sdo compativeis com alguns derivados de quercetina,
especialmente aqueles substituidos em C-3. Entre estes, a rutina (quercetina-3-O-rutinosideo)
e isoquercitrina (quercetina-3-O- glicosideo) foram descritas no género Cecropia. Embora a
isoquercitrina ndo tenha sido proposta como marcador quimico, foi relatado em C. glaziovii e
C. pachystachya (LACAILLE-DUBOIS et al., 2001) (Figura 12-B e Tabela 4).

Finalmente, os espectros de UV dos picos 7 e 8 mostraram uma Unica banda de
absorcdo cada, indicando a presenca de compostos fendlicos com extensdo limitada de
conjugacao de elétrons em seu croméforo. As catequinas e as procianidinas sdo compativeis
com este tipo de espectros de absorcdo UV (CHAGAS, 2013) (Figura 12-C).

A superficie da amostra eluida com 10% de etanol (286 mg) foi ainda fracionada huma
coluna Fine Sephadex G-25(Pharmacia Fine Chemicals, 22g; 43x1,6cm) eluida com agua
destilada. Ao final da eluicdo, a coluna foi lavada com 50% de etanol para recuperar alguns
compostos aderentes. As amostras contendo os perfis caracteristicos de TLC de flavonoides
foram reunidas para formar a fracdo F2-A (125,3mg) e o restante foi combinado em F2-B
(149,7mg), com rendimentos de 43,8% e 52,3%, respectivamente. Para facilitar o
entendimento dessa etapa da prospeccao fitoquimica denominamos a fracdo F2 de fracéo
enriquecida em flavonoides (FEFCH) e, os compostos originados do seu fracionamento, F2-A
de fracdo flavonoidica (FFCH) e F2-B de SCH.
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Figura 12: Cromatogramas (280 nm) de FEFCH (A), FFCH (B) e SCH (C) (CLAE-
DAD).

Tabela 4: Dados da CLAE-DAD-ESI-MS/MS dos compostos 1-6 presentes em FFCH.

Pico Compostos Tempo de_ retencdo | Amax | m/z vaIL_Je MS/MS
(min) (nm) [M-H] fragmentos (m/z)
27-0-glicosil- 309; 339; 357,
1 isoorientina 7.6 270; 349 609 369; 411, 429;
489; 591
— 327; 357; 371;
2 Isoorientina 7.9 269; 349 447 411: 429
g | ¥-O-glicosil- 8.2 270;338 | 593 | 293;323; 413; 473
isovitexina
4 Rutina 8.6 255; 354 609 270; 301; 343
5 Isovitexina 8.7 269; 339 431 311; 341; 395; 413
6 Isoquercitrina 9.0 255; 353 463 301; 343; 463
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Em nossos estudos anteriores com extratos de Cecropia, observamos uma adsorgéo
irreversivel de componentes vermelho-marrons na fase RP-2 apds a eluicdo com gradiente
agua/etanol. A fim de maximizar o rendimento da separa¢éo cromatografica, evitando a perda
desses constituintes, substituimos a fase estacionaria RP-2 por um gel de Sephadex G-25, um
dextrano reticulado com uma rede tridimensional que incha em agua e age como uma midia
cromatografica. O gel Sephadex G-25 atuou como uma alternativa mais adequada e ainda
mais verde ao RP-2, uma vez que a adsor¢do no gel foi menor e a eluicdo foi realizada
essencialmente com agua. Depois de recuperar os flavonoides 1-6 com agua, alternamos a
fase mével para uma solucédo de etanol a 50% em &gua, liberando os restantes compostos 7-8.
Os flavonoides 1-6 foram reunidos em conjunto na fragdo FFCH, enquanto os compostos 7-8
constituiram fracdo SCH. Ao agrupa-los em apenas duas amostras, conseguimos racionalizar
melhor nossos ensaios in vivo. Este processo de fracionamento esta resumido na figura 13.

Folhas secas
Cecropia hololeuca

Infusdo (5% p/v)

Extrato aquoso
bruto (EACH)

n-butanol

Fracdao aquosa
(FAqCH)

Fragao butandlica
(FBUCH)
F3 F4 F5 F6
30% EtOH 50% EtOH 70% EtOH 100% EtOH

RP-2
F1 FEFCH(F2)
0% EtOH 10% EtOH
Sephadex G-25
FFCH
(F2 B) (F2-A)
] ]
2” 2”
gIIcosII- Isoorientina g||c05|l- Rutina Isovitexina Isoquecitrina
isoorientina isovitexina

Figura 13: Fluxograma da extracdo e fracionamento das folhas de Cecropia hololeuca.

7.3 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos (Mus musculus) da
linhagem Swiss, albinos, machos, pesando entre 25 e 35 g, adultos, fornecidos pelo Biotério do
Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Instituto de Ciéncias Biologicas e da Salde, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

Os animais foram acondicionados em gaiolas plasticas (caixa de polipropileno de
dimens6es: 30 x 19 x 13 cm), em numero maximo de 5 animais por gaiola. As gaiolas foram
identificadas individualmente com etiquetas penduradas externamente, e mantidas em salas
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climatizadas (24 + 1°C) sob ciclo de claro/escuro (12/12 h), sendo as luzes ligadas as 06:00 h,
e com regime de agua e racdo ad libitum.

Todos os experimentos foram realizados seguindo normas que envolvem cuidados com
animais de laboratério e normas éticas para seu uso em experimentos com dor
(ZIMMERMANN, 1983; 1986; PORTER, 1992). Para a execucdo dos experimentos
padronizou-se o periodo minimo de uma hora para adaptacdo dos animais ao laboratorio.

Apos as avaliacBes experimentais 0s animais foram submetidos a eutanésia adequada ao
ensaio farmacoldgico instituido, bem como atendendo as diretrizes da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA-UFRRJ), comissdo a qual este projeto foi submetido e aprovado
(protocolo n°® 012/2014).

7.4 Farmacos, reagentes e solventes

Os extratos, as fracdes e a rutina isolada de C. hololeuca foram fornecidos pela Prof?
Dr2 Sonia Soares Costa do Instituto de Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN), da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Dexametasona (Decadron®, Aché Lab. Farm., S&o Paulo, Brasil), 4gua destilada,
solucdo salina 0,9%, &cido acético, indometacina, carragenina, zimosan e acido clorogénico
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), fentanil (Fentanest®, Cristalia, Sdo Paulo -
Brasil) diazepam (Laboratério Unido Quim. Farm. Nacional S.A. S&o Paulo, Brasil), ELISA
kits para TNF-a (Duo set R&D systems®, Minneapolis, MN), formaldeido 3,0%, éter, solugdo
de PBS, heparina (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), solucdo de Turk, violeta de
genciana (ADV., S&o Paulo, Brasil).

7.5 Metodos de avaliacdo farmacologica
7.5.1 Determinacéao das doses conforme os rendimentos

Como descrito no topico sobre a prospeccao fitoquimica, o fracionamento da Cecropia
hololeuca através de particdes com solventes organicos permitiu o isolamento de uma fragédo
flavonoidica e a identificacdo do flavonoides isolados (27-O- glicosil-isoorientina, 2”-O-
glicosil-isovitexina, isovitexina, isoorientina, isoquecetrina e rutina). Nos testes de avaliacdo
da atividade farmacolodgica, as doses estipuladas para 0s ensaios bioldgicos das substancias
isoladas, consideraram os rendimentos de massa encontrados neste fracionamento a partir do
extrato aquoso bruto e estéo ilustrados na figura 14.
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Folhas secas
Cecropia hololeuca
(400g)

EACH
(59,2g/14,8%)

FBUCH FAQCH
(17,1g/39,04%) (26,71g/60,96%)

|
FEFCH
1,2 g/10,3%

[ 1
FEFCH FEFCH ;. .c0l
286mg 14,5mg
[ ' 1
FFCH SCH
125,3mg/45,5% 149,7mg/54,5%

Figura 14: Fluxograma do fracionamento das folhas de Cecropia hololeuca destacando
a quantidade de massa extraida, bem como seus respectivos rendimentos. Extrato Aquoso
(EACH), fracdo butandlica (FBUCH), fracdo aquosa (FAqCH), fracdo enriquecida em
flavonoides (FEFCH), fracdo flavonoidica (FFCH), composto livre de flavonoides (SCH).

7.5.2 Avaliacdo da atividade antinociceptiva
7.5.2.1 Teste das contor¢bes abdominais induzidas por acido acético

Empregando a metodologia descrita por Koster e colaboradores (1959), grupos de 6 a 8
camundongos foram pré-tratados por via oral com o veiculo (agua), com quatro doses do
extrato aquoso de Cecropia hololeuca (EACH 30, 100, 300 e 1000 mg/kg), com uma dose da
fracdo butandlica (FBUCH 120 mg/kg), da fracdo aquosa (FAqCH 180mg/kg), considerando
sempre 0s respectivos rendimentos ou com o controle positivo indometacina (INDO
10mg/kg). Apds 60 minutos dos tratamentos, foi injetado acido acético diluido em salina
(1,2%; 10ml/kg, i.p.) em todos os animais e as contor¢cdes abdominais, consideradas como
contragbes da parede abdominal seguida por extensdo de pelo menos uma das patas
posteriores  foram contadas por 30 minutos (VACHER et al.,, 1964). Para isso, 0S
camundongos foram colocados individualmente sob funis de vidro, com um periodo de
adaptacdo prévia de 15 minutos. Os resultados foram expressos como as médias + erro padrao
das médias dos nimeros de contor¢bes acumuladas durante os 30 minutos de avaliacdo
experimental, ou como percentagem de inibicdo das contor¢cdes comparativamente ao grupo
controle, permitindo dessa forma, a determinacéo da dose inibitéria 50% (D150).
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7.5.2.2 Teste de imersao da cauda

Neste teste, os camundongos foram individualmente contidos e o terco inferior da
cauda foi imerso em agua aquecida a 55°C. Foi realizada uma leitura controle 30 minutos
antes, seguida de leituras 30, 60, 90 e 120 minutos ap0s administracdo por via oral do
veiculo (agua), do EACH (1g/kg) ou administragdo por via subcuténea de fentanil (50
Hg/kg). Para evitar a lesdo tecidual, foi estabelecido como periodo maximo de laténcia 20
segundos. Os resultados foram expressos como a média da laténcia(s) £ o erro padrdo da
média necessario para o reflexo de retirada da cauda, dentro dos tempos determinados
(D’AMOUR & SMITH, 1941).

7.5.3 Avaliacao da atividade anti-inflamatoria
7.5.3.1 Teste da pleurisia induzida pela carragenina

Grupos experimentais de camundongos (n=10) foram pré-tratados por via oral com o
veiculo, com o EACH (100, 300 e 1000 mg/kg), com as fraces FAqCh ( 60, 180 e 600
mg/kg), FBUCH (400mg/kg) e com a fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH 2,5, 5 e
10mg/kg) considerando sempre 0s respectivos rendimentos ou por via subcutdanea com
dexametasona (2 mg/kg), controle positivo do ensaio. A pleurisia foi induzida através da
administragdo intra-toracica (i.t.) de 100 uL de carragenina (1% em salina estéril) uma hora
apos os tratamentos por via oral (veiculo, extrato e fracdes) e 30 minutos apds o tratamento
com dexametasona. Decorridas 4 horas, os animais foram submetidos & eutandsia, sendo entdo
realizada o acesso e a lavagem da cavidade pleural com 1000 pL de solugdo de PBS
heparinizado (20 Ul/mL). Posteriormente, uma aliquota de 20 pL do lavado pleural de cada
animal foi transferida para um Eppendorf® contendo 380 pL de liquido de Turk (diluigdo
1:20), possibilitando assim a coloragdo dos leucdcitos e sua posterior contagem em cadmara de
Neubauer sob microscopia Optica (MALVAR et al., 2014). Os resultados foram expressos
como média + erro padrdo da média do niimero de leucécitos totais x 10%/mL.

7.5.3.2 Modelo de artrite induzida por zimosan

Na artrite induzida por zimosan, uma hora ap0s tratar os animais por via oral (n=10)
com o veiculo, com o EACH (1g/kg), com a FAQCH (180 e 600 mg/kg), com a FBuCH
(400mg/kg), com a FEFCH (2,5, 10, 50 e 100 mg/kg), com a SCH (55 mg/kg), com a FFCH
(45mg/kg) ou com a rutina (30mg/kg) sempre considerando 0s respectivos rendimentos
(Tabela 5) e, 30 minutos apo6s a aplica¢do subcuténea (s.c) do controle positivo dexametasona
(DEXA 2mg/kg) foi realizada a anestesia inalatéria com halotano 2% para a inducédo da
artrite através da administragdo de 150pg de zimosan diluido em 10uL de salina na
articulacdo fémuro-tibio-patelar direita (i.a.) dos camundongos, utilizando uma agulha de
29G, inserida diretamente no espaco articular (PINTO et al., 2010).

A avaliacdo da formacdo de edema articular foi determinada através da medida do
didmetro transverso da articulacdo fémuro-tibio-patelar, com o auxilio de um paquimetro
digital antes e seis horas depois do estimulo i.a. Os resultados foram expressos como a
diferenca do didmetro transverso da articulacdo aferido seis horas ap6s a injecao i.a. subtraido
do valor aferido antes do estimulo, e serdo expressos em milimetros (mm).

A avaliagdo da hipernocicepgdo mecanica na articulagdo fémuro-tibio-patelar foi
realizada pelo método de Von Frey eletronico com auxilio de um analgesimetro digital
modelo EFF 302 (Insight), que consiste em um transdutor de pressdo conectado a um
contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressao na pata
dos animais foi realizado por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5 mm
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de didmetro adaptada a este. Os camundongos foram colocados em caixas de acrilico, cujo
assoalho ¢ uma rede de 5 mm? de vazédo (tipo tela) de arame ndo maleavel de 1 mm de
espessura, durante 5 minutos antes do experimento para adaptacdo ao ambiente. Abaixo
destas caixas de experimentacdo, espelhos foram posicionados a 25 cm de distancia para
facilitar a visualizagdo da regido plantar dos animais. Foi aplicada uma presséo linearmente
crescente no centro da planta da pata do animal, por entre as malhas da rede, até que se
observou uma resposta caracterizada como retirada da pata estimulada (CUNHA et al., 2004).
Os estimulos foram repetidos por até seis vezes e a intensidade de hipernocicepcdo foi
quantificada através da média de trés valores similares, expressos em gramas, representando a
laténcia de retirada da pata ao estimulo mecénico, em cada momento de avaliacdo. A
avaliacdo do limiar nociceptivo mecanico é representado pela diferenca entre os valores
encontrados nos tempos zero e 6 horas ap6s a administracdo intra-articular de zimosan.

Apobs o0 experimento, os animais foram eutanasiados para a determinacdo da migracao
de neutrofilos e a cavidade articular fémuro-tibio-patelar foi exposta para realizacdo do lavado
articular com PBS heparinizado (10 Ul/mL). Ao lavado articular foi adicionado liquido de
Turk (1:20) para contagem de leuc6citos em camara de Neubauer usando microscopio éptico
em aumento de 400x (KEYSTONE et al., 1977) eos resultados da mensuracdo de leucocitos
foram expressos como a média do niimero total de células na cavidade articular x 10*/mL
(CONTE et al., 2010).

Tabela 5: Tratamentos e respectivas doses para o estudo dos compostos extraidos da
Cecropia hololeuca, considerando seus respectivos rendimentos, no modelo de artrite
induzida por zimosan.

AR;S:QTE I :\T ODSU AZ’\IIDA Dose/Via de administracao
Tratamentos mg/kg, p.o. mg/kg, s.c.
EACH 1000
FAqCH 180 600
FBUCH 400
FEFCH 2,5 5 50 100
SCH 45
FFCH 55
Rutina 30
Dexametaxona 2

7.5.4 Avaliacédo da atividade motora -Teste do Rota-rod.

Para avaliar a acdo do extrato aquoso de Cecropia hololeuca (EACH: 1g/Kg, p.o.)
sobre a coordenacdo motora, grupos de oito camundongos foram colocados no rota-rod uma
hora apds o tratamento por via oral com o veiculo, com 0 EACH (1g/kg) e 30 minutos apos a
aplicacdo intraperitoneal do controle positivo diazepan (5 mg/kg). Foi avaliado o tempo de
permanéncia na barra giratdria (12 rpm) durante 60 segundos, com tolerancia de trés quedas
(DUHAM & MYIA, 1957).
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7.6 Avaliacdo do mecanismo de agéo.

7.6.1 Determinacéo da concentracao articular de TNF-o.

Para determinacdo da concentracdo articular de TNF-a, os animais duas horas apés a
administracdo intra-articular de zimosan os animais foram tratados com veiculo, EACH
(1g/kg, p.o.), rutina (30 mg/kg, p.0.) ou dexametasona (2 mg/kg, s.c.) uma hora antes da
administracdo de zimosan (10 uL, 15 mg/kg) ou salina (10 uL). Duas horas ap6s a injecdo de
zimosan os animais foram eutanasiados para dissecacdo da articulacdo do joelho. (PINTO et
al., 2010)

Os limites anatémicos proximal e distal para a dissecacdo da articulacdo fémuro-tibio-
patelar foram a epifise distal do fémur e a epifise tibiofibular proximal, respectivamente. Apds
a dissecacdo, as articulagdes foram pesadas, maceradas em PBS (400 pl) com
homogeneizador elétrico e centrifugadas a 10.000 g, durante 15 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para determinagéo da concentragéo articular de TNF-a
por ELISA utilizando kits comerciais (R&D systems), de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante. Os resultados, normalizados pelo peso de cada articulagdo, foram expressos
como a media * erro padrdo da média da concentracdo de TNF-a em picogramas por grama
de tecido articular (CONTE et al., 2010).

7.7 Andlise estatistica

Em todos os métodos de avaliacdo farmacologica foi utilizado o programa GraphPad
Prism 5 para realizacdo da analise estatistica. Os resultados foram expressos como a média +
0 erro padrdo da média (EPM). As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais
foram detectadas pela analise de variancia (ANOVA), seguido pelos pés-testes Tukey ou
Bonferroni. Foram admitidas diferencas significativas a partir de p<0,05 (SOKAL &
ROHLF, 1981).
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8. RESULTADOS

8.1 Teste de atividade antinociceptiva
8.1.1 Contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético

Para avaliar a existéncia de uma possivel atividade antinociceptiva do EACH foi
escolhido o modelo de contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético (1,2%; 10mL/kg,
i.p.). Os resultados deste primeiro ensaio de triagem mostraram que a administragdo oral com
diferentes doses de EACH promoveu uma reducdo dose-efeito no nidmero de contorcdes
abdominais encontrando valores significativos a partir da dose de 100 mg/kg (28,7+2,9
contorcdes abdominais e inibicdo de 35,9%) e maior percentual de inibicdo com a dose de
1000 mg/kg (15,9+4,3 contorgBes abdominais e inibi¢do de 64,5%), de forma semelhante ao
controle positivo indometacina (16,7+£3,1 contor¢cdes abdominais e inibicdo de 62,7%) e
fazendo um contraponto ao veiculo (Figura 15 e tabela 6). A obtencéo desta relacdo dose x
efeito inibitéria pelo método das contor¢cBes abdominais permitiu o calculo das doses
inibitérias 50% (1D50) que foi igual a 190mg/kg (Figura 16).
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Figura 15 Efeito do pré-tratamento por via oral com o EACH (30, 100, 300 e 1000
mg/kg) ou com indometacina (10 mg/kg) no nimero de contor¢Bes abdominais induzidas por
acido acético. * p<0,05 e ***p<0,001 significativamente diferente do grupo veiculo. As
barras representam as médias + erro padrdo da media do nimero de contor¢des acumuladas
em 30 minutos de 6 a 8 camundongos, por grupo experimental.
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Tabela 6: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de contorgdes
abdominais apresentados pelo EACH e INDO no modelo de contor¢des abdominais induzidas
pelo &cido acético (1,2% em salina, 10 mL/Kg, i.p.). *p< 0,05 e ***p<0,001 paran =6 a 8
animais.

CONTORCOES TRATAMENTOS

ABDOMINIAS

INDUZIDAS PELO | Veiculo EACH INDO

ACIDO ACETICO

DOSE (mg/kg, p.o.)

30

100

300

1000

10

NUmero de

contorgoes

abdominais
(30 minutos)

44,8429

41,429

28,7+2,9
*

17,9+2,8

*kk

15,9+4,3

*k*k

16,7+3,1

*kk

% Inibicéo

35,9

60

64,5

62,7

% inibi

Dlsp=190mg/kg

1.0 15 2.0 2.5 3.0

log dose, p.o.

Figura 16: Porcentagem de inibicdo das contor¢fes abdominais induzidas pelo acido
acetico (1,2% em salina, 10 mL/Kkg, i.p.) em camundongos previamente tratados (60 minutos)
pela via oral com EACH (30, 100 e 300 mg/kg). Os simbolos e linhas verticais representam as
médias * erro padrdo da média de 6 a 8 animais por grupo experimental.
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No mesmo modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético e em uma
etapa a frente no fluxograma estudo desta espécie, foram testadas as fracGes aquosa
(180mg/kg, p.o.) e butandlica (120mg/kg, p.o.) respeitando seus respectivos rendimentos.
Observamos que estas fragdes foram capazes de reduzir significativamente o ndmero de
contor¢des abdominais, com percentuais de inibicdo de 80% e 37,9%, respectivamente,
quando comparados ao veiculo (44,8+2,9 contor¢Ges abdominais). De forma semelhante, o
controle positivo indometacina apresentou percentual de inibig&o significativo de 58% (Figura
17 e tabela 7).
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Figura 17. Efeito do pré-tratamento por via oral com o FAqCH (180 mg/kg), FBUCH
(120 mg/kg) ou com indometacina (10 mg/kg) no numero de contor¢Bes abdominais
induzidas por acido acético. *p<0,05 e ***p<0,001 significativamente diferente do grupo
veiculo. As barras representam as meédias + erro padrdo da média do nimero de contor¢cGes
acumuladas em 30 minutos de 6 a 8 camundongos, por grupo experimental.

Tabela 7: Médias £ EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de contorgdes
abdominais apresentados pela FAQCH, FBUCH e pela INDO no modelo de contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético (1,2% em salina, 10 mL/Kg, i.p.). *p< 0,05 e
***p<0,001 para n = 6 a 8 animais.

CONTORC}OES ABDOMINAIS TRATAMENTOS
INDUZIDAS PELO ACIDO ACETICO Veiculo | FAQCH | FBuUCH INDO
DOSE (mg/kg, p.o.) 180 120 10
Numero de contorc¢des abdominais 44.842 9 13+1,5 27,746,7 | 18,8+2,8
(30 mln) == *k* * **k*
% Inibicao 80 37,9 58
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8.1.2 Teste de imersao da cauda

No teste de imersdo da cauda, o EACH (1g/kg, p.0.) ndo promoveu alteracdes na
laténcia ao estimulo téermico nos diferentes tempos em relacdo ao veiculo, diferente do o
controle positivo fentanil (50pg/kg, s.c.) que elevou significativamente a reatividade dos
animais ao estimulo térmico, principalmente nos tempos 30(18,7+£1,3 s), 60°(14,2+2,8 s) e
907(10,1+0,9 s) apos o tratamento, indicando que a antinocicep¢do promovida pelo EACH
ndo esta relacionada a mecanismos antinociceptivos de acao central (Figura 18 e tabela 8).
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Figura 18: Efeito do EACH (1g/Kg, p.0.) e do Fentanil (50ug/kg, s.c.) sobre a laténcia
em segundos induzida pela imersdo da cauda em agua quente (55°C+1°C) no teste de imerséo
da cauda. Os simbolos (e VEICULO, A FENTANIL ¢ m EACH) e barras verticais
representam as médias + erro padrdo da média das variacGes da laténcia em segundos 8
camundongos por grupo experimental (**p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes
do grupo tratado com veiculo).

Tabela 8: Médias + EPM da laténcia em segundos apresentados pelo EACH e pelo
fentanil no modelo de imersao da cauda em agua quente (55°C+1°C).**p< 0,01 e ***p<0,001
para n = 8 animais.

TESTE DE IMERSAO DA TRATAMENTOS/DOSE .
CAUDA Veiculo EACH Fentanil
(1g/kg, p.0) (50png/kg, s.c)
Tempos de mesuragdo(min) Laténcia (s)
-30 3,2+0,4 1,5+0,08 1,5+0,04
0 2,1+0,2 2,6+£0,5 2,6+0,5
30 3,1+0,4 3,4+0,5 18,741, 3***
60 2,740,2 4,3+0,5 14,242 8***
90 3,540,2 3,940,6 10,1+0,9**
120 4,0+0,6 3,6+0,5 4,7+0,7
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8.2 Avaliacédo da atividade motora -Teste do Rota-rod.

Considerando que os modelos utilizados na avaliacdo da antinocicepcdo sédo
dependentes de respostas motoras dos animais, no teste do rota-rod o EACH (1g/kg, p.o.)
ndo alterou o tempo de permanéncia no aparelho (60+0s) em relacdo ao veiculo
(59,75+0,25s) enquanto o grupo tratado com diazepan apresentou média de 24,63+7,3
segundos, indicando que o0 extrato aquoso ndo possui agdo depressora do sistema nervoso
central ou afeta a coordenacdo motora (Figura 19 e tabela 9).

BASAL 1h BASAL 1h BASAL 30

80+

o)
e

TEMPO (s)
3

VEICULO EACH DIAZEPAN
(1g/kg,p.o) (5mg/kg, i.p.)

Figura 19: Efeito do extrato aquoso de Cecropia hololeuca (EACH: 1g/Kg, p.0.) e do
diazepan (5 mg/kg, i.p.) no tempo de permanéncia dos camundongos na barra giratéria (12
rpm/méaximo de trés quedas), no teste do rota-rod. ***p<0,001 significativamente diferente do
grupo tratado com veiculo. As colunas e barras verticais representam a média + erro padrédo
da média (n=8).

Tabela 9: Médias + EPM do tempo de permanéncia na barra giratoria (12 rpm)
apresentados pelo EACH e pelo diazepan no teste do rota-rod. ***p<0,001 significativamente
diferente do grupo tratado com veiculo.

TRATAMENTOS
ROTA-ROD Veiculo EACH Diazepan
DOSE (1g9/kg, p.o.) (5 mg/kg, i.p)
PARAMETROS AVALIADOS
NUmero de quedas 0 0 3
Tempo de permanéncia (s) 59,75+0,25 s 60+0 s 24,63+7,3 ***
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8.3 Avaliacdo da atividade anti-inflamatdria
8.3.1 Teste da pleurisia induzida por carragenina

Para avaliar a atividade anti-inflamatdria foi realizado o modelo da pleurisia induzida
por carragenina., no qual a administracao oral do extrato aquoso de C. hololeuca, nas mesmas
doses utilizadas no teste de contorcGes induzidas pelo &cido acético (100, 300 e 1000 mg/kg)
produziu somente na maior dose do EACH reducéo significativa do numero de leucdcitos que
migraram para cavidade toracica (1,6+0,3x10%/mL leucdcitos), alcancando um percentual de
inibicdo de 50% quando comparados ao veiculo. Essa caracteristica efetividade anti-
inflamat6ria obtida com o EACH foi semelhante a apresentada pelo controle positivo
dexametasona, que inibiu 53,3% a migracdo de leucdcitos (Figura 20 e tabela 10).
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Figura 20: Efeito do EACH (100, 300 e 1000 mg/kg, p.o.) e da dexametasona (2
mg/kg, s.c.) no ndmero de leucdcitos que migraram para a cavidade pleural na pleurisia
induzida pela aplicacdo intratoracica carragenina. *p<0,05, significativamente diferentes do
grupo veiculo. As barras representam a média + erro padrdo da media de 8 camundongos.

Tabela 10: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de leucécitos
apresentados pelo EACH e pela DEXA no modelo de pleurisia induzida pela aplicacao
intratoracica carragenina. * p< 0,05, para n = 8 animais.

PLEURISIA INDUZIDA PELA TRATAMENTOS DEXA
CARRAGENINA Veiculo EACH (5.)
DOSE (mg/kg, p.0.) 100 300 1000 2
NGmero de leucéeitos (x10% mL) 3,0£0,3 | 2,7+0,5 | 2,1+0,3 | 1,6+0,3* | 1,5+0,3*
% Inibicao 50 53,3
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Posteriormente foram avaliados as fragdes aquosa (FAqQCH 60, 180 e 600 mg/kg, p.o.),
butanodlica (400mg/kg, p.o.) e a fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH) nas doses de 2,5
, 5 e 10mg/kg administrados por via oral. A fragdo aquosa inibiu a migracdo de leucdécitos de
forma dose dependente, com valores significativos a partir da menor dose (60mg/kg) e com
inibicio maxima de 85,4% (1,5+0,2 x10%/mL leucécitos). Esta mesma efetividade foi
observada na fracdo butandlica (2,9+0,4 x10%mL leucécitos) e no controle positivo
dexametasona (2,6+0,4) com inibicdes de 68,8% e 73,1%, respectivamente, em relacdo ao
veiculo (9,6+0,9x10%/mL leucécitos) (Figura 21 e tabela 11).
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Figura 21. Efeito da FAqCH (60, 180 e 600 mg/kg, p.o.), da FBuCH (400mg/kg, p.o.) e
da dexametasona (2 mg/kg, s.c.) no numero de leucdcitos que migraram para a cavidade
pleural na pleurisia induzida pela aplicagdo intratorcica carragenina. **p<0,01 e ***p<0,001,
significativamente diferentes do grupo veiculo. As barras representam a média £ E.P.M. de 8
camundongos.

Tabela 11: Médias £ EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de leucécitos
apresentados pela FAQCH, FBUCH e pela DEXA no modelo de pleurisia induzida pela
aplicacdo intratoracica carragenina. ** p< 0,01 e *** p<0,001, para n = 8 animais.

PLEURISIA TRATAMENTOS
INDUZIDA PELA ] DEXA
CARRAGENINA Veiculo FAqCH FBuCH (5.c)

DOSE (mg/kg, p.0.) 60 180 600 400 2

Nimero de 6,040,7 | 3105 | 1502 | 2,904 | 2,6+0.4
leucdcitos 9,6+0,9 — i —_ — -
(x10°% mL)

% Inibicéo 35,7 67,7 85,4 68,8 731
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No teste com a fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH), todas as doses testadas
(2,5, 5, e 10 mg/kg, p.o.) reduziram de forma semelhante a migracdo de leucdcitos para
cavidade pleural, com percentuais de inibigéo de 43,6%, 42,3% e 53,9%, respectivamente,
quando comparados ao veiculo (7,8+1,3x10°/mL leucdcitos), indicando que a efetividade anti-
inflamatdria méaxima pode ser obtida com a menor dose da FEFCH. Neste ensaio, o controle
positivo dexametasona que inibiu a migracdo de leucdcitos em 76,9% (1,8+0,3 x10%mL
leucdcitos) (Figura 22 e tabela 12).
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Figura 22: Influéncia do pré-tratamento com a FEFCH (2,5, 5 e 10 mg/kg, p.o.) e
dexametasona (2mg/kg, s.c.) no numero de leucécitos que migraram para cavidade pleural
(médias + erro padrdo da média) induzida pela aplicacdo intratoracica carragenina. **p< 0,01
e ***p<0,001, para n =8 animais.

(p.0.)

Tabela 12: Médias £ EPM e valores percentuais de inibicdo do nimero de leucécitos
apresentados pela FEFCH e pela DEXA no modelo de pleurisia induzida pela aplicacéo
intratoracica carragenina. **p< 0,01 e ***p<0,001, para n = 8 animais.

PLEURISIA INDUZIDA PELA TRATAMENTOS DEXA
CARRAGENINA Veiculo FEFCH (5.C.)
DOSE (mg/kg, p.0.) 2,5 5 10 2
NUmero de leucécitos 4.4+0,3 | 4,5+0,3 | 3,6%0,3 1,8+0,3
(XlOG/ mL) 7’811’3 *% *% *k Kk
% Inibicéo 43,6 423 53,9 76,9
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8.3.2 Modelo da artrite induzida pelo zimosan

Primeiramente, a avaliacdo do EACH (1g/kg, p.0) na artrite induzida por zimosan
reduziu significativamente o limiar nociceptivo, a formacdo de edema e a migracdo de
leucdcitos para a cavidade articular com percentuais de inibicGes significativos em relacdo ao
veiculo, ocorrendo 0 mesmo com o controle positivo dexametasona (Figura 23 e tabela 13).
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Figura 23. Efeito do EACH (1g/kg, p.o.) e da dexametasona (2mg/kg, s.c.) sobre a
variacdo da espessura da articulagdo (mm), variacdo do limiar nociceptivo (g) e migracao
leucocitaria (10%mL), induzida pela administracdo de zimosan intra-articular em
camundongos. As colunas e barras verticais representam as médias + erro padrdo da média de
n=10 (**p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do grupo tratado com veiculo).
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Tabela 13: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura
da articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de leucdcitos
(10%/mL) apresentados pelo EACH e pela DEXA no modelo de artrite induzida por
zimosan.**p< 0,01 e ***p<0,001, para n = 10 animais.

ARTRITE INDUZIDA TRATAMENTOS
POR ZIMOSAN Veiculo EACH DEXA (s.c.)
DOSE (mg/kg,Ap.o.) 1000 2
reses | PAMETRGS

Eo_lema Espessur?Adrii;tlculagéo 1,0+ 0,04 0,5;_;2,08 0,13*2,06

articular % Inibic&o 53 89
Von Frey nocicl_e}c)ntqil\(/ac: (Ag) 53+06 1’3*f*0’5 O’G*f*O’S

% Inibicao 76,1 88,6
I\/Iigra}gao IeucéNcgc:)T;e(rflgflmL) 11+03 0’4’:_;0’1 0’4’:_;‘0’1

de leucocitos % Inibigao 63.6 673

Posteriormente, no mesmo modelo foram testadas as fragdes aquosa (FAQCH, 180 e
600 mg/kg, p.o.) e butandlica (FBUCH, 400 mg/kg, p.o.). Na avaliacdo da atividade anti-
edematogénica observamos que somente a maior dose da FAqCH e a FBUCH foram capazes
de reduzir significativamente a variagdo na espessura da articulagdo, com percentuais de
inibicdo de 50% (0,5£0,1mm) e 70% (0,3£0,07mm) quando comparados ao veiculo
(1,0£0,2mm). O controle positivo dexametasona apresentou média de 0,2+0,05mm e inibigao
de 80,6%.

Resposta semelhante foi observada no teste de VVon Frey onde a redugéo significativa
na variacdo do limiar nociceptivo foi promovida pelas fracbes aquosa (600mg/Kg) e
butandlica (400mg/kg), e pelo controle positivo dexametasona, com médias de 4,3+0,2 g
(32,8%), 3,4+0,4 g (47%) e 2,3£0,2 g (64%), respectivamente, em relacao ao veiculo.

Na avaliagdo da atividade anti-inflamatdria os resultados obtidos mostraram que todas
as doses administradas destas fragdes foram capazes de inibir significativamente a migracéo
de leucdcitos para cavidade articular, em relacéo ao veiculo e semelhante a dexametasona. As
FAJCH (180mg/Kg), FAQCH (600mg/Kg) e FBUCH (400mg/kg) apresentaram médias de
3,0+1,0x10%/mL, 1,5+0,2x10*/mL e 1,6 +0,6x10"/mL e inibicdes de 65,9%, 82,9% e 81,9%,
respectivamente, em relacdo ao controle negativo (8,8+1,0x10*mL). Da mesma forma,
dexametasona inibiu 64,8% a migracao leucocitéria (3,0+1,0x10*/mL) (Figura 24 e tabela 14).
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Figura 24. Efeito da FAQCH (180 e 600 mg/kg, p.o0.), da FBUCH (400 mg/kg, p.o.) e da
dexametasona (2mg/kg, s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulacdo (mm), variacdo do
limiar nociceptivo (g) e migracdo leucocitaria (10%/mL), induzida pela administracdo de
zimosan intra-articular em camundongos. As colunas e barras verticais representam as médias
+ erro padrdo da média de n=10 (*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 significativamente
diferentes do grupo tratado com veiculo).
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Tabela 14: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura
da articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de leucdcitos
(10%/mL) apresentados pela FAQCH, FBUCH e pela DEXA no modelo de artrite induzida por
zimosan. *p<0,05, **p< 0,01 e ***p<0,001, para n = 10 animais.

MODELO DA ARTRITE TRATAMENTOS BEXA
INDUZIDA POR ZIMOSAN Veiculo FAQCH FBUCH (sc)
DOSE (mg/kg, p.o.) 180 | 600 400 2
PARAMETROS
TESTES AVALIADOS
Espessura da
Edema articulacio 10:01 | 0g+01 | 0°*0.1 | 030,07 10,2#0,05
articular (Amm)
% Inibicao 50 70 80
Limiar 4,3+0,2 | 3,420,4 | 24402
Von Frey | nociceptivo (Ag) 6,40,5 6,5£0,5 *x ikl ikl
% Inibicdo 32,8 47 64
. . NUumero de
Moo | s | oo | 00| 19202 1800 | 9520
. x10"mL
leucocitos 4 " ibicdo 659 | 82,9 81,9 64,8

Na investigacdo da atividade da fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH) nas doses
de 2,5, 10, 50 e 100 mg/Kg, p.o., esta produziu redugdes significativas da formacéo do edema,
na variagdo do limiar nociceptivo e na migracdo de leucdcitos apos a aplicagéo intra-articular
de zimosan, quando comparados aos seus respectivos veiculos.

Na atividade anti-edematogénica, avaliada através da variacdo da espessura articular,
apresentou percentual de inibicdo maximo de 47,4%, enquanto que o controle positivo
dexametasona inibiu em 82,9% a formacdo do edema, comparativamente ao veiculo
(1,8+0,1mm).

No teste de VVon Frey verificou-se a reducgéo significativa no limiar nociceptivo apenas
nas doses de 50 mg/kg (2,2+0,69) e 100mg/kg (2,5+0,3g), com percentuais de inibicdo de
66,2% e 61,7%, respectivamente, quando comparados ao veiculo (6,6+0,6g), com o controle
positivo produzindo inibicdo de 74,2%. Em conta-partida, na avaliacdo da atividade anti-
inflamatoria, todas as doses apresentaram inibicdo significativa na migracdo de leucdcitos e,
apesar da efetividade observada, as diferentes doses da FEFCH testadas ndo apresentaram um
comportamento dose-efeito, sugerindo que a resposta maxima pode ser obtida com dose de
2,5mg/kg (Figura 25 e tabela 15).

60



N
o
]

TE* -
=
<QE < 1.54 Kk
< = O *kk
% 12 1 fakeid *kk
N (<_E)~ 1.04]1 O
D3 O
a2 L
ﬁ (|:) 0.5+ > Kkk
X
% B
0.0-
8-
S T
2 6-
@)
e O
<2 =
Sao #]|>D
=8 O =
8 -] W *okk
- 0 a
0-
~ =h
—
£ T
T 4
w 5
o
o> 39
x 3 |3
w
s E 2410 -
\2 \8 ‘m ek Sokok Kkk
O
w
5 ]
25 10 50 100 2 mg/kg
FEFCH(p.0.) DEXA(s.c.)

Figura 25. Efeito da FEFCH (2,5, 10, 50 e 100 mg/kg, p.0.) e da dexametasona
(2mg/kg, s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulacdo (mm), variacdo do limiar
nociceptivo (g) e da migracéo leucocitaria (10*/mL), induzida pela administracdo de zimosan
intra-articular em camundongos. As colunas e barras verticais representam as médias + erro
padrdo da média de n=10 (***p<0,001 significativamente diferente do grupo tratado com
veiculo).
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Tabela 15: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura
da articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de leucdcitos
(10%/mL) apresentados pela FEFCH e pela DEXA no modelo de artrite induzida por zimosan.
***n<0,001, para n = 10 animais.

MODELO DA ARTRITE TRATAMENTOS
INDUZIDA POR . DEXA
ZIMOSAN Veiculo FEFCH (s.C.)
DOSE (mg/kg, p.0.) 2,5 10 50 100 2
Parametros
TESTES Avaliados
Espessura
da 1,3+0,1 | 1,1+0,1 | 1,0+0,1 | 0,9+0,1 | 0,3+0,1
Edema artlcula(;ao 1’8i0’1 ** *k*k *k*k *k*k *k*k
articular (Amm)
% Inibicao 27,4 36,6 44,6 47,4 82,9
Limiar
Von Frey | NOCICEpIivO | 6,6:06 | 49506 | 52:04 2,206 | 2,503 11,2205
(Ag)
% Inibicdo 66,2 61,2 74,2
. ~ NUmero de
Migracao - 1,1+0,1 1,5#0,3 | 1,0£0,2 | 1,1+0,2 | 0,7+0,1
gde 9 I(e L:JLCO?‘CItIE))S 47 110’5 ***k *k*k *k*k *k%k *k*k
L x10"m
leucocitos = 5 ihicao 73,2 62,4 743 724 | 841

Com o objetivo de isolar uma fracdo flavonoidica, novos ensaios fitoquimicos foram
realizados no IPPN-UFRJ com a fragdo enriquecida em flavonoides (FEFCH), originando
com o seu fracionamento duas novas amostras, uma livre de compostos fenolicos (SCH) e
uma fracdo flavonoidica (FFCH). De acordo com seus respectivos rendimentos foram
estipuladas as doses de 55 e 45mg/kg, respectivamente, para serem administrados por via oral,
nos testes de atividade bioldgica.

No modelo da artrite induzida por zimosan, a FFCH (45mg/kg, p.0.) mostrou-se
efetiva, inibindo significativamente a formacdo do edema, a nocicepgdo e a migragdo de
leucécitos para a cavidade articular, quando comparados ao veiculo, com percentuais de
inibicdo de 43,5%, 55,9% e 83,3%, respectivamente, e de forma semelhante ao controle
positivo dexametasona. Na amostra SCH ndo foram observados resultados significativos para
as atividades testadas neste modelo (Figura 26 e tabela 16).
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Figura 26: Efeito da SCH (55mg/kg, p.0.) e da FFCH (45 mg/kg, p.0.) e da
dexametasona (2mg/kg, s.c.) sobre a variacdo da espessura da articulacdo (mm), variacdo do
limiar nociceptivo (g) e da migracdo leucocitaria (10*mL), induzida pela administracio de
zimosan intra-articular em camundongos. As colunas e barras verticais representam as médias
+ erro padrdo de média de n=10 (**p<0,01 e ***p<0,001 significativamente diferentes do
grupo tratado com veiculo).
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Tabela 16: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura
da articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de leucdcitos
(10%/mL) apresentadas pela SCH, FFCH e pela DEXA no modelo de artrite induzida por
zimosan. **p<0,01 e ***p<0,001, para n = 10 animais.

MODELO DA ARTRITE TRATAMENTOS
INDUZIDA POR ZIMOSAN Veiculo SCH FFCH DEXA (s.c.)
DOSE (mg/kg, p.o.) 55 45 2
PARAMETROS
TESTES AVALIADOS
Espessura da
; ~ 1,2+0,09 0,9+0,08
Edema articulacéo 2,3+0,2 2,510,1 e e
articular (Amm)
% Inibicao 43,5 60,8
Limiar 2,7£0,5 3,1+0,6
Von Frey nociceptivo (Ag) 5,90,4 4,820,7 ** **
% Inibicdo 55,9 49,2
Migracéo NuUmero de 1,4+0,3 1,740,5
de leucécitos (x10%) 7.8£14 8,8+1,6 Fekek ok
leucdcitos % Inibicao 83,3 78,2

Com base em relatos da literatura, uma vez que ndo houve material suficiente para
calcular o rendimento dos flavonoides isolados estipulamos a dose de 30 mg/kg para testar a
atividade bioldgica da rutina (MARIANO, 2017).

A administracdo da rutina (30 mg/kg, p.o.) produziu antinocicep¢édo através da efetiva
reducédo da reatividade promovida pelo zimosan no teste de VVon Frey, diminuiu o didmetro da
articulacdo fémur-tibial se evidenciando atividade anti-edematogénica, bem como inibiu a
migracdo de leucdcitos para a cavidade articular, indicando a presenca de propriedades anti-
inflamatorias neste composto, com percentuais de inibi¢cdes significativos em relacdo ao
veiculo e sendo observado o mesmo com o controle positivo dexametasona (Figura 27 e

tabela 17).
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Figura 27: Efeito da Rutina (30 mg/kg, p.o) sobre a variacdo da espessura da articulacao
(mm), variacéo do limiar nociceptivo (g) e da migracdo leucocitaria (x10%/ml), induzida pela
administracdo de zimosan intra-articular em camundongos. As colunas e barras verticais
representam as medias + erro padrdo da média de n=10 (*p<0,05, ** p<0,01 e ***p<0,001
significativamente diferentes do grupo tratado com veiculo).
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Tabela 17: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura
da articulacdo (mm), da variacdo do limiar nociceptivo (g) e do nimero de leucdcitos
(10%/mL) apresentados pela rutina e DEXA no modelo de artrite induzida por zimosan.
(*p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001, para n = 10 animais.

MODELO DA ARTRITE INDUZIDA TRATAMENTOS
POR ZIMOSAN Veiculo Rutina DEXA (s.c.)
DOSE (mg/kg, p.o.) 30 2
PARAMETROS
TESTES AVALIADOS
Espessura da 1,2+0,2 0,3+0,1
alfggm:r articulacdo (Amm) 2,120,2 *x ool
% Inibicéo 42,9 85,7
_ L|m_|ar 8,6+0.6 6,5f0,4 2,3&2,3
Von Frey nociceptivo (Ag)
% Inibicao 24,4 67,4
. n NUumero de 4,0£0,5 0,9+0,2
Migragao leucécitos (x10%) 7,820,9 Hokok Hokok
de leucocitos % Inibicao 487 88,4
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8.4 Avaliacdo do mecanismo de acéo
8.4.1 Determinacdo da concentracéo articular de TNF-a.

A administracdo intra-articular de zimosan induziu um aumento significativo da
espessura articular (1,1+0,08 mm) e da concentracdo articular de TNF-a (146,5£21,5 pg/g de
tecido) quando comparado ao grupo salina (0,3£0,06 mm e 61,4+9,3 pg/g de tecido,
respectivamente).

O pre-tratamento por via oral com 0 EACH (1000 mg/kg), com a rutina (30 mg/kg) ou
com o controle positivo dexametasona (2 mg/kg, s.c.) produziu uma reducéo significativa no
edema articular duas horas apos a aplicacdo intra-articular de de zimosan, apresentando
percentuais de inibicdo de 57,1% (0,5+0,07mm), 40% (0,6+£0,1mm) e 62,9% (0,4+0,1mm),
respectivamente, quando comparados ao veiculo. Adicionalmente os animais tratados com
EACH e rutina inibiram o aumento de TNF-a articular induzida pelo zimosan em 36,2%
(93,4+17,4 pglg) e 43,5% (82,8+5,3 pg/g), respectivamente. Da mesma forma, o controle
positivo dexametasona reduziu a concentragdo articular de TNF- o em 76,4+3,3 (47,8%)
(Figura 28 e tabela 18).
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Figura 28: Efeito do EACH (1000 mg/kg, p.o.) e da rutina (30 mg/kg, p.o) sobre a
variacdo da espessura (mm) e a concentragdo de TNF-a (pg/g) articular induzida por zimosan
em camundongos. As colunas e barras verticais representam as medias + erro padrdo da
média de n=8-9. ### p<0,001 quando comparado ao grupo salina. *p<0,05 e ** p<0,01
guando comparado ao grupo veiculo.
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Tabela 18: Médias + EPM e valores percentuais de inibicdo da variacdo da espessura da
articulagdo (mm) e da concentracdo de TNF-a (pg/g) apresentados pelo EACH, rutina e
DEXA no modelo de artrite induzida por zimosan. ### p<0,001 quando comparado ao grupo
salina e *p<0,05 e ** p<0,01 quando comparado ao grupo veiculo, para n = 8 a 9 animais.

TRATAMENTOS
MODELO DE ARTRITE . _
INDUZIDA POR salina Veiculo EACH | Rutina | DEXA
ZIMOSAN (p-0.) (p.0.) (p.0.) (s.C.)
DOSE (mg/kg) 1000 30 2
Testes Parametros
Avaliados
Espessura da
Edema articulacéo 0,3+0,06 1'%2'08 0’5:—'*9’07 0,6+0,1 0"!59’1
articular (Amm)
% Inibicdo 57,1 40 62,9
Concentragao
TNE. (pglg de 61,4493 146,?;21,5 93,4+0,2 | 3,4+04 | 2,4%0,2
¢ tecido)
% Inibicéo 328 47 64
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9. DISCUSSAO

A pesquisa de propriedades farmacoldgicas de produtos naturais, bem como o
melhoramento dos métodos de triagem farmacologica, tem permitido a descoberta de
substancias farmacologicamente ativas, com importantes aplicacbes tanto na area
experimental como na identificacdo de principios ativos de interesse terapéutico (PERAZA et
al., 2007).

Neste contexto, 0 método de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético tem
particular interesse na investigagdo de substancias com potencial analgésico de natureza
central ou periférica. Apresenta-se como um modelo de dor visceral com caracteristica
marcante de baixa especificidade, uma vez que as contor¢cdes abdominais podem ser
suprimidas por diversos mecanismos de acdo antinociceptiva, bem como por agentes ndo
analgésicos, como agentes miorrelaxantes (COUTO et al., 2011). E considerado um método
de avaliacdo geral e nédo seletivo tendo em vista que a irritacdo local produzida pela injecéo
intraperitoneal do &cido acético provoca a liberacdo de uma variedade de mediadores, tais
como a substéncia P, bradicinina, prostaglandinas, principalmente PGE; e PGI,, e as citocinas
pré-inflamatorias, entre elas IL-1, IL-6, IL-8 € TNF-a (PINHEIRO et al., 2011).

Desta forma, por ser frequentemente utilizado como um modelo de triagem para
compostos potencialmente antinociceptivos, o teste de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético foi utilizado para iniciar a investigacdo da atividade antinociceptiva do extrato
aquoso da Cecropia hololeuca.

Inicialmente, para os testes com o EACH no modelo de contor¢cdes abdominais
induzidas pelo &cido acético foram estabelecidas as doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, p.o.
Como esperado, de acordo com os relatos etnobotanicos de atividade anti-inflamatéria para as
espécies do género Cecropia, 0s resultados mostraram que o EACH foi capaz de produzir
uma reducdo dose-dependente no ndmero de contor¢des abdominais induzidas pelo &cido
acetico, sendo significativo nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg e permitindo o calculo da
dose inibitéria 50% (DI50) que foi igual a 190 mg/kg. O efeito antinociceptivo dose-
dependente do EACH sugere a especificidade farmacologica do extrato para atividade
antinociceptiva.

Posteriormente, no mesmo modelo de contor¢bes abdominais induzidas pelo acido
acetico foram testadas as fracdes butandlica (FBUCH) e aquosa (FAQCH) nas doses de 120
mg/kg, p.o. e 180 mg/kg, p.o., respectivamente. Estas doses foram estipuladas considerando
seus respectivos rendimentos e a dose de 300 mg/kg, pois esta dose produziu percentual de
inibicio maximo nos testes com o EACH. O fracionamento do EACH rendeu
aproximadamente 40% da FBuUCH e 60% da FAqCH (Figura 30 - fluxograma). A parti¢cdo do
EACH em n-butanol objetivou formar uma fracdo organica rica em compostos fendlicos
(FBUCH) com a atividade antinociceptiva semelhante a observada no extrato de origem, o que
foi comprovado pela reducéo significativa no nimero de contor¢bes abdominais e percentual
de inibicdo de 37,9%. Contudo a fracdo aquosa residual (FAqQCH 180 mg/kg, p.o.), também
produziu efeito antinociceptivo significativo. Este resultado sugere que a FAQCH também
possua substancias biologicamente ativa com atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria
comprovada, no entanto, novos ensaios farmacoldgicos e fitoquimicos seriam necessarios
para comprovar essa hipotese e identificar possiveis compostos ativos.

Resposta semelhante foi produzida pelo controle positivo indometacina, um anti-
inflamatoério ndo-esteroidal inibidor ndo seletivo da enzima cicloxigenase, uma importante
enzima envolvida na sintese de PGE,, mediador responsavel pela sensibilizacdo de
nociceptores e inducdo da hiperalgesia inflamat6ria (BRUNTON et al., 2012).

Apos evidenciar a reducdo do comportamento nociceptivo através do modelo de
contor¢Bes abdominais, a efetividade antinociceptiva do EACH foi confirmada atraves da
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avaliacdo da capacidade motora dos animais utilizando o teste do rota-rod. O emprego desse
modelo é uma pratica comum nos testes farmacolégicos para identificacdo de compostos com
propriedades antinociceptivas, uma vez que estes testes sdo baseados em respostas
comportamentais que dependem de atividade motora. Dessa forma, drogas que reduzam a
atividade motora podem reduzir o comportamento nociceptivo sem produzir efeito
antinociceptivo (PINTO et al., 2012).

No teste do rota-rod, o pré-tratamento dos animais EACH (1 g/kg, p.0.) ndo modificou o
numero de quedas e nem o tempo de permanéncia dos camundongos no rota-rod, fazendo um
contraponto ao controle positivo diazepan (5 mg/kg, i.p.). Esse resultado exclui efeitos
depressores sobre o sistema motor e/ou sistema nervoso central, reforgcando os dados que
sugerem o efeito antinociceptivo do EACH.

O teste de imersdo da cauda permite avaliar atividade de substancias presentes em
extratos vegetais ou isolados a partir deles e de compostos sintéticos, cujos mecanismos
antinociceptivos assemelham-se aos promovidos pelos analgésicos opioides. O aumento do
tempo de reacdo € considerado como um importante pardmetro sugestivo de atividade
antinociceptiva central, caracterizado por nocicepgdo aguda nao-inflamatéria (SILVA et al.,
2013). Em nossos experimentos a administracdo de EACH (1 g/kg, p.0.) ndo alterou o tempo
de laténcia ao estimulo térmico representada pelo movimento de retirada da cauda, diferente
do controle positivo fentanil que aumentou a laténcia ao estimulo térmico. Este
comportamento sugere que o a atividade antinociceptiva promovida pelo EACH néo envolve
mecanismo de acdo central, semelhantes aos analgésicos opioides.

Estes resultados observados com o extrato e frag6es de C. hololeuca assemelham-se aos
resultados obtidos por Pérez-Guerrero e colaboradores (2001) onde extrato aquoso de C.
obtusifolia promoveu um efeito significativo na reducéo da nocicepgéo induzida por estimulos
quimicos, no teste de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acetico, contudo néo
alterou o tempo de retirada ou lambedura da pata no teste do hot-plate, sugerindo efeito
analgesico periférico.

O mesmo comportamento foi observado na avaliacdo da atividade antinociceptiva e
anti-inflamatoria do extrato metandlico de Cecropia pachystachya, outra espécie do género
Cecropia, que inibiu significativamente nimero de contor¢cBes abdominais induzidas pelo
acido aceético. Segundo os autores, a andlise cromatografica deste extrato, previamente
descrita por Costa e colaboradores (2011), identificou a presenca das flavonas orientina,
isoorientina e &cido clorogénico, compostos com atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria
reconhecida, que poderiam justificar as respostas promovidas pelo extrato (ARAGAO et al.,
2012).

Em estudos com o extrato das folhas de Musanga cecropioides, uma espécie de planta
medicinal pertencente a mesma familia do género Cecropia (Urticaceae), foi observado
reducdo dose-dependente do numero de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético
de forma semelhante a resposta promovida pele EACH. O autor justifica que estes resultados
estariam relacionados a um possivel mecanismo analgésico periférico envolvendo acdo direta
em nociceptores, inibicdo direta da acdo de prostaglandinas ou inibicdo da sintese de
prostaglandinas por reducéo da atividade da cicloxigenase (SOWEMIMOA et al., 2015).

Em estudo desenvolvido por Filho e colaboradores (2008), a quercetina inibiu de forma
dose-dependente o comportamento nociceptivo induzido pela administragéo intraperitoneal de
acido acético, no modelo de contor¢Ges abdominais. A quercetina é um importante flavonoide
encontrado na natureza, extensivamente estudado devido a seus efeitos biol6gicos e sua
estrutura quimica corresponde a aglicona precursora da rutina, um dos flavonoides
identificados na anélise fitoquimica de Cecropia hololeuca.

O tratamento com o extrato aquoso de Cecropia hololeuca e suas fracGes aquosa e
organica sugerem que 0 mecanismo antinociceptivo destes compostos pode estar relacionado
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com uma diminuicdo da sintese de mediadores inflamatdrios em tecidos periféricos ou por
bloqueio direto de seus receptores, 0 que resulta em um efeito antinociceptivo. Além disso,
essa atividade poderia ser causada por um aumento do limiar nociceptivo ou por interrup¢éo
na transmissé&o do estimulo da dor a fibra nervosa (OZKAY et al., 2013).

A prostaglandina pode ser um dos mediadores inflamatérios periféricos com sinsete ou
acao inibidos pelo EACH, uma vez que o extrato inibiu significativamente o ndmero de
contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, que tem sido associado a nocicepcao
mediada por PGE; e PGIl, (SULAIMAN et al., 2009, LE BARS et al., 2001). Outros
mediadores inflamatdrios podem estar envolvidos nos efeitos antinociceptivos promovidos
pelo EACH no modelo de contorg¢des induzidas pelo acido acético, tais como TNF-a, IL-1B ¢
IL-8. Estudos demonstram que esses mediadores sdo liberados na cavidade peritoneal por
macrofagos residentes ou mastdcitos estimulados pela administragdo intraperitoneal de &cido
acetico (YIN et al., 2016). Entretanto, como o método de contor¢Bes abdominais induzidas
pelo acido acético é pouco especifico, sempre sdo necessarios Novos ensaios para confirmar e
determinar os possiveis mecanismos envolvidos com a antinocicep¢do obtida neste extrato e
fracdes (OZKAY et al., 2013).

Considerando os resultados obtidos no modelo de contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético, bem como a inexisténcia de efetividade do EACH no modelo de imersédo
da cauda, levantamos a hipotese de que a atividade antinociceptiva do EACH estaria
relacionada a propriedades anti-inflamatorias. Para investigar esta proposta, o0 EACH foi
avaliado utilizando o teste da pleurisia induzida por carragenina.

Pleurisia € uma inflamacdo da pleura parietal que geralmente resulta em dor pleuritica
e tem uma variedade de causas provaveis. A carragenina, membro da familia de
polissacarideos naturais derivados de certas espécies de algas vermelhas (Rhodophyta), foi
extraido pela primeira vez em 1837 e hd muito tempo € utilizado pela industria alimenticia
como agente formador de gel para processamento de alimentos. Essa classe de polissacarideos
pode causar efeitos bioldgicos adversos para 0 organismo, como incitar a resposta imune
indesejada e inibir a coagulacdo sanguinea (LIU et al., 2015).

A aplicacdo de carragenina no espaco pleural conduz a pleurisia, caracterizada pela
infiltragdo de polimorfonucleares (PMN), extravasamento de proteinas vasculares no sitio
inflamatério e lesdo pulmonar (FRODE et al., 2002). O lavado pleural dos animais
submetidos a esta inflamagdo apresenta um aumento na concentracdo de mediadores pro-
inflamtorios, por isso, modelos animais de pleurisia induzida por carragenina tém sido
amplamente utilizada para investigar a fisiopatologia da inflamagdo aguda e também avaliar a
eficacia de diferentes tipos de drogas, farmacos e plantas medicinais no controle da
inflamagéo (CUZZOCREA et al., 2003).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pelo teste da pleurisia corroborou o0s
resultados anteriores que indicavam envolvimento de mecanismos anti-inflamatérios na
atividade antinociceptiva observada no teste de contor¢des abdominais. Tanto o EACH como
as fracbes organica (FBUCH) e aquosa (FAQCH) promoveram reducdo significativa no
nimero de leucocitos que migraram para cavidade pleural. Contudo, alguns pontos
importantes diferiram em relacdo aos dois modelos, de contor¢do abdominal e pleurisia.
Primeiramente, entre as doses de EACH testadas (100, 300 e 1000 mg/kg, p.0.), apenas a dose
de 1000 mg/kg, p.o., foi capaz de inibir significativamente a migracdo de leucécitos para
cavidade pleural em relacdo ao veiculo e de forma semelhante ao controle positivo
dexametasona. Esse resultado exigiu que a dose de 1000 mg/kg do EACH fosse considerada
para o calculo das doses das FBUCH e FAQCH (Dose da FBUCH = 1000 mg/kg x 40%
(rendimento da massa) = 400 mg/kg e a dose da FAqQCH= 1000 mg/kg x 60% (rendimento da
massa)=600 mg/kg). Ambas as frages foram efetivas em inibir significativamente a resposta
inflamatoria induzida pela carragenina, reduzindo a migracdo de leucocitos para cavidade
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pleural. No caso da FAQCH, ainda estipulamos mais duas doses para teste, de 60 e 180 mg/kg,
p.0. e, neste caso, podemos observar um comportamento dose-dependente apresentando
atividade anti-inflamatéria significativa em todas as doses testadas.

No teste da pleurisia caminhamos mais um nivel no fluxograma do estudo dos
compostos isolados da C. hololeuca, ao testar a fragdo enriquecida em flavonoides (FEFCH).
Devido a pouca massa para o ensaio com a FEFCH nao foi respeitado o rendimento da fracéo
e as doses estabelecidas foram 2,5; 5 e 10 mg/kg, p.o. As trés doses demonstraram atividade
anti-inflamatoria importante com percentuais de inibicdo significativos e semelhantes,
indicando que efetividade maxima desta fracdo no teste da pleurisia induzida por carragenina
foi alcangada com a dose de 2,5 mg/kg, p.o.

Nossos resultados sdo corroborados pelos ensaios conduzidos por Miuller e
colaboradores (2016-A), onde a avaliagdo do comportamento do extrato aquoso de Cecropia
glasiovii, uma espécie do género Cecropia, no modelo de pleurisia induzida por carragenina
mostrou que a administragdo deste extrato promoveu atividade anti-inflamatéria in vivo
pronunciada, caracterizada pela inibicdo do influxo de leucécitos para cavidade pleural, pela
reducdo na concentracdo TNF-a e IL-1p na cavidade pleural e pela diminuig¢ao na capacidade
do neutrofilo infiltrar-se no parénquima pulmonar.

Em outro ensaio desenvolvido pelo mesmo grupo no modelo de pleurisia induzida por
carragenina, mas desta vez testando o extrato aquoso e uma fracdo enriquecida em
flavonoides extraido de Cecropia pachystachya, os resultados forneceram evidéncias de efeito
anti-inflamatério dos dois compostos, demonstrado pela diminuicdo nitrito e nitrato
(metabdlitos do Oxido nitrico), pela inibicdo de IL-1pB, IL-6 € TNF-o e pela redugdo a
migracdo de leucocitos para o local da inflamagdo. A analise cromotografica da fracdo
enriquecida em flavonoides (CLAE) permitiu a identificacdo dos flavonoides C- glicosil,
orientina, isoorientina e isovitexina, como 0s principais compostos presente nesta fracdo, o
que segundo a autora pode ter contribuido para os efeitos observados (MULLER, 2016-B).
Em nossos experimentos, a analise fitoquimica da FFCH também demonstrou a presenca de
isoorientina e isovitexina.

Em avaliacdo experimental do perfil farmacolégico Macrosiphonia longiflora,
desenvolvida por da Silva e colaboradores (2014), extrato hidro-etandlico desta espécie
diminuiu significativamente a formacdo do exsudato pleural e o nimero de leucdcitos que
migraram para cavidade pleural, no modelo de pleurisia induzida por carragenina. A avaliacdo
do extrato bruto, das fracGes butanodlica e aquosa, e da rutina isoladas no estudo fitoquimico
da llex paraguariensis, demonstrou atividade anti-inflamatoria através da reducdo da
migracdo de neutrofilos para o exsudato pleural e da reducéo da atividade da mieloperoxidase
no modelo da pleurisia induzida por carragenina (LUZ et al., 2016).

Nossos resultados sdo semelhantes aos observados na avaliagdo do potencial anti-
inflamatdrio de Polygala molluginifolia. O extrato bruto e fracBes isoladas desta espécie, no
modelo da pleurisia induzida por carragenina, diminuiram a migracdo de neutréfilos, bem
como, a concentracdo de exsudato pleural e a ativacdo de neutrofilos pela reducdo da
atividade da mieloperoxidase. Adicionalmente inibiram a formacdo adenosina-deaminase, a
concentracdo de Oxido nitrico e a producdo de TNF-o e IL-1p no exsudato. A rutina,
flavonoide identificado na analise fitoquimica da espécie, apresentou resultados semelhantes
nos testes realizados, porém ndo inibiu a formacdo do 6xido nitrico no exsudato. No mesmo
estudo, a rutina apresentou importante inibicdo da ativacdo de NF-kB que foi diretamente
relacionada a diminuicdo da concentragdo de TNF-a e IL-1P no exudato (ARRUDA-SILVA
etal., 2014).

A hipdtese provavel para reducdo da migracdo de neutrofilos promovida por EACH,
FBUCH, FAqCH e FEFCH no modelo da pleurisia é a inibicdo de mediadores inflamatérios
produzidos pela aplicacdo intra-toracica de carragenina. Mediadores lipidicos, como
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prostaglandinas e leucotrienos, e citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 estdo envolvidos na
inducdo da pleurisia induzida por carragenina. Estes mediadores promovem actmulo de
neutrofilos e células mononucleares, ativam células endoteliais (FRODE et al., 2001) e
promovem o extravasamento plasmatico que contribui para a formacdo de exsudatos pleurais,
atingindo seu pico quatro horas apés a administracdo do agente flogistico (MENEGAZZI et
al., 2008).

O recrutamento de células polimorfonucleares da circulacdo para o tecido inflamado
exerce uma fungdo fundamental na destruicdo e remodelamento do tecido lesado
(IMPELLIZZERI et al., 2011). Além disso, os macréfagos participam da progressao da
pleurisia experimental, produzindo citocinas pré-inflamatorias, como o TNF-a e a IL-18
CRISAFULLLI et al., 2010). Evidéncias experimentais tém sugerido claramente que NF-xB
desempenha um papel central na regulacdo de um grande nimero de genes responsaveis pela
geracdo de mediadores ou proteinas na inflamagdo pulmonar aguda induzida por carragenina,
tais como TNF-a, IL-13, INOS e COX-2 (IMPELLIZZERI et al., 2011). Portanto, também é
possivel que a atividade anti-inflamatdria produzida pelo extrato aquoso e pelas fracdes
isoladas de Cecropia hololeuca no teste da pleurisia tenha ocorrido em funcéo dos efeitos
inibitérios da ativacdo de NF-xB, porém exigiriam investigacdes complementares para
comprovar esta hipétese.

A diminuicdo da migracdo de neutrofilos também esta relacionada a inibicdo da
adenosina-deaminase, uma enzima presente em grandes quantidades no citoplasma de
neutrofilos e diretamente envolvida no processo inflamatério. A inibicdo dessa enzima
promove 0 aumento da adenosina, um autacOide com reconhecida atividade anti-inflamatoria
no pulméo (BLACKBURN et al., 2009). Segundo Favacho e colaboradores (2011), a inibicdo
da migracdo de leucdcitos pode ocorrer devido & supressdo da producdo de substancias
quimiotaticas e/ou inibicao da expressao de moléculas de adesao.

Neste contexto, considerando os resultados obtidos com o extrato e fragcbes da
Cecropia hololeuca e os relatos descritos em estudos utilizando o modelo da pleurisia em
outras espécies do género, acreditamos que o mecanismo inflamatério observado, embora
ainda nao elucidado, esteja relacionado a inibicdo destes mediadores inflamatérios ou
quimiotaticos por um ou mais flavonoides identificados na fragao flavonoidica (FFCH).

Apos as avaliacdes das atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria através dos testes
das contorcdes abdominais e da pleurisia, cujos resultados revelaram o potencial fitoquimico
da Cecropia hololeuca, para o prosseguimento do estudo, direcionando o isolamento e a
identificacdo de fracbes e compostos ativos, se considerou a implementacdo de testes
adicionais.

A imprescindivel necessidade de reducéo do nimero de animais a serem utilizados nos
experimentos, bem como a pequena quantidade (massa) de material fitoquimico disponivel e
fornecido, exigiu a busca de uma forma mais parcimoniosa da utilizacdo de recursos. Ocorreu
assim a escolha e a padronizagdo no Laboratdrio de Inflamacdo do DCFis do modelo de artrite
induzida por zimosan (PINTO et al., 2010), que permitiu avaliar em um Unico modelo, a
efetividade do material a ser testado sobre trés importantes eventos do processo inflamatério:
a formacdo do edema (atividade anti-edematogénica), a nocicepcdo (atividade
antinociceptiva) e a migracdo de leucdcitos (atividade anti-inflamatdria), proporcionando
assim, beneficios cientificos, bioéticos e econémicos.

Além disso, se considerou a importancia crescente da artrite a cada ano, na medida em
que observamos uma tendéncia de envelhecimento na populacdo com consequente acréscimo
de populagéo idosa quando comparado a populagdo jovem, aumentando seu impacto na satde
publica, com a subsequente sobrecarga econdmica nos sistemas de salde de praticamente todo
o0 mundo (LAIRES, 2011).
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A artrite aguda induzida por zimosan em camundongos foi primeiramente descrita por
Keystone, em 1977. Os mecanismos que medeiam o reconhecimento e a fagocitose do
zimosan in vivo sdo complexos e os fagécitos, incluindo mondcitos, macréfagos e células
dendriticas, expressam receptores que estdo implicados na resposta celular ao zimosan. In
vivo, tem servido como modelo para estudo da resposta imune inata, porque é capaz de
estimular a producdo de citocinas inflamatorias e podem ativar o sistema complemento na
auséncia de imunoglobulinas. Modelos experimentais de artrite induzida por zimosan em
joelhos demonstram aumento da permeabilidade vascular promovendo edema local, migracéo
celular com predominéancia de polimorfonucleares e nocicepgdo (FRASNELLI et al., 2005).

A aplicacdo intra-articular de zimosan resulta em resposta inflamatoria intensa, com
infiltracdo de neutrdfilos, extravasamento plasmatico, aumento dos niveis de 6xido nitrico e
da hipernocicep¢do mecénica. O edema induzido por zimosan é significante j& na primeira
hora e amplificado durante a terceira e quarta hora ap6s a aplicagdo, a hipernocicepc¢édo
mecanica atinge seu pico quatro horas ap6s a inducdo da artrite e o influxo celular de
leucocitos encontra valores maximos na sexta hora (CHAVES et al., 2011). Em modelos
experimentais de inflamac&o articular verificou-se que as primeiras células que migram para a
articulacdo sao os neutréfilos (BOMBINI et al, 2004).

Na avaliagdo com o modelo de artrite induzida por zimosan, além de avaliar EACH,
FAQCH, FBUuCH e FEFCH como nos modelos de contorcdo e pleurisia, progredimos mais
duas etapas no estudo bioguiado da Cecropia hololeuca ao testar as fracdes isoladas de
FEFCH (FFCH e SCH) e também a rutina, flavonoide identificado no estudo fitoquimico da
desta espécie. As doses estipuladas seguiram 0s seguintes critérios:

e EACH foi avaliada apenas na dose de 1 g/kg, p.o., pois foi a Gnica dose a inibir
significativamente a migracdo de leucdcitos no teste da pleurisia.

e FAQCH nas doses de 180 e 600 mg/kg, p.o., foram as mais significativas no
teste da pleurisia.

e FBUCH na dose de 400 mg/kg, p.o., como no teste da pleurisia.

e FEFCH no teste da pleurisia foi avaliada nas doses de 2,5, 5, e 10 mg/kg, ndo
respeitando o rendimento devido a quantidade reduzida de massa. Apesar disso
mostraram importante atividade anti-inflamatéria e foram repetidas para o
modelo de artrite voltando a reproduzir as mesmas efetividades. Contudo os
resultados da avaliagdo do edema apesar de significativo ndo foram téo
expressivos e no teste de Von Frey ndo inibiram significativamente a
nocicepcado induzida pelo zimosan. Por isso foram adicionadas as doses de 50 e
100 mg/kg.

e FFCH e SCH nas doses de 45 e 55 mg/kg, respectivamente, de acordo com o
rendimento e os resultados obtidos pela dose de 100 mg/kg da FEFCH (FFCH
= 45% x 100= 45 mg/kg e SCH=55% x 100= 55 mg/kQ).

¢ Rutina foi avaliada na dose de 30 mg/kg, p.o., seguindo dados da literatura

(MARIANO, 2017). A mesma dose de rutina foi usada para avaliar a concentracao

de TNF-a intra-articular, juntamente com o EACH (1g/kg, p.0).

Os resultados do presente estudo evidenciaram que quase todos 0s compostos obtidos
a partir do fracionamento do extrato da Cecropia hololeuca (EACH) demonstraram ser
capazes de inibir a formacdo do edema articular, a nocicepcdo e a migracdao de neutrofilos
induzidas pela administracdo intra-articlular do zimosan, em pelo menos uma das doses
testadas. A Unica excecdo, ocorreu com o composto SCH (55 mg/kg, p.o.), isolado a partir da
fracdo enriquecida em flavonoides (FEFCH), que ndo apresentou qualquer evidéncia de
inibigdo significativa para as atividades avaliadas. Na avaliacdo do mecanismo de agdo 0s

74



animais tratados com EACH (1g/kg, p.o) e rutina (30 mg/kg, p.o) inibiram o aumento de
TNF-a articular induzida pelo zimosan.

Nossos resultados demonstram a importdncia do modelo de artrite induzida por
zimosan na pesquisa da atividade anti-inflamatdria e sdo semelhantes aos encontrados por
Oliveira e colaboradores (2015), que avaliaram a atividade anti-edematogénica,
antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato acetato de etila da polpa de fruta de Caryocar
coriaceum no mesmo modelo. Os autores demonstraram que administracdo de diferentes
doses do extrato diminuiram a formacdo do edema, a incapacidade articular (nocicepcéao) e a
migracdo de neutrofilos induzidas pela administracdo intra-articular do zimosan. A
nocicepcdo foi avaliada pelo teste de incapacitagdo articular que considera que a nocicepgéo é
proporcional ao tempo que o animal permanece com a pata suspensa apds a aplicacdo do
agente inflamatorio (TONUSSI & FERREIRA; 1992). Adicionalmente, mostraram que 0
extrato foi capaz de diminuir a concentracdo da mieloperoxidase no liquido sinovial, uma
enzima presente no neutrofilo e com um importante papel no dano tissular durante o processo
inflamatorio, e diminuir a concentracdo de TNF-a ¢ COX-2 no tecido sinovial por
imunohistoquimica sugerindo que a inibicdo destes mediadores, poderiam responder pelas
atividades promovidas pelo extrato.

O mesmo foi observado na avaliagdo do efeito anti-inflamatorio de extrato
hidroalcoolico das folhas Schinus terebinthifolius que no mesmo modelo de artrite, promoveu
reducdo na espessura da articulacdo (formagdo do edema) e diminui¢do do influxo de
neutrofilos para cavidade articular. Além disso, a andlise do liquido sinovial por ELISA
mostrou que o extrato de S. terebinthifolius inibiu as interleucinas sinoviais IL-6, IL-1pB e
TNF-a e a quimiocina CXC ligante (CXCL1/KC), que possuem um importante papel na
migracgdo de neutrdfilos (ROSAS et al., 2015).

Garcia e colaboradores (2010) demonstraram que o extrato etandlico de Echinodorus
grandiflorus inibiu significativamente a formacédo do edema de pata induzido pela aplicagdo
intra-plantar de carragenina, avaliados com auxilio de um pletismémetro. Segundo o estudo
essas atividades estariam relacionadas a acdo da isovitexina e da isoorientina, separada ou
sinergicamente com outros compostos isolados como diterpenos ou &cido trans-aconitico. A
isovitexina e isoorientina, flavonoides identificados por cromatografia liquida de alta-
eficiéncia (CLAE) na analise fitoquimica do extrato etandlico Echinodorus grandiflorus
também foram identificadas em nossos estudos com a FFCH de C. hololeuca.

Experimentos com extrato metandlico das partes aéreas de Hypericum scabroideses
produziram atividade anti-edematogénica significativa em modelo de edema de pata induzida
por carragenina. A analise fitoquimica do extrato metanolico desta espécie revelou a presenca
compostos fendlico isoquercitrina, rutina e acido clorogénico que, segundo os autores,
poderiam estar envolvidos nas atividades observadas (MANSOUR et al., 2014).

Em relagdo a rutina especificamente, diversos estudos tem relatado seus efeitos
farmacologicos, incluindo a atividade anti-oxidante, citoprotetora, anticarcinogénica,
cardioprotetora e anti-inflamatéria (GANESHPURKAR & SALUJA, 2017). Em relagdo a
atividade anti-inflamatoria alguns estudos corroboraram nossos resultados.

Guardia e colaboradores (2001), avaliaram o efeito da rutina na fase aguda e cronica
da formacdo do edema. A rutina administrada uma vez ao dia durante 30 dias foi capaz de
reduzir a formacgdo do edema induzida pela aplicacdo intra-pantar de carragenina, mensurada
através de um pletismografo, na fase aguda (trés a cinco horas) e na fase cronica (7 a 30 dias),
porém foi mais efetiva na fase cronica demonstrando claramente que este flavonoide foi
efetivo na reducédo do edema

Adefegha e colaboradores (2017), demonstraram experimentalmente que a rutina
promoveu efeito anti-inflamatério através da inibicéo significativa da migracdo de leucécitos
para cavidade pleural, bem como pela diminuicdo da concentracdo de espécies reativas de
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oxigénio e da apoptose celular, diminuindo a leséo aguda de pulmé&o, em modelo de pleurisia
induzida por carragenina.

A atividade antinociceptiva promovida pela rutina em nossos experimentos sdo
corroborados pelos resultados encontrados na avaliacdo fracdo cloroférmica alcalina de
Excoecaria agallocha onde foi observado a diminuicdo significativamente o nimero de
contorcdes abdominais induzidas pelo &cido acético. Apos a andalise por CLAE foram
identificados um grupo de compostos fenolicos, dentro os quais se destacava a rutina como
composto majoritario. Adicionalmente foi demonstrado a capacidade da rutina se ligar
fortemente as enzimas COX-1 e COX-2, sugerindo sua atividade antinociceptiva periférica
(SELVARAIJ et al., 2014).

Atividade anti-edematogénica e anti-inflamtoria da rutina observada no presente
trabalho estéo alinhadas aos achados descritos por uma Umar e colaboradores (2012), onde a
rutina inibiu a formacdo do edema de pata e atividade anti-oxidante de neutr6filos em modelo
de artrite induzida por colageno. Adicionalmente, no mesmo trabalho, a rutina reduziu a
concentracdo de 0xido nitrico no liquido sinovial e as alteracdes histopatologicas evidenciadas
pela diminuigéo do infiltrado celular, da degeneracdo da cartilagem articular e da hiperplasia
da membrana sinovial. O 6xido nitrico € uma molécula de sinalizagdo importante, produzida
como parte da resposta inflamatdria de células ativadas e macréfagos. A producdo excessiva
de oOxido nitrico induzido por citocinas inflamatorias em articulagcdes artriticas tem sido
associada ao inicio da apoptose de condrocitos (SHUKLA et al., 2008).

Rutina foi capaz de reduzir o edema de pata induzida por um composto formado pela
mistura de complexo adjuvante de Freud com parede celular de Candida albicans (500 ug)
em modelo de artrite séptica. Nestas condic¢des a rutina inibiu 0 edema de pata produzido pela
mistura a partir do 7° dia encontrando valores significativos no 11° dia quando comparado ao
veiculo e, no 17° dia, a inibicdo do edema foi significativamente maior que o controle
positivo indometacina (HAN, 2009).

Em modelo de artrite induzida por adjuvante (aplicacdo de Mycobacterium butyricum
inativado), a rutina inibiu os sinais clinicos de artrite em ratos, avaliados através de scores de
progressdo da doenca. Os achados clinicos foram correlacionados com a inibicdo da expressdo
de genes em cultura de macréfagos humanos ativados e a liberacdo de 6xido nitrico, TNF-a,
IL-1 e IL-6 (KAUSS et al.,, 2008). Em doencas reumaticas, como a artrite reumatodide,
pacientes apresentam aumento no ndmero de mondcitos circulantes no sangue periférico e
elevado numero de macrofagos na articulacdo. Estas células, quando ativadas, sdo umas das
principais produtoras de TNF-a e IL-1, duas citocinas essenciais na progresséo da artrite por
estimular a liberacdo de outras citocinas e ativar metaloproteinases (KAWANAKA et al.,
2002).

Da mesma forma, em estudo in vitro que avaliou a formacéo de osteoclastos derivado
de macrdfagos na medula dssea em estdgios iniciais, a rutina diminui os niveis de TNF-a ¢
espécies reativas de oxigénio, via inibigdo da ativacdo de NF-xB (KYUNG et al., 2008).

A rutina também diminui significativamente os niveis das citocinas pro-inflamtorias
IL-1pB, IL-18 e TNF-a, através da inibi¢do da ativagdo do receptor NLRP3 (nucleotide-binding
domain-like receptor), 72 horas ap6s lesdo de medula espinhal, em modelo neuroinflamacéo
por compressao medular em ratos. Adicionalmente, também promoveu recuperacéo funcional
e diminuicdo de danos observados através de analise histopatoldgica (WU et al., 2016).

Diante das respostas produzidas pelas fragdes isoladas das folhas da C. hololeuca é
possivel que um ou mais flavonoides, incluindo a rutina, sejam responsaveis pelas atividades
observadas. Segundo Khanna e colaboradores (2007) agentes derivados de plantas, como 0s
polifenois, que podem modular a expressdo dos sinais pro-inflamatorios claramente tém
potencial contra artrite.
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Com base em informacOes obtidas na revisdo da literatura, os resultados do presente
estudo sugerem que a inibicdo do TNF-a induzido pela rutina tenha um papel central na
inibicdo da formacdo do edema, da nocicepcdo e migracdo de leucécitos para cavidade
articular, promovida por extratos e fragdes de Cecropia hololeuca. O TNF-a tem um papel
crucial no desenvolvimento da hiperalgesia inflamatdria durante a resposta inflamatdria em
ratos, sendo altamente expressa no liquido sinovial de pacientes com disturbios da articulacdo
e sugerindo que os efeitos antinociceptivos encontrados poderiam estar relacionados a
inibicdo desta citocina (ALVES et al., 2017).

Segundo Venkatesha e colaboradores (2011), o TNF-a desempenha um papel
fundamental na promocdo da degradacdo da cartilagem na artrite e na ativacdo de células
endoteliais, na génese da hipernocicep¢do inflamatéria mecénica em ratos e a resposta
nociceptiva em camundongos. Estudos com farmacos inibidores desta citocina (anti-TNF-a)
tais como a talidomida e a pentoxifilina, tém acdo analgésica efetiva devido a sua capacidade
de inibir a producdo de TNF-a por células sinoviais, reduzindo rapidamente os sinais e
sintomas no tratamento da artrite.

Estudos tém demonstrado que a participacdo da maioria dos mediadores inflamatorios
ligados a artrite, ndo s6 TNF-a, mas também IL-1, IL-6, quimiocinas e enzimas inflamatdrias
como cicloxigenase-2 (COX-2) e 5-lipoxigenase (5-LOX) sé&o regulados pela ativagdo do
fator de transcrigé@o nuclear kappa B (NF-kB) (KHANNA et al., 2007).

Embora novos estudos sejam necessarios para elucidar o completo mecanismo de acéo
e o principal composto responsavel pelas atividades anti-edematogénica, antinociceptiva e
anti-inflamatoria do extrato e fracGes da Cecropia hololeuca, nés podemos sugerir com base
nos resultados apresentados que esta espécie foi capaz de inibir sinais pré-inflamatorios e
apresentar potencial anti-artritico, oferecendo a possibilidade de desenvolver agentes
terapéuticos promissores em um dos mais importantes problemas de satde mundial e que é
caracterizado pela utilizacdo de farmacos anti-inflamatorios associados a reagdes adversas
pelo uso prolongado e ao alto custo do tratamento.
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10. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos pela analise fitoquimica e biologica do extrato e
fragOes isolados de Cecropia hololeuca podemos concluir que:

A particdo do extrato aquoso de C. hololeuca (EACH) em n-butanol gerou uma
fracdo orgénica rica em compostos fendlicos (FBUCH) e uma fracdo aquosa
residual (FAQCH).

Fracionamentos posteriores foram realizados com o objetivo produzir uma
fracdo flavonoidica (FFCH) e permitir o isolamento e identificacdo de
compostos fendlicos. A anélise cromatogréfica da FEFCF (CLAE-DAD)
demonstrou a presenga dos flavonoides c-glicosilados 2”-O-glicosil-
isoorientina, isoorientina, 2”-O-glicosil-isovitexina, rutina, isovitexina e
isoquercitrina.

O efeito antinociceptivo do EACH envolve mecanismos anti-inflamatorios,
evidenciado pela inibigdo significativa das contor¢des abdominais induzidas
pelo acido acético 1,2% (100-1000mg/kg, p.o.) e da migracdo de neutrofilos
para cavidade pleural no modelo de pleurisia induzida por zimosan (1000
mg/Kkg, p.o.).

O EACH (1000mg/kg, p.0.), de acordo com os testes de imersao da cauda e do
rota-rod, ndo possui mecanismos de acdo central envolvidos na resposta
antinociceptiva ou afeta a motricidade, respectivamente, reforcando a
especificidade do composto como agente antinociceptivo periférico.

O EACH (1000mg/kg, p.o.) apresentou atividade anti-edematogénica,
antinociceptiva e anti-inflamatdria no modelo de artrite induzida por zimosan.
A FBUCH reduziu o nimero de contor¢Ges abdominais induzidas pelo &cido
acetico e a migracdo de neutrofilos no modelo da pleurisia induzida por
carragenina, respectivamente nas doses de 120 e 400 mg/kg, administrados por
via oral. A dose de 400 mg/kg, p.o., também reduziu significativamente o
edema, a nocicepgéo e a inflamacgéo induzida pelo zimosan.

A FAQCH apresentou resultados semelhantes nos testes de contorgdes (180
mg/kg, p.o.) e pleurisia (60, 180 e 600 mg/kg, p.0.). Porém, no modelo de
artrite foram testadas apenas as doses de 180 e 600 mg/kg e, apenas a dose de
600 mg/kg reduziu significativamente os trés parametros avaliados neste
modelo. A FAQCH na dose de 180 mg/kg ndo foi capaz de inibir
significativamente o edema e a hipernocicepcao induzidas pelo zimosan.

A FEFCH no modelo da pleurisia, inibiu significativamente a migracdo de
leucécitos em todas as doses testadas (2,5, 5 e 10 mg/kg, p.o.) evidenciando
percentuais de inibicdo muito parecidos o que sugere que a atividade maxima
foi obtida com a menor dose (2,5 mg/kg). No modelo da artrite, as doses de 2,5
e 5 mg/kg, p.o. ndo foram capazes de inibir a reducéo do limiar na avaliacdo da
hipernocicepc¢ao mecanica através do teste de VVon Frey. Apenas as doses de 50
e 100 mg/kg, p.o. inibiram significativamente a formacdo do edema, a
nocicepcao e a migracdo de leucdcitos induzidas pelo zimosan.

A FFCH (45 mg/kg, p.o.) e rutina (30 mg/kg, p.o.) apresentaram atividade anti-
edematogénica, antinociceptiva e anti-inflamatoria ao inibir significativamente
aumento do didmetro articular, a reducéo do limiar nociceptivo pelo teste de
Von Frey e o numero de leucdcitos que migraram para 0 espaco articular,
induzidos pela aplicacdo intra-articular de zimosan. A auséncia efetividades
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observadas com SCH (55 mg/kg, p.o.) indicam que esta fragdo nédo participou
dos efeitos bioldgicos promovidas pela FEFCH.

e A rutina (30 mg/kg, p.o.) e 0 EACH inibiram a formacdo de TNF-a articular
induzido pela administragdo intra-articular de zimosan.

Nossos experimentos comprovam que o modelo de artrite induzida por zimosan € um
excelente método para estudos que investiguem mecanismos subjacentes a inflamacgédo pois
promove aumento da permeabilidade vascular com formagdo de edema articular,
hipernocicepcdo e migracao de neutrofilos.

Os achados cientificos comprovam que extratos e fragcdes isoladas de Cecropia
hololeuca apresentam atividade anti-edematogénica, antinociceptiva e anti-inflamatoria em
todas as etapas do estudo embasando alguns relatos etnobotanicos que relacionam o uso desta
espécie e género a doencas que cursem com dor e inflamacdo. A diminuigdo dos niveis de
TNF-o intra-articular, promovidos pela rutina e pelo EACH, esclarecem em parte o
mecanismo de acdo envolvido nas atividades observadas.

Adicionalmente, o presente estudo cria a perspectiva de que novos trabalhos sejam
realizados para investigar potencial farmacol6gico dos compostos flavonoides identificados
na prospeccdo fitoquimica da Cecropia hololeuca, bem como para elucidar o completo
mecanismo de acdo envolvido nas atividades evidenciadas e, desta forma, conduzir a
prospeccdo de novas moléculas bioativas com vistas a atividades analgesicas e anti-
inflamatdrias promissoras.
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