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RESUMO

CARNEIRO, Lilian Uchoa. Avaliagdo das atividades antinociceptiva e anti-
inflamatéria de extratos metandlicos da Annona tomentosa R.E.Fr. 2017. 114p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisiologicas). Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

No presente estudo, testamos os extratos em metanol e suas particdes da Annona
tomentosa, espécie nativa do Brasil e popularmente conhecida como ‘“araticum de
moita” ou “araticum rasteiro”. O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular
como anti-inflamatorio. Por esta razdo, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria
da A. tomentosa, de Sdo Luis-MA, foram avaliadas em camundongos. Os extratos em
metanol das cascas do caule (ATCM) e das folhas (ATFM) foram preparados por
maceracdo em metanol e suas particdes em hexano (ATFM-H), diclorometano (ATFM-
D), acetato de etila (ATFM-Ac) e butanol (ATFM-Bu) foram preparadas por particao
liquido-liquido. O efeito antinociceptivo dos extratos e suas particbes foram avaliados
pelos modelos de contorgdes abdominais induzidas por acido acético e de retirada da
cauda, enquanto os efeitos anti-inflamatorios foram avaliados pelos modelos do edema
de pata e da bolsa de ar subcutanea. A partir do modelo de retirada da cauda foi
avaliado o possivel mecanismo de acdo da particio ATFM-H utilizando antagonistas e
inibidores, tais como naloxona, L-NAME, glibenclamida, atropina, naltrindol e nor-
binaltorfimina. A migracdo leucocitaria e a producdo de TNF-o ¢ IL-1p foram avaliadas
a partir do modelo da bolsa de ar subcutanea estéril. O extrato em metanol ATFM (100
mg/kg) foi eficaz em reduzir as contor¢des abdominais em aproximadamente 49% (27,8
+ 4,4 contorcbes abdominais) e dentre suas particdes, ATFM-H e ATFM-D reduziram
as contor¢des abdominais em 42,3% (31,3 £ 5,9 contor¢des abdominais) e 34% (35,8 £
7,7 contorcBes abdominais), respectivamente, em relacdo ao grupo controle negativo.
ATFM-H apresentou efeito antinociceptivo central com envolvimento de receptores
opioides do tipo delta, no modelo de retirada da cauda, e sem prejuizo da atividade
locomotora espontanea dos animais no modelo do campo aberto, em relacdo ao grupo
controle negativo. A particdo ATFM-D reduziu significativamente o edema de pata
induzido tanto por carragenina (100 mg/kg) em 39,3%, histamina (50 e 100 mg/kg) e
serotonina (10, 50 e 100 mg/kg). O ATFM-D inibiu a migracao de leucocitos totais para
a bolsa de ar estéril, nas doses de 50 e 100 mg/kg, em 75,8% (3,91 + 1,2 x 10%/mL) e
92,9% (1,15 + 0,5 x 10%/mL), respectivamente, e a producéo de TNF-o nas doses de 50
e 100 mg/kg em aproximadamente 43% (740 + 85,7 pg/mL) e 67% (433,8 + 52,1
pg/mL), respectivamente, em relacdo ao grupo controle PBS. O ATFM-D também
reduziu a produgdo de IL-1B nas doses de 50 e 100mg/kg em aproximadamente 25%
(452,3 + 52,5 pg/mL) e 35% (388,7 + 42,3 pg/mL), respectivamente, em relacdo ao
grupo controle PBS. Conforme demonstrado pelos métodos empregados, podemos
concluir que o extrato em metanol de folhas da A. tomentosa apresentou efeito
antinociceptivo e anti-inflamatorio nos modelos de dor e inflamacdo aguda, sugerindo
suas potencialidades para fins terapéuticos.

Palavras-chave: Annona tomentosa; nocicep¢ao; opioide; inflamagéo.



ABSTRACT

CARNEIRO, Lilian Uchoa. Evaluation of antinociceptive and anti-inflammatory
activities of methanolic extracts of Annona tomentosa R.E.Fr. 2017. 104p.
Dissertation (Master of Physiological Sciences). Institute of Biological Sciences and
Health, Department of Physiological Sciences, Rural Federal University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

In this study, we tested the methanolic extracts and their partitions of Annona
tomentosa, native specie of Brazil and popularly known as “araticum rasteiro” or
“araticum de moita”. The tea from its leaves has been used as anti-inflammatory by
native community. For this reason, antinociceptive and anti-inflammatory activities of
A. tomentosa, from S&o Luis-MA, were evaluated in mice. The methanolic extracts
from stem bark (ATCM) and leaves (ATFM) were prepared by maceration with
methanol and their partitions from hexane (ATFM-H), dichloromethane (ATFM-D),
ethyl acetate (ATFM-Ac) and butanol (ATFM-Bu) were prepared by liquid-liquid
partition. The antinociceptive effect of extracts and fractions were evaluated by
abdominal writhing and tail-flick tests, while the anti-inflammatory effects were
evaluated by paw oedema and air pouch tests. From the tail flick, we evaluated by the
possible action mechanism of A. tomentosa using antagonists and inhibitors, such as
naloxone, L-NAME, glibenclamide, atropine, naltrindole and nor-binaltorphimine. The
leukocyte migration and production of TNF-o and IL-1f were evaluated from the air
pouch test. The methanolic extract ATFM (100 mg/kg) reduced abdominal writhing by
aproximately 49% (27,8 £ 4,4 abdominal writhing). Among its fractions only ATFM-H
and ATFM-D were able to reduce the abdominal writhing 42,3% (31,3 = 5,9 abdominal
writhing) and 34% (35,8 + 7,7 abdominal writhing), respectively, in relation to negative
control group. The ATFM-H showed central antinociceptive effect from the
involvement of the delta opioid receptors, in the tail flick test, without promote
alterations in the locomotor activity of the mice in the open field test, in relation to
negative control group. The partition ATFM-D was effective in decreasing paw oedema
induced by carrageenan (100 mg/kg), histamine (50 and 100 mg/kg) and serotonine (10,
50 and 100 mg/kg). O ATFM-D inhibited leukocyte migration to air pouch, at doses 50
and 100 mg/kg, in 75,8% (3,91 + 1,2 x 10%/mL) and 92,9% (1,15 + 0,5 x 10%/mL), and
TNF-o production at doses of 50 and 100 mg/kg by approximately 43% (740 + 85,7
pg/mL) and 67% (433,8 + 52,1 pg/mL), respectively, in relation to PBS control group.
The ATFM-D also reduced IL-1B production at doses of 50 and 100 mg/kg by
approximately 25% (452,3 + 52,5 pg/mL) and 35% (388,7 + 42,3 pg/mL), respectively,
in relation to PBS control group. As demonstrated by methods employed, these results
demonstrate that methanolic extract of leaves from A. tomentosa presented
antinociceptive and anti-inflammatory effects, suggesting its potential for therapeutic
purposes.

Keywords: Annona tomentosa; nociception; opioid; inflammation.
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1 INTRODUCAO

O homem utiliza-se de produtos naturais, particularmente da flora, para fins
medicinais, desde os primdrdios da humanidade. Existem indicios nas civiliza¢cbes mais
antigas do uso de plantas medicinais, sendo considerada uma das praticas mais remotas
que o homem utiliza para curar, prevenir e tratar doencas, servindo como importante
fonte de substancias com atividades bioldgicas.

O expansivo uso de medicamentos a base de plantas medicinais e o proprio
conhecimento popular trazem consigo a necessidade de estudos experimentais para
esclarecer e confirmar as informacgdes sobre as acOes das plantas e caracterizar as
substancias biologicamente ativas e/ou toxicas, visando minimizar os efeitos adversos e
toxicologicos, haja vista que esse uso deve ser confiavel e seguro.

Alguns farmacos analgésicos “classicos”, como os opioides e 0s anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) tém suas origens em produtos naturais que foram
utilizados por séculos. Porém, os inimeros efeitos indesejados, como depressao
respiratOria, irritacdo gastrica, sedacdo e constipacdo intestinal, além da tolerancia a
opioides e dependéncia, limita o uso desses farmacos e impulsiona uma busca continua
por substancias mais eficazes e potentes e que desencadeiem efeitos adversos minimos.

A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos e
lignanas tem sido objeto de incessantes estudos, em que ja foram comprovadas as acdes
farmacoldgicas destas substancias através de testes pré-clinicos em animais.

A Annona tomentosa € uma espécie pertencente ao género Annona, da familia
Annonaceae, ¢ conhecida popularmente como ‘“araticum de moita” ou “araticum
rasteiro”. O cha das folhas ¢ utilizado na medicina popular para tratamento de doencas
de origem inflamatdria. Estudos com outras espécies do género Annona revelaram a
presenca de compostos com atividade bioldgica, tais como acetogeninas, alcaloides e
flavonoides. Em trés espécies da familia Annonaceae foram comprovados os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatorio, utilizadas pela medicina popular contra febre,
reumatismo e doencas parasitarias.

O processo inflamatério consiste numa resposta complexa gerada pela presenca
de um agente causador da lesdo e caracteriza-se por um fenémeno complexo, dinamico

e multimediado, podendo manifestar-se a partir de qualquer agente nocivo, de ordem



fisica, mecanica, bioldgica ou quimica. Inimeros mediadores formados durante o
processo inflamatdrio e responsaveis pelos eventos vasculares da inflamagdo podem
estimular e sensibilizar os neurdnios sensoriais aferentes primérios, contribuindo para o
aparecimento da dor.

A dor corresponde a uma resposta subjetiva que o organismo apresenta quando é
submetido a algum estimulo potencialmente nocivo. Na maioria das vezes esse tipo de
reacdo configura-se como uma funcdo protetora, representando, em muitos casos, 0O
Unico sintoma para o diagnéstico de varias doencas, porém, quando persistente, provoca
reacOes emocionais negativas, tornando-se debilitante e causadora de sofrimento, e
trazendo consigo prejuizos nas relagdes sociais e econdmicas. A dor deve, portanto, ser
rapida e efetivamente controlada e tratada.

Em funcdo do que foi exposto acima e pelo fato de ndo existirem evidéncias
cientificas para os efeitos da Annona tomentosa R.E.Fr, avaliamos o potencial
antinociceptivo e anti-inflamatério, sob condi¢fes agudas, da A. tomentosa, sendo este

estudo pioneiro na busca e comprovacao destas atividades bioldgicas nesta espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais e Produtos Naturais

A fitoterapia é a base da farmacologia moderna; é também o mais antigo sistema
de medicina do mundo. A Organizacdo Mundial de Salde (OMS) define planta
medicinal como "toda e qualquer espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada para fins
terapéuticos” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003). As plantas medicinais séo
importantes para a pesquisa farmacoldgica e o desenvolvimento de farmacos, nédo
somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes terapéuticos,
mas também como matérias-primas para a sintese, ou modelos para compostos
farmacologicamente ativos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1998).

As aplicagdes médicas tradicionais baseadas em plantas séo praticas comuns
entre as comunidades desde milhares de anos antes de Cristo, tanto em paises
desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento. Contudo, a busca por
constituintes ativos presentes em plantas medicinais comegou somente no século 19.
Em 1806, Friedrich Sertiirner foi o pioneiro quando isolou o alcaloide morfina,
analgésico de acéo central, do 6pio (Papaver somnniferum): um evento que levou a uma
busca continua por outros medicamentos derivados de plantas. Em 1824, Pierre-Jean
Robiquet isolou a codeina, um agente analgésico e antitussigeno, e em 1848, George
Merck Fraz isolou o alcaloide anti-espasmodico papaverina; ambas as substancias
também foram isoladas a partir do 6pio. Outros exemplos importantes de constituintes
ativos isolados de plantas medicinais incluem a atropina (antagonista muscarinico),
isolada da Atropa belladonna por Mein, em 1831; a cafeina obtida a partir do Coffea
arabica por Runge, em 1820; a digoxina (digitalico) isolada por Claude-Adolphe
Nativelle, em 1869, da Digitalis lanata; e o curare (bloqueador neuromuscular) isolado
por Winstersteiner e Dutcher, em 1943, do Chondrondendron tomentosum, entre muitos
outros exemplos (DUTRA et al., 2016).

A descoberta da salicina (analgésico e antipirético) por Rafaele Piria, em 1832, a
partir da Salix alba, representa 0 marco histérico no desenvolvimento da industria
farmacéutica global. Em 1839, a primeira modificacdo estrutural da salicina foi
realizada, produzindo o éacido salicilico para ser usado no tratamento da artrite
reumatoide. A partir do é&cido salicilico, Felix Hoffman sintetizou o 4cido
acetilsalicilico, em 1897 (DUTRA et al., 2016).



Notavelmente, os compostos derivados de plantas sdo atualmente empregados na
terapia moderna, além de desempenhar um importante papel na sintese ou semissintese
de moléculas com distintas atividades biolégicas. Estima-se que 30% das medicagdes
terapéuticas disponiveis sejam derivadas de fontes naturais, particularmente de plantas e
microrganismos. Em algumas &reas terapéuticas, tais como a oncologia, a quantidade de
medicamentos derivados de plantas alcanca 60% (CALIXTO, 2000).

Muitas classes de principios ativos sdo isoladas de plantas medicinais brasileiras.
De fato, o Brasil possui uma biodiversidade extremamente rica, contabilizando
aproximadamente 20% do total de espécies conhecidas no planeta, as quais sdo
encontradas em varios biomas importantes, tais como a floresta Amazdnica e a Mata
Atlantica (VALLI et al., 2013). A populacéo brasileira tem uma longa tradi¢cdo no uso
de plantas medicinais para o tratamento de diferentes doencgas agudas e cronicas. Isto
chamou a atencdo de pesquisadores brasileiros e algumas companhias farmacéuticas
brasileiras para estudar plantas medicinais nativas e seus principios ativos (DUTRA et
al., 2016).

A maioria dos principios ativos de importancia farmacoldgica encontrada nos
extratos vegetais, de modo geral, € oriunda de uma variedade de metabdlitos
secundarios os quais desempenham um importante papel na adaptacdo das plantas ao
seu ambiente. Estas substancias estdo distribuidas diferencialmente entre grupos
taxonémicos limitados dentro do reino vegetal. Em contrapartida, os metabdlitos
primarios sdo encontrados em todas as plantas e realizam papéis metabdlicos que séo
essenciais e usualmente evidentes (CROTEAU et al., 2000).

A diversidade quimica dos metabdlitos secundarios isolados é muito grande,
com compostos pertencentes a varias classes quimicas diferentes, incluindo terpenoides,
alcaloides, flavonoides, iridoides, lignanas, fenilpropanoides, derivados do acido
benzoico, piranos, cromanos, e outras classes. As propriedades farmacologicas dos
compostos isolados também sdo diversificadas, compreendendo inibidores da
acetilcolinesterase, antiangiogénicos, antibacterianos, antifingicos, antioxidantes,
antitripanossémicos, antiulcerogénicos, ansioliticos, analgésicos, anti-inflamatorios,
agentes citotdxicos e inibidores de proteases (VALLI et al., 2013).

Um dos fatores que contribui consideravelmente para o crescimento da
fitoterapia consiste na evolucdo dos estudos cientificos, particularmente os estudos
quimicos e farmacoldgicos, que comprovam, cada vez mais, a eficdcia das plantas

medicinais empregadas na medicina popular com finalidades terapéuticas. Entretanto, a
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necessidade de se chegar aos compostos puros responsaveis pelos efeitos bioldgicos
apresentados pelos extratos, leva a uma obrigatéria integracdo entre a Botéanica, a
Quimica e a Farmacologia Molecular, cujo elo pode levar a obtencdo de substancias
naturais ou sintéticas de grande interesse quimico-medicinal (CECHINEL FILHO e
YUNES, 1998).

As preparacOes vegetais tém uma caracteristica muito especial que as distinguem
de drogas: uma Unica planta pode conter um grande nimero de fitocompostos bioativos,
quanto mais em uma combinacdo de plantas. Essa complexidade é um dos desafios mais
importantes na tentativa de identificar um Gnico composto bioativo no universo enorme
que inclui um Unico extrato bruto (MENDONGCA-FILHO, 2006).

Existem varias metodologias descritas para o preparo de extratos vegetais, com o
objetivo de isolar os seus constituintes quimicos. Um dos métodos mais utilizados para
a analise quimico-farmacoldgica € o preparo de um extrato em metanol (metanol/agua
50/50, v/v). Para estudos de efeitos bioldgicos, o metanol é o solvente mais adequado
para obtencdo do extrato bruto, pois possibilita a extracdo de um maior nimero de
compostos. Posteriormente, este extrato deve ser submetido a um processo de particdo
liquido-liquido, com solventes de polaridades crescentes, como hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol, visando uma semipurificacdo das substancias atravées de suas
polaridades. No sentido de localizar os principios ativos, todos os extratos semipuros
devem ser testados e aquele que apresentar efeito bioldgico de interesse, devera ser
submetido aos procedimentos cromatograficos para isolamento e purificagdo dos
compostos (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). A Figura 1 ilustra os procedimentos
descritos e indica as provaveis classes de metabdlitos encontrados nas diferentes

particoes.
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O potencial terapéutico de plantas medicinais e seus metabolitos secundarios

tém sido objeto de estudo, por meio da

pré-clinicos em animais de laboratério, visando a possibilidade de futuramente virem a
ser aproveitados como agentes medicinais e a comprovacao do uso das plantas com
seguranga na medicina popular. A avaliagdo da atividade biolégica inclui a investigagcdo

da atividade farmacoldgica e toxicoldgica de substéncias isoladas, particdes e extratos

totais de partes de uma planta especifica.

avaliacdo das acbes farmacoldgicas em testes



2.1.1 Familia Annonaceae € 0 género Annona

Annonaceae é uma familia de plantas que possui aproximadamente 162 géneros
reconhecidos (CHATROU et al., 2012) e de 2300 a 2500 espécies (CARBALLO et al.,
2010). Somente 4 géneros desta familia — Annona, Rollinia, Uvaria e Asiminia —
produzem frutas comestiveis, tais como as anonaceas (RUIZ E MORETT, 1997).

Vérios relatos tém caracterizado a atividade farmacoldgica de plantas do género
Annona devido a presenca de compostos bioativos, como flavonoides, acetogeninas e
alcaloides encontrados em raizes, folhas, cascas, sementes e frutos (DI STASI e
HIMURA-LIMA, 2002; RINALDI, 2007).

Recentemente alguns estudos farmacoldgicos apontaram o potencial efeito
antinociceptivo e anti-inflamatério das espécies Annona coriacea, Annona diversifolia e
Polyalthia longifolia, confirmando o uso popular destas especies no combate a febre,
cefaleias, estomatite, reumatismo e doencas parasitarias (SOUSA, 2003; SOUSA et al.,
2007; CARBALLO et al,, 2010; SAVITHRAMMA et al., 2011; JOTHY et al., 2012;
MONIRUZZAMAN et al., 2015).

A Annona tomentosa (Figura 2) € uma espécie nativa do Brasil, ndo-endémica,
com dominios fitogeograficos na Amazonia, Cerrado e Pantanal e distribuicdo
geografica nos estados do Para, Rondonia, Tocantins, Bahia, Ceara, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Minas Gerais e S3o Paulo (MAAS, LOBAO
e RAINER, 2017). Botanicamente, a Annona tomentosa R. E. Fr caracteriza-se como
um arbusto de cerca de 1,2 m de altura com ramos densamente tomentosos, cobertos de
lenticelas e lisos. Apresenta flores terminais ou sub-axilares de cores que variam de
creme a alvas, dependendo da posicdo das pétalas, e floresce no periodo de novembro a
dezembro. A A. tomentosa R. E. Fr. produz frutos comestiveis, ovoides, de 2,5a 4 cm
de comprimento e de 2 a 3 cm de diametro, popularmente conhecidos como “araticum
de moita” ou “araticum rasteiro” e o cha das folhas ¢ utilizado pela comunidade nativa
por seu efeito anti-inflamatério (GOTTSBERGER, 1994; MELLO-SIVA; PIRANI,
2003; MELLO SILVA et al., 2012).

N&o existem evidéncias cientificas para os efeitos da A. tomentosa R.E.Fr,
especialmente aqueles relacionados ao controle da dor e da inflamacdo. Ha um estudo
fitoquimico da A. tomentosa na literatura relatando a presenca do flavonoide
kaempferol-3-O-ramnosilglucosideo,  quercetina-3-O-glucosideo,  quercetina-3-O-
ramnosilglucosideo e luteolina-7-O-glucosideo encontrados em extratos foliares desta
planta (SANTOS e SALATINO, 2000).



Figura 2 — Annona tomentosa R.E.Fr no dia da colheita do material. (Arquivo pessoal da

doutoranda do Programa de Pés-Graduagédo em Quimica, da UFRRJ, llna Gomes da Silva).

2.2 Inflamacéo

Sendo a homeostase uma propriedade fundamental dos sistemas biologicos
responsavel por preservar sua estabilidade através da manutencdo de variaveis
reguldveis numa faixa aceitavel (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014), é essencial
para a sobrevivéncia dos organismos a habilidade de se livrar de tecidos danificados,
necroticos ou invasores, tais como 0s microrganismos. O processo que capacita o
organismo a se defender de uma potencial infec¢do ou injdria tecidual é a inflamacao
(KUMAR et al., 2010).

O processo inflamatério € uma resposta complexa, dindmica, multimediada e
altamente regulado por uma sequéncia de eventos que podem ser provocados por uma
variedade de estimulos, incluindo patégenos, agentes quimicos, mecanicos e térmicos e
respostas autoimunes (FUJIIWARA e KOBAYASHI, 2005). Este processo envolve
componentes vasculares, celulares e uma variedade de mediadores sollveis
(CRUVINEL et al., 2010).



A resposta inflamatoria é gerada pela presenca de um agente provocador da
inflamacdo e é fundamentalmente uma resposta de protecédo, cuja finalidade é livrar o
organismo de tal agente etiolégico (microrganismos e/ou suas toxinas, trauma fisico) e
das consequéncias dessa lesdo, como células e tecidos necrdticos. As principais
caracteristicas do processo inflamatdrio incluem: vasodilatagdo, aumento do fluxo
sanguineo e permeabilidade vascular, formacdo de exsudato, migracdo de leucdcitos e
seu acumulo no local da inflamagdo, formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS),
liberacdo de fatores de crescimento e a geracdo de um novo tecido funcional (SCHMID-
SCHONBEIN, 2006; MEDZHITQV, 2008; KUMAR et al., 2010).

A vasodilatacdo local, o aumento do fluxo sanguineo, o aumento da
permeabilidade vascular, o influxo de células no local da atividade inflamatéria e a
presenca de mediadores inflamatorios produzidos como resultado geram 0s sinais
cardinais da inflamacdo (CALDER, 2015). Estes sinais foram descritos, a principio, por
Celsius, um escritor egipcio, no primeiro século d.C., que listou quatro sinais cardinais
tipicamente mais proeminentes na inflamacdo aguda que na crénica: rubor
(vermelhidédo), tumor (inchacgo), calor (aquecimento) e dolor (dor). No seculo XIX,
Rudolf Virchow adicionou a lista um quinto sinal clinico: a perda de fun¢do (KUMAR
et al., 2010).

Embora, no passado, a inflamacdo tenha sido primariamente associada a
infeccdo e injuria tecidual, evidéncias mais recentes sugerem gque uma gama muito mais
ampla de doencas apresentem marcadores indicadores de inflamacdo, como por
exemplo, o fator reumatoide, considerado um marcador sorologico classico utilizado no
diagnostico da artrite reumatoide (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; NASS et al., 2017).

Dependendo da natureza do estimulo e da efetividade da reacdo inicial em
eliminar o estimulo e os tecidos danificados, a inflamacédo pode ser aguda ou crénica. A
inflamacédo aguda é rapida no inicio e de pouca duracdo, persistindo por horas ou dias.
Suas principais caracteristicas sdo: fluxo sanguineo aumentado, extravasamento de
fluido e proteinas plasmaticas e a migracdo de leucocitos para o local da infeccdo ou
injaria. As reacbes inflamatdrias agudas podem ser disparadas por uma série de
estimulos, tais como: infeccbes (neste caso, o principal objetivo da inflamacdo é
remover o patdégeno e/ou suas toxinas), necrose tecidual (como no infarto do miocardio,
trauma e injuria de origem fisica ou quimica), corpos estranhos e reacdes autoimunes
(KUMAR et al, 2010).



A inflamagdo cronica pode ser decorrente de uma progressdo da inflamagéo
aguda incorretamente tratada e em alguns casos, sua etiologia é desconhecida. Este tipo
de inflamacdo é de longa duracdo e suas principais caracteristicas sdo: infiltragdo de
células mononucleares, que incluem linfocitos, macr6fagos e células plasmaticas,
destruicdo tecidual induzida pelo agente agressor ou pelas células inflamatérias, e
tentativa de cura pela substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo, realizada
pela proliferacdo de vasos sanguineos (angiogénese) e, em particular, fibrose
(JAGADISH et al., 2016).

Enquanto as causas da inflamacdo aguda estdo fortemente associadas a infeccdo
e injdria tecidual, a inflamacdo cronica acompanha muitos estados patoldgicos sem
infeccdo ou injuria (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014), tais como estresse, excesso
de tecido adiposo em humanos e animais, diabetes tipo 2, aterosclerose e doencas
neurodegenerativas (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014; KOTAS e MEDZHITOV,
2015; CASTRO; MACEDO-DE LA CONCHA; PANTOJA-MELENDEZ, 2016;
CHESNOKOVA; PECHNICK; WAWROWSKY, 2016).

Embora os mediadores formados durante o processo inflamatério devessem
desempenhar um papel primario de defender o organismo, quando produzidos
inadequadamente ou de maneira desregulada, os mesmos podem causar danos aos
tecidos. Alguns destes mediadores podem escapar do local da inflamacdo em direcdo a
corrente sanguinea e exercer efeitos sistémicos. Por exemplo, a interleucina 6 (IL-6)
induz a sintese hepatica de proteinas de fase aguda, como a proteina C reativa; o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) induz efeitos catabdlicos no musculo esquelético,
tecidos adiposo e 0sseo; e a interleucina 1 (IL-1) pode agir no hipotalamo e causar febre
(CALDER et al., 2009; CHALARIS et al., 2011).

2.2.1 O processo inflamatdério

A resposta inflamatoria envolve a interacdo entre muitos tipos celulares, como
células endoteliais, mondcitos, macrofagos, neutrofilos, basofilos e a producdo de um
grande numero de mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, eicosanoides, cininas
e fatores do complemento (CALDER, 2015), sendo o sistema imune inato o principal
contribuinte na restauragdo da homeostase na inflamagdo aguda induzida por infeccéo
microbiana ou injdria tecidual. O sistema imune inato também é importante na ativagdo
da imunidade adquirida (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006).
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Na intencdo de manter a homeostase, sensores especializados constantemente
monitoram os valores das variaveis regulaveis do organismo. Os sensores conhecidos da
homeostase tecidual sdo especializados em detectar mudangas extremas, tais como a
infecgdo e a injuria tecidual. Estes sensores incluem células imunes residentes teciduais
(macréfagos e mastdcitos) bem como neurbnios somatossensoriais (por exemplo, as
fibras nociceptivas C) capazes de monitorar e controlar a homeostase tecidual em
situacdes de infeccdo e injuria (CHOVATIYA e MEDZHITOV, 2014).

De um modo geral, pode-se dizer que a resposta inflamatéria aguda ocorre de
uma maneira bifasica: a primeira consiste em eventos vasculares, tais como
vasodilatacdo com aumento do fluxo sanguineo local e aumento da permeabilidade
vascular; e a segunda em eventos celulares, como migracdo de leucdcitos para a zona
lesada e produgdo de uma série de mediadores inflamatorios. Enquanto os eventos
vasculares tém por finalidade maximizar o movimento de proteinas plasmaticas e
células circulantes para fora da circulagéo e para dentro do local da infeccéo ou injuria,
0s eventos celulares tém como objetivo eliminar e/ou inativar os agentes agressores
(tecidos necrdticos, microrganismos e suas toxinas) (KUMAR et al., 2010).

Receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) sdo responsaveis pela
deteccdo de microrganismos atraves do reconhecimento de estruturas conservadas entre
varias espécies microbianas, os chamados padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs), tais como o lipopolissacarideo (LPS) presente na membrana externa de
bactérias (CAVASSANI et al., 2008). Evidéncias recentes indicam que 0s PRRs
também sdo responsaveis por reconhecer moléculas liberadas de células danificadas,
denominadas padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs). Atualmente, 4
familias diferentes de PRRs foram identificadas, incluindo os receptores tipo Toll
(TLRs), receptores de lectina tipo C (CLRs), receptores tipo RIG | acido retinoico
induzivel (RLRs) e os receptores tipo NOD (NLRs). Estes PRRs estdo expressos nao
somente em macréfagos, como também em células dendriticas e em outras células
imunes (ROCK e KONO, 2008; TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

Uma vez que os TLRs se ligam aos PAMPs ou DAMPs, eles se associam a
proteinas adaptadoras intracelulares as quais iniciam uma via de sinalizacdo intracelular
estimulando uma cascata de quinases e culminando na ativacdo do fator de transcrigéo
denominado fator nuclear kappa B (NF-kB). Este, por sua vez, controla a expressao de
muitas moléculas necessarias ao processo inflamatério, incluindo citocinas pro-

inflamatorias (por exemplo, IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a), quimiocinas (por exemplo,
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proteina inflamatoria de macréfagos 1, proteina quimiotética de mondcitos 1 e eotaxina)
e moléculas de adesdo vascular necessarias para o recrutamento de leucécitos — por
exemplo, molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1), molécula de adesdo vascular 1
(VCAM-1) e E-selectina (ROCK e KONO, 2008; TAKEUCHI e AKIRA, 2010).

Quando um tecido sofre injaria ou invasdo de microrganismos, 0S eventos
vasculares se iniciam apds o reconhecimento dos padrdes moleculares por células
imunes residentes no tecido, imediatamente apds o dano, seguida da liberacdo por
mastdcitos, mondcitos e plaquetas de aminas vasoativas, tais como serotonina e
histamina, minutos apds a lesdo, e induzem vasodilatacdo local. O resultado é o
aumento do fluxo sanguineo, que é a causa do calor e vermelhiddo (eritema) no local da
inflamacdo. A vermelhiddo esta relacionada tanto a perda de fluido (ocasionada pelo
aumento da permeabilidade vascular que se segue logo apés a vasodilatacdo) quanto ao
aumento do didmetro do vaso, pois este processo leva a lentificacdo do fluxo sanguineo
e aumento da concentracdo de hemacias nas arteriolas e capilares que se movem
lentamente numa condicdo denominada estase ou congestao vascular produzindo, entao,
vermelhidéo localizada (CRUVINEL et al., 2010).

Em seguida a vasodilatacdo, ocorre aumento da permeabilidade vascular a qual
pode ser causada por uma série de fatores, tais como: retracdo das células endoteliais
(induzida por mediadores como histamina, bradicinina, substancia P, 6xido nitrico);
injdria endotelial, que ocorre em casos de queimadura; injaria vascular mediada por
leucocitos que esta associada com estagios tardios da inflamacdo (KUMAR et al.,
2010). Apo6s o aumento da permeabilidade vascular, inicialmente saem do leito capilar
liquido, eletrolitos e moléculas pequenas; e posteriormente, saem moléculas maiores
como albumina e o fibrinogénio levando a formacdo de exsudatos no local da lesdo.
Estes eventos sdo a causa do edema (CRUVINEL et al., 2010; CALDER, 2015). Em
seguida, o aumento da permeabilidade vascular também permite que células imunes,
principalmente os leucécitos polimorfonucleares (neutrofilos) cruzem o endotélio em
direcdo ao tecido infectado ou lesionado num evento conhecido como migragédo
transendotelial ou diapedese (MULLER, 2003).

As etapas envolvidas no recrutamento de leucdcitos sdo: 1) marginacdo, adeséo
transitoria (rolamento) e adesdo firme ao endotélio; 2) migracdo através do endotélio e
da parede do vaso, processo denominado diapedese; e 3) migragdo nos tecidos em
direcdo aos estimulos quimiotaticos. A marginacdo dos leucocitos ocorre devido a

estase do fluxo sanguineo e a reducdo do estresse de cisalhamento, permitindo que 0s
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leucdcitos assumam uma posicdo periférica ao longo da superficie endotelial. A adesdo
dos leucocitos as células endoteliais € mediada inicialmente pelas selectinas (tais como
L-selectina, P-selectina e E-selectina) que garantem o rolamento das células imunes
(adesdo transitdria) e, posteriormente, uma familia de proteinas heterodiméricas de
superficie chamadas integrinas, tais como a VCAM-1 e a ICAM-1 permitem a firme
adesdo dos leucdcitos as células endoteliais. Durante a diapedese, o leucdcito se contrai
(de forma ameboide) entre as células endoteliais bem fechadas com minima interrupcao
do revestimento vascular (MULLER, 2003; LEY et al., 2007; CALDER et al., 2009;
KUMAR, 2013).

Apos sair da circulacdo, os leucdcitos emigram para os tecidos em dire¢do ao
local da injdria por quimiotaxia, processo definido como locomogdo em direcdo a um
gradiente quimico. Substancias exdgenas (como produtos bacterianos, incluindo os
peptideos que possuem um aminoacido terminal N-formilmetionina e alguns lipidios) e
endogenas como citocinas, particularmente aquelas da familia de quimiocinas [por
exemplo, a IL-8; componentes do sistema complemento (C5a); e metabolitos do acido
araquidénico (leucotrieno B4)], podem agir como quimioatraentes. Todos esses agentes
quimiotaticos se ligam a receptores especificos ligados a proteinas G transmembrana na
superficie dos leucécitos (KUMAR et al., 2010).

Estes leucdcitos recém-chegados e ativados liberam mediadores quimicos no
local da inflamacdo que incluem os mediadores derivados de lipidios [por exemplo,
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos], endocanabinoides, fator de ativacdo plaquetaria,
mediadores peptidicos (citocinas e quimiocinas), EROs (por exemplo, &nion
superéxido, peroxido de hidrogénio), derivados aminoacidicos (por exemplo, histamina,
oxido nitrico) e enzimas (por exemplo, proteases de matriz). A liberacdo destes
mediadores depende de fatores, como natureza do estimulo inflamatorio, local
anatdomico envolvido, fase durante a resposta inflamatéria e tipo celular envolvido
(CALDER et al., 2009).

A ativacdo dos leucdcitos resulta em reconhecimento e ligacdo da particula a ser
ingerida pelo leucocito, sua ingestdo e morte ou degradacdo do material ingerido,
eventos que sdo mediados pelas EROs, NO, mieloperoxidase e enzimas lisossémicas
contidas nos granulos dos leucécitos. As reacfes inflamatdrias agudas podem ter um
destes trés resultados: 1) resolucdo completa, quando a injaria ou microrganismo é
completamente eliminado e envolve a remogédo dos restos celulares e microrganismos

pelos macrofagos e reabsorcdo de fluido de edema pelos vasos linfaticos; 2) cura por
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substituicdo de tecido conjuntivo (fibrose) que ocorre quando a injaria inflamatdria
alcanca tecidos que séo incapazes de se regenerar; 3) progressao da resposta aguda para
inflamac&o cronica (FUJIWARA e KOBAYASHI, 2005; KUMAR et al., 2010). Além
disso, células apoptdticas podem gerar mediadores, tais como interleucina 10 (IL-10) e
fator de crescimento transformante (TGF-B) (ROCK e KONO, 2008) e os macrofagos
“alternativamente ativados”, em resposta as citocinas IL-4 e IL-13, também produzem
IL-10 e TGF-B que vdo limitar o processo inflamatério (KUMAR et al., 2010).

Os mediadores inflamatorios podem ser classificados de duas maneiras: do
ponto de vista da origem e do ponto de vista bioquimico. Em relacdo a origem, podem
ser divididos em duas classes: os derivados de células e os derivados das proteinas
plasméticas. Do ponto de vista bioquimico, podem ser divididos em: aminas vasoativas,
peptideos vasoativos, fragmentos do sistema complemento, mediadores lipidicos,
citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas (MEDZHITOV, 2008). A Tabela 1

apresenta as acOes dos principais mediadores da inflamacéo.
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Tabela 1 — As agles dos principais mediadores do processo inflamatorio. (Fonte: adaptado de
KUMAR et al., 2010).

Mediador Principais Fontes Ac0es

Histamina Mastocitos, basofilos e plaquetas Vasodilatagdo, permeabilidade
vascular  aumentada,  ativacdo

endotelial

Serotonina Plaquetas Vasodilatagdo, permeabilidade

vascular aumentada

Prostaglandinas Mastocitos, leucocitos Vasodilatagdo, dor, febre

Leucotrienos Mastécitos, leucocitos Permeabilidade vascular
aumentada, quimiotaxia, adesdo e

ativacdo de leucdcitos

Fator ativador de plaquetas Mastocitos, leucdcitos Vasodilatagdo, permeabilidade
vascular aumentada, adesdo de
leucdcitos, quimiotaxia,
desgranulagdo, exploséo oxidativa

Espécies reativas de oxigénio Leucocitos Destruicdo de  microrganismos,
injuria tecidual

Oxido Nitrico Endotélio, macréfagos Relaxamento do miusculo liso
vascular, destruicdo de
microrganismos

Citocinas Macréfagos, células endoteliais, Ativacdo endotelial local (expresséo
mastacitos de moléculas de adesdo), febre, dor,
anorexia, hipotensdo, resisténcia

vascular diminuida (choque)

Quimiocinas Leucdcitos, macrofagos ativados Quimiotaxia, ativagéo de leucécitos
Produtos do complemento (C5a, Plasma (produzidos no figado) Quimiotaxia e  ativacdo de
C3a, C4a) leucdcitos, vasodilatacdo (ativacdo

de mastdcitos)

Cininas Plasma (produzidas no figado) Permeabilidade vascular
aumentada, contracdo de musculo
liso, vasodilatacdo, dor

Proteases ativadas durante a Plasma (produzidas no figado) Ativacdo endotelial, recrutamento
coagulacéo de leucdcitos

Os mediadores derivados de células incluem as aminas vasoativas (histamina e
serotonina), os metabdlitos do &cido araquiddnico (AA) (prostaglandinas, leucotrienos e
lipoxinas), o fator ativador de plaquetas (PAF), EROs, NO, citocinas, quimiocinas, 0s
constituintes lisossémicos dos neutrofilos e os neuropeptidios. Tais mediadores podem
ser produzidos por leucécitos especializados (macrofagos residentes e mastocitos) ou
por células presentes nos tecidos locais. Alguns mediadores (como histamina e

serotonina) sdo pré-formados e estocados em granulos intracelulares de mastdcitos,
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baséfilos e plaquetas, e sdo rapidamente secretados por exocitose ou sao sintetizados de
novo (por exemplo, citocinas e prostaglandinas) (MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al.,
2010).

Os mediadores derivados de proteinas plasmaticas incluem as proteinas do
complemento (C3a, C5a), o sistema da coagulacéo (fator XII) e as cininas (bradicinina e
calicreina). Estes mediadores sdo produzidos principalmente no figado como
precursores inativos, e para serem ativados, necessitam ser submetidos a uma série de
clivagens proteoliticas para exercer suas atividades biolégicas (KUMAR et al., 2010).

A histamina e a serotonina sdo as duas principais aminas vasoativas que
induzem vasodilatagido e aumento da permeabilidade vascular. Ambas s&o armazenadas
em moléculas pré-formadas nas células e, portanto, sdo os primeiros mediadores
liberados durante o processo inflamatério. A histamina é encontrada em granulos
citoplasmaticos nos basofilos, mastocitos e plaquetas e seus efeitos vasoativos sao
mediados pela ligacdo a receptores tipo H; nas células endoteliais microvasculares. A
serotonina também é um mediador vasoativo pré-formado e possui agdes semelhantes as
da histamina. E encontrada principalmente nas plaquetas. Sua liberagio (assim como a
da histamina) é estimulada quando as plaquetas se agregam no processo de coagulacao.
Assim, a reacdo de liberacdo de serotonina pelas plaquetas também produz
permeabilidade vascular aumentada (KUMAR et al., 2010).

Os eicosanoides referem-se a uma familia de metabdlitos gerados
enzimaticamente a partir de um acido graxo poli-insaturado de 20 carbonos, o &cido
araquidénico (AA) (Figura 3). O AA é um fosfolipidio de membrana liberado por acédo
das fosfolipases, principalmente a fosfolipase A, (WHITE, 1999). Os eicosanoides sdo
sintetizados primariamente por 3 vias de oxigenagdo enzimatica: as ciclo-oxigenases
(COXs), as epoxigenases e as lipoxigenases (LOXs), sendo as primeiras as mais
significantes do ponto de vista fisioldégico. As COXs dao origem as PGs, a prostaciclina
(PGI,) e aos tromboxanos (TXs). Em mamiferos, duas principais isoformas de COX sédo
reconhecidas: a COX-1, a qual é expressa constitutivamente e a COX-2, induzida nos
locais de inflamacdo por mondcitos e macrofagos e fatores de crescimento. Na via das
LOXs, a 5-lipoxigenase é a enzima responsavel pela formacdo dos leucotrienos (LTs)
(FUNK, 2001).

Uma terceira isoforma da COX (COX-3) foi identificada em estudos mais
recentes a qual possui atividades fisiologicamente diferentes de ambas as COX-1 e

COX-2. Essa enzima parece ser altamente expressa no sistema nervoso central (SNC) e
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pode ser encontrada também no coracgdo e aorta; é seletivamente inibida por farmacos
analgésicos e antipiréticos, como o paracetamol e a dipirona. Essa inibi¢do representa o
mecanismo primario central pelo qual esses farmacos inibem a dor e a febre
(CHANDRASEKHARAN et al.,, 2002). A identificagdo da COX-3 tem um efeito
significativo no entendimento de mensageiros inflamatorios caracterizando novas rotas

de formacédo dos prostanoides e na condugdo da dor (SCHWAB et al., 2003).
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Figura 3 — Cascata do &cido araquidénico. (FONTE: Adaptado de KUMAR et al., 2010).

As principais PGs formadas durante o processo inflamatério sdo a PGE,, PGD»,
PGI;, e o tromboxano A, (TXA). Sdo produzidas por mastdcitos, macrofagos, células
endoteliais e muitos outros tipos de células. A PGE,, juntamente com a PGD,, causa
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade das vénulas pés-capilares. A PGD, também
é quimioatraente para neutréfilos. O TXA; é formado nas plaquetas, induz fortemente a
agregacao plaquetaria e vasoconstricdo. A PGIl, induz vasodilatacdo, um potente
inibidor da agregacdo plaquetaria e também potencializa marcadamente o aumento na
permeabilidade e efeitos quimiotaticos de outros mediadores (KUMAR et al., 2010).

Os LTs sdo sintetizados primariamente por células inflamatérias, como os
leucdcitos polimorfonucleares, macr6fagos e mastocitos. O LTB4é um potente ativador

de polimorfonucleares. In vivo, o LTB, estimula o rolamento, adesdo ao endotélio
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venular e transmigracdo endotelial dos neutrofilos em direcdo ao espago extravascular
através de integrinas especificas (NATHAN, 2002; KHANAPURE et al., 2007). Os
leucotrienos C4, Dy € E4 (LTC4, LTD4, LTE,4) aumentam a permeabilidade vascular,
causam intensa vasoconstri¢cdo e broncoespasmo (HENDERSON, 1994; KUMAR et al.,
2010).

Citocinas sdo peptideos liberados especialmente por muitos tipos de células,
especialmente macréfagos e mastocitos, que agem nos sistemas imune e inflamatério,
através de receptores especificos com a finalidade de alterar a atividade das préprias
células que as produziram (acdo autdcrina) ou de outras células (acdo paracrina e/ou
enddcrina). Incluem TNF, vérias interleucinas (ILs), interferons e linfocinas e suas
principais agles na resposta inflamatoria séo ativar o endotélio e leucécitos, bem como
induzir uma resposta de fase aguda (MEDZHITOV, 2008). H4 uma forte evidéncia de
que citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1f, IL-6, e TNF-a estejam envolvidas em
processos de dor patoldgica (ZHANG e AN, 2007).

Embora as quimiocinas sejam consideradas citocinas, elas formam um grupo
particular com propriedades funcionais e quimicas especificas. Sua principal funcéo é
agir como substancias quimioatraentes para macréfagos e leucocitos circulantes,
fornecendo um estimulo chave no direcionamento dos leucdcitos para o local da injdria
e, por isso também sdo conhecidas como citocinas quimiotaticas. As principais
quimiocinas sdo: IL-8, a proteina quimioatraente de macréfagos (MCP-1) e a eotaxina
(VERRI e al., 2006).

2.2.2 Controle farmacolégico da inflamacéo

Embora o processo inflamatorio seja indispensavel a homeostase corporal, o
desconforto causado pela resposta inflamatdria exige, em alguns casos, a intervencéo
com o uso de medicamentos. Os glicocorticoides ou anti-inflamatdrios esteroidais
(AIEs) os AINEs sdo farmacos capazes de interferir no processo inflamatério,
minimizando os sinais cardinais da inflamacdo (rubor, tumor, dor, calor e perda de
funcéo).

Os glicocorticoides (tais como a dexametasona, prednisona e fludrocortisona)
sdo esteroides lipofilicos caracterizados pela capacidade de se ligar ao receptor do
cortisol e exercer efeitos semelhantes aos dele. Esta classe de medicamentos possui um
amplo espectro de indicagdes terapéuticas, mas o tratamento envolvendo mecanismos

de imunomodulacdo ou de inflamag&o € a sua principal indicagdo. No sistema imune, a
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acdo dos AIEs ocorre em diversos pontos, como na modulacdo da taxa de expresséo de
NF-xB inibindo a producdo de COX-2 e, portanto, das PGs; ou quando inibem a
fosfolipase A, inibindo a formacdo de todos os metabdlitos do AA (FERREIRA et al.,
2009).

Os AINEs (por exemplo: &cido acetilsalicilico, indometacina e ibuprofeno)
representam um grupo heterogéneo de compostos, em sua maior parte consistem de
anéis aromaticos ligados a um grupamento &cido funcional, com acdo analgésica,
antitéermica e anti-inflamatéria. S&o &cidos organicos fracos que atuam principalmente
nos tecidos inflamados e se ligam, significativamente, a albumina plasmatica. Apés a
administracdo oral, sua absorcao é rapida e completa (exceto as preparacfes entéricas e
de liberagdo prolongada). N&o atravessam a barreira hematoencefalica e sdo
metabolizados principalmente pelo figado. De modo geral, os AINEs séo convertidos
em metabolitos inativos e sdo, predominantemente, excretados na urina (BRENOL et
al., 2000; ARDOIN e SUNDY, 2006; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2007).

Os AINEs derivados do &cido salicilico tém a meia-vida ampliada com o
aumento da concentracdo plasmatica do farmaco (SCHELGER, 1987; CLEMENTS e
PAULUS, 1997). Os AINEs mais lipossoliveis, como cetoprofeno, ibuprofeno,
penetram no SNC mais facilmente e estdo associados com leve alteragcdes no humor e na
funcéo cognitiva.

O principa mecanismo de acdo dos AINESs consiste na inibicdo das COXs, com
consequente  diminuicdo da conversédo do AA em PGs e combate
a inflamacao, dor e febre (KUMAR et al., 2010).

Estes medicamentos tém acdo eficaz sobre a inflamagdo, no entanto o uso
prolongado destes farmacos pode acarretar o aparecimento de efeitos colaterais que
chegam a impossibilitar alguns tratamentos. Na corticoterapia, 0s efeitos estdo
relacionados ao tempo de tratamento e uso de AIEs de acdo mais prolongada. S&o
implicacdes em uma variedade de sistemas no organismo; no sistema enddcrino-
metabolico, imunoldgico, cardiovascular e muitos outros. Os efeitos colaterais causados
pelo uso de AINESs néo seletivos mais frequentes é a ulcerogénese. Uma vez que COX-1
€ uma enzima constitutiva, importante na protecdo da mucosa gastrica, sua inibicdo
pode causar aumento da secrecdo acida e, portanto, o uso cronico destes medicamentos
pode acarretar em esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica ou duodenal (WEIER,
2002; KHANAPURE et al., 2007). Além disso, os AINESs ndo seletivos também alteram

a funcdo renal através de seus efeitos nas PGs renais, pois, em geral, a COX-1 é
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importante no controle da hemodinamica renal e da taxa de filtracdo glomerular. As
principais sindromes renais causadas pelo uso de AINEs ndo seletivos séo: retengdo de
sodio causada quando ocorre bloqueio na producdo de PGE,, com consequente edema
periférico, aumento da pressdo arterial, ganho de peso e insuficiéncia cardiaca
congestiva (raramente); e hipercalemia e faléncia renal aguda ocorrem quando a
producdo de PGl é reduzida (WEIER, 2002).

Na tentativa de aumentar a aceitacdo dessas medicacdes pelos pacientes, reduzir
a toxicidade (principalmente a gastrointestinal) e aumentar o efeito anti-inflamatério dos
AINEs, foram desenvolvidos inibidores seletivos da COX-2, a enzima induzivel em
eventos inflamatérios, tais como meloxicam, nimesulida, celecoxibe, que ficaram
conhecidos como coxibes (BRENOL et al., 2000). Esse grupo de farmacos ndo
apresenta o grupo carboxilico presente na maioria dos AINES, e, por esse motivo, tém a
capacidade de orientar-se seletivamente em direcdo a COX-2. Apresentam baixa
hidrossolubilidade, o que dificulta sua administracdo parenteral (CRAIG e STITZEL,
2005). Embora, a principio, o desenvolvimento dos inibidores seletivos da COX-2 tenha
sido considerado promissor, estudos clinicos apontaram uma ocorréncia elevada de
eventos cardiovasculares e tromboéticos em usuarios cronicos destes farmacos
(SARAIVA, 2007).

Tais eventos resultam de um desequilibrio entre TXA; e PGIl,. No aparelho
cardiovascular, a COX-1, presente nas plaquetas e nas células endoteliais vasculares, €
responsavel pela producdo de TXA; o qual promove o aumento da adesdo e agregacao
plaquetaria, resultando em potencial efeito pro-trombotico. Enquanto isso, a formacao
de PGl,, atraves da COX-2, promove efeito contrario, através da reducdo da adesdo e
agregacdo de plaquetas. Dessa maneira, estes sistemas enzimaticos mantém um
equilibrio entre 0s processos hemorragicos e a trombose. Tais alteracdes da fisiologia da
cascata do acido araquiddnico em usuario de inibidores seletivos da COX-2 explicam o
aumento na ocorréncia de eventos cardiovasculares (FITZGERALD, 2003; SARAIVA,
2007).

A principal abordagem terapéutica atual para o tratamento dos distarbios
inflamatérios baseia-se na administracdo destes farmacos, porém as inumeras
preocupacdes a respeito de sua seguranca, torna esta pratica desafiadora e continua a

impulsionar a procura por novas alternativas terapéuticas.
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2.3 Dor e Nocicepcéao

A dor € um mecanismo fisiolégico importante por possuir uma funcéo protetora
e permitir a sobrevivéncia dos individuos, uma vez que este sintoma permite a
consciéncia de que sua integridade esta sendo ameagada ou que ocorre alguma alteracdo
no organismo (FERREIRA et al., 2009). No entanto, devido as graves consequéncias
que pode trazer consigo, tais como, estresse, sofrimento, comprometimento nas relagdes
socioecondmicas (LOESER e MELZACK, 1999), a dor deve ser rapida e efetivamente
controlada e tratada adequadamente.

Segundo Fein (2011), a palavra “dor”, na lingua portuguesa, vem do latim
“dolor” que significa sofrimento, e, na lingua inglesa, a palavra “pain” vem do grego
“poiné” e significa pena.

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor - IASP
(IASP, 2017) como “uma experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel, associada
a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tais danos”. Esta definicédo
leva em consideracdo a subjetividade do fendmeno doloroso e permite o entendimento
de conceitos importantes sobre este assunto (ALMEIDA; ROIZENBLATT e TUFIK,
2004).

A definicdo mais recente de dor foi proposta por Williams e Craig (2016): “Dor
€ uma experiéncia angustiante associada a um dano tecidual real ou potencial com
componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e sociais”. Os autores sugeriram trés
razdes para modificar uma definicdo amplamente utilizada. Primeira, a definicdo da
IASP exclui caracteristicas clinicamente importantes, em particular, os componentes
cognitivos e sociais. Estes componentes sdo frequentemente considerados como sendo
caracteristicos da dor cronica, e podem ser negligenciados no entendimento da dor
aguda, apesar de muitas evidéncias contrarias. Segunda, 0 termo “desagradavel”
potencialmente banaliza a dor severa, uma vez que as dores agudas ou crbnicas mais
problematicas clinicamente s3o mais que uma sensacdo “desagradavel”. Terceira, no
conceito da IASP, a subjetividade e o autorrelato sdo priorizados a custa dos
comportamentos n&do-verbais, fontes proeminentes de informacdes sobre dor em
humanos e cobaias, especialmente aqueles cuja experiéncia subjetiva da dor ndo pode
ser manifesta verbalmente.

Segundo Williams e Craig (2016), a definicdo proposta pela IASP descreve

efetivamente a subjetividade essencial da dor, diferenciando-a dos processos
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fisiolégicos e facilita a apreciacdo da natureza multidimensional da dor. Desse modo, 0
conceito da IASP é parcial em vez de completo, omitindo qualidades essenciais
necessarias para promover uma boa ciéncia e cuidados de salde 6timos, e, portanto,
incluir dimensGes cognitivas e sociais no conceito de dor fornece uma perspectiva
equilibrada e mais abrangente.

Dois componentes estdo envolvidos no conceito de dor, a nocicep¢do e a
percepcdo. A nocicepcdo, Ou sensacdo nociceptiva, consiste nos processos de
transducdo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um
estimulo nocivo externo, ou seja, nocicepcdo € o componente fisiologico da dor.
Segundo a IASP (2017), a “nocicepgdo ¢ o processo neural de decodificagdo de um
estimulo nocivo”. A percep¢do estd relacionada aos aspectos subjetivos e pode ser
modulada pela emoc¢édo, motivacdo, condigdo psicoldgica e historia de vida de cada
individuo (MILLAN, 1999; JULIUS e BASBAUM, 2001).

Uma vez que o termo nocicepcdo refere-se ao estimulo doloroso propriamente
dito, sem levar em consideracdo o componente emocional — ou seja, engloba as vias
neuroanatdémicas, bem como 0s mecanismos neurologicos e 0s receptores especificos
capazes de detectar o estimulo nocivo (LAPA et al., 2007) —, € importante distinguir 0s
conceitos de dor e nocicepcao. Os animais ndo sdo capazes de expressar verbalmente a
ocorréncia de dor, e, portanto, neles ndo se avalia dor, e sim nocicepcéo, pois esta pode
ser quantificada experimentalmente através dos comportamentos exibidos pelos animais
frente a um estimulo nocivo. Logo, termos como dor e analgesia devem ser empregados
para estudos em humanos, enquanto nocicepc¢éo e antinocicepcdo devem ser utilizados

em estudos pré-clinicos envolvendo animais de laboratorio.

2.3.1 Classificacdo de dor

A dor pode ser classificada de diversas maneiras. Segundo a SBED (Sociedade
Brasileira para o Estudo da Dor) (2017), considerando a duracdo de sua manifestacdo, a
dor pode ser aguda, crénica ou recorrente.

Dor aguda é aquela que se manifesta transitoriamente durante um periodo
relativamente curto, de minutos a algumas semanas, associada a lesdes em tecidos ou
orgéos, ocasionadas por inflamagdo, infeccdo, traumatismo ou outras causas (SBED,
2017). Este tipo de dor normalmente desaparece quando o diagndstico da causa

subjacente é feito de maneira correta e quando o tratamento recomendado pelo
22



especialista é seguido corretamente pelo paciente (BRASIL, 2001; SBED, 2017). A dor
aguda apresenta um valor biolégico fundamental, pois constitui um alerta para a
possibilidade de uma injuria tecidual ter ocorrido, além de induzir reaces de defesa,
fuga ou remocdo do agente etioldgico (TEIXEIRA, 2009). Neste tipo de dor, o paciente
relata forte intensidade ou incapacitante de alto impacto na qualidade de vida. A dor
aguda estdo associados sinais de hiperatividade do sistema nervoso autdbnomo
simpatico, tais como taquicardia, taquipneia, aumento da pressdo arterial, agitacdo
psicomotora e ansiedade (BRASIL, 2001). Exemplos de dor aguda: célicas do periodo
menstrual, dor pds-cirdrgica.

A dor crbnica tem duracdo prolongada, podendo se estender de varios meses a
anos. Esta quase sempre associada a um processo de doenga cronica, a exemplo da
artrite reumatoide, e pode ser consequente de uma lesdo ja prévia e, em alguns casos,
incorretamente tratada (SBED, 2017). Diferentemente da dor aguda, a dor crbnica
permite uma adaptacdo as respostas neurovegetativas simpaticas comuns na dor aguda,
porém com respostas emocionais e de ansiedade frequentes (BRASIL, 2001). O valor
biologico fundamental inerente a dor aguda ndo esta presente na dor crénica, pois esta é
constituida especialmente de reacdes musculoesqueléticas psicocomportamentais que
induzem incapacidade e repercussdes biopsicossociais desfavoraveis (CLAPHAM,
2003). Este tipo de dor, quando presente, tem seu grupo de sintomas, paradoxalmente,
ja que a dor é considerada um sintoma; comporta-se como uma doenca em si, — porem
taxa-la como tal ainda é discutivel — causando além de sofrimento, grande queda na
qualidade de vida. Imobilidade, depressdo, alteracdes do sono, problemas nutricionais,
dependéncia de medicamentos, de profissionais da saude, de cuidadores e de
instituicbes, incapacidade para o trabalho, ansiedade, medo, amargura, frustracdo,
depressdo e suicidio sdo algumas das complicacbes que podem acompanha-la
(SIQUEIRA, 2017).

Ao contrario que se pode pensar, a dor cronica ndo é apenas o prolongamento da
dor aguda. EstimulacBes nociceptivas repetidas levam a uma variedade de modificacbes
no SNC (BRASIL, 2001). As mudancas cerebrais em pacientes que sofrem a dor
crénica tém sido motivo de inUmeras pesquisas. Estudos de neuroimagem mostraram
mudancas morfoldgicas em algumas &reas do cOrtex cerebral e revisbes cientificas
amplas mostram a extensdo do problema com mudancas fisicas, funcionais e genéticas

no cérebro de quem sofre dor persistente. Talvez, a complexidade dessas amplas
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alteragBes neuroplasticas sinalizem para a somatdria de inimeros fatores, adaptativos,
de sobrevivéncia, e disfuncionais (SIQUEIRA, 2017).

A exemplo da enxaqueca, a dor recorrente manifesta-se em periodos de curta
duracdo, porém que se repetem com frequéncia, podendo ocorrer durante toda vida do
individuo, mesmo sem estar necessariamente associada a um processo especifico
(SBED, 2017).

De acordo com o mecanismo fisiopatoldégico, a dor é classificada em
basicamente dois tipos: dor nociceptiva e dor neuropética (IASP, 2017) (Figura 4). A
primeira refere-se a dor que surge de danos reais em tecidos ndo-neuronais (IASP,
2017) e é desencadeada por estimulacdo excessiva de nociceptores localizados em
varias partes do corpo, como pele, visceras e outros 6rgdos (MILLAN, 1999; IASP,
2010). Dor neuropética é aquela causada por uma lesdo ou disfuncdo do sistema nervoso
somatossensorial (IASP, 2017). Este tipo de dor pode ser sentido como uma queimagéo
ou sensacdo de formigamento e inclui algumas sindromes, tais como: neuropatia
diabética, dor do membro fantasma, distrofia simpatica reflexa e causalgia (KATZ e
ROTHENBERG, 2005).

dor

Y nociceptiva
dor neuropatica

dor
neuropiética

dor neuropdtica

célula ganglionar
da raiz dorsal

terminacfo nervosa
livre

Figura 4 — A estimulacdo nociva do nociceptor nas terminagcfes nervosas sensoriais causa dor
nociceptiva, a estimulacao patoldgica do axdnio, do ganglio da raiz dorsal ou de neur6nios no SNC
causa dor neuropatica (Fonte: adaptado de SCHAIBLE e RICHTER, 2004).

Woolf, em seu artigo publicado no The Journal of Clinical Investigation, em
2010, discrimina trés tipos diferentes de dor de acordo com a origem do estimulo:
nociceptiva, patoldgica e inflamatoria.

Dor nociceptiva é uma dor de alto limiar, decorrente da ativacdo fisiologica das

vias nociceptivas; é um sistema de protecéo fisiologica de alerta precoce, essencial para
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perceber e minimizar o contato com estimulos nocivos (térmicos ou mecanicos)
(WOOLF, 2010). Este tipo de dor é tipicamente agudo e latejante (KATZ e
ROTHENBERG, 2005). Alguns exemplos de dor nociceptiva sdo: queimadura, fratura
0ssea.

Dor patoldgica é resultante do funcionamento anormal do sistema nervoso e ndo
confere carater protetor, sendo, portanto, mal adaptativa. Este tipo de dor ndo é um
sintoma de algum disturbio, mas sim um estado de doenca do sistema nervoso, que pode
ocorrer apds danos ao sistema nervoso (dor neuropatica), e também em condi¢fes em
que ndo ha tal dano ou inflamagdo (dor disfuncional), como por exemplo, a
fibriomialgia (WOOLF, 2010).

Embora a IASP reconheca apenas dois tipos de dor, Woolf (2010) descreve,
ainda, um terceiro tipo: a dor inflamatoria, que também tem carater adaptativo e
protetor, uma vez que auxilia na cura do local lesionado por impedir o contato fisico e o
movimento. Este tipo de dor e decorrente da formacdo de mediadores hiperalgésicos
inflamatdrios — apo0s ativacdo do sistema imune pos-injuria tecidual ou inflamacéo
aguda — que provocam hipersensibilizacdo dos nociceptores. Esta hipersensibilidade faz
com que estimulos normalmente ino6cuos, agora provoguem dor (FERREIRA et al.,
2009; WOOLF, 2010).

2.3.2 Fisiopatologia da dor

Conhecer as vias neuroanatdmicas envolvidas nos processos de recepcéo,
transmissdo, modulacdo e processamento da dor é um aspecto de fundamental
importancia, pois impulsiona a busca por farmacos analgésicos mais eficazes e potentes,
e permite a aplicacdo clinica dos resultados experimentais obtidos em laboratorios de
Farmacologia.

Os mecanismos de propagacdo dos estimulos nocivos sdo mediados por trés
estruturas basicas: nociceptores, medula espinal e cérebro (KATZ e ROTHENBERG,
2005). De maneira geral, pode-se considerar que a neurofisiologia da dor se apresenta
de maneira quadrifasica: transducdo, que ocorre pela ativacdo dos nociceptores, 0s quais
transformam um estimulo nocivo em potencial de acdo; transmissdo, conjunto de
eventos que permitem que o impulso nervoso gerado no nociceptor seja conduzido pelas
fibras aferentes primarias Ad ou C, e informado para 0 SNC; modulagéo, que sdo os
mecanismos e vias responsaveis pela supressao ou facilitacdo da dor (PORTO, 2004); e,

por altimo, a percepcao, fase em que ocorre a integracdo das informagdes recebidas pelo
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SNC e na qual o individuo se torna consciente quanto a localizagdo, duragdo e
intensidade do estimulo nocivo.

O processo de transdugdo do estimulo nocivo se inicia com a ativagdo dos
nociceptores, receptores fisioldgicos que permeiam os 6rgdos (pele, vasos sanguineos e
visceras) e correspondem as terminacfes nervosas livres dos neurdnios sensoriais
primarios. Estes neurdnios de primeira ordem consistem em fibras nervosas de pequeno
didmetro, mielinizadas ou ndo, do tipo Ad ou C, cujos corpos celulares estéo localizados
nos ganglios da raiz dorsal (KATZ e ROTHENBERG, 2005).

As fibras aferentes primarias podem ser classificadas em termos de estrutura,
didametro e velocidade de conducdo do impulso nervoso. As fibras do tipo C séo
amielinizadas, possuem de 0,4 a 1,2 um de didmetro (pequeno calibre) e conduzem o
potencial de acdo em velocidades menores que 1m/s. As fibras Ad sdo finamente
mielinizadas, com diametros entre 2,0 e 6,0 um (calibre intermediario) e apresentam
velocidade de conducdo de 5 a 40 m/s. Fibras AP sdao mielinizadas, com didmetros
maiores que 10 um (grosso calibre) e conduzem o impulso nervoso em velocidades
entre 30 e 100 m/s; estas fibras, entretanto, ndo propagam estimulos nocivos em
situacGes normais (MILLAN, 1999; BASBAUM e JESSEL, 2014).

Em relacdo aos nociceptores, sdo descritas trés principais e distintas classes:

mecanicos, térmicos, polimodais, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Classes de nociceptores. (Fonte: BASBAUM e JESSELL, 2014).

Tipo de Nociceptor Caracteristicas

Mecéanico Respondem a pressdo intensa e estdo presentes em
fibras A5 de médio didmetro, pouco mielinizadas,
gue conduzem os potenciais de acdo na velocidade
de 5 a 40m/s.

Térmico Sdo ativados por temperaturas extremas, quentes
(>45°C) e frias (<5°C) e também estdo presentes
em fibras A8 de médio calibre finamente
mielinizadas e de condugdo rapida (5 a 40m/s).

Polimodal Respondem a estimulos de alta intensidade,
mecanicos, térmicos e quimicos e estdo presentes
em fibras do tipo C de pequeno calibre e ndo
mielinizadas, as quais conduzem lentamente 0s
impulsos (<1m/s).

Segundo Millan (1999), estas classes estdo amplamente distribuidas na pele e
nos tecidos profundos e sdo frequentemente coativadas. Enquanto as fibras Ad
propagam informagcfes modalmente especificas, com marcada intensidade e curta

laténcia, as fibras C propagam informacdo de maneira lenta e, as vezes, secundaria a
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acao das fibras Ad. Enquanto aquelas promovem uma rapida sensagdo de primeira dor
ou dor aguda, disparando reflexos de retirada, estas tém potenciais prolongados que
sofrem somacéo temporal e induzem manifestac6es de dor difusa. Embora amplamente
utilizada, esta diferenciacdo ndo pode ser aplicada a todos os Orgdos, sendo mais
evidente na pele (ALMEIDA; ROIZENBLATT e TUFIK, 2004). Exemplificando a
informacdo supracitada, quando um martelo bate no polegar de um individuo, ele sente
inicialmente uma dor aguda e intensa — “primeira dor” — a qual é transmitida pelas
fibras do tipo Ad que carregam as informagdes tanto dos nociceptores mecanicos quanto
térmicos. Em seguida, o individuo sente uma dor menos intensa, porém mais
prolongada e as vezes, ardente, a “segunda dor”, transmitida pelas fibras do tipo C as
quais levam informagdes dos nociceptores polimodais (BASBAUM e JESSEL, 2014).

As fibras Ad sdo classificadas em dois grupos: tipo | que apresentam
mecanorreceptores de alto limiar e respondem primariamente a estimulos mecanicos de
alta intensidade e fracamente a estimulos térmicos ou quimicos e apds serem ativadas,
também podem ser responsivas a altas temperaturas; tipo Il que possuem receptores
mecano-térmicos para altas temperaturas (acima de 45 °C), alguns receptores para frio
intenso (abaixo de 5 °C) e que, depois de ativados, sdo sensiveis a estimulos mecanicos
de limiares in6cuos (MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT e TUFIK, 2004).

As fibras C apresentam receptores termossensiveis ao calor e ao frio,
mecanorreceptores de baixo limiar e receptores especificos para substancias algdgenas,
tais como ions potassio (K'), acetilcolina, enzimas proteoliticas, serotonina,
prostaglandina, substancia P e histamina. Muitas fibras C com receptores de alto limiar
sdo sensiveis a estimulos mecénicos ou térmicos ou quimicos, e por esta razao sdo
chamadas polimodais. Um tipo especifico de fibra C responde a alta intensidade térmica
e, em associacdo com as fibras polimodais, parecem ser responsaveis por conduzir o
estimulo apds dano tecidual. Outro tipo de fibra C de conducdo lenta, insensivel a
estimulos mecanicos e sensivel a histamina também é reconhecida e provavelmente esta
envolvida na sensacdo de queimacdo (MILLAN, 1999; ALMEIDA; ROIZENBLATT e
TUFIK, 2004).

A ativacdo dos nociceptores, em resposta a estimulos nocivos, gera uma corrente
de despolarizacdo que se propaga ao longo de toda a fibra e é conduzida até o SNC
(WOOLF; SALTER, 2000). A membrana destas fibras nas terminagdes nervosas livres
possui receptores que convertem a energia térmica, mecanica ou quimica em potencial

elétrico despolarizante e, quando a amplitude do potencial sensor é suficientemente alta,

27



potenciais de acdo sdo disparados e conduzidos pelo axénio até o corno dorsal da
medula espinal (BASBAUM e JESSEL, 2014).

As fibras nociceptivas possuem elevado limiar de ativacédo, e se projetam da
periferia para o corno dorsal da medula espinal (mais precisamente nas laminas de
Rexed | e Il) onde ativam um grande nimero de neurbnios de segunda ordem que
podem ser interneurdnios ou neurénios de projecdo (Figura 5) (BASBAUM e JESSEL,
2014; SCHAIBLE e RICHTER, 2004; CURY et al., 2011).

B Sinais de entrada na medula espinal

Fibra A8

GG G D)
Fibra A
{mecanorreceptora)

Para o tronco Para o talamo

encefélico e o tdlamo

Figura 5 — As fibras nociceptivas terminam no corno dorsal da medula espinal. (Fonte: BASBAUM
e JESSEL, 2014).

No corno dorsal da medula espinal, primeiro local de sinapse na via nociceptiva,
estas fibras nervosas sensoriais primarias liberam neurotransmissores, tais como:
glutamato, substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina, capazes de ativar
0s neurdnios de projecdo (SCHAIBLE e RICHTER, 2004).

Ainda na medula, os axdnios de neurdnios espinhais de segunda ordem, cruzam
a linha média, e a informacdo dolorosa, na forma de potencial de acdo ascende através
de diferentes tratos nervosos especificos — principalmente os tratos espinotalamico e
trato espinorreticular — até a convergéncia com populacGes de neurdnios no nucleo
posterior ventral do talamo. Essa informagdo neural se projeta, entdo, do tadlamo para
cortex somatossensorial, regido onde ocorre a percepcdo da dor pelo individuo e as

varias submodalidades, como qualidade, intensidade, localizacdo e duracdo sdo
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integrados na experiéncia da percepgdo (CURY et al., 2011). As duas principais vias
ascendentes que transmitem a informacdo nociceptiva da medula espinal aos centros

superiores podem ser visualizadas na Figura 6.

Espinotalamico Espinorreticular
Para o cortex Para o cortex
associativo associativo

Giro pos-central
(cértex somatos-
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e
Nucleo ‘ ‘& {4
lateral 7
posterior
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Cépsula Neurénio que Formacac
interna se projeta para reticular
o talamo da ponte
Ponte
Formacao
reticular
Bulbo do bulbe
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espina| \ )

Figura 6 — As duas principais vias de ascendéncia da informag&o nociceptiva da medula espinal ao
cortex somatossensorial. (Fonte: Adaptado de: BASBAUM e JESSEL, 2014).

O corno dorsal da medula espinal esta sujeito a mecanismos locais e
descendentes de modulacdo da dor. A modulacdo da dor é um processo fisioldgico que
ocorre no SNC e envolve a liberagdo de peptideos opioides, tais como encefalinas e
dinorfinas, aminas biogénicas e outros transmissores. O sistema enddgeno de
modulacdo da dor consiste de interneurdnios presentes no corno dorsal da medula e dos
tratos neurais descendentes que inibem o sinal de transmissdo da dor (CURY et al.,
2011).
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No corno dorsal da medula espinal, os neurdnios de proje¢éo sofrem influéncia
de uma interacdo entre as fibras aferentes nociceptivas (Ad e C) e as fibras ndo
nociceptivas (Ao ¢ AB) que podem desencadear uma analgesia localizada (MILLAN,
2002). Exemplificando, uma leve massagem na regido lesada ativa as fibras ndo
nociceptivas que, por sua vez, ativam um interneurénio que inibe a transmisséo do
impulso nervoso das fibras nociceptivas. Esse fendmeno ficou conhecido sob 0 nome de
“teoria do controle do portao”, descrito pela primeira vez por Melzak e Wall, em 1960.

Os neurdnios de projecdo também sofrem influéncia de tratos descendentes que
reduzem ou facilitam o processo nociceptivo. A inibicdo descendente é formada por
vias que originam os nucleos do tronco encefalico (em particular, substancia cinzenta
periaquedutal e nicleo magno da rafe) e descendem no funiculo dorsolateral da medula
espinal (MILLAN, 2002; SCHAIBLE e RICHTER, 2004; VANEGAS e SCHAIBLE,
2004). Um estimulo nocivo é capaz de ativar 0 mecanismo descendente de inibicéo da
dor. Ao ser ativado, fibras noradrenérgicas e serotoninérgicas favorecem a liberacdo de
encefalinas e endorfinas nos cornos posteriores da medula espinal e a liberacdo de
peptideos opioides enddgenos nestes locais inibe a percepcdo da dor de forma difusa
(WILLER, BOUHASSIRA e LE BARS, 1999; MILLAN, 2002). Os mecanismos
inibitérios da transmissdo do estimulo nocivo que ocorrem a nivel medular e

supraespinal constituem o sistema analgésico endogeno (MILLAN, 2002).

2.3.3 Dor inflamatoria

A interacdo entre o tecido danificado e os nociceptores por mediadores formados
durante o processo inflamatdrio produz dor inflamatoria. Diferentes mediadores, tais
como endotelina, substancia P, prostaglandinas e aminas simpaticas provocam o
aumento da sensibilidade neuronal a estimulos que normalmente ndao produzem ou
produzem pouca dor (VERRI et al., 2006).

Em 1982, a IASP redefiniu a sensibilizacdo dos nociceptores em duas
categorias: alodinia e hiperalgesia. Alodinia é uma resposta dolorosa a um estimulo
indcuo, ou seja, que normalmente ndo produz dor, enquanto hiperalgesia € uma resposta
dolorosa aumentada a um estimulo nocivo (IASP, 2017).

Os mediadores inflamatorios produzidos durante a resposta imune inata podem
ser divididos em dois grupos: os mediadores hiperalgésicos intermediarios e 0s
mediadores hiperalgésicos finais. Estes incluem as aminas simpaticas (adrenalina,

noradrenalina e dopamina) e as PGs (principalmente PGE,), as quais sdo liberadas em

30



resposta a acdo dos mediadores intermediarios. As PGs interagem com receptores
presentes nas membranas dos neurénios sensoriais nociceptivos primarios, ativando-os
e levando a reducgdo do limiar de ativacdo e aumento da sensibilidade neuronal. Estas
modificagOes facilitam a acéo de estimulos anteriormente inécuos ou pouco eficazes em
produzir dor (Figura 7). Os mediadores intermediarios mais importantes no processo de
dor inflamatéria sdo as citocinas (TNF-a e IL-1) e quimiocinas (IL-8) (FERREIRA et

al., 2009).
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Figura 7 — Mecanismos da dor inflamatoria. (Fonte: adaptado de FERREIRA et al., 2009).

O TNF-a ¢ a primeira citocina liberada durante o processo inflamatorio. Apds
sua liberag&o, ela induz a liberagdo de IL-1B pelas células presentes e consequentemente

de PGs, elementos importantes na producdo de hiperalgesia. As endotelinas tém
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importante papel na génese da dor inflamatoria em processos isquémicos e em doengas
cardiovasculares. A substdncia P é considerada um modulador da transmisséo
nociceptiva que atua principalmente na medula espinal, controlando o fluxo de
informacdes transmitidas pelos neurdnios primarios aos centrais. Com relacdo ao
sistema nervoso periférico, existem evidéncias de que ela pode ser liberada durante o
processo inflamatorio, principalmente pelas terminacfes nervosas livres dos tecidos
inflamados, contribuindo para o aparecimento do processo denominado inflamacao
neurogénica e atuando de maneira autdcrina nessas terminacdes, sensibilizando-as
(FERREIRA et al., 2009).

A bradicinina induz sensibilizacdo do nociceptor direta e indiretamente. O efeito
indireto é dependente da producéo de mediadores de agéo direta, tais como as PGs e as
aminas simpaticas, que sensibilizam os nociceptores (CUNHA et al., 2007). Tais
mediadores agem preferencialmente nos receptores metabotropicos da membrana
neuronal das fibras C e dos nociceptores silenciosos e séo responsaveis por reduzir o
limiar do nociceptor e aumentar a excitabilidade da membrana neuronal, gerando
sensibilizacdo central e facilitando a liberacdo de neuropeptidios relacionados a dor
(VERRI et al., 2006; RAHBARDAR et al., 2017).

2.3.4 Opioides

Opioides sdo um grupo de farmacos, naturais ou sintéticos, e referem-se de
maneira ampla a todos os compostos de estrutura semelhante a morfina presente no
Opio. Sdo os farmacos mais utilizados e eficazes no tratamento de dor aguda e cronica.
O termo opium deriva da palavra grega opos, que significa suco, pois a substancia ativa
estd presente no suco da papoula (Papaver somniferum) (IASP, 2010; YARKSH e
WALLACE, 2012).

Em 1806, Friedrich Serturner, descreveu o isolamento por cristalizacdo de uma
substancia pura no 6pio e a denominou morfina, em referéncia a Morfeu, o deus grego
dos sonhos. A morfina é considerada o agonista opioide classico, pois ela é capaz de
estimular todos os receptores opioides (YARKSH e WALLACE, 2012).

Os opioides podem ser divididos em quatro classes: os naturais, da qual fazem
parte a morfina e a codeina, conhecidos como opioides alcaloides e de ocorréncia
natural no Opio; 0s semissintéticos, como a heroina e oxicodona; os totalmente
sintéticos, como a metadona (MAZAK et al., 2009); e os enddgenos, como as

endorfinas, dinorfinas e encefalinas, os peptideos opioides enddgenos, ligantes naturais
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que ativam receptores opioides durante estresse, eventos inflamatorios, cancer
(COSTATINO et al., 2012).

Nos mamiferos, os trés tipos de peptideos opioides, endorfinas, encefalinas e
dinorfinas, sdo sintetizados via clivagem de proteinas precursoras (COSTANTINO et
al., 2012). As endorfinas derivam da clivagem da proteina precursora
proopiomelanocortina e possuem afinidade pelos receptores p opioides. As encefalinas
derivam da proteina precursora proencefalina e possuem afinidade pelos receptores p e
d opioides. As dinorfinas, por sua vez, derivam da clivagem da prodinorfina e exibem
afinidade pelos receptores opioides k (FENG et al., 2012; YARKSH e WALLACE,
2012).

Os opioides exercem seus efeitos através de sua ligacdo a receptores opioides
presentes na membrana celular dos neurdnios. Esses receptores foram descobertos pela
primeira vez em areas especificas do cérebro relacionadas a dor, como o talamo,
substancia cinzenta periaquedutal, ndcleos da rafe, locus coerulus, nas laminas I e Il do
corno dorsal da medula espinal e nos neurénios sensoriais primarios e por este motivo,
0s opioides produzem analgesia potente quando administrados sistemicamente, por via
espinal ou periféerica (IASP, 2010).

Estdo descritos trés principais tipos de receptores na farmacologia dos opioides:
u, ¥ e 6, confirmados por clonagem subsequente (YARKSH e WALLACE, 2012) e
membros de uma larga familia de receptores acoplados a proteina G;. Apos a ligacédo do
opioide ao receptor, ocorrem mudancas conformacionais em sua estrutura que permitem
0 acoplamento da proteina G; a porcdo C-terminal dos receptores opioides. Na
subunidade Ga, GDP ¢ substituido por GTP e ocorre uma dissociagdo do complexo
trimérico proteico em subunidades Ga e Gfy. A dissociag@o entre as subunidades inicia
uma cascata de eventos intracelulares que medeiam o efeito antinociceptivo de opioides
em neurdnios aferentes primarios. Os principais eventos intracelulares que ocorrem
apos a dissociacdo das subunidades da proteina G sdo: a) inibicdo da atividade da
adenilil ciclase e consequentemente da producdo de adenosina monofosfato ciclico
(AMPc); b) reducdo da abertura dos canais de Ca?* controlados por voltagem; c)
hiperpolarizagdo através da estimulagdo da corrente de K* por varios canais, inclusive
os canais de K" retificadores internos ativados pelas proteinas G; e d) ativagio da
proteina quinase C (PKC) e da fosfolipase C (PLC) (STEIN et al., 2009; YARKSH e
WALLACE, 2012).
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Algumas acOes dos receptores opioides estdo bem definidas de acordo com o
subtipo e sua localizacdo no sistema nervoso. Os receptores o estdo localizados nos
nacleos pontinos, amigdalas, bulbo olfatério, cortex cerebral profundo e nos neurénios
sensitivos periféricos, e sdo responsaveis principalmente pela analgesia, mas também
por modular fungdes cognitivas e de dependéncia fisica. Cabem aos receptores K as
funcdes de nocicepcdo, termorregulacdo, controle de diurese e secre¢cdo neuroendocrina,;
estdo localizados no hipotdlamo, substéncia cinzenta periaquedutal, substancia
gelatinosa na medula espinal e em neurbnios sensitivos periféricos. Quanto aos
receptores p, estdo localizados no cortex cerebral, tdlamo, substancia cinzenta
periaquedutal, substancia gelatinosa e trato gastrintestinal; estes regulam funcGes como
a nocicepcédo, o ciclo respiratério e o transito intestinal (MARTINS et al., 2012).

Além de modulacdo da dor e da dependéncia, os receptores opioides séo
amplamente envolvidos em vérias atividades fisiologicas e fisiopatoldgicas, incluindo a
modulacéo da dor, homeostase ionica, proliferacdo celular, resposta emocional, funcao
imune, alimentacdo, obesidade, controles respiratorio, gastrointestinal e cardiovascular,

bem como algumas desordens neurodegenerativas (FENG et al., 2012).

2.3.5 Controle farmacologico da dor

O controle farmacolégico da dor envolve basicamente duas estratégias. A
primeira consiste no uso de drogas que bloqueiam diretamente 0 mecanismo de
conducédo da dor, resultando em antinocicepcdo; essas drogas sdo representadas pelos
opioides, como morfina, codeina, fentanil e tramadol as quais abolem diretamente a
transmissdo nociceptiva pela ligacdo aos receptores opioides (HOSKIN e HANKS,
1991). A segunda estratégia envolve o uso de drogas que inibem a sensibilizacdo dos
nociceptores e, portanto, o desenvolvimento de hipernocicepcdo; este € o principal
mecanismo de acdo das drogas que inibem as ciclo-oxigenases, os AINEs (CASHMAN,
1996). Entre os principais AINEs utilizados no tratamento da dor estdo o acido
acetilsalicilico, ibuprofeno e indometacina.

Apesar da gama relativamente grande de opcdes para o tratamento da dor, alguns
estados de dor como os de origem neuropatica, sdo muito refratarios a analgésicos, e
apenas 1/3 dos pacientes referem analgesia superior a 50% (SINDRUP e JENSEN,

1999). Por isso, o controle da dor ainda depende do desenvolvimento de farmacos mais
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eficazes, com efeitos adversos minimos e com indicacdo para modalidades de dor ainda
de dificil tratamento (JULIUS e BASBAUM, 2001).

A despeito de seus efeitos analgésicos eficazes e potentes, o uso de opioides é
limitado, pois esta associado a uma incidéncia de 50-80% de efeitos adversos a longo
prazo. Estes variam de boca seca, constipacdo, depressdo respiratdria e distarbios do
sono a tolerdncia, dependéncia e sedacdo (ARORA; CAO; JAVAHERI, 2014;
THOMSON; RAIT; MILLER, 2016), e, portanto, o uso de farmacos opioides no
tratamento da dor deve ser devidamente avaliado.

Como a maioria dos AINEs produzidos e comercializados inibem tanto a COX-1
(enzima expressa de maneira constitutiva e envolvida na citoprotecdo epitelial gastrica e
hemostasia) quanto a COX-2 (enzima induzida durante eventos de inflamacgéo)
(GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2012) estes farmacos, assim como 0s opioides,
também causam efeitos colaterais graves, tais como alta toxicidade renal e
gastrointestinal que podem resultar em grande morbidade, limitando seu uso prolongado
(HENRY et al., 1996).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar as possiveis atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria de extratos em

metanol da Annona tomentosa e suas particoes.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antinociceptiva dos extratos em metanol da Annona tomentosa e
suas particdes sob condi¢Oes de nocicepcdo aguda, através dos modelos de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético e de retirada da cauda;

e Auvaliar o envolvimento dos sistemas opioide, nitrérgico, colinérgico e dos canais de
K" sensiveis ao ATP na agdo das particdes do extrato em metanol da Annona tomentosa

no modelo de retirada da cauda;

e Auvaliar a atividade antiedematogénica dos extratos em metanol da Annona
tomentosa no modelo de edema de pata induzido por carragenina, histamina e

serotonina;

e Auvaliar a migracdo de leucdécitos e quantificar as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e

IL-1pB a partir do modelo de bolsa de ar subcutanea;

e Avaliar a atividade dos extratos em metanol da Annona tomentosa sobre a atividade

locomotora espontanea no modelo do campo aberto.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta da Planta

A coleta das folhas e cascas do caule da Annona tomentosa R.E.Fr (Annonaceae)
foi realizada pela doutoranda Ilna Gomes da Silva e Marcos Bispo, em S&o Luis,
Maranh&o, Brasil (2° 33" 9" S, 44° 18’ 13" W), em marco de 2013. A planta foi
classificada por Ana Maria Maciel e uma exsicata foi depositada no Herbario Rosa
Mochel, na Universidade Estadual do Maranh@o, sob o nimero 3773.

4.2 Preparo e Particao dos Extratos em Metanol

As folhas e as cascas do caule coletadas foram secas ao ar livre, em local
ventilado e ao abrigo do sol, pelo periodo de uma semana e, em seguida, levadas a
estufa a 45 °C por 24 horas.

As cascas do caule (163 g) foram extraidas por maceracdo exaustiva em metanol
(CH30H) a temperatura ambiente. A periodicidade de troca de solvente foi, em média,
de 72 horas. O solvente foi evaporado em rotaevaporador sob pressdo reduzida,
finalizando a concentracéo sob corrente de aeracdo continua para gerar o extrato bruto
(ATCM,; 36,02 g) e o material foi estocado a -20 °C até o uso.

As folhas (1,5 kg) da Annona tomentosa foram extraidas por maceracdo em
metanol & temperatura ambiente e o solvente foi removido por destilagdo a vacuo para
gerar o extrato bruto (ATFM, 48 g) correspondente a aproximadamente 6% (w/w). O
material foi estocado a - 20 °C até o uso. O extrato ATFM foi dissolvido em
metanol/agua (3:7) e a solugdo foi submetida a particdo liquido-liquido com extracdes
sucessivas em hexano (n-C6H14), diclorometano (CH2CI2), acetato de etila (EtOAC) e
butanol (BuOH), produzindo, apos a destilacdo dos solventes, ATFM-H (particdo em
hexano; 2,27 g), ATFM-D (particdo em diclorometano; 1,08 g), ATFM-Ac (particdo em
acetato de etila; 3,79 g) e ATFM-Bu (particdo em butanol; 11,45 g). Os extratos foram
produzidos pela doutoranda IIna Gomes da Silva e foram fornecidos pelo Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais, da UFRRJ, liderado pelo professor Dr. Mario Geraldo de

Carvalho.
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4.3 Animais

Camundongos Swiss, machos, pesando entre 20 e 22 g, foram obtidos do nosso
Biotério Central. Os animais foram mantidos em condic6es de temperatura controlada
(22 £ 2°C), 12 h de ciclo claro/escuro, com livre acesso & agua e ra¢do. Doze horas antes
dos experimentos, 0s animais receberam apenas agua para eliminar a possibilidade de
interferéncia da racdo sobre o processo de absor¢do dos extratos. Os protocolos
experimentais de utilizagdo de animais deste estudo foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais, do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude, da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/ICBS — UFRRJ), sob o n°
9383/2016-80.

4.4 Farmacos, Drogas e Reagentes

Foram utilizadas as seguintes substancias: acido acético (Vetec, Rio de Janeiro,
Brazil), dexametasona (pureza - 97%), No-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)
(pureza — 98%), cloridrato de naltrindol (pureza > 98%), dicloridrato de nor-
binaltorfimina (pureza > 98%), glibenclamida (pureza > 99%), atropina (pureza > 99%),
acido acetilsalicilico (pureza — 99%), A-carragenina, histamina (pureza — 99%),
serotonina (pureza — 98%) e dimetilsulfoxido (pureza — 99,9%) (Sigma—Aldrich, St.
Louis, MO, USA), naloxona (pureza — 97%) e morfina (pureza — 97%) (Cristalia, Séo

Paulo, Brazil).

4.5 Tratamentos e Preparo das Substancias

e Controle: grupo tratado com agua destilada;

e Veiculo: grupo tratado com solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) em &gua destilada
na concentracdo de 2,5% (v/v). O DMSO ¢ o solvente utilizado na diluicdo dos extratos.
Este grupo foi incluido a fim de descartar a interferéncia deste solvente nos efeitos
antinociceptivo e/ou anti-inflamatério.

e ATCM: extrato bruto em metanol do caule da Annona tomentosa. Administrado por
via oral na dose de 100 mg/kg no modelo de contor¢des abdominais induzidas por acido

acético;
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e ATFM: extrato bruto em metanol das folhas da Annona tomentosa. Administrado por
via oral, na dose de 100 mg/kg no modelo de contor¢bes abdominais induzidas por
acido acetico;

e ATFM-H: particdo em hexano do extrato bruto em metanol das folhas da Annona
tomentosa. Administrado por via oral nos modelos de contor¢des abdominais (10, 50 e
100 mg/kg), de retirada da cauda (10, 50 e 100 mg/kg) e do edema de pata (100 mg/kg);
e ATFM-D: particdo em diclorometano do extrato bruto em metanol das folhas da
Annona tomentosa. Administrado por via oral nos modelos de contor¢des abdominais
(100 mg/kg), do edema de pata induzido por carragenina (100 mg/kg) e histamina e
serotonina (10, 50 e 100 mg/kg) e bolsa de ar subcuténea (10, 50 e 100 mg/kg);

e ATFM-ACc: particdo em acetato de etila do extrato bruto em metanol das folhas da
Annona tomentosa. Administrado por via oral na dose de 100 mg/kg nos modelos de
contorcdes abdominais e do edema de pata;

e ATFM-Bu: particdo em n-butanol do extrato bruto em metanol das folhas da Annona
tomentosa. Administrado por via oral na dose de 100 mg/kg nos modelos de contorcdes
abdominais e do edema de pata;

e Acido acético: utilizado para induzir as contor¢des abdominais no modelo de
contor¢Bes abdominais induzidas por acido acetico e preparado na concentracao de
1,2% (v/v) em agua destilada e administrado 0,01 mL/g de peso do animal da solucao
por via intraperitoneal 60 minutos apos a administracdo oral dos extratos da Annona
tomentosa, veiculo e morfina;

e Carragenina: agente flogogeno utilizado nos modelos de edema de pata e bolsa de ar
subcutanea, preparada a 1% (10 mg/mL). Administrada no volume de 0,1 mL na bolsa
de ar subcuténea estéril e 0,02 mL por via intraplantar na pata traseira direita no modelo
de edema de pata e 60 minutos apos a administracdo oral de agua destilada, veiculo e
dos extratos e administracdo subcutanea de dexametasona;

e Serotonina: utilizada para induzir edema no modelo do edema de pata. Administrada
no volume de 0,02 mL por vi a intraplantar na pata traseira (100 pg/pata) direita e 60
minutos apds a administracdo oral de agua destilada, ou veiculo e dos extratos e
administracdo subcutanea de dexametasona;

e Histamina: utilizada para induzir edema no modelo do edema de pata. Administrada
no volume de 0,02 mL por via intraplantar na pata traseira direita no modelo de edema
de pata (100 nmol/pata) e 60 minutos apos a administragdo oral de &gua destilada, ou

veiculo e dos extratos e administracdo subcutanea de dexametasona;
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e Dexametasona: anti-inflamatorio esteroidal reconhecido e utilizado como controle
positivo nos modelos do edema de pata e bolsa de ar subcutanea estéril. Foi
administrado na dose de 2,25 mg/kg, por via subcuténea. Esta dose utilizada foi obtida a
partir do calculo de EDs (dose que produz 50% do efeito maximo de uma droga);

e Morfina: agonista ndo seletivo de receptores opioides reconhecidamente utilizado
como analgésico. Neste estudo, foi utilizada como controle positivo nos modelos
algesimétricos de contorcdes abdominais induzidas por acido acético e de retirada da
cauda. Este farmaco foi administrado por via oral nas doses de 5,01 mg/kg no modelo
de contorcbes abdominais e 8,15 mg/kg nos modelos de retirada da cauda e do campo
aberto. As doses utilizadas foram obtidas a partir do calculo de EDso;

e Naloxona: antagonista ndo seletivo de receptores opioides. Foi administrada por via
intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo de ATFM-H no modelo de retirada da
cauda, na dose de 5 mg/kg;

e Naltrindol: antagonista seletivo de receptor opioide 6. Foi administrado por via
intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo de ATFM-H no modelo de retirada da
cauda, na dose de 3 mg/kg;

e Nor-binaltorfimina: antagonista seletivo de receptor opioide k. Foi administrada por
via intraperitoneal 15 minutos antes da administracio de ATFM-H no modelo de
retirada da cauda, na dose de 3 mg/kg;

e L-NAME: inibidor ndo seletivo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Foi
administrado por via intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo de ATFM-H no
modelo de retirada da cauda, na dose de 3 mg/kg;

e Glibenclamida: bloqueador de canais de K* sensiveis ao ATP (Karp). FOI
administrada por via intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo de ATFM-H no
modelo de retirada da cauda, na dose de 5 mg/kg;

e Atropina: antagonista ndo seletivo de receptor para acetilcolina do tipo muscarinico.
Foi administrado por via intraperitoneal 15 minutos antes da administracdo de ATFM-H

no modelo de retirada da cauda, na dose de 5 mg/kg.

Os extratos e particoes foram testados nos modelos de nocicepcao e inflamacao
em doses (10, 50 e 100 mg/kg) padronizadas pelo nosso laboratério.

Os valores de DEsy, dos farmacos de referéncia (morfina e dexametasona),
utilizados como controle positivo para as atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria,

foram obtidos ajustando-se os pontos de dados que representam os efeitos

40



antinociceptivo e/ou anti-inflamatério demonstrados nos modelos de contorgdes
abdominais induzidas por &cido acético, de retirada da cauda, edema de pata e da bolsa
de ar subcuténea estéril por regressdo ndo-linear (dose resposta sigmoidal) utilizando o
software GraphPad Prism, versdo 6.0 (San Diego, California, USA).

4.6 Modelos de Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva

4.6.1 Modelo de contorg¢des abdominais induzidas por &cido acético

Modelo utilizado para triagem da atividade antinociceptiva (KOSTER et al.,
1959). Foi realizada a administracdo intraperitoneal de 0,01 mL/g de peso do animal de
acido acético (1,2%), 60 minutos apds a administracdo agua destilada, veiculo, morfina,
extratos e particdes por via oral. A contagem das contorgdes foi iniciada imediatamente
apos a injecdo do acido acético e permaneceu durante 30 minutos. O padréo
determinado para contagem das contor¢des abdominais foi o aparecimento de fortes
contracdes da parede abdominal seguida de tor¢do do tronco e extensdo dos membros
posteriores, e contato do abdémen com o assoalho do recipiente em que o animal se
encontrava. A Figura 8 apresenta o protocolo experimental estabelecido para este

modelo.

- 60 min 0 min-_ — 30 min

g

Contagem das contorcies abdominais

\

Y .
Acido acético (i.p.)

Tratamentos (v. 0.)

Figura 8 — Protocolo experimental do modelo de contorcbes abdominais induzidas por acido
acético.

4.6.2 Modelo de retirada da cauda

Este modelo foi utilizado para avaliar a atividade antinociceptiva
neurogénica, como previamente descrito (D’AMOUR; SMITH, 1941; MONCADA et
al., 2003) utilizando-se um aparelho denominado “algesimetro tail flick”. Os animais
foram mantidos em um tubo de acrilico e a cauda do animal foi posicionada sobre o
aparelho e em seguida, um feixe de luz nocivo foi focado a aproximadamente 4 cm da

ponta da cauda e a laténcia de retirada da cauda pelo animal foi registrada
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automaticamente atraves do cronémetro eletrdnico contido no equipamento. A
intensidade da fonte de luz radiante foi ajustada para valores de linha de base entre 2 e 4
segundos; esta intensidade nédo foi alterada e os animais que apresentaram valores de
linha de base fora destes limites foram excluidos do experimento. Foram feitas varias
medidas dos tempos de laténcia com intervalos de 20 minutos entre cada uma delas,
totalizando oito medidas. As duas primeiras medidas foram realizadas antes da
administracdo de &gua destilada, veiculo, morfina ou particbes (ATFM-H e ATFM-D)
(medidas controle). A média das medidas controle é denominada “linha de base”.
Outras seis medidas foram feitas apds a administracdo dos tratamentos, também com
um intervalo de 20 minutos entre elas. Para se evitar danos teciduais causados pela
temperatura na cauda dos animais, foi calculado um “cut-off” de 3 vezes o valor da
linha de base. A antinocicepc¢édo foi quantificada pelo célculo do percentual de aumento
em relacdo a linha de base, dado pela formula representada na Figura 9b, a partir do
protocolo experimental (Figura 9a).

a)

-40 -20 0 20 40 60 80 100 120
S—— | — — —
Controle Tempo de laténcia

(Linha de base)
V b)

Tratamentos (v. 0.)

% = (Tempo de laténcia x 100) - 100
Linha de bhase

Figura 9 — Modelo de retirada da cauda. a) Protocolo experimental; b) Féormula utilizada para a

quantificacdo da antinocicep¢ao.

A fim de investigar o mecanismo de acdo da particdo em hexano foram
administrados antagonistas e inibidores por via intraperitoneal 15 minutos antes da
administracdo da particdo ATFM-H. Naloxona (5 mg/kg), naltrindol (3 mg/kg), nor-
binaltorfimina (3 mg/kg), L-NAME (3 mg/kg), atropina (5 mg/kg) e glibenclamida (5
mg/kg) foram administrados com a finalidade de avaliar a participacdo dos sistemas
opioide, nitrérgico, muscarinico e a participacdo dos canais Karp, respectivamente
(TABARELLI et al, 2004; OTUKI et al, 2005; DOS SANTOS et al., 2015;
GONCALVES et al., 2016).
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4.6.3 Modelo do campo aberto

Com o objetivo de avaliar a atividade dos extratos e das particdes sobre a
mobilidade espontanea dos animais, os camundongos foram submetidos ao modelo do
campo aberto. O procedimento foi semelhante ao descrito por Barros e colaboradores
(1991). Os animais foram manuseados por poucos minutos e treinados na arena em que
foi realizado o experimento cinco dias antes do teste comportamental. Os animais foram
colocados individualmente em uma camara de observacdo 60 minutos apds a
administracdo oral de &gua destilada, veiculo, morfina e particbes (ATFM-H e ATFM-
D). O assoalho da camara é dividido em quadrados (5 x 5 cm) e a atividade locomotora

espontanea dos animais foi quantificada pelo nimero de quadrados percorridos durante

o intervalo de 5 minutos (Figura 10).

(0 min 60 min 65 min
“ ”
W
\. Contagem de quadrados percorridos

Tratamentos (v. 0.)

Figura 10 — Protocolo experimental do modelo de campo aberto.

4.7 Modelos de Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatoria

4.7.1 Modelo do edema de pata

Para avaliar o efeito antiedematogénico do extrato em metanol da Annona
tomentosa e suas particdes, utilizou-se a técnica da pletismografia. Através do
pletismémetro, foi avaliado o edema na pata dos animais induzido por carragenina
(FERREIRA, 1979), e posteriormente por serotonina e histamina (PIRES et al., 2016).
Este aparelno mede pequenas variagdes de volume de liquido, numa coluna de agua
acoplada ao equipamento, deslocado pela insercdo da pata do animal até a articulacéo
tibio-tarsica. Diferentes grupos foram tratados oralmente com agua destilada, veiculo e
particbes (ATFM-H, ATFM-D, ATFM-Ac e ATFM-Bu) por via oral (na dose de 100
mg/kg), e dexametasona (2,25 mg/kg) por via subcutanea, 60 minutos antes da inducgao
do edema. O edema na pata dos camundongos foi induzido atraves da administragdo
intraplantar de 0,02 mL de carragenina (1%), 0,02 mL de histamina (100 nmol/pata) e

0,02 mL de serotonina (100 pg/pata) na pata esquerda traseira do animal. Na pata direita
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traseira foi injetado o mesmo volume de &gua destilada. O edema foi avaliado nos
tempos de 1, 2, 3 e 4 horas apds a administracdo da carragenina, e nos tempos de 1 e 2
horas apés a administracdo de histamina e serotonina, conforme demonstrado nos
esquemas da Figura 11 e 12, respectivamente. Os resultados foram expressos pela
diferenca de volume entre as patas esquerda e direita traseiras, em pL.

TEMFPO (HORAS)
T ]
- ] 1 2 3 4
4 Tempos de medida
do ed d t
Tratamentos (v. 0.) 0 eCema fas patas
Dexametasona (5. ¢.)
PE - Agente inflamatdrio Onde:
FD - ;igua destilada PE = pata esquerda traseira

PD = pata direita traseira

Figura 11 — Protocolo experimental do modelo de edema de pata induzido por carragenina.

TEMPO (HORAS)

-1 0 1

o

N/

Tempos de medida
do edema das patas

Dexametasona (5. c.)

Tratamentos (v. 0.) #

PE - Agente inflamatdrio Onde:

PD - Agua destilada PE = pata esquerda traseira
PD) = pata direita traseira

Figura 12 — Protocolo experimental do modelo de edema de pata induzido por histamina e
serotonina.

4.7.2 Modelo da bolsa de ar subcutanea estéril

A fim de analisar a producdo de citocinas e migragdo de leucdcitos, realizou-se
este modelo conforme descrito por Vigil e colaboradores (2008). Para gerar as bolsas de
ar subcutaneas, uma area da pele do dorso dos animais (3cm x 2,5 cm) foi desinfetada

com iodéforo e em seguida, 7 mL de ar estéril foram injetados, via subcutanea, em um
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Unico ponto, utilizando uma agulha de calibre 16 e uma seringa de 10 mL. No terceiro
dia, as bolsas de ar foram novamente injetadas com ar estéril. Neste periodo, ndo foi
observado o aparecimento de vermelhiddo, inchago, exsudacdo e vazamento de ar,
sugerindo que o modelo foi estabelecido com sucesso. No quarto dia ap6s a indugdo da
bolha, diferentes grupos de animais foram tratados com &gua destilada, veiculo e
particio ATFM-D por via oral, e dexametasona (2,25 mg/kg), por via subcutanea, 60
minutos antes da administracdo de carragenina (1%) por via subcutédnea, aplicada
diretamente na bolha. Quatro horas ap6s a injecdo de carragenina, os animais foram
eutanasiados com uma sobredose de pentobarbital e em seguida, foram fixados em uma
mesa cirlrgica e uma incisdo na pele dos animais foi feita para perfurar a bolsa de ar. A
cavidade subcutanea foi lavada com 1 mL de tampé&o fosfato salina (PBS) esteril [pH
7,3 contendo Na;HPO, (5 mM) e KH,PO, (1 mM) em agua destilada]. Amostras
simples de fluido foram coletadas da cavidade da bolsa de ar de cada camundongo e
transferidas para um Eppendorf® a fim de determinar a migracdo de leucdcitos e
quantificar as citocinas presentes no lavado da bolsa. O esquema do protocolo

experimental esta demonstrado na Figura 13.

1" dia ¥ dia 4" dia
Injecio de ar estéril (s.c.) Injecdo de ar estéril (s.c.) Extratos Injecio de Futanisia e coleta
(7mL) (3mL) (v.0.) carragenina do lavade
(s.c.)
1 Hora 4 Horas

Figura 13 — Protocolo experimental do modelo da bolsa de ar subcutanea estéril.

4.7.2.1 Contagem de células na cavidade de ar subcutanea estéril

Uma aliquota de 20uL do lavado subcuténeo, obtida a partir do modelo de bolsa
de ar subcutanea estéril, de cada animal foi coletada e transferida para um Eppendorf®
contendo 380uL de liquido de Turk (utilizado para coloracdo de leucdcitos) e, em
seguida, foi feita a contagem das células brancas em camara de Neubauer, sob

microscopia Gptica.
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4.7.2.2 Quantificacao de citocinas

Os exsudatos da bolsa de ar subcuténea estéril foram centrifugados a 170 x g por
10 min a 4° C e os sobrenadantes foram transferidos para um Eppendorf®. Em seguida,
procedeu-se a determinacdo da concentracdo das citocinas em aliquotas (50uL) do
lavado subcuténeo. Foram utilizados kit’s de imunoensaio enziméatico (Mouse IL-1§
ELISA Kit Mouse, Immunoleader® e TNF-o ELISA Kit mouse, Cayman Chemical®),
e a concentracgdo das citocinas foi determinada através do método de ELISA, utilizando
0 protocolo fornecido pelos fabricantes, semelhante ao estudo de RAMANA e
colaboradores (2007).

4.8 Tratamento Estatistico

Todos o0s grupos experimentais foram constituidos de 6-10 animais. Os
resultados estdo expressos como média * erro padrdo da media (EPM). A significancia
estatistica entre os grupos foi realizada pela aplicacdo de analise de variancia (ANOVA)
de uma via seguida pelo teste de Bonferroni para os modelos de contor¢des abdominais
induzidas por acido acético, quantificacdo de leucdcitos e citocinas, campo aberto e
rota-rod e de ANOVA de duas vias acompanhada pelo teste de Bonferroni para os
modelos de retirada da cauda e do edema de pata. Os valores de p menores que 0,05 (*);

0,01 (**) e 0,001 (***) foram considerados estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS

5.1 Modelos de Avaliagdo da Atividade Antinociceptiva

5.1.1 Efeito dos extratos em metanol das folhas da Annona tomentosa e suas
particbes no modelo de contorgdes abdominais induzidas por &cido acético
Inicialmente foram testados, neste modelo, os extratos em metanol brutos do
caule e das folhas da Annona tomentosa (ATCM e ATFM, respectivamente, na dose de
100 mg/kg). Conforme a Figura 14, o extrato ATFM foi eficaz em inibir
significativamente as contor¢bes abdominais em, aproximadamente, 49% (27,8 + 4,4
contorcdes). A administracdo intraperitoneal de acido acético (1,2%) induziu uma média
de 54.2 + 6.1 de contor¢des durante 30 minutos (grupo controle). A morfina (5,01
mg/kg) inibiu as contor¢cdes em, aproximadamente, 53% em compara¢do ao grupo
controle (25,4 + 3,5 contor¢des). Os dados que se referem a Figura 14 estdo

apresentados na Tabela 3.
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Figura 14 — Efeitos da administragdo oral prévia dos extratos em metanol das cascas do caule e das

folhas da Annona tomentosa (ATCM e ATFM, respectivamente) na dose de 100 mg/kg, controle,
veiculo e morfina (5,01 mg/kg) no modelo de contorg¢des abdominais induzidas por acido acético. Os
resultados estdo expressos como média + EPM (n = 6) do nimero de contorgdes. A significancia
estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos
tratados com veiculo, morfina, ATCM e ATFM, por One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de
Bonferroni.
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Tabela 3 — Modelo de contorg¢des abdominais induzidas por &cido acéticocom ATCM e ATFM.

Tratamentos NUmero de contorgdes Percentual de inibicao
Controle 54,2+6,1 -
Veiculo 57,5+5,2 -
Morfina 25,4 + 3,5** 53,1%
ATCM (100 mg/kg) 434 +6,3 -
ATFM (100 mg/kg) 27,8 +4,4% 48,7%

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo controle e os grupos veiculo,
morfina, ATCM e ATFM, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

Uma vez que o extrato em metanol bruto das folhas da Annona tomentosa
(ATFM) teve efeito significativo em reduzir as contor¢des abdominais, avaliamos o
efeito das partigdes deste extrato (ATFM-H, ATFM-D, ATFM-Ac e ATFM-Bu) neste
modelo. As particdes em hexano e em diclorometano reduziram significativamente as
contorcBes abdominais, conforme pode ser visualizado na Figura 15 As parti¢cbes do
ATFM, administradas na dose de 100 mg/kg, inibiram as contor¢bes abdominais em
aproximadamente 42% (31.3 + 5.9 contor¢des), 34% (35.8 + 7.7 contor¢des), 20% (43.2

+ 5.0 contorgdes) e 8% (49.7 6.4 contorcdes), respectivamente (Tabela 4).
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Figura 15 — Efeitos da administracdo oral prévia das parti¢cGes do extrato em metanol das folhas
(ATFM-H, ATFM-D, ATFM-Ac e ATFM-Bu) da Annona tomentosa, na dose de 100 mg/kg,
controle, veiculo e morfina (5,01 mg/kg), no modelo de contorc¢des abdominais induzidas por acido
acético. Os resultados estdo expressos como média + EPM (n = 6) do nimero de contorcdes. A

significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e
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0s grupos tratados com veiculo, morfina e as particbes do ATFM, por One-Way ANOVA
acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Tabela 4 — Modelo de contorgbes abdominais induzidas por acido acético com as diferentes

particdes do extrato em metanol das folhas da Annona tomentosa.

Tratamentos NUmero de contorges  Percentual de inibicao

Controle 54,2 +6,1 -

Veiculo 57,5+5,2 -

Morfina 25,4 + 3,5*%* 53,1%
ATFM-H (100 mg/kg) 31,3+5,9* 42,3%
ATFM-D (100 mg/kg) 35,8+7,7% 34,0%

ATFM-Ac (100 mg/kg) 43,2+5,0 -
ATFM-Bu (100 mg/kg) 497+64 -

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo controle e os grupos veiculo,
morfina e as particbes do ATFM, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

Ainda no modelo de contor¢des abdominais, verificamos o efeito da particdo
ATFM-H em doses crescentes. Na Figura 16, podemos visualizar o efeito significativo
da particdo em hexano nas doses de 50 e 100 mg/kg, em 27,1% (39,5 £ 5,2) e em 42,3%
(31,3 £ 5,9), respectivamente, efeito que, conforme a Tabela 5, apresentou-se de

maneira dose-dependente.
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Figura 16 — Efeitos da administracdo oral prévia de diferentes doses do ATFM-H (10, 50 e 100
mg/kg), controle, veiculo e morfina (5,01 mg/kg) no modelo de contorc¢des abdominais induzidas por

&cido acético. Os resultados estédo expressos como média + EPM (n = 6) do nimero de contor¢des. A
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significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e
o0s grupos tratados com veiculo, morfina e a particdo em hexano em doses crescentes, por One-Way

ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Tabela 5 — Modelo de contorgdes abdominais induzidas por acido acético com doses crescentes da

particdo em hexano do extrato em metanol de folhas da Annona tomentosa.

Tratamentos NUmero de contorges  Percentual de inibicao
Controle 54,2+6,1 -
Veiculo 57,5+5,2 -
Morfina 25,4 + 3,5** 53,1%
ATFM-H (10 mg/kg/) 58,8 + 6,6 -
ATFM-H (50 mg/kg) 39,5 +5,2* 27,1%
ATFM-H (100 mg/kg) 31,3+5,9* 42,3%

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo controle e os grupos veiculo,
morfina e ATFM em doses crescentes, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

5.1.2 Efeito das particdes do extrato em metanol das folhas da Annona tomentosa
no modelo de retirada da cauda

Conforme apresentado na Figura 17, a particdo ATFM-H e a morfina
apresentaram efeito significativo. O ATFM-H, na dose de 100 mg/kg, aumentou
significativamente o tempo de laténcia da retirada da cauda nos tempos 40, 60 e 80
minutos apos a administracdo da particdo em hexano, enquanto que a particdo em
diclorometano ndo aumentou o tempo de laténcia em nenhum dos tempos avaliados
(Tabela 6). O efeito do ATFM-H no modelo de retirada da cauda foi observado nas em
todas as doses (10, 50 e 100 mg/kg) e em todos os tempos de medi¢do da laténcia da
retirada da cauda (Figura 18).
As Figuras 19A e 19B mostram os resultados da administracdo prévia de naloxona,
glibenclamida, L-NAME, naltrindol, norbinaltorfimina e atropina juntamente com o
tratamento, por via oral, com a particdo ATFM-H para determinar o seu possivel
mecanismo de acdo. A naloxona e o naltrindol reverteram significativamente o efeito

antinociceptivo da particdo em hexano (Tabela 8).
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Figura 17 — Efeitos da administracdo oral prévia do ATFM-H e ATFM-D na dose de 100 mg/kg,

controle, veiculo e morfina (8,15 mg/kg) no modelo de retirada da cauda. Os resultados estdo

expressos como média + EPM (n = 6) da % de aumento em relacdo a linha de base. A significancia

estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle eos

gruposveiculo, morfina, ATFM-H e ATFM-D, por Two-Way ANOVA acompanhado pelo teste de

Bonferroni.

Tabela 6 — Efeito das partices ATFM-H e ATFM-D no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)

Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 348+06 294+09 325+09 324+06 295+08 322+06 3,44+03
Veiculo 295+06 304+11 305+04 3,04+0,7 305+06 3,02+09 3,04+05
Morfina 289+04 311+06 3,52+0,8 5,05 + 533+ 4,96 + 513 +
0’7*** 0’8*** 0’2*** 0’8***
ATFM-H (100 mg/kg)  3,21+0,8 4,13+0,7 4,68+ 442 + 512 + 393+04 3,58+0,7
0,6** 0’2* 0’2***
ATFM-D (100 mg/kg) 2,78+06 2,87+0,1 3,12+05 3,06+08 305+04 3,09+03 3,05+05

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre os tempos de laténcia da linha de base e os
tempos obtidos nas demais medidas em cada grupo, por Two-Way ANOVA seguido pelo teste de

Bonferroni.
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Figura 18 — Efeitos da administracio oral prévia de doses crescentes do ATFM-H (10, 50 e 100

mg/kg), agua destila e morfina (8,15 mg/kg) no modelo de retirada da cauda. Os resultados estdo

expressos como média + EPM (n = 6) da % de aumento em relacdo a linha de base. A significancia

estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e 0s grupos

veiculo, morfina e a particdo em hexano em doses crescentes, por Two-Way ANOVA acompanhado

pelo teste de Bonferroni.

Tabela 7 — Efeito do ATFM-H em doses crescentes no modelo de retirada da cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)

Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 348+06 294+09 325+09 324+06 295+08 322+06 3,44+03
Morfina 289+04 3,11+06 3,52+0,8 5,05 + 533+ 4,96 + 513 +
0,7*** 0,8*** 0,2*** 0,8***
ATFM-H (10 3,11+0,7 3,52 + 381+05 369+01 372+04 386+05 359+0,2
mg/kg/0 0,4*
ATFM-H (50 2,98 +0,2 3,95 + 4,08 + 4,00 + 4,24 + 353+0,1 3,38+0,8
mg/kg) 0,3* 0,9* 0,7* 0,2**
ATFM-H (100 255+0,3 3,28+0,3 3,72+ 351+ 4,06 + 3,12+05 284+05
mg/kg) 0,3** 0,4* 0,2**

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre os tempos de laténcia da linha de base e os
tempos obtidos nas demais medidas em cada grupo, por Two-Way ANOVA seguido pelo teste de

Bonferroni.
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Figura 19 — Influéncia da administragdo prévia de glibenclamida (Gli), No-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME), atropina (Atro), naloxona (N), naltrindol (Nal) e nor-binatorfimina (Nor) sobre o
efeito antinociceptivo induzido por ATFM-H (100 mg/kg), no modelo de retirada da cauda. Em A,
os animais foram tratados por via intraperitoneal com glibenclamida (5 mg/kg), L-NAME (3
mg/kg) e atropina (5 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo da particdo. Em B, os animais
foram tratados por via intraperitoneal com naloxona (5 mg/kg), naltrindol (3 mg/kg) e nor-
binaltorfimina (3 mg/kg) 15 minutos antes da administracdo da particdo. Os resultados estao
expressos como média + E.P.M. (n = 6) da % de aumento em relagdo & linha de base. A
significancia estatistica (*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e
0s grupos tratados com a particao isoladamente e combinada com naloxona, L-NAME, atropina,
glibenclamida, naltrindol e nor-binaltorfimina, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni.
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Tabela 8 — Influéncia da administragdo prévia de glibenclamida, L-NAME, atropina, naloxona,
naltrindol e nor-binaltorfimina sobre os tempos de laténcia induzidos pela parti¢do em hexano do
extrato em metanol de Annona tomentosa no modelo de retirada de cauda.

Tempo de Laténcia (segundos)

Tratamentos Linha de 20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min
Base
Controle 348+06 294+09 325+09 324+06 295+08 322+06 3,44+03
ATFM-H (100 321+0,8 4,13+07 4,68 + 4,42 + 512 + 393+04 358+0,7
mg/kg) 0,6** 0,2* 0,2**
ATFM-H (100 288+08 3,61+05 4,04 + 4,07 + 4,18 + 3,84 + 3,23+0,7
mg/kg) + 0,7** 0,9** 0,2** 0,8*
Glibenclamida (5
mg/kg)
ATFM-H (100 254+06 258+0,2 321+ 3,07+0,7 3,44 + 3,57 + 3,12+0,9
mg/kg) + L- 0,8* 0,1* 0,3**
NAME (3
mg/kg)
ATFM-H (100 266+05 3,20+05 3,33+ 3,91+ 3,57 + 3,80 + 3,26 +0,7
mg/kg) + 0,6* 0,8** 0,3** 0,7**
Atropina (5
mg/kg)
ATFM-H (100 301+06 307+04 336+0,7 317+02 318+06 3,29+0,7 3,06+0,2
mg/kg) +
Naloxona (5
mg/kg)
ATFM-H (100 3,02+0,3 3,39+ 339+06 333+06 340+04 339+09 3,35+0,6
mg/kg) + 0,7*
Naltrindol (3
mg/kg)
ATFM-H (100 298+08 354+06 3,71+0,8 3,98 + 4,23 + 4,03 + 3,62+0,8
mg/kg) + Nor- 0,2* 0,5** 0,3*
binaltorfimina (3
mg/kg)

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre os tempos de laténcia da linha de base e os

tempos obtidos nas demais medidas em cada grupo, por Two-Way ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni.

5.1.3 Efeito da particdo ATFM-H no modelo do campo aberto

Através da Figura 20, é possivel verificar que a particdo em hexano do extrato
em metanol da Annona tomentosa ndo apresentou efeito significativo na atividade
locomotora espontanea dos animais (314 + 33 quadrados percorridos) em comparagao
com os grupos controle e veiculo na dose de 100 mg/kg. A morfina, por sua vez,

reduziu significativamente a atividade locomotora esponanea dos animais em 38,2%
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(185,3 £ 21 quadrados totais percorridos). Os dados da Figura 20 est&o apresentados na
Tabela 9.

400 A

QuadradosTotais Percorridos

Figura 20 — Avaliacdo do ATFM-H no modelo do campo aberto. Controle, veiculo, ATFM-H (100
mg/kg) e morfina (8,15 mg/kg) foram administrados, por via oral, 60 minutos antes da submissao
dos animais ao experimento. Os resultados estdo expressos como média + EPM (n = 6) do nUmero
de quadrados totais percorridos pelos animais. A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e
***p < 0,001) foi calculada entre o grupo controle e os grupos veiculo, morfina e ATFM-H, por
One-Way ANOVA acompanhado pelo teste de Bonferroni.

Tabela 9 — NUumero de quadrados percorridos a partir do modelo do campo aberto.

Tratamentos Quadrados percorridos  Percentual de inibi¢ao
Controle 299,8 + 35,6 -
Veiculo 302,6 + 34,5 -
Morfina (8,15 mg/kg) 185,3 + 21,0** 38,2%
ATFM-H (100 mg/kg) 314,0 + 33,0 -

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo controle e os grupos veiculo,
morfina e ATFM-H, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.
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5.2 Modelos de Avaliagdo da Atividade Anti-inflamatoria

5.2.1 Efeito das parti¢des do extrato em metanol das folhas da Annona tomentosa
no modelo do edema de pata

Neste modelo, as particbes ATFM-H, ATFM-D, ATFM-Ac e ATFM-Bu,
administradas por via oral, na dose de 100 mg/kg inibiram a area sob a curva (ASC) do
edema de pata induzido por carragenina em 32,3%, 39,3%, 23% e 6,7%,
respectivamente, comparado com o grupo controle, enquanto que a dexametasona (2,25
mg/kg) inibiu a ASC, em aproximadamente 50% (Figura 21). O ATFM-D foi eficaz em
inibir o edema de pata em todos os tempos de medi¢cdo, enquanto que o ATFM-H e
ATFM-Ac apenas na medida de 2 horas (Tabela 10).
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Figura 21 — Efeito da administracdo oral prévia das parti¢des do ATFM no modelo de edema de
pata induzido por carragenina. Em A, os animais foram pré-tratados oralmente com &agua
destilada, veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg, via subcuténea), e as particbes ATFM-H, ATFM-D,
ATFM-Bu e ATFM-Ac na dose de 100mg/kg. Em B, o grafico representa a area sob a curva

calculada para cada curva. A carragenina foi aplicada na pata esquerda traseira dos animais em
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todos os grupos e a diferenca de volume foi feita em comparagdo com a pata direita traseira que
recebeu agua destilada. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do volume de
edema de pata. A significancia estatistica (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o
grupo controle e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e as particdes, por Two-Way

ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

Tabela 10 — Efeito das parti¢fes do extrato em metanol de folhas da Annona tomentosa no modelo

de edema de pata induzido por carragenina.

Edema de pata (uL)

Tratamentos 1 Hora 2 Horas 3 Horas 4 Horas
Controle 65+ 13,8 81,7+11,7 61,7+6,5 76,7+8,2
Veiculo 71+£9.2 74+£8,1 66+7,3 77+94

Dexametasona® 15,4 + 3,1%** 17,4 + 3,6%** 13,7 £ 5,1%** 19,5 £ 5,5%**
ATFM-H 4089 50 £5,0* 46,7 £ 6,0 56,7 7,7
ATFM-D 38,3+7,5* 33,3+ 6,0%** 30 + 5,0%** 35+ 4,0%**

ATFM-Ac 46,7+5,2 43,3 £5,0** 58,3+6,2 80+8)9
ATFM-Bu 65+6,2 60 + 6,4 70+8,1 75+8,3

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo controle e os grupos tratados com
veiculo, dexametasona e as parti¢des do ATFM, por Two-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.
®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.

Em relacdo ao edema de pata induzido por histamina, o ATFM-D, nas doses de
50 e 100 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente (p < 0,001), na dose de 10
mg/kg, o edema em todos os tempos de medicdo, em relagcdo ao grupo veiculo. Quando
administrado na dose de 10 mg/kg, a particio em diclorometano reduziu
significativamente (p < 0,001) o edema somente 2 horas apds a administracdo da
histamina, em comparacdo com o grupo veiculo. Conforme podemos visualizar na
Figura 22, o efeito antiedematogénico da particdo em diclorometano apresentou-se de
maneira dose-dependente. A dexametasona (2,25 mg/kg; via subcutanea) inibiu
significativamente o edema (p < 0,001; tempo de uma hora) (p < 0,05; tempo de duas

horas) induzido por histamina, quando comparada com o grupo veiculo (Tabela 11).
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Figura 22 — Efeito do ATFM-D no modelo do edema de pata induzido por histamina. Em A, o0s
animais foram pré-tratados com veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; via subcutanea) e ATFM-D
(10, 50 e 100 mg/kg). Em B, o gréfico representa a area sob a curva calculada para cada curva. A
histamina foi aplicada na pata esquerda dos animais em todos o0s grupos e a diferenga entre o
volume foi feita em comparacdo com a pata direita, injetada com agua destilada. Os resultados
estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do volume de edema da pata. A significancia
estatistica (*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e 0s grupos
tratados com dexametasona e doses crescentes de ATFM-D, por Two-Way ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni.
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Tabela 11 — Efeito da particdo em diclorometano do extrato em metanol de folhas da Annona

tomentosa no modelo de edema de pata induzido por histamina.

Edema de pata (uL)
Tratamentos 1 Hora 2 Horas
Veiculo 78,3+ 9,46 66,7 + 2,11

Dexametasona® (2,25 30,0 + 10,6*** 41,7+ 4,77*
mg/kg)

ATFM-D - 10 mg/kg 70,0+ 8,2 23,3 + 3,3***

ATFM-D - 50 mg/kg 23,3 + 2,0%** 20,0 + 3,1*%**

ATFM-D — 100 mg/kg 23,3+ 3,4%%* 10,0 + 1,5%%*

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo veiculo e os grupos tratados com

dexametasona e doses crescentes de ATFM-D, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.

O ATFM-D, em todas as doses testadas (10, 50 e 100 mg/kg) foi capaz de

reduzir significativamente (p < 0,001) o edema de pata em todos 0s periodos observados

apos a administracdo de serotonina em comparacdo com o grupo veiculo. O efeito

antiedematogénico do ATFM-D no modelo de edema de pata induzido por serotonina

apresentou-se de maneira dose-dependente, conforme Figura 23. A dexametasona (2,25

mg/kg; via subcutanea) reduziu significativamente o edema de pata (p < 0,001; tempo

de uma hora) (p < 0,01; tempo de duas horas) induzido por serotonina, em relacdo ao

grupo veiculo (Tabela 12).
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Figura 23 — Efeito do ATFM-D, em doses crescentes, no modelo do edema de pata induzido por
serotonina. Em A, os animais foram pré-tratados com veiculo, dexametasona (2,25 mg/kg; via
subcutanea) e ATFM-D (10, 50 e 100 mg/kg). Em B, o grafico representa a &rea sob a curva
calculada para cada curva. A serotonina foi aplicada na pata esquerda dos animais em todos os
grupos e a diferenca entre o volume foi feita em comparacéo com a pata direita, injetada com agua
destilada. Os resultados estao expressos como média + E.P.M. (n = 6) do volume de edema da pata.
A significancia estatistica (*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo veiculo e
0s grupos tratados com dexametasona e doses crescentes de ATFM-D, por Two-Way ANOVA

seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 12 — Efeito da particdo em diclorometano do extrato metanodlico de folhas da Annona
tomentosa no modelo de edema de pata induzido por serotonina.

Edema de pata (uL)

Tratamentos 1H 2H

Veiculo 88,3 +10,78 61,7 +7,03

Dexametasona® (2,25 28,3 + 4,77*** 35,0 + 2,24**
mg/kg)

ATFM-D - 10 mg/kg 53,3 + 6,5*** 20,0 + 2,0%**

ATFM-D - 50 mg/kg 41,7 + 5,1*** 11,7 4+ 2,8%**

ATFM-D — 100 mg/kg 21,7 + 3,2%** 18,3 + 3,2%**

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo veiculo e os grupos tratados com
dexametasona e doses crescentes de ATFM-D, por Two-Way ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni.

®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.

5.2.2 Efeito da particdo ATFM-D sobre a migracéo de leucocitos totais no modelo
da bolsa de ar subcuténea estéril

O tratamento prévio com a particdo ATFM-D, em doses crescentes (10, 50 e 100
mg/kg), inibiu a migracdo de leucdcitos totais para a bolsa de ar subcutanea estéril em
aproximadamente 54%, 76% e 93% (Tabela 13), respectivamente, sendo esta inibicdo
significativa nas doses de 50 e 100 mg/kg, numa reducdo dose-dependente (Figura 24).
O anti-inflamatério esteroidal dexametasona inibiu significativamente a migracdo em

aproximadamente 61%.
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Figura 24 — Efeito do ATFM-D na migracdo de leucdcitos totais a partir do modelo da bolsa de ar
subcutanea. Os animais foram pré-tratados com agua destilada, veiculo, dexametasona (2,25
mg/kg; via subcutanea) e ATFM-D (10, 50 e 100 mg/kg). Na bolsa de ar subcutanea foram aplicadas
PBS e carragenina. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6) do numero de
leucdcitos totais. A significancia estatistica (* p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre
0 grupo que recebeu 4gua destilada por via oral e carragenina na bolha de ar subcuténea e os
grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses crescentes de ATFM-D os quais receberam
carragenina no espaco subcutaneo e a significancia estatistica (# p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001)
foi calculada entre o grupo que recebeu agua destila por via e PBS na bolha de ar subcuténea e o
que recebeu agua destilada por via oral e carragenina no espaco subcutaneo, por One-Way

ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.
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Tabela 13 — Efeito da particdo em diclorometano do extrato em metanol de folhas da Annona

tomentosa sobre a migragao leucocitaria no modelo de bolsa de ar subcutanea.

Tratamentos (oral — subcuténea) NUmero de Leucécitos Percentual de inibigdo
Totais (x 10° /mL)

Controle — PBS 1,88+ 0,6

Controle — Carragenina 16,18 + 3,177

Veiculo — Carragenina 15,60 + 3,40
Dexametasona® (2,25 mg/kg) — Carragenina 6,34 + 0,8* 60,82%

ATFM-D (10 mg/kg) — Carragenina 741+19
ATFM-D (50 mg/kg) — Carragenina 3,91+ 1,2** 75,83%
ATFM-D (100 mg/kg) — Carragenina 1,15 + 0,5%** 92,89%

*p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo que recebeu agua destilada por via
oral e carragenina na bolha de ar subcutdnea e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses
crescentes de ATFM-D os quais receberam carragenina no espaco subcutaneo, por One-Way ANOVA,
seguida pelo teste de Bonferroni.

#p < 0,05, ##p < 0,01 e ###p < 0,001 foram calculados entre o grupo que recebeu agua destila por via e
PBS na bolha de ar subcutdnea e o que recebeu agua destilada por via oral e carragenina no espaco
subcutaneo, por One-Way ANOVA, seguida pelo teste de Bonferroni.

®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.

5.2.3 Efeito da particdo ATFM-D sobre a producéo e/ou liberacédo de citocinas no
modelo da bolsa de ar subcutanea estéril

O tratamento prévio com a particdo ATFM-D, em doses crescentes, suprimiu a
producdo e/ou liberacdo de ambas as citocinas pro-inflamatérias TNF-a (Figura 25) e
IL-1B (Figura 26) no lavado subcutaneo coletado a partir do modelo de bolsa de ar
subcutanea estéril. As doses de 50 e 100 mg/kg de ATFM-D inibiram
significativamente a producdo de TNF-o em aproximadamente 43% e 67%,
respectivamente (Tabela 14), enquanto que a dose de 100 mg/kg de ATFM-D inibiu
significativamente a producdo de IL-1B em aproximadamente 35% (Tabela 15). O anti-
inflamatorio esteroidal dexametasona inibiu a producéo e/ou liberacdo de ambas as

citocinas.
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Figura 25 — Efeito de doses crescentes de ATFM-D (10, 50 e 100 mg/kg), agua destilada, veiculo e
dexametasona (2,25 mg/kg) sobre a producéo e/ou libera¢do de TNF-a a partir do modelo da bolsa
de ar subcutanea. Os tratamentos foram realizados por via oral, exceto a dexametasona a qual foi
administrada por via subcuténea. Na bolsa de ar subcuténea foram aplicadas solucGesde PBS e
carragenina. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). A significancia estatistica
(*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre entre o0 grupo que recebeu agua destilada
por via oral e carragenina na bolha de ar subcutdnea e os grupos tratados com veiculo,
dexametasona e doses crescentes de ATFM-D os quais receberam carragenina no espaco
subcutaneo e a significancia estatistica (#p < 0,05; ##p < 0,01 e ###p < 0,001) foi calculada entre o
grupo que recebeu agua destila por via e PBS na bolha de ar subcutanea e o que recebeu agua
destilada por via oral e carragenina no espaco subcutineo, por One-Way ANOVA seguida pelo

teste de Bonferroni.
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Tabela 14 — Efeito do ATFM-D em doses crescentes sobre a producéo e/ou liberacdo de TNF-a a
partir do modelo da bolsa de ar subcuténea.

Quantificacdo de  Percentual de

Tratamentos (oral-subcutanea) TNF-a (pg/mL) inibicio

Controle — PBS 330,0 + 50,2

Controle — Carragenina 1300,0 + 100,6™
Veiculo — Carragenina 1170,0 + 110,3 10,0%
Dexametasona® (2,25 mg/kg) — Carragenina 380,0 + 50,3*** 70,8%

ATFM-D (10 mg/kg — Carragenina 1074,0 + 120,6
ATFM-D (50 mg/kg) — Carragenina 740,0 + 85,7*** 43,1%
ATFM-D (100 mg/kg) — Carragenina 433,8 + 52,1*** 66,6%

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo que recebeu agua destilada por via
oral e carragenina na bolha de ar subcutdnea e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses
crescentes de ATFM-D os quais receberam carragenina no espaco subcutaneo, por One-Way ANOVA
seguida pelo teste de Bonferroni.

#p < 0,05; ##p < 0,01 e ##Hp < 0,001 foram calculados entre 0 grupo que recebeu agua destila por via e
PBS na bolha de ar subcutdnea e o que recebeu agua destilada por via oral e carragenina no espaco
subcuténeo, por One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.
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Figura 26 — Efeito de doses crescentes de ATFM-D (10, 50 e 100 mg/kg), 4gua destilada, veiculo e
dexametasona (2,25 mg/kg) sobre a produgdo e/ou liberacédo de IL-1p a partir do modelo da bolsa

de ar subcuténea. Os tratamentos foram realizados por via oral, exceto a dexametasona que foi
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administrada por via subcuténea. Na bolsa de ar subcutanea foram aplicadas solucfesde PBS e
carragenina. Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (n = 6). A significancia estatistica
(*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001) foi calculada entre o grupo que recebeu agua destilada por
via oral e carragenina na bolha de ar subcutanea e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e
doses crescentes de ATFM-D os quais receberam carragenina no espag¢o subcuténeo e a
significancia estatistica (#p < 0,05; ##p < 0,01 e ##p < 0,001) foi calculada entre o grupo que
recebeu agua destila por via e PBS na bolha de ar subcuténea e 0 que recebeu agua destilada por
via oral e carragenina no espaco subcutdneo, por One-Way ANOVA seguida pelo teste de

Bonferroni.

Tabela 15 — Efeito do ATFM-D em doses crescentes sobre a producdo e/ou liberacédo de IL-1p a

partir do modelo da bolsa de ar subcutanea.

Tratamentos (oral-subcuténea) Quanti?gg;;rioljie IL-1p Pe'}ﬁ?gitsg; de
Controle — PBS 30,4 +6,2
Controle — Carragenina 600,4 + 90,57
Veiculo — Carragenina 650,0 + 80,4
Dexametasona® (2,25 mg/kg) — Carragenina 350,4 + 25,4* 41,6%
ATFM-D (10 mg/kg) — Carragenina 603,2 + 70,3
ATFM-D (50 mg/kg) — Carragenina 452,3+525 -/
ATFM-D (100 mg/kg) — Carragenina 388,7 + 42,3* 35,3%

*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001 foram calculados entre o grupo que recebeu agua destilada por via
oral e carragenina na bolha de ar subcutdnea e os grupos tratados com veiculo, dexametasona e doses
crescentes de ATFM-D os quais receberam carragenina no espacgo subcuténeo, por One-Way ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni.

#p < 0,05; ##p < 0,01 e ###p < 0,001 entre o grupo que recebeu dgua destila por via e PBS na bolha de ar
subcutanea e o que recebeu &gua destilada por via oral e carragenina no espago subcutaneo, por One-Way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

®Dexametasona foi administrada por via subcutanea.
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém contribuido ao longo dos anos para a obtencdo de
varios farmacos até hoje amplamente utilizados na préatica clinica. Como exemplo de
farmacos extraidos de plantas, podemos citar a morfina, a emetina, a vincristina, a
colchichina e a rutina (CECHINEL-FILHO e YUNES, 1998). No presente estudo,
demonstramos pela primeira vez o efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio e o possivel
mecanismo de acdo de particOes de diferentes polaridades, obtidos a partir do extrato em
metanol das folhas da Annona tomentosa. Varios modelos experimentais de nocicepgdo
e inflamacdo aguda foram realizados em camundongos para alcancar 0s objetivos
propostos. O modelo de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético e o modelo
de retirada da cauda elucidaram a atividade periférica e central, respectivamente
(VONGTAU et al., 2004). Os animais tambem foram submetidos aos modelos de
edema de pata e da bolsa de ar subcuténea a fim de descrever o efeito anti-inflamatério
dos extratos e particdes da A. tomentosa.

Para iniciar o nosso estudo, avaliamos o efeito dos extratos em metanol brutos
das cascas do caule (ATCM) e das folhas (ATFM) da A. tomentosa no modelo de
contorcBes abdominais induzidas por acido acético.

O modelo de contor¢Bes abdominais, descrito como um modelo tipico de dor
inflamatdria, € um método quimico utilizado para induzir dor de origem periférica (dor
somatico-visceral), através da injecdo de principios irritantes, tais como o acido aceético,
em camundongos (GAWADE, 2012) e tem sido amplamente utilizado como uma
ferramenta para pesquisar novas drogas analgésicas (que agem em nivel periférico,
espinal ou supraespinal) e/ou anti-inflamatérias (COLLIER et al., 1968).

Quando o &cido acético € administrado na cavidade peritoneal, um processo
inflamatério agudo instala-se, com aumento dos niveis das enzimas COX e LOX no
fuido peritoneal. Indiretamente, o acido acético causa a liberacdo de mediadores
enddgenos que estimulam 0s nociceptores, tais como histamina, serotonina, citocinas
(IL-1B, TNF-a e IL-8), substancia P, prostaglandinas (PGE;) (JIA et al., 2016;
ZAKARIA et al.,, 2016), produzindo como resposta comportamental as contorgoes
abdominais (FISCHER et al., 2008). Estes mediadores enddgenos, por sua vez, excitam
0s neurbnios nociceptivos periféricos na cavidade peritoneal que sdo sensiveis aos
AINEs, bem como aos opioides (ZAKARIA et al., 2016). Além disso, o0 acido acético
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pode estimular diretamente os receptores sensiveis a &cidos, através da liberacdo de
prétons H* nos fluidos peritoneais (NGUELEFACK et al., 2004).

O extrato em metanol ATFM, bem como suas particbes ATFM-H (50 mg/kg e
100 mg/kg) e ATFM-D (100 mg/kg) foram capazes de reduzir significativamente as
contor¢des abdominais, quando comparados ao grupo controle, sugerindo possivel
atividade antinociceptiva periférica e/ou central. As doses crescentes do ATFM-H
reduziram de maneira dose-dependente as contor¢cdes abdominais induzidas por &cido
acético. De maneira semelhante, o analgésico opioide morfina (5,01 mg/kg), utilizada
como controle positivo neste modelo, também inibiu as contor¢bes abdominais
induzidas por &cido acético.

Embora seja um modelo sensivel, o0 modelo de contorgdes abdominais ndo é
especifico, sugerindo o envolvimento de diferentes mecanismos nociceptivos na
reducdo da contracdo muscular abdominal, uma vez que as contor¢des abdominais
também podem ser inibidas por relaxantes musculares e outras drogas (JIA et al., 2016),
como anti-histaminicos, anti-inflamatorios (NGUELEFACK et al., 2004). Assim, faz-se
necessario investigar o efeito antinociceptivo atraves de outros modelos de nocicepcao,
como o modelo de retirada da cauda, a fim de esclarecer a acdo dos extratos e particoes
em estudo (ABDOLLAHI; KARIMPOUR; MONSEF-ESFEHANI, 2003).

O modelo de retirada da cauda € um modelo de nocicepcdo induzida por
estimulo térmico amplamente utilizado para investigar substancias que agem no SNC,
tais como os analgésicos opioides (MILANO et al., 2008; ZHANG et al., 2009; YI et
al., 2012; DAS et al., 2015). Consiste na aplicacdo térmica de uma fonte radiante de
calor na cauda do animal provocando seu movimento de retirada (D’AMOUR; SMITH,
1941), reflexo mediado pela medula espinal através da estimulacdo direta das fibras
nociceptivas aferentes primarias (JANSSEN et al., 1963; OLIVEIRA et al., 2008); e a
antinocicepcdo é quantificada pelo prolongamento do tempo de reacdo, caracterizando-
se por uma nocicepc¢ado aguda de carater ndo-inflamatério.

Administramos no modelo de retirada da cauda, as particbes ATFM-H e ATFM-
D e nossos resultados demonstram que apenas a particdo em hexano foi capaz de
aumentar significativamente o tempo de laténcia da retirada da cauda em todas as doses
testadas (10, 50 e 100 mg/kg). Desta forma, podemos sugerir que a particdo em hexano
do extrato em metanol das folhas da A. tomentosa tenha efeito antinociceptivo central.
O ATFM-D, por sua vez, ndo preveniu este tipo de nocicepcdo, sugerindo que seu efeito

antinociceptivo seja independente da acdo central e pode estar relacionado a processos
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inflamatorios, mas ndo a estimulos térmicos. Neste modelo, a morfina apresentou uma
acdo mais tardia em comparacdo com o ATFM-H, com acéo significativa apenas 60
minutos apds a administracdo do extrato. A morfina, quando administrada por via oral,
sofre intenso metabolismo hepatico de primeira passagem, 0 que reduz a
biodisponibilidade deste farmaco em aproximadamente 75%, justificando, assim, sua
acdo mais tardia (YARKISH; WALLACE, 2012).

A hip6tese dos receptores opioides estarem envolvidos no mecanismo de a¢ao
do ATFM-H foi inicialmente investigada pela tentativa de reverter a antinocicepc¢ao
ap6s a administracdo prévia de naloxona (antagonista nao seletivo de receptores
opioides). A pré-administracdo da naloxona foi capaz de reverter o efeito
antinociceptivo do ATFM-H, demonstrando um importante envolvimento da particdo
em hexano em ativar receptores opioides para produzir a antinocicep¢do. Em seguida,
analisamos a participacdo de subtipos de receptores opioides no mecanismo de ac¢ao do
ATFM-H. A habilidade do naltrindol (antagonista seletivo de receptor opioide d),
administrado previamente, mas ndo da nor-binaltorfimina (antagonista seletivo de
receptor opioide k), de bloquear a resposta antinociceptiva produzida pelo ATFM-H
sugere que o efeito antinociceptivo produzido pelo ATFM-H foram mediados
principalmente pela ativagao dos receptores opioides do tipo J.

Os receptores opioides delta, também conhecidos como receptores o, receptores
DOR ou DOP, representam um alvo promissor no desenvolvimento de novos
analgésicos. De acordo com a distribuicio do RNAm em roedores, os receptores 6 no
SNC de humanos sdo expressos em regides corticais e estruturas limbicas, como
hipocampo e amigdala, bem como nos ganglios da base e hipotdlamo (CHUNG;
KIEFFER, 2013). Estudos utilizando camundongos knockout para receptor opioide &
ndo demonstraram mudancas significativas na sua sensibilidade a dor aguda
(GAVERIAUX-RUFF et al., 2008; PRADHAN et al, 2011); por outro lado,
camundongos knockout para receptor opioide & apresentaram dor inflamatOria e
neuropéatica aumentadas (NADAL et al., 2006; GAVERIAUX-RUFF et al., 2008),
sugerindo, portanto, o envolvimento dos receptores DOR no alivio da dor crbnica.

Outros antagonistas, como L-NAME, atropina, glibenclamida foram
administrados previamente na tentativa de elucidar outros possiveis mecanismos de
acdo da particdo ATFM-H, ainda no modelo de retirada da cauda, porém nenhum deles

reverteu o efeito antinociceptivo desta particdo, sugerindo que os sistemas muscarinico
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e nitrérgico ndo sejam acionados durante o efeito do ATFM-H, bem como os canais de
Katp.

O L-NAME foi administrado previamente para investigarmos a participacdo do
NO na antinocicepcdo produzida pelo ATFM-H. O NO é um radical livre e
gasotransmissor, que regula varias funcdes biolégicas no organismo (VANNINI et al.,
2015). E derivado da L-arginina por agdo de isoformas da enzima 6xido nitrico sintase,
as quais podem ser bloqueadas por acdo do L-NAME (NAPOLI et al., 2013). Embora o
NO tenha um papel nas vias nociceptivas, vérias linhas de evidéncia indicam que o NO
produz analgesia, sugerindo o duplo efeito do NO no sistema nociceptivo. O efeito
antinociceptivo do NO envolve a geracdo de GMPc uma vez que o NO estimula a
enzima guanilato ciclase soluvel (CURY et al., 2011). Varias linhas de evidéncia tém
sugerido uma ligacdo entre a ativacdo da via NO-GMPc e a abertura dos canais Katp
(FERREIRA et al., 1991; CURY et al., 2011). Em 1991, o prof. Seérgio Henrique
Ferreira e seus colaboradores evidenciaram que a analgesia produzida pela
administracdo periférica de morfina € subsequente a ativacdo da via NO-GMPc,
indicando o envolvimento do NO na acdo analgésica de opioides. Nossos resultados nao
demonstraram a interferéncia da administracdo prévia de L-NAME sobre o efeito
antinociceptivo da particdo em hexano, indicando o ndo envolvimento do NO neste
efeito.

Para verificar se os canais Karp poderiam mediar o efeito antinociceptivo do
ATFM-H foi administrado previamente glibenclamida, um bloqueador destes canais.
Existem varios estudos na literatura demonstrando que o efeito antinociceptivo induzido
por agonistas de receptores opioides € acentuadamente atenuado por blogueadores de
canais Katp, tais como a glibenclamida, indicando o envolvimento destes canais no
processo de nocicepcio (OCANA et al., 2004). Uma vez ativados, é observado um
aumento no efluxo de K* capaz de alterar o potencial de repouso da célula. Assim, a
hiperpolarizacdo da membrana leva & uma reducdo na entrada de Ca®** diminuindo,
subsequentemente a liberacdo de neurotransmissores (LOHMANN e WELCH, 1999).
Neste trabalho, a glibenclamida, administrada previamente, ndo foi capaz de reverter o
efeito induzido pelo ATFM-H, sugerindo que estes canais ndo estejam envolvidos no
mecanismo de acdo desta particao.

Continuando nossa busca por evidenciar o mecanismo de acdo da particdo
ATFM-H, administramos previamente atropina, um antagonista muscarinico nao

seletivo, a fim de investigar a possivel participagdo da via colinérgica no efeito da
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particdo. Estudos tém demonstrando que o sistema colinérgico tem importancia
fundamental no controle enddgeno da dor. Algumas vias de controle nociceptivo, como
as vias adrenérgica e serotoninérgica sao, em parte, moduladas pelo sistema colinérgico
e a administracdo de agonistas colinérgicos aumentam a liberacdo de
neurotransmissores inibitorios como o GABA e a glicina e inibem a liberagdo de
glutamato (JONES e DUNLOP, 2007). No entanto, o sistema colinérgico ndo parece
estar envolvido no mecanismo de acdo da particdo em hexano uma vez que a atropina
ndo foi capaz de alterar este efeito.

Como a maioria dos métodos de avaliacdo de nocicepcao envolve uma resposta
comportamental dos animais, resultados falso-positivos podem ser obtidos casos o0s
extratos testados promovam sedacdo ou imobilizacdo, comprometendo a coordenagéo
motora dos animais, bem como a expressdo de comportamentos nociceptivos (SOJA et
al., 2002), tal como o reflexo de retirada no modelo de retirada da cauda. Por esse
motivo, submetemos os animais ao modelo do campo aberto uma hora apos a
administracdo do ATFM-H (100 mg/kg) e nossos resultados sugerem que a capacidade
sensorial e motora dos animais permaneceu intacta, excluindo a possibilidade de efeitos
inespecificos, tais como sedacdo ou disfuncdo motora no efeito antinociceptivo da
particdo em hexano. A morfina (8,15 mg/kg), por sua vez, reduziu significativamente a
atividade locomotora espontanea dos animais em relacdo ao grupo controle.

Neste estudo, também investigamos a atividade anti-inflamatdria das particdes
do extrato em metanol de folhas da A. tomentosa, através modelos de avaliacdo da
atividade anti-inflamatoria, e 0 seu papel na liberacdo de mediadores inflamatorios.

Um modelo classico amplamente utilizado para estudar a atividade anti-
inflamatdria de novos farmacos, bem como para estudar os mecanismos envolvidos na
inflamacdo é o modelo de edema de pata induzido por carragenina (POSADAS et al.,
2004).

A carragenina € polissacarideo sulfatado tendo como principal fonte Chondrus
crispus, uma alga marinha também conhecida como “Irish moss” ou “carragheen moss”,
da Carragheen (Waterford, Irlanda). Embora esta alga seja sua principal fonte, material
com composicdo e propriedades fisicas semelhantes foi isolado de outras algas marinha,
tais como Gigartina stellata, Rhodymenia palmata, Hypnea musciformis, Eucheuma
spinosum. Em 1945, Tseng propds que o0 nome carragenina, contudo, fosse utilizado
apenas para designar o polissacarideo extraido das algas Chondrus crispus e Gigartina

stellata. O polissacarideo carragenina pode ser fracionado em dois compostos. Uma

72



fracdo transforma-se em gel sob acdo do ion potassio e foi designada como «-
carragenina e outra fracdo, mais insensivel ao ion potéssio, foi denominada A-
carragenina (DI ROSA, 1972). Esta ultima é a fracdo mais ativa como irritante em
induzir ambas respostas inflamatdrias aguda e crbnica e o seu uso para induzir a
formacdo de edema na pata de ratos foi introduzido pela primeira vez por Winter e seus
colaboradores, em 1962. Posteriormente, Levy (1969) demonstrou que a carragenina
pode ser utilizada para induzir edema de pata em camundongos. E foi através deste
modelo que os pesquisadores da Merck, Sharp & Dohme demonstraram a atividade
anti-inflamatoria da indometacina. Portanto, esse modelo foi e continua sendo
importante para o desenvolvimento de novas drogas com potencial anti-inflamatério
(MORRIS, 2003; WILLOUGHBY, 2003).

O processo inflamatorio induzido pela carragenina € um processo agudo, ndo
imune, altamente reproduzivel e bem caracterizado. Quando administrada por via
subcutanea na regido plantar da pata do animal, a carragenina é capaz de produzir os
sinais cardinais da inflamacéo os quais se desenvolvem rapidamente em decorréncia da
acdo de varios mediadores pro-inflamatorios derivados do plasma ou das células
envolvidas na resposta inflamatoria (MORRIS, 2003).

A inibicdo da inflamacdo induzida por carragenina € altamente preditiva a
atividade de drogas anti-inflamatorias em doencas inflamatorias humanas. Usando
antagonistas de varios mediadores da inflamacdo, Di Rosa e colaboradores (1971)
mostraram que a resposta inflamatéria a carragenina consiste de trés fases. A primeira
fase ocorre na primeira hora apos a administracdo da carragenina e € mediada tanto por
histamina quanto por serotonina, ap6s a qual a permeabilidade vascular aumentada €
mantida na segunda hora pela liberacdo de cininas, notavelmente o nonapeptideo
bradicinina produzida pela calicreina. A fase final e de maior intensidade ocorre cerca
de trés horas apds a injecdo de carragenina e € atribuida a acdo local de PGs sobre a
permeabilidade vascular e cuja liberacdo esta intimamente relacionada a infiltracdo de
leucdcitos para o local inflamado (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971). Este modelo,
portanto, € considerado uma ferramenta vital no desenvolvimento de AINEs e de
inibidores da COX desenvolvidos recentemente.

A avaliagdo de AINEs neste modelo mostra que eles suprimem principalmente a
Gltima fase da resposta, chamada de fase das PGs. Sua habilidade para suprimir esta fase
correlaciona-se diretamente com sua habilidade em suprimir a migracdo de leucécitos

para o tecido inflamado, os quais sdo capazes de amplificar a resposta inflamatéria, com
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a producdo de outros mediadores inflamatdrios, de EROs, aumento da atividade da
mieloperoxidase e da producdo de NO. Assim, 0 edema e sua supressdo durante o
periodo de 2 e %2 a 6 horas ap6s a injecdo de carragenina serve com um indice da
migracdo leucocitaria. Isto explica porque um modelo de inflamacdo aguda pode, com
sucesso, ser empregado na pesquisa por novos AINEs (DI ROSA; PAPADIMITRIOU;
WILLOUGHBY, 1971).

Neste estudo, nossos resultados demonstram que, entre as particbes do extrato
em metanol de folhas da A. tomentosa testadas, 0 ATFM-D, na dose de 100 mg/kg, foi
eficaz em inibir significativamente o edema de pata induzido por carragenina, em todos
0s tempos de medicao.

A fim de melhor caracterizar o envolvimento da particdo em diclorometano em
inibir o edema de pata e sua influéncia sobre os mediadores histamina e serotonina na
mediacdo de seu efeito anti-inflamatério, avaliamos o efeito do ATFM-D nos edemas de
pata induzidos pela injecdo intraplantar de histamina e serotonina.

Sabe-se que a histamina é uma amina vasoativa que desempenha papel
fundamental no processo inflamatério por aumentar a permeabilidade vascular, que
inicia uma vasodilatagdo desencadeada pela ligacdo da mesma aos receptores H;
presentes nas células endoteliais. A histamina age principalmente nas vénulas poés-
capilares onde a abertura das juncdes endoteliais levaria ao extravasamento aumentado
de proteinas plasmaticas, com consequente contracéo e separacao das células endoteliais
permitindo, dessa forma, a diapedese dos leucocitos (AMANN et al., 1995). O principal
local de armazenamento da histamina na maioria dos tecidos é nos granulos
citoplasmaticos nos mastdcitos e na corrente sanguinea, nos basofilos (KUMAR et al.,
2010). E relevante também destacar que a histamina tem um efeito ativador sobre a
fosfolipase A, enzima responsavel pela liberacdo do AA a partir dos fosfolipidios de
membrana e, portanto, envolvida na producdo final de PGs (GROSSER et al., 2012).
Uma vez que tanto a histamina quanto a serotonina atuam em curto prazo no processo
inflamatério agudo (KUMAR et al., 2010; RANG et al., 2011) nossas analises foram
concentradas apenas nas duas primeiras horas ap0s a administracdo destas substancias.

A serotonina, assim como a histamina, € um mediador vasoativo pré-formado
que age sobre receptores especificos e apresenta acoes semelhantes as da histamina, ou
seja, vasoconstricdo inicial, e juntamente com outros mediadores, vasodilatacdo e

aumento da permeabilidade vascular. E produzida pelas células enterocromafins, no
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epitélio do trato gastrintestinal, e absorvida por plaquetas (RACKE; SCHWORER,
1991; BARNES, 2001).

Como o ATFM-D foi eficaz em reduzir significativamente os edemas de pata
induzidos por histamina e serotonina em todas as doses testadas (10, 50 e 100 mg/kg),
num comportamento dose-dependente, e em ambos 0s tempos de medicdo, pode-se
inferir que o mecanismo pelo qual a particdo em diclorometano exerca seu efeito anti-
inflamatorio parece ser capaz de afetar a resposta desencadeada por ambas as aminas
vasoativas.

Desse modo, a capacidade do ATFM-D em reduzir a formagdo dos edemas de
pata induzidos por carragenina, histamina e serotonina sugere que esta particdo seja
capaz de interferir no estabelecimento inicial do processo inflamatdrio, uma vez que
estes mediadores s@o 0s mais importantes nesta fase do processo inflamatorio agudo.

Para que pudéssemos avaliar a capacidade do ATFM-D de interferir no processo
de migracdo leucocitaria e na producgéo das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-1p,
realizamos outro modelo de avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, 0 modelo da bolsa
de ar subcutanea estéril.

A bolsa de ar subcutédnea € um modelo in vivo que pode ser realizado para
estudar tanto a inflamacéo aguda quanto a inflamacéo crénica e a resolucéo da resposta
inflamatdria, pois permite que o influxo celular, os mediadores inflamatérios e o
extravasamento plasmatico sejam quantitativamente mensurados apds um processo
inflamatério agudo induzido por agentes irritantes (em nosso estudo, utilizamos a
carragenina) aplicados no interior da cavidade (SEDGWICK; LEES, 1986). A bolsa de
ar, composta por uma linhagem de células que consiste principalmente de macréfagos e
fibroblastos similar a constituicdo celular da cavidade sinovial, é formada através da
injecdo subcutanea de ar estéril no dorso do animal. A injecdo de substancias irritantes,
tal como a carragenina, na bolsa de ar produz uma resposta inflamatoria caracterizada
pela infiltracdo de células, aumento do exsudato e uma producdo acentuada de
mediadores, tais como PGs, LTs e citocinas, bem como a diapedese leucocitéria,
principalmente de neutréfilos. Estes parametros podem ser quantificados e utilizados
para determinar o grau da inflamacdo, a resolucdo deste processo ou a identificacdo de
novos agentes anti-inflamatorios (JAIN et al,2011; DUARTE et al, 2012).

A migracdo de leucdcitos para o tecido lesionado é um processo importante que
ocorre numa fase mais tardia da resposta inflamatoria e é dependente da producéo e

liberacdo de agentes quimiotaticos, como produtos da lipoxigenase (LTB4) e
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quimiocinas (IL-8). Este processo é constituido por eventos como a marginalizagdo e
rolamento dos leucocitos, sua aderéncia as células endoteliais e transmigragdo em
direcdo ao local da injaria. Agentes anti-inflamatdrios podem reduzir a migragéo celular
por impedir a sintese e/ou liberacdo de mediadores quimiotaticos ou bloquear alguma
fase da migrag&o leucocitaria (MULLER, 2003).

Nossos resultados mostram um significativo influxo celular na bolsa de ar
subcutanea estéril apds a injecdo de carragenina. Esta migracdo foi significativamente
reduzida, de maneira dose-dependente pela particio ATFM-D (50 e 100 mg/kg), assim
como pela dexametasona (2,25 mg/kg).

O TNF-a é amplamente considerado a citocina pro-inflamatéria chave devido ao
seu papel de iniciar uma cascata de ativacao de outras citocinas e fatores de crescimento
na resposta inflamatdria. Apos a injuria ou durante a inflamagéo, o TNF-a ¢ sintetizado
e liberado por uma série de tipos celulares, tais como fagdcitos mononucleares,
neutrofilos, linfocitos e mastocitos. O TNF-o também pode ser produzido em resposta a
outros estimulos extracelulares como outras citocinas, choque térmico, isquemia, luz
UV e infeccBes microbianas (ALWANI et al., 2006). O TNF-a exerce potentes efeitos
inflamatarios: induz a expressao endotelial de ICAM-1 e VCAM-1 (LAMPINEN et al.,
2004; CUZZOCREA, 2005); é um potente ativador de neutrofilos e fagocitos
mononucleares; serve como fator de crescimento para fibroblastos e angiogénese
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004); aumenta a permeabilidade vascular e
promove a liberacdo do fator NF-kB no citosol (BURIAN; GEISSLINGER, 2005;
ALWANI et al., 2006).

A IL-1B ¢ uma citocina que estimula a infiltracdo de neutréfilos, e que pode agir
como mediador final ou através da inducdo e secrecdo de eicosanoides e quimiocinas
(ZHANG et al., 2001). Além disso, a IL-1B auxilia na produgdo da febre (pirdgeno
enddgeno), na liberacdo de proteinas da fase aguda e no aumento da permeabilidade dos
vasos sanguineos (DINARELLO, 1984); ela também estimula a expressdo de COX-2 e,
como consequéncia, a producdo e liberacdo de prostandides, 0s quais tém importante
papel na sensibilizacdo das fibras aferentes priméarias nociceptivas e, portanto, a IL-1p
também atua, indiretamente, como mediador hipernociceptivo (VERRI et al., 2006).

O ATFEM-D inibiu significativamente a producdo e/ou liberacdo de TNF-a (50 e
100 mg/kg) e IL-1B (100 mg/kg) no lavado da bolsa de subcuténea estéril, sugerindo
que seus efeitos antiedematogénico e antinociceptivo podem estar relacionados a

inibicdo da producdo e/ou liberacdo destas citocinas, além de corroborar nossos
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resultados dos modelos de edema de pata e da contagem de leuc6citos no modelo da
bolsa de ar subcuténea estéril.

A dor inflamatéria resulta da ativacdo de células residentes, tais como 0s
mastocitos, da infiltracdo de células inflamatorias, como os neutrofilos e da liberacdo de
uma variedade de mediadores (intermediérios e finais), como a bradicinina, aminas
vasoativas, PGs e citocinas. Estes mediadores, que a principio pareciam ser importantes
apenas no recrutamento de neutréfilos, posteriormente, foram reconhecidos como
relevantes no desenvolvimento da hiperalgesia inflamat6ria. As citocinas sdo 0s
mediadores intermediarios de maior relevancia no que se refere a hipernocicepcéo, e
entre elas, destacam-se 0 TNF-a e a IL-1p (FERREIRA et al., 2009). Os primeiros
indicios de efeitos hiperalgesicos das citocinas veio de estudos usando injecdes de
citocinas em ratos e ambas as citocinas TNF-a e IL1-f reduziram os limiares mecanicos
nociceptivos em um processo dependente de PGs (SOMMER; KRESS, 2004).

As citocinas e as quimiocinas induzem diferentes eventos relacionados a
inflamacdo, como migracdo leucocitaria, febre e dor. Quanto a dor inflamatoria
periférica, a primeira evidéncia da participacdo de uma citocina foi realizada em 1988,
por Ferreira e colaboradores, que mostraram a inducdo de hiperalgesia mecéanica em
ratos pela IL-1B de maneira dependente da producdo de PGs durante a inflamacao
(FERREIRA et al., 2009).

Sabe-se que apods a inducdo de inflamacdo por uma endotoxina, 0 TNF-a ¢ a
primeira citocina a ser liberada, de modo que € considerada citocina-chave do processo
inflamatério (CUNHA et al., 1992; ZHANG et al., 2011). Apds a sua liberacdo, 0 TNF-
a induz a secrecdo de IL-1B pelas células presentes e, consequentemente de PGs,
elementos importantes na producdo de hiperalgesia. O TNF-o também estimula outra
via bioldgica dependente da liberacdo das quimiocinas CINC-1 (proteina quimioatraente
de neutrofilos; quimiocina de ratos analoga a IL-8 em humanos), CXCL1 (quimiocina
derivada de queratindcitos; quimiocina de ratos analoga a CXCL8 em humanos) ou IL-
8/CXCLS8, as quais sdo responsaveis por induzir a liberacdo de aminas vasoativas
(CUNHA et al., 1991; VERRI et al., 2006).

A IL-1pB ¢ produzida e secretada sob condi¢des patologicas que estdo associadas
com hiperalgesia e dor aumentadas, por exemplo, durante neuropatias, cancer ou
doencas cronicas inflamatdrias, como a artrite reumatoide. Sob tais condigdes, a IL-1
pode ser liberada de muitos tipos celulares, tais como células mononucleares,

fibroblastos, sinoviocitos, células de Schwann e células endoteliais. Esta citocina
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desempenha um papel chave na génese da hiperalgesia mecéanica e sua acdo pro-
nociceptiva periférica pode ser mediada por uma cascata de sinalizacdo complexa e
producdo secundaria de NO, bradicinina e PGs. Entretanto, a IL-1p também ¢ capaz de
excitar fibras nociceptivas periféricas, indicando sua acdo mais direta (SOMMER,;
KRESS, 2004).

Sendo assim, nossos resultados sugerem que os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatorio da particdo em diclorometano podem estar relacionados a inibicdo da
producdo e/ou liberacdo das citocinas TNF-o e IL-1B, assim como das respostas
promovidas pela aminas vasoativas histamina e serotonina.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram um potencial antinociceptivo e
anti-inflamatorio de particbes do extrato em metanol de folhas da Annona tomentosa,
porém mais estudos sdo necessarios para avaliar a toxicidade de tais particGes,
esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na acdo de tais parti¢Ges, além de

identificar os compostos responsaveis por suas atividades biologicas.
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7 CONCLUSOES

Neste estudo demonstramos os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatério das
particoes ATFM-H e ATFM-D em modelos de nocicep¢do e inflamacdo aguda em
camundongos.

O ATFM-H mostrou efeito antinociceptivo dose-dependente no modelo de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético e efeito antinociceptivo central com
envolvimento de receptores opioides & no seu mecanismo de agdo no modelo de retirada
da cauda. Além disso, o ATFM-H apresentou efeito antinociceptivo central sem
promover alteracdes na capacidade locomotora dos animais

A particdo em diclorometano apresentou efeito anti-inflamatorio evidenciado
pelos métodos do edema de pata induzido por carragenina, histamina e serotonina, e da
bolsa de ar subcutanea estéril. O ATFM-D mostrou efeito antiedematogénico dose-
dependente no edema de pata induzido pelas aminas vasoativas histamina e serotonina.
Na bolsa de ar subcuténea estéril, o influxo de leucécitos para a bolsa de ar e as
concentracdes de TNF-a e IL-1 no lavado da bolsa foram reduzias por acdo do ATFM-
D, de maneira dose-dependente. Os efeitos antinociceptivos e anti-inflamatério do
ATFM-D parecem estar relacionados a inibicdo da producdo e/ou liberacdo destas
citocinas, bem como as respostas desencadeadas pela histamina e serotonina.

Embora mais estudos sejam necessarios para avaliar a toxicidade de tais
particbes, melhor esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na sua acédo, e
identificar os compostos responsaveis por tais atividades bioldgicas, de maneira geral,
nossos resultados indicam que as particbes ATFM-H e ATFM-D possuam atividade

antinociceptiva e anti-inflamatoria.
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