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RESUMO

7

A Peperomia serpens (Piperaceae) é uma liana herbdcea e epifita
popularmente chamada de “carrapatinho”. Esta planta cresce na Floresta
Amazdnica de maneira selvagem em diferentes arvores. As folhas séo usadas
na medicina tradicional brasileira para dor, inflamacéo e asma. Neste estudo
investigaram-se os efeitos do 6leo essencial de P.serpens (OEPs) em roedores
atraves de testes para dor e inflamagé&o. A atividade antinociceptiva foi avaliada
usando-se modelos nociceptivos quimicos (acido acético e formalina) e
térmicos (placa quente) em camundongos, enquanto a atividade
antiinflamatéria foi avaliada por testes de edema de pata induzidos por
carragenina (Cg) e dextrana em ratos, edema de orelha induzido por 6leo de
créton, bem como migracédo celular, rolamento, e adeséo induzida por Cg em
camundongos. Além disso, a andlise fitoquimica do OEPs foi realizada. A
composicao quimica do OEPs foi analisada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa. 25 constituintes, representando 89,51% do total do
Oleo, foram identificados. (E)-Nerolidol (38.0%), ledol (27.1%), a-humulene
(11.5%), (E)-caryophyllene (4.0%) and a-eudesmol (2.7%) foram encontrados
como principais constituintes. O pré-tratamento oral com o OEPs (62,5-
500mg/kg) reduziu de maneira significante o nimero de contor¢des, com um
valor de DE50 de 188,8mg/kg que foi ulitizado em todos os testes. Nao houve
efeito no teste da placa quente mas reduziu o tempo de lambida em ambas as
fases do teste de formalina, efeito que néo foi significativamente alterado pela
naloxona (0,4 mg/kg). OEPs impediu 0 desenvolvimento do edema induzido por
Cg e dextrana em ratos. Em camundongos, o OEPs inibiu o edema induzido
por 6leo de croton bem como a migracdo de leucdcitos e neutréfilos, e
rolamento e adeséo. Estes resultados sugerem que o OEPs possui atividade
antinociceptiva periférica sem interacdo com receptores opidides e atividade

antiinflamatoria em diferentes modelos de inflamag&o aguda.

Palavras-chaves: Peperomia serpens; 6leo essencial; atividades

antinociceptiva e antiinflamatoria; roedores



ABSTRACT

The Peperomia serpens (Piperaceae), popularly known as “carrapatinho”, is an
epiphyte and herbaceous liana grown wild on different host trees in the Amazon
rainforest. Its leaves are largely used in Brazilian folk medicine to treat
inflammation, pain and asthma. This study investigated the effects of essential
oil of P. serpens (EOPs) in standard rodent models of pain and inflammation.
The antinociceptive activity was evaluated using chemical (acetic acid and
formalin) and thermal (hot plate) models of nociception in mice whereas the
anti-inflammatory activity was evaluated by carrageenan (Cg) - and dextran-
induced paw edema tests in rats croton oil-induced ear edema, as well as cell
migration, rolling and adhesion induced by Cg in mice. Additionally,
phytochemical analysis of the EOPs has been also performed. Chemical
composition of the EOPs was analyzed by gas chromatography and mass
spectrometry (GC/MS). Twenty five compounds, representing 89.6% of total oil,
were identified. (E)-Nerolidol (38.0%), ledol (27.1%), a-humulene (11.5%), (E)-
caryophyllene (4.0%) and a-eudesmol (2.7%) were found to be the major
constituents of the oil. Oral pretreatment with EOPs (62.5-500 mg/kg)
significantly reduced the writhing number, with an EDsy value of 188.8 mg/kg
that was used thereafter in all tests. EOPs had no significant effect on hot plate
test but reduced the licking time in both phases of the formalin test, an effect
that was not significantly altered by naloxone (0.4 mg/kg, s.c.). EOPs inhibited
the edema formation induced by Cg and dextran in rats. In mice, EOPs inhibited
the edema formation by croton oil as well as the leukocyte and neutrophil
migration, the rolling and the adhesion of leukocytes. These data show for the
first time that EOPs has a peripheral antinociceptive effect that seems unrelated
to interaction with the opioid system and a significant anti-inflammatory effect in

acute inflammation models

Keywords: Peperomia serpens; essential oil; antinociceptive and anti-

inflammatory activities; rodents.
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1. INTRODUCAO

1.1.0leos essenciais

O termo 6leo essencial (OE) foi utilizado pela primeira vez no século XVI
por Paracelsus Von Hohenhein, quando nomeou os componentes efetivos de
uma droga como "quinta esséncia” (GUENTHER, 1950). Esta analogia refere-
se a um dos usos histéricos destes produtos naturais principalmente no
tratamento de enfermidades, como plantas aromaéticas. Porém, os Oleos
essenciais (OEs) também eram usados como flavorizantes, no tratamento de
alimentos, empiricamente como conservantes, aromaticos devido ao forte odor
permitindo a atragdo entre individuos ou ainda em problemas de controle
sanitario, influenciando por um longo periodo as tradi¢cdes socio-cultural e
sécio-econdmica da humanidade (FRANZ, 2010).

Os OEs constituem os elementos volateis contidos em varios 6rgaos das
plantas e assim sdo denominados devido a composicdo lipofilica que
apresentam quimicamente diferentes da composicdo gliceridica dos
verdadeiros 6leos e gorduras. Estdo associados a varias fun¢cfes necessarias a
sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo papel fundamental
na defesa contra microrganismos e predadores, e também na atracdo de
insetos e outros agentes fecundadores. Na préatica médica popular, os OEs
possuem uma larga tradicdo de uso. De acordo com a familia a que pertencem,
as diversas espécies de plantas acumulam esses elementos volateis em
orgdos anatbmicos especificos. Do ponto de vista de exploracdo da
biodiversidade vegetal, quando esse 6rgédo representa um substrato renovavel
(ex: resina, folha, flor, fruto, semente), € possivel extrair a esséncia sem
eliminar a planta (SIANI et al. 2000), como a extragao de OEs, a partir de
destilagdo sob baixa e elevadas pressbes, empregando-se vapor d'agua
(BURT, 2004).

Os OEs séo designados simplesmente como esséncias, pois sdo de
origem vegetal, proprios de varios grupos de espécies, s6 definiveis por um
conjunto de propriedades dentre as quais, destacam-se cheiro, sabor ja
revelados nas plantas e constituintes quimicos complexos (COSTA, 2002).

Portanto, sdo volateis, naturais, caracterizados por odor forte, e formados
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principalmente a partir de plantas arométicas em decorréncia de processos
metabdlicos secundarios (BAKKALI et al. 2008).

Os constituintes quimicos oriundos metabolicamente destas plantas
aromaticas, variam desde hidrocarbonetos terpénicos, &lcoois simples e
terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos, peréxidos,
furanos, acidos organicos, lactonas e cumarinas, até compostos com enxofre.
Na composicdo do O6leo, tais compostos apresentam-se em diferentes
concentragdes, sendo um deles o componente majoritario; outros aparecem
com teores menores e alguns, em baixissimas quantidades, apenas tracos
(SIMOES e SPITZER, 2004).

Economicamente, os OEs mais importantes sdo negociados como
matéria-prima para a producdo de aromas e fragrancias, no caso do Brasil
destaca-se a sua posi¢ao entre os 4 grandes produtores mundiais que séo a
Guatemala, india, China e Turquia. Além disso, os OEs Apresentam valor
comercial relativamente estavel h4 muitos anos, e sua producdo é muito
explorada em regides pouco desenvolvidas em virtude da agricultura primaria,
sendo considerados tradicionais exportadores. Portanto, como produtos de
comercializagdo os OEs apresentam uma série de aplicabilidades como na
perfumaria, cosmética, alimentos e como coadjuvantes em medicamentos. S&o
empregados principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de
fragréncias, em composi¢cdes farmacéuticas e sdo comercializados na sua
forma bruta ou beneficiada, fornecendo substéncias purificadas como o
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al. 2009). Entre
as espécies vegetais possuidoras de OEs encontramos a Peperomia serpens,

pertencente a familia Piperaceae.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Familia Piperaceae

Conhecida como a familia das pimenteiras, as Piperaceae se constituem
uma das mais numerosas das angiospermas basais, pertencente a superordem
Nymphaeiflorae e ordem Piperales (DAHLGREN, 1980), englobando cerca de
2500 espécies representado por 5 géneros de distribuicdo tropical e subtropical
(GUIMARAES e MONTEIRO, 2006). De acordo com a classificagdo sistematica
proposta por Yuncker (1972, 1973, 1974), estes géneros sao Ottonia, Piper,
Peperomia, Pothomorphe e Sarcorhachis. Sendo que, Piper e Peperomia sao
os dois géneros mais representativos em espécies, 700 e 600, respectivamente
(DOS SANTOS et al. 2001). Além disso, o principal centro de diversidade desta
familia ocorre no continente americano, especificamente nas Américas Central
e do Sul, e no Velho Mundo; a Asia e Malasia possuem o maior nimero de
espécies (YUNCKER, 1958; HEYWOOD, 1979; JARAMILLO e MANOS, 2001,
NEE et al. 2004). Ademais, Yuncker (1958) menciona que os géneros Piper e
Peperomia, sdo possuidores de uma distribuicdo, ocupagdes similares e co-
iguais geograficamente. Ver figura 1
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Fig.1- Distribuicdo Geografica do género Piper e Peperomia (Piperaceae)
Fonte: Figura adaptada de JARAMILLO e MANOS, 2001
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No Brasil, esta familia distribui-se em quatro géneros e cerca de 500
espécies (YUNCKER, 1972, 1973 e 1974) como observado, também, por
Giordano e Guimaraes (2004) no nordeste brasileiro: Ottonia, Peperomia, Piper
e Pothomorphe nédo tendo sido assinalado o género Sarchorhachis exclusivo
das regides sudeste e sul do Brasil. Incluso a esta distribuicdo, a familia
Piperaceae, também ocorre nas florestas atlanticas e amazénicas (MONTEIRO
e GUIMARAES, 2008).

Na regido Amazobnica, segundo Maia e Andrade (2009), a familia
Piperaceae, dentre as 12 familias de ocorréncia de plantas arométicas,
apresentou maior predominancia nesta regidao. Portanto, demonstrando possuir
uma grande potencial para estudos relacionados a etnobotéanica,
etnofarmacologia, georeferénciamento, andlises de composicdo quimica,
aspectos ecologicos e até econdmicos.

Diante destes fatos, esta familia apresenta importancias econémicas e
medicinais. Algumas espécies fazem parte do mercado mundial, como a
pimenta-do-reino (Piper nigrum), comercializada desde o século XV, cujos
frutos de sabor picante, sdo utilizados como condimento. Seus frutos maduros
produzem a pimenta branca, enquanto os frutos colhidos verdes, secos,
produzem a pimenta preta do comércio (JOLY, 1984).

No Brasil, a populagdo rural sempre fez uso de plantas medicinais,
dentre elas destaca-se a familia Piperaceae, muitas vezes, as plantas
medicinais que representam esta familia sdo vendidas em feiras e no comércio
local, com expressiva importancia econdémica e, néo raro, pelo baixo custo,
representam a Unica alternativa possivel para esta parcela da populacdo, onde
ja foi relatado o uso de erva-de-jabuti (Peperomia pellucida) em diabetes,
tosse, hipertensdo, dor de garganta, resfriados e gripes; também o elixir
parigorico (Piper callosum) em diarréia, eliminagdo de gases, febre, problemas
de estbmago. A Piper marginatum conhecida como, pimenta-do-mato usada
em problemas no figado e gonorréia (PEREIRA et al. 2007). Peperomia
rotundifolia para diarréia (LANS, 2007), Peperomia elongata conhecida como
erva-de-soldado, utilizando folhas e inflorescéncias para o tratamento de
leucorréia (VAN DEN BERG, 1982), Pothomorphe umbellata conhecida como,
pariparoba usada em furinculos (LORENZI e MATOS, 2002) e o potencial
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medicinal de Piper nigrum utilizado por muitos povos como solugbes para

problemas estomacais, diurese e falta de apetite (PIO CORREA, 1984).

2.2. O género Peperomia

O género Peperomia, constitui um dos nucleos da familia Piperaceae,
agrupadas na subfamilia Piperoideae (SAMAIN et al.2008) e na ordem
Piperales (APG, 2003). Dentro desta ordem, todos os tipos de crescimento e de
formas de vida ocorrem, como gedfitas, ervas, plantas, suculentas, parasitas,
cipds, arbustos, arvores e epifitas (SAMAIN et al. 2009). Além disso, este
género apresenta distribuicdo pantropical, contendo aproximadamente 1600
espécies, e esta entre os 10 mais importantes géneros entre os 57 existentes
nas Angiospermas (FRODIN, 2004).

Ressalta-se ainda, a importancia do género Peperomia onde muitas
espécies sdo cultivadas como ornamentais, por exemplo: P. caperata, P.
clusiaefolia, P. obtusifolia, P. scandens, P. sandersii e P.serpens cuja beleza
reside, principalmente, em sua folhagem, enquanto outras séo utilizadas na
alimentagdo e como medicinais (LORENZI e SOUZA, 1999).

No tratamento medicinal, algumas espécies demonstraram atividade
antimicrobiana como P. tetraphylla (WHITE, OSHIMA e LESWARA, 2007),
efeito depressor (KHAN, RAHMAM e ISLAM, 2008), analgésica e
antiinflamatoria (ARRIGONI-BLANK et al. 2004).

2.3. Espécie Peperomia serpens e descri¢do botanica

A espécie P.serpens (Sw) Loud. (sinonimias: A. guildingianum, A.
scardens, P. scandens, P. scandens e V. serpens) é uma liana, herbadcea com
folhas pecioladas, cordatas e suculentas. Além disso, € conhecida
popularmente como carrapatinho ou carapitinha, cresce de maneira selvagem e
em diferentes arvores da floresta Amazénica (DA SILVA, ANDRADE e
CARREIRA, 2006). Ver figura 2
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Fig.2: Espécie de Peperomia serpens
Fonte: www.mobot.org

Esta planta apresenta ainda, indicagfes pela medicina popular, onde as
folhas desta espécie sdo usadas na forma de decoctos como antigripais,
antiasmaticos, analgésicos e juntamente com o mel como antitussigeno. A
seiva extraida das folhas pulverizadas € usada para otalgia (GRENAND,
MORETTI e JACQUEMIN, 1987). As folhas aromaticas e o caule, ainda sdo
utilizados topicamente, apdés a picada de uma formiga Kofans para alivio da
irritacdo (SCHULTES e RAFFAUF, 1990).

O género Peperomia, foi descrito botanicamente por Ruiz e Pavon
(1974) como ervas anuais ou perenes, terrestres, epifitas ou rupiculas,
frequentemente carnosas, inflorescéncias em racemos ou espigas terminais,
axilares ou opostas as folhas com flores diminutas, protegidas por uma
bractéola, ovario unicarpelar e dois estames, dispostos lateralmente, na base
do pistilo e frutos com apice pontuado, mamiliforme, rostrado ou com escudo
obliquo, por vezes com pseudo-cUpula na base. De acordo com as possiveis
indicagbes etnofarmacolégicas, decidimos avaliar um possivel envolvimento em
mecanismos terapéuticos desta espécie tanto na dor como em processos

inflamatorios.

3. FISIOPATOLOGIA DA DOR

3.1. Dor

A dor foi conceituada pela primeira vez em 1986, pela Associacdo

Internacional para o Estudo da Dor, como uma experiéncia sensorial e
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emocional desagradavel que esta associada a lesGes reais ou potenciais
(KLAUMANN, WOUK e SILAS, 2008). O termo “dor” refere-se a experiéncia
desagradavel, quando associada com a lesdo tecidual real ou potencial
causada por um estimulo nocivo. A dor como experiéncia emocional inclui ndo
somente a percepcdo sensorial de um estimulo, mas também a andlise
cognitiva e a resposta emocional a eles associadas (WATKINS e MAIER,
2003). A dor é extensivamente influenciada por ansiedade, depressao,
expectativa e outras varidveis psicologicas que s&o identificadas como
componentes emocionais da dor - percep¢do do estimulo doloroso pelo
individuo, que é seguido pela tomada de consciéncia e pela reacdo a dor,
caracterizando como resposta afetiva a percepcdo do estimulo doloroso
(RAMADABRAN e BANSINATH, 1996).

No Brasil e em outros paises, 10% a 50% dos individuos procuram
clinicas gerais por causa da dor. A dor esta presente em mais de 70% dos
pacientes que buscam os consultérios brasileiros por motivos diversos, sendo a
razdo de consultas médicas em um terco dos casos, enfatizando a importancia
da busca de elementos que permitem outros tipos de terapéuticas para a dor
aguda e cronica (TURK e MELZACK, 1992; JAMES, LARGE e BUSHNELL,
1991)

A dor pode ser classificada de varias maneiras, uma delas é de acordo
com a sua duracdo. A dor aguda se da pela ativagdo direta de nociceptores
(estruturas especializadas na deteccdo de estimulos nocivos) apds um
estimulo nocivo capaz ou ndo de causar alguma lesdo. Quando a dor persiste
por semanas ou meses, é classificada como dor crénica. A dor crénica muitas
vezes permanece mesmo apds a recuperacdo da lesdo. Além disso, ela se
caracteriza também pela incapacidade do organismo restabelecer suas fungfes
fisioldgicas (LOESER e MELZACK, 1999).

3.2. Nocicepcéo e fibras nociceptivas

A nocicepgéo consiste em uma sensacao fisiologica da dor que resulta
da ativacdo de vias nociceptivas por diferentes estimulos de intensidade
suficiente para causar ameaga ou dano tecidual (estimulos nocivos) (WOLF e
MA, 2007). Na nocicepcdo ocorre a detec¢do destes estimulos que para o

organismo resulta em um processo de ajuda, protecdo e prevengcdo de



-26 -

ferimentos, gerando reflexo como de retirada e sensagcédo desagradavel perante
0 estimulo noxico. Estas estratégias fisiolégicas acabam por resultar em
medidas comportamentais para evitar um novo contato com tais estimulos.
Além disso, a nocicep¢do é um fendmeno importante, pois refor¢a ainda mais a
funcdo protetora mediante a ativagdo do sistema nociceptivo que ocorre por
estimulos nocivos repetidos ou particulamente intensos com o intuito de
transduzir, tramsmitir e modular os sinais neurais da periferia a nivel central
(ALBAN e WOLF, 2009). A informagéo nociceptiva de forma geral chega ao
sistema nervoso central, através de uma cadeia de trés neurénios: neurdnio de
12 ordem (projecéo da periferia ao corno dorsal da medula espinhal), 22 ordem
(ascende pela medula espinhal) e 32 ordem (projeta-se até o coOrtex cerebral)
(MESSLINGER, 1997; TRANQUILLI, 2004).

Segundo PISERA (2005), o primeiro processo da nocicepgdo € a
decodificacdo de sensacdes mecénica, térmica e quimica em impulsos
elétricos por terminais nervosos especializados denominados nociceptores. Os
nociceptores por sua vez, em sua maioria estdo presentes em fibras aferentes
sensitivas chamadas de fibras nociceptivas (KIDD e URBAN, 2001). Estas séo
classificadas de acordo com o diametro, mielinizacdo e velocidade de
conducgéo, as fibras do tipo C que séo delgadas (0,4 a 1,2 um de diametro),
nao-mielinizadas e de baixa velocidade de conducéo (0,5 a 2 m/s); fibras Ad
que sdo de médio didmetro (2 a 6 pm), pouco mielinizadas e possuem
velocidade de conducéo intermediéria (12 a 30 m/s); fibras do tipo AR que séo
de grande diametro (mais de 10 um), mielinizadas e de rapida conducgéo (30 a
100 m/s) (ALMEIDA et al. 2006). As fibras Ad e C estdo envolvidas,
exclusivamente, com a transmisséo da informagdo nociceptiva. As fibras do
tipo A, promovem uma resposta mais rapida que resulta na dor aguda ou de
primeira fase que frequentemente desencadeia um reflexo de retirada,
enquanto as fibras do tipo C s&o responsaveis por uma dor mais difusa,
geralmente, persistente a dor aguda (JULIUS e BASBAUM, 2001).

3.3. Mecanismo de transmissé&o da dor e vias nociceptivas

A atividade dos nociceptores é mediada pela acdo de substancias

algogénicas liberadas e/ou sintetizadas em elevada concentragédo, no ambiente
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tecidual, na decorréncia de processos inflamatérios (COTRAN, KUMAR e
ROBBINS, 1994). Substéncias enddgenas, como prostaglandinas (PGs),
neuropeptideos, cininas, entre outros, sdo produzidas e/ou liberadas pelo
tecido lesionado e estimulam os receptores presentes na membrana dos
neurdnios. Além disso, segundo Bjérkman (1995) os mediadores inflamatorios
liberados facilitam a neurotransmisséo e sensibiliza o nociceptor, a estimulagéo
dos nociceptores aferentes primérios produz um reflexo espinhal local,
resultando na liberacdo de neuropeptidios, particularmente, substancia P (SP),
neurocinina A (NKA) e do peptidio relacionado ao gene da calcitonina (CGRP).
A SP liberada induz degranulacdo de mastdcitos, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular com extravasamento de plasma.

A informacao nociceptiva é entdo integrada através das fibras aferentes
nociceptivas, representadas principalmente pelas fiboras Ad e C, fibras
sensoriais de elevado limiar, projetadas da periferia para o corno dorsal da
medula onde ativam grande numero de neurbnios internunciais de segunda
ordem e neurbnios de projecdo da medula, alguns dos quais séo ativados
exclusivamente por estimulos noxicos, através de células nociceptivas
especificas e outros por estimulos de baixa intensidade (neurbnios de larga
faixa dindmica ou multirreceptivos). As fibras C néo-mielinizadas terminam nas
laminas I, Il e V do corno dorsal, enquanto as fibras mielinizadas Ad terminam
nas laminas | e Il e também penetram mais profundamente nas laminas V
(BONICA, YAKSH e LIEBESKIND, 1990).

Os terminais centrais de fibras aferentes primérias apresentam
projeces para o corno dorsal da medula espinhal, que esta organizada em
diferentes laminas. Na superficie destas |aminas, principalmente | e Il, sdo
encontradas nociceptores especificos (NE) que realizam sinapses
exclusivamente com fibras Ad e C, também existem células que recebem
somente inervacédo de fibras AB (propioceptivas) respondem ao toque. Outras
células, chamadas de neurdnios de amplas faixas dindmicas (AFD), também
sdo capazes de receber a inervagao das trés fibras nociceptivas, processando

e decodificando qualquer estimulo.
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Os neurbnios juntamente com os neuropeptideos facilitam o fenémeno
de amplificacéo e transmissdo da dor, que ativam receptores glutamatérgicos e
interneurdnios inibitérios GABAérgicos (que podem inibir o impulso nervoso)
(D'MELLO e DICKENSON, 2008). Os neurdnios inibitérios estdo presentes na
substéncia gelatinosa da medula espinhal, onde predomina as fibras de
segunda ordem que cruzam o corno dorsal para ascender ao trato
espinotalamico (via ascendente), projetando seus corpos celulares ao talamo.
No télamo, os neurdnios de terceira ordem emitem ax6nios & matriz da dor
(principalmente ao cortex somatosensor), neste ocorre a somatizacdo do
estimulo nocivo. Por conseguinte, ha projecdes axbnais ao giro cingulador
anterior (componente do sistema limbico), neste existe o componente
emocional da dor (RUSSO e BROSE, 1998) como demonstrado pela figura 3.
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Figura 3: Mecanismo de transmissédo da dor e envolvimento de fibras nociceptivos
Fonte: Adaptado de MELLO e DICKENSON, 2008

A outra via ascendente é verificada a partir das fibras de segunda
ordem, que também podem ascender da lamina | até a area parabraquial (PB)

gue emitem projecdes axodnicas até o sistema limbico (MELLER et al. 1994) .
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A via descendente inicia-se a partir do sistema limbico, que apresenta
projecbes a substéncia cizenta periaquedutal (SCPA), através da via
mesolimbica. A medula ventromedial rostral (MVR), ira modular a via inibitoria
da dor no corno dorsal da medula espinhal, através de mediadores como
encefalinas, serotonina (5-HT) (produzidos através do nucleo magno da rafe) e
noradrenalina (através do Locus ceoreolus). Estes mediadores atuam nas
laminas | e IV, ativando os neur6nios inibitérios, e posteriormente estes
neurdnios ativam os receptores GABAérgicos freando o estimulo nociceptivo
(D'MELLO e DICKENSON, 2008).

3.4. Teoria do controle do portdo (modulagéo da dor).

Melzack e Wall (1965) apresentaram uma teoria da dor, que
denominaram teoria do controle do portdo, estes autores se fundamentaram
em um trabalho anterior de Mendell e Wall (1964), em que foi demonstrado
gue a estimulacdo de pequenas fibras nervosas aferentes resultou em um
potencial positivo nos ganglios da raiz dorsal, enquanto que a estimulagdo de
mesma intensidade de grandes fibras resultou em um potencial negativo na
raiz dorsal. Essas observacdes foram interpretadas como indicios de facilitagdo
pré-singptica e inibicao pré-sinaptica.

Segundo a teoria do controle do portdo, as primeiras células de
transmissdo central no corno dorsal posterior, dependem do equilibrio entre as
atividades das fibras de grande e pequeno diametro. Ou seja, caso a atividade
das fibras de pequenos didametros predomine, ocorre a facilitagdo pré-sinaptica
e aumento da atividade de células centrais, resultando em fenbmenos da dor
(portdo aberto). O inverso se aplica a atividade de fibras de grandes diametros,
dificultando a transmissdo pré-singptica e diminuindo a atividade de células
centrais resultando no fendbmeno chamado de portéo fechado. As implicagdes
desta teoria salientam que a constante excitagdo de fibras aferentes causara
uma reducdo da transmissdo do impulso nervoso para medula espinhal, e
assim a dor sera reduzida ou freada, levando-se em consideracao o limiar da
dor e acdo de interneurdnios inibitérios presentes na substancia gelatinosa
(NATHAN e RUDGE, 1974)
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3.5. Dor inflamatéria

A dor é um dos sinais classicos do processo inflamatério que possuem
um denominador comum que é a capacidade de sensibilizar ou ativar
nociceptores. Esta sensibilizagéo causa hiperalgesia ou alodinia em humanos,
fendbmeno que envolve a percepgao da dor (componente emocional + sensagao
nociceptiva). Nos modelos que utilizam os animais, estes ndo sao capazes de
discriminar o componente emocional, apenas a sensagao nociceptiva (MILLAN,
1999; JULIUS e BASBAUM, 2001; JUNIOR, 2006). Esta sensacao ocorre
mediante a uma lesao tecidual que induz a formag¢do de mediadores quimicos
envolvidos na dor inflamatéria de maneira localizada causando danos
celulares, os mediadores s&o histamina (HIS), bradicinina (Bk), serotonina (5-
HT), NO (6xido nitrico), trifosfato de adenosina (ATP), ativacdo da via de &cido
aracdonico (AA) produzindo prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs), ions
(K" e H"), recrutamento de células imunes que liberam mediadores como
citocinas e fatores de crescimento. Alguns destes mediadores séo capazes de
atuar perifericamente de maneira direta induzido a dor espontanea e outros
agem indiretamente via ceélulas inflamatérias estimulando a liberagdo de
agentes algogénicos, podendo modificar a propriedade da resposta de
neurdnios nociceptivos periféricos, amplificando a dor (KIDD e URBAN, 2001).

4. FISIOPATOLOGIA DA INFLAMACAO

4.1. Resposta inflamatéria e classificagéo.

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual € a resposta
inflamatéria, que € um processo biolégico complexo que envolve componentes
vasculares, celulares e uma diversidade de substancias sollveis, apresentando
como sinais clinicos caracteristicos rubor, calor, edema, dor e alteracéo
funcional. Diante da leséo tecidual os sinais da inflamacdo sdo oriundos de
alteragbes na microcirculagdo sanguinea, mediante a dilatacdo de arteriolas e
aumento da permeabilidade vascular por acdo de mediadores inflamatérios

como, PGs, LTs, HIS, cininas, 5-HT e etc. H4 o aumento do fluxo sanguineo na
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area lesada produzindo calor e eritema (devido ao aumento de numero de
eritrocitos na area lesionada). Com aumento da temperatura, as reacdes
metabdlicas ocorrem com maior rapidez e liberam calor adicional,
conseguintemente 0 edema surge com aumento da permeabilidade
(VERGNOLLE, 2008).

A finalidade do processo inflamatério € remover o estimulo lesivo e
iniciar a recuperacdo tecidual local. Durante a inflamagé@o vérios sistemas
bioquimicos, como o sistema do complemento e da coagulagéo, séo ativados
auxiliando no estabelecimento, evolugdo e resolucdo do processo.
Adicionalmente, varias substancias sollveis de meia vida curta sdo liberadas, e
exercem sua acgdo e sdo degradadas no sitio inflamatério. Em geral, o sucesso
na remocgdo do estimulo lesivo leva a conclusdo do processo e término da
resposta aguda, ensejando o processo de reparo tecidual completo (JUNIOR et
al. 2011).

Os principais mecanismos de defesa do hospedeiro contra
microrganismos sdo os anticorpos (defesa humoral) e os leucécitos (defesa
celular). Estes sdo encontrados normalmente na corrente sanguinea, o que
justifica a importancia atribuida, na inflamagdo aguda, aos fenémenos
vasculares. Em situagbes de homeostase, normalmente as proteinas
plasméticas e as células circulantes estdo contidas no interior dos vasos
movimentando-se no sentido do fluxo sanguineo. Diante de um estado
inflamatorio, os vasos sanguineos sofrem vérias alteracdes, com o objetivo de
facilitar a passagem de proteinas plasmaticas e células sanguineas da
circulagdo para o local da lesé&o ou da infecgdo (KUMAR et al. 2005).

A inflamagdo pode levar a graves lesdes teciduais causando
descompensac®es fisiologicas, disfun¢cbes organicas e até mesmo a morte. Por
estes motivos, o processo inflamatério foi dividido em dois tipos, agudo e
crénico, divisdo baseada na duracdo e caracteristicas patologicas da reagdo.
Artrite reumatdide, lupus eritematoso sistémico, asma, silicose e aterosclerose
sdo exemplos de doencas inflamatérias cronicas. Estas desordens sé&o
caracterizadas por longa duragéo (semanas, meses ou anos) com inflamacéo
ativa, destruicdo tecidual e tentativa de reparo, ocorrendo simultaneamente.

Infiltracdo de células mononucleares e fibrose sdo caracteristicas histolégicas
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tipicas de inflamac&o cronica. A inflamacao aguda tem, tipica ou relativamente,
curta duracédo (horas a dias) e é caracterizada por vasodilatacdo, exsudacgédo de
fluiido rico em proteinas (plasma), migracdo de células (primariamente
neutréfilos) para o sitio lesado e, em alguns casos, ativagdo da cascata de
coagulacdo. Processos patologicos causados pela exacerbacdo de quadros
inflamatérios agudos estao entre os maiores desafios de gerenciamento para
anestesistas e profissionais de cuidados intensivos. Sepse, traumas severos e
grandes cirurgias sdo exemplos de situagbes que apresentam 0s principais
componentes inflamatoérios agudos (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

4.2. Alteracdes vasculares (vasodilatacao e exsudacdao de fluidos)

Uma leséo significativa produz resposta vasomotora local inicial de
vasoconstricdo, que € um contribuinte primario para a restauragdo da
homeostase. A vasoconstricdo inicial é revertida 10 a 15 min apés a lesédo
promove a transicdo de constricdo para dilatacdo e é mediada por diversos
fatores, como produtos endoteliais, mediadores derivados de mastocitos como
HIS e 5-HT, derivados do AA, como PGs, LTs e NO contribuem para a
vasodilatagdo (ALLER et al. 2006). O edema, uma caracteristica fundamental
da inflamag&o aguda, € causado pelo aumento da permeabilidade vascular,
que leva ao extravasamento transvascular de fldido rico em proteinas de alto
peso molecular (exsudato) do compartimento intravascular para o intersticio
(ALLER et al. 2006). Resultado das a¢cbes de mediadores como HIS, BK, LTs,
componentes do complemento, SP e fator ativador de plaquetas (PAF). Estes
fatores alteram intensamente as funcbes de barreira dos pequenos vasos e
aumentam a permeabilidade dos capilares e vénulas & 4gua e proteinas. Um
papel fundamental da mudanga na permeabilidade vascular é facilitar a
chegada de células e fatores solluveis, como anticorpos e proteinas de fase
aguda, ao sitio de lesdo tecidual (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
Segundo Demling (1982) apuud Jonkam (2007) para ocorrer a vasodiltagdo de
vasos sanguineos, a pressdo hidrostatica é aumentada no local da lesédo
tecidual durante a inflamacdo aguda resultando na vasodilatagédo local. Além

disso, 0 extravasamento de exsudato juntamente com o aumento de fluxo
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sanguineo promove elevacdo de concentracdo de hemacias em pequenos

vasos durante a vasodilatacdo promovendo aumento da viscosidade sanguinea

4.3. Alteracdes celulares (fendmenos da migragéao celular)

A vasodiltacdo e a exsudacdo de fluidos sdao acompanhadas de
rolamento leucocitario, adesao e transmigracdo. Os neutrofilos sdo os primeiros
leucécitos e mais abundantes no local da inflamacéo ou infeccdo. O processo
de migracdo celular para o espaco intravascular (intersticio inflamado) ocorre
principalmente em vénulas pés-capilares na circulacao sistémica (SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004). Os polimorfonucleares e mondcitos séo recrutados
do sangue para os locais de infeccdo por ligacao a moléculas de adesdo em
células endoteliais e por fatores quimioatraentes produzidos em resposta a
infeccdo (FUHLBRIGGE e WEISHAUPT, 2007).

O fenbmeno de migracao é dividido em mudltiplas etapas (figura 4):
rolamento, ades&o, transmigracdo e quimiotaxia. A marginacdo € o processo
de movimento dos neutroéfilos da corrente sanguinea para a periferia das veias,
isto é facilitado pela estase, seguida de extravasamento de fluido no sitio
inflamatorio e interag@o entre eritrocitos e neutréfilos (PERRY e GRANGER,
1991)
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Fig. 4:Mdltiplas etapas do processo de migracéo celular, (1) rolamento, (2) aderéncia, (3) transmigracéo,
(4) quimiotaxia, (5) fagocitose e (6) apoptose

Fonte: Figura adaptada de SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004
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Tanto o endotélio como as moléculas de adesdo presentes neste,
participam da desaceleracdo de leucécitos quando estes entram nas vénulas
pés-capilares, neste local ocorrem as principais interagfes leucdcito-endotélio.
Estas interagbes dependem de diferentes familias das moléculas de adeséo,
incluindo selectinas, B-integrinas e a superfamilia das imunoglobulinas
(PANES, PERRY e GRANGER, 1999).

O rolamento é caracterizado como um processo de adesdo instavel,
envolvendo principalmente as selectinas E e P (no endotélio) e selectina L (no
leucocito) que interagem com ligantes carboidratos (ligacdo sialil-lewis)
(MAYADAS e CULLERE, 2005). A selectina L, liga-se a diferentes moléculas
de adesado celular no endotélio, incluindo selectina P, E e glicoproteinas
semelhantes a mucina (GlyCAM) (TEDDER et al, 1995). A selectina P é
expressa no endotélio e nas plaguetas a partir da estimulacdo das células
endoteliais por mediadores, como trombina ou HIS. Além disso, esta selectina
€ expressa em resposta a endotoxinas ou citocinas pro-inflamatérias como o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (PAN, 1998). A selectina E é sintetizada
nas células endoteliais induzida por citocinas pro-inflamatérias TNF-a e
interleucina-1(IL-1) ou endotoxinas (FRIES et al. 1993).

A aderéncia consiste em um processo celular de adeséo caracterizado
por ser estavel (estatico) em relagdo ao rolamento, este fendbmemo ocorre
devido a interagdo de integrinas e as moléculas pertencentes a superfamilia
das imunoglobulinas, as integrinas sdo proteinas heterodiméricas consistindo
em duas subunidades a e B. Estas glicoproteinas sdo expressas na superficie
de leucécitos, sendo responséaveis por mediar & adesdo de leucdcito-endotélio
em poucos minutos apdés o estimulo inflamatério. As integrinas séo
classificadas de acordo com a estrutura molecular: subfamilias -1, B-2 e -7, a
subfamilia -2 contém quatro cadeias a diferenciadas designadas de CD11a,
CD11b, CD11c e CD11d que séo acoplados a uma cadeia 3 comum CD18. O
heterodimero CD11a/CD18 é expresso na superficie de leucécitos e interagem
com moléculas de adesdo intercelular (ICAM) ICAM-1 e ICAM-2, causando
adesdo firme e promovendo alteragBes conformacionais nos leucdcitos, os
heterodimeros CD11b/CD18 e CD11c/CD18 séo expressos por granuldcitos e

mondcitos, esti expressdo aumenta durante a inflamag@o mediante a acdo de
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mediadores como o PAF e citocinas como TNF-a (PANES, PERRY e
GRANGER, 1999).

As integrinas dependem de seu estado de afinidade para promover a
adesdo, a ligacdo destas moléculas presente na superficie dos leucdcitos é
mediado por quimiocinas, que s&o produzidas em resposta a produtos
microbianos, IL-1 e TNF-q, cuja funcdo € estimular quimiotaxia de células. Os
leucocitos expressam as integrinas as quais estdo em estado de baixa
afinidade nas células ndo-ativadas (neste estado ndo ha interacdo leucdécito-
endotélio). A sinalizagdo dos receptores a quimiocinas promove aumento na
afinidade das integrinas pelos seus ligantes e agregacdo dessas moléculas de
adesao na membrana, resultando em maior ligacdo dos leucdcitos a superficie
endotelial (D’AMBROSIO, PANINABORDIGNON e SINIGAGLIA, 2003;
TIZARD, 2008).

Paralelamente & ativacdo das integrinas e sua conversdo ao estado de
alta afinidade, TNF-a e IL-1 também promovem aumento da expressao
endotelial de ligantes das integrinas, principalmente de moléculas de adeséo
vascular (VCAM) tipo VCAM-1, ligante para integrina do 4-antigeno muito tardio
(VLA-4), e ICAM-1 (SERHAN e SAVIL, 2005; FUHLBRIGGE e WEISHAUPT,
2007). As quimiocinas entdo atuam sobre os leucdcitos aderentes e estimulam
as células a migrar através dos espacos interendoteliais na dire¢do do local de
infeccdo, caracterizando a transmigracdo endotelial. Outras proteinas
expressas nos leucaécitos e nas células endoteliais, como CD31, desempenham
papel importante nessa migracdo. Além disso, os leucdcitos produzem enzimas
que os capacitam a passar atraveés da parede vascular, e acumulam-se no
tecido extravascular em torno dos patdgenos, onde realizam o processo de
fagocitose (JUNIOR e ARAUJO, 2011).

Neutrdfilos e outros leucécitos também precisam de fatores
quimioatraentes para facilitar a migragdo no local da infeccdo ou inflamacéo
como algumas moléculas de produtos bacterianos, componentes do
complemento e citocinas quimioatraentes. Estas quimiocinas sdo produtos de
leucocitos onde as principais sdo as quimiocinas a e B, sendo a IL-8
pertencentes a quimiocinas —a mais potente para neutréfilos, enquanto a (3 atrai
para o local da inflamacdo uma variedade de lecdcitos (basofilos, mondcitos,
eosinofilos e linfécitos) (LUSTER, 1998).
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4.4. Mediadores quimicos envolvidos na inflamacéo e dor

4.4.1. EICOSANOIDES (PROSTANOIDES, LTs e LIPOXINAS)

O AA ;| um &cido graxo poliinsaturado derivado da dieta ou da conversao
do &cido graxo essencial é&cido linoléico, é clivado dos fosfolipideos de
membrana pela agdo da fosfolipase A, (PLA;) e da fosfolipase C (PLC)
(RICHARDSON e VASKO, 2002; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001). O AA é
formado principalmente em resposta a uma variedade de ativagéo de estimulos
ndo especificos (fisico, quimico, hormonal e citocinas e etc.). Duas classes
principais de enzimas sdo responsaveis pela sintese dos metabdlitos do AA,
também chamados de eicosandides: as ciclooxigenases (COXs) sintetizam as
PGs e os Tromboxanos (TXs); e as lipoxigenases (LOXs) produzem os LTs e
as lipoxinas (LXs) (ALWANI et al. 2006; WAGNER e ROTH, 2000).

A enzima COX possui duas isoformas identificadas: COX-1 e COX-2. A
primeira apresenta-se de forma constitutiva na maioria dos tecidos corpéreos,
enquanto a segunda, embora também se manifeste constitutivamente, é
produzida com maior intensidade em estados patol6gicos como na inflamacéo
(BURIAN e GEISSLINGER, 2005; PACHER et al. 2007). As COXs transformam
o AA em Prostaglandina G, (PGG;) e esta em Prostaglandina H, (PGH,),
posteriormente ocorre a conversdo em PGs bioldgicamente ativos, incluindo
Prostaglandina E, (PGE), Prostaglandina F,q (PGF2q), Prostaglandina D>
(PGDy), Prostaglandina I, (PGl;) e Tromboxano A; (TXA;) conhecido
coletivamente como prostandides (ROCCA e FITZGERALD, 2002). As PGs e
0os TXs medeiam importantes a¢fes da resposta inflamatdria, como a
vasoconstri¢do inicial, que se da pela acdo do TXA,, dentre outros mediadores
(ALLER et al.2006; PACHER et al. 2007); a transi¢cao da vasoconstricdo para a
vasodilatagdo tem a participacdo das PGs vasodilatadoras PGl, (prostaciclina),
PGD,, PGE,; e PGF2a ; TXA, é também potente agregador plaquetario,
podendo levar & trombose tecidual (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004);
as PGs sdo potentes agentes sensibilizantes, capazes de modular multiplos
sitios da via nociceptiva (BURIAN e GEISSLINGER, 2005): PGE, e PGl,

aumentam a liberagcdo de peptideos como SP e CGRP tipos de células, esses
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metabdlitos sdo denominados &cidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE).
Assim as plaquetas possuem apenas a 12-LOX e sintetizam o 12-HPETE, e os
leucocitos tém tanto a 12-LOX, como a 5-LOX, e sintetizam o 12-HPETE e o 5-
HPETE, que é quimiotatico para neutréfilos. Os HPETE, semelhante as PGG; e
PGH,, séo intermediarios instaveis que sofrem metabolizacdo enzimatica
(MORROW e ROBERTS Il, 2003). Ver figura 5.

Fosfolipidios de Membrana
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¥ N &
LTy XA LXB, Aa PGE, e
LTE 4

FiG.5. Cascata dos Eicosandides
Fonte: Figura adaptada de SCHOLICH e GEISSLINGER, 2006

A sintese a partir de reacbes do metabolismo do AA e LOXs,
principalmente a 5-LOX determinam a formacao dos LTs A4, Ba, C4, D4 € Ea.
Estes vérios LTs estdo envolvidos em fungBes como, quimioatracdo de
neutréfilos e estimulacdo do processo de adeséo de leucécitos com as células
endoteliais (GOLDEN e BROCK, 2001), bem como extravasamento plasméatico
e aumento da permeabilidade vascular (FUNK, 2001).

As acdes pro-inflamatoérias de inimeras PG e LT sdo contidas/reguladas,
por uma classe de moléculas chamadas lipoxinas (LXs). As LXs sdo uma
classe de eicosandides oxidados que se ligam a receptores celulares e
bloqueiam o influxo de neutréfilos (NATHAN, 2002). Estas moléculas sé&o
geradas pela acdo combinada de leucdcitos, principalmente neutréfilos, e
plaguetas (DYKE e SERHAN, 2003; GILROY et al. 2004).
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4.4.2. HISTAMINA

A sintese foi realizada em 1907 e a caracterizacdo por Barger e Dale
(1910), observando-se o envolvimento deste mediador em reacdes anafilticas.
A HIS estd armazenada em mastdcitos, que estdo distribuidos pelo corpo, e
também podem ser encontradas em humanos nos basofilos, células gastricas
enterocromafinas e em nervos histaminérgicos. Além disso, a histamina como
um mediador pode atuar em 4 sub-tipos de receptores Hi, Hz, Hz e Hy . O
receptor H; é caracterizado por estar envolvido em eventos intracelulares como
aumento de niveis de calcio livre no citosol de células. O mediador histamina
quando ativa o0 receptor Hj, intracelularmente, ocorre elevagdo adenosina
monofosfato ciclico enquanto, Hs e Hs elevam os niveis de adenosina
monofosfato ciclico e liberacdo de célcio (MACGLASHAN, 2003). A HIS tem
participagdo importante em fendmenos inflamatérios. Na rinite alérgica e na
asma, a administracdo de bloqueadores dos receptores H; reduz a
sintomatologia inflamatéria. A HIS induz sintese de PGIl, e NO que produzem
vasodilatagdo, além do aumento da permeabilidade vascular, principalmente
pela acdo sobre as vénulas pds-capilares. Provoca vasoconstricdo dos
musculos intestinais e brénquicos (FOGEL, LEWINSKI e JOCHEM, 2005;
CHIMONA et al. 2008).

4.4.3. SEROTONINA

A 5-HT, como outros neurotransmissores, também é liberada em
resposta ao dano tecidual e inflamagéo, sendo proveniente principalmente de
plaquetas, mastocitos e células endoteliais, bem como de terminais
serotoninérgicos centrais (PIERCE et al. 1997) e ajuda na sensibilizagdo e
ativagcdo dos neurdnios nociceptivos. A 5-HT tem sido reconhecida como um
mediador enddgeno da resposta inflamatéria em tecidos periféricos. As acdes
de serotonina sdo traduzidas por uma larga familia de receptores
serotoninérgicos divididos em sete classes (5-HT;—5-HT7;) (WOUTERS,
FARRUGIA e SCHEMANN, 2007). A 5-HT, assim como a HIS, é uma amina

vasoativa que realiza efeitos fisiologicos como aumento da permeabilidade
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vascular durante a fase inicial da resposta inflamatéria (GIEMBYCZ e
LINDSAY, 1999).

4.4.4. CININAS

Os peptideos cininas, qual o membro mais conhecido é a Bk séo
conhecidos como importantes mediadores inflamatoérios. Além disso, as cininas
sdo sintetizadas nos locais da lesdo tecidual, perifericamente e no sistema
nervoso central, onde participam do processo inflamatério agudo, na resposta
microvascular e na reparacgao de tecidos. A maioria das agdes das cininas séo
mediadas pelas interagbes com receptores da Bk. A existéncia de dois subtipos
de receptores de Bk foi descrita por Regoli e Barrabé (1980) receptores B; e
B.,. Os receptores B; séo originalmente descritos em tecidos isolados, incluindo
aorta de coelho, bem como nos sistemas cardiovascular, renal, intestinal, em
cultura de células vasculares, endotélio e fibroblastos com propriedades
hiperalgicas, extravasamento de plasma e na regulagédo da presséo sanguinea.
Enquanto os receptores B, sdo descritos nos mesmos tecidos em que estdo
envolvidos os receptores B, incluindo respiratério, ocular e neuronal com
propriedades fisiolégicas como broncoconstricdo, hipotensdo, reacgtes

inflamatérias agudas, dor e hiperalgesia (HALL, 1997).

4.4.5. CITOCINAS

As citocinas sdo definidas como polipeptideos produzidos e liberados
por células em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios como
viroses, parasitas, bactéria e outros produtos. Em geral séo liberadas
sequencialmente de maneira controlada por varios tipos de células e s&o
responsaveis por produzirem mediadores finais como PGs envolvidos na
inducdo de sinais e sintomas inflamatérios. As citocinas podem atuar em
receptores da mesma célula onde sdo produzidas (efeito autdcrino) ou em
receptores de outras células (efeito paracrino), e podem ser circulantes agindo
em tecidos distantes (efeito hormonal). Esta acdo como mediadores pro-
inflamatdrios induzindo a dor inflamatdéria, ocorre mediante a uma liberacao de

cascata de citocinas por células residentes, incluindo células dendriticas,
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macroéfagos, linfécitos, mastécitos e componentes teciduais envolvidos nos
sinais da inflamacdo e outros eventos inflamatorios. As primeiras citocinas
participantes dos sinais e sintomas da inflamacgé&o foram as interleucinas (IL):
IL-1B8, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL-6, quimiocinas IL-8, 1-
quimiocina indutora de neutrofilos quimioatraentes (CINC-1) e quimiocina
derivado de queratinécitos (KC). E recentemente foi demonstrado que a IL-18 e
IL-12 s&o indutoras da hipernocicepgéo inflamatéria (JUNIOR et al. 2006).

A IL-1B é produzida em diferentes tipos de células, incluindo
macrofagos, mondcitos e células da glia, esta citocina é envolvida na
inflamacéo desempenhando efeitos sobre o recrutamento de leucdcitos, febre,
liberag@o de proteinas da fase aguda e aumento da permeabilidade vascular
(DINARELLO, 1998 e 1984). A IL- 1B estimula a expressdo de COX-2 e
subsequentemente a liberagcdo de PGs, sensibilizando o0s nociceptores
(CROFFORD et al. 1994; FERREIRA e NAKAMURA, 1979). Sendo que este
efeito é inibido pelos antagonistas de receptores IL-1lra (perifericamente e
centralmente) e fator liberador de corticotropina (JUNIOR et al. 2006). Além
disso, esta citocina é capaz de induzir a hipernocicepgéo inflamatéria mediada
por agentes inflamatdrios como a Cg e o lipopolissacarideo (LPS) (CUNHA et
al. 1992; CUNHA et al. 2005).

O TNF-a é reconhecido como uma citocina pré-inflamatéria potente que
é rapidamente produzida em larga quantidade por macrofagos em resposta a
estimulos inflamatdérios como na infec¢do bacteriana (WARE, 2005; BAZZONI e
BEUTLER, 1996). Além disso, foi demostrado que esta citocina induz
hipernocicepgdo mecanica no modelo de edema de pata em ratos induzido por
carragenina (Cg) e este efeito foi inibido por indometacina (inibidor de COX) e
atenolol (antagonista de receptor B adrenérgico), e o co-tratamento com ambas
sugerem uma hipernocicepcao induzida por TNF-a mediada por prostandides e
aminas simpdticas, estas vias sdo paralelas: (1) TNF-a induz IL-1B e
consequentemente os prostandides e (2) TNF-a induz IL-8 e
consequentemente aminas simpéticas (CUNHA et al. 2005). Além disso, esta
citocina é capas de aumentar a expressdo de ICAM-1 na adeséo e
recrutamento celular (SCHAFERS et al. 2002).

A IL-6 é uma citocina que atua em varios alvos celulares atuando

principalmente na regulagdo da resposta imune e inflamatéria (NAKA et al.
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2002). As citocinas TNF-q, IL-1B, IL-8 e IL-6 sdo produzidas de maneira dose-
tempo dependente mediante a hipernocicepgdo mecéanica em ratos onde anti-
inflamatdrios ndo esteroidais como a indometacina, além de anticorpos anti-IL-
B ou IL-1ra s&o capazes de atuar sobre estes mediadores (CUNHA et al.
2000).

Além destas citocinas pré-inflamatorias existem as anti-inflamatérias que
determinam um verdadeiro balango na resposta inflamatéria, este balanco
ocorre mediante a produgdo prolongada de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a e IL-1B que liberam em seguida as citocinas anti-inflamatérias como IL-
4, 1L-10, IL-13 e IL-1ra. Estas citocinas modulam eventos imunes e
inflamatorios inibindo a produgéo e agéo das citocinas pré-inflamatérias (NIIRO
et al .1995; FALLON et al. 2002).

4.4.6. O SISTEMA COMPLEMENTO

O sistema complemento constitui-se de uma série de proteinas que sédo
ativadas por microorganismos e servem para promover a inflamagédo e
destruicdo destes microorganismos. Anticorpos imunoglobulinas G ou M, que
se encontra fixados a superficie dos microorganismos ou outras estruturas
ativam a via classica do complemento, assim chamada pois foi a primeira a ser
definida, através da fixagdo ao componente C3 (CLEMENZA et al. 2003). A via
alternativa é ativada por moléculas da superficie de microorganismos que se
ligam ao componente C3 do complemento e serve como plataforma para a
ativagdo de outras proteinas complementares. Ja a via da lectina é ativada por
ligagdo da manose a lectina que interage com glicoproteinas e glicolipideos
microbianos (SHERWWOD e TOLIVERKINSKY, 2004).

O fator C3a funciona como um quimioatraente, enquanto o fator C3b se
gruda a superficie dos microorganismos facilita seu reconhecimento pelos
fagocitos e promove fagocitose (FISHELSON, 1991).Esse fator forma um
complexo proteolitico que cliva o fator C5 em C5a e C5b (PANGBURN e
RAWAL, 2002). O componente C5a desempenha fungbes como quimiotaxia
para neutréfilo e altera a permeabilidade vascular no local da inflamagéo.
Posteriormente, o componente C5b se fixa a superficie da membrana dos

microorganismos formando um complexo de membrana de ataque (formado
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por C6, C7, C8 e C9) rompendo a célula e promovendo a sua destruicao
(COLE e MORGAN, 2003).

4.4.7. SUBSTANCIA P E OUTROS NEUROPEPTIDEOS SENSORIAIS

A SP é um dos principais neurotransmissores e neuromoduladores do
sistema nervoso periférico e central. A presenca da SP em fibras C no corno
dorsal da medula espinhal, especificamente na substancia gelatinosa, leva a
crer um importante papel deste mediador no processamento da respota
nociceptiva. Este mediador é sintetizado no ganglio espinhal, de onde é
transportado centralmente para a substancia gelatinosa e perifericamente para
as terminacdes nervosas de muitos tecidos do organismo. O efeito da SP na
nocicepcdo é dependende de concentragdo, a administracdo (i.p) ou i.p de
baixas concentragbes de SP induzem efeito analgésico, onde altas
concentragdes induzem hiperalgesia por uma suposta acdo pré ou poés-
sinaptica (ZUBRZYCKA e JANECKA, 2000; STEWART et al. 1976;
FREDERICKSON et al. 1978). Apesar de SP ser um peptideo neural hé relatos
que este mediador € capaz de induzir a inflamagdo neurogénica, onde este
peptideo é capaz de induzir a liberagdo de mediadores inflamatérios como
citocinas, radicais de oxigénio, derivados do AA e HIS que potencializam a
lesdo tecidual e estimulam o recrutamento de leucdcitos, amplificando a
resposta inflamatéria (HOLZER e HOLZER-PETSCHE, 1997). Além disso, este
peptideo é capaz de aumentar o extravasamento vascular, alterar a
permeabilidade vascular (vasodilatagdo), promover quimiotaxia, acumulo de
leucécitos e induzir a aderéncia nas células endoteliais (HAINES et al.1993;
KAHLER et al. 1993) e também induzem a degranulacdo de mastocitos e
eosindfilos liberando HIS e 5-HT, liberam radicais livres de O, e tromboxano B,
(KROEGEL et al. 1990).

Numerosos neuromoduladores e neurotransmissores estdo envolvidos
na transmisséo e processamento da informacao nociceptiva, entre estes varios
compostos biolégicos podemos encontrar a liberagdo periférica de outros
peptideos como a neurocinina A (NKA) e B (NKB), CGRP e somatostatina. A
NKA exerce efeito excitatério similar a SP nos neurbnios espinhais, a

somatostanina exerce efeito inibitério em neurdnios espinhais e liberam SP e o
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CGRP aumenta a liberacdo de SP para as fibras aferentes sensoriais
(ZUBRZYCKA e JANECKA, 2000).

5. FARMACOS QUE ATUAM NA DOR E INFLAMACAO

5.1. Antiinflamatorios néo esteroidais (AINES)

Sabemos que as PGs séo produtos originados do AA, que € obtido da
dieta ou do &cido linoléico, encontrando-se presentes em todos os tecidos
animais e exercendo varias fungcdes. Quimicamente, sdo partes de um grupo
denominado eicosandides, derivados do AA e liberados de fosfolipideos de
membrana de células lesadas, por acdo catalitica da PLA,. As COX-1 e COX-2
e a hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de sintese dos
prostanodides (PGs classicas e tromboxanos) e as LOXs transformam o AA em
LTs e outros compostos (OLIVEIRA JUNIOR et al. 2007; BRENOL, XAVIER e
MARASCA . 2000). O principal mecanismo de acdo dos AINEs ocorre por meio
da inibicdo especifica da COX e conseqiente reducéo da conversdo do AA em
PGs (figura 5). Existem pelo menos duas isoformas de COX, que apresentam
diferencas na sua regulacdo e expressao. A atividade de ambas as isoformas
sdo inibidas por todos os AINEs em graus variaveis. A COX-1 e COX-2
possuem 60% de homologia na sua sequiéncia de aminoécidos, expressa em
muitos tecidos. A COX-1, dita como constitutiva, auxilia na manutencédo da
integridade da mucosa gastroduodenal, homeostase vascular, agregacao
plaquetaria e modulagédo do fluxo plasmético renal. A COX-2 é uma enzima
indutivel, geralmente indetectavel na maioria dos tecidos, e sua expressdo é
aumentada em processos inflamatérios (SCHUMACHER, KLIPPEL e
KOOPMAN. 2001).

Entre os principais AINEs a aspirina € capaz de acetilar as isoenzimas
(COX-1 e COX-2) covalentemente, inativando-as de forma irreversivel e ndo-
seletiva. A maioria dos AINEs tradicionais age de forma reversivel e néo-
seletiva sobre as mesmas enzimas. No entanto, convém salientar que tanto a
aspirina quanto os outros AINEs n&o blogueiam a via da LOX, néo inibindo,
dessa forma, a producdo de LTs. Portanto, os AINEs reduzem, mas né&o

eliminam completamente os sinais e sintomas inflamatérios (CHAHADE,
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GIORGI, SZAJUBOK, 2008). A inibicdo de PGs é responsavel por seus
principais efeitos colaterais: gastrite, disfun¢éo plaquetaria, comprometimento
renal e broncoespasmo. O efeito antitrombatico ocorre pelo blogueio da COX-
1,a0 inibir a producdo do TX, ocasionando o predominio da atividade de PG
endotelial (OLIVEIRA JUNIOR et al. 2007).

Os AINEs tradicionais existentes podem causar graves efeitos colaterais
que limitam suas utilizacbes, principalmente a médio e em longo prazo,
enfermidades reuméticas cronicas, promovendo transtornos gastrico, intestinais
e renais. Nos rins estas complicagdes eram tdo graves que foram denominadas
de nefropatias analgésicas, caracterizadas por necrose papilar, hipertensdo
arterial e, finalmente, insuficiéncia renal. Essas complicagdes, freqiientemente
observadas na primeira metade do século passado, provocaram uma busca
incessante de novos medicamentos que fossem eficazes e tivessem maior
margem de seguranga, com respeito aos inconvenientes mencionados (HORL,
2010).

O primeiro antiinflamatério langado para comercializagdo a partir desse
conceito foi o meloxicam, desenvolvido a partir de uma molécula que
apresentava atuagédo, inibindo, preferencialmente, a COX-2, mantendo um
bloqueio parcial da COX-1. Outros AINEs ja em uso, como o etodolaco e a
nimesulida, também se mostraram inibidores preferenciais ou seletivos para
COX-2. Esse grupo de medicamentos carece de um grupo carboxilico presente
na maioria dos AINEs e, por isso, sdo capazes de, seletivamente, se dirigirem &
enzima COX-2, diferindo dos outros antiinflamatérios tradicionais. Eles
apresentam baixa hidrossolubilidade, o que dificulta a sua administragéo
parenteral (CHAHADE, GIORGI, SZAJUBOK, 2008).

Todos AINEs convencionais tém a tendéncia de causar efeitos adversos
gastrintestinais, que podem variar de dispepsia a sangramentos de estbmago e
duodeno, ativar doengas inflamatorias intestinais quiescentes e causar dano
tecidual (como ulceras) no trato Gl baixo, geralmente, ap6s um longo periodo
de uso (MIZUSHIMA, 2010), Por inibirem a COX-1, os AINEs impedem a
sintese de PGs gastricas, especialmente PGl, e PGE,, que servem como
agentes citoprotetores da mucosa gastrica. A maioria dos AINEs inibe a COX-1
e a COX-2 de forma nao-seletiva e assim diminuem a produgdo de PGs

géstricas. Os inibidores seletivos da COX-2 preservam a prote¢cdo mediada por
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PGs gastricas. Entretanto, os inibidores seletivos da COX-2, em altas doses,
podem perder sua especificidade e também bloquear a COX-1 no estdbmago e
duodeno causando danos (BLOT e MCLAUGHLIN, 2005). Os inibidores
seletivos da COX-2, conhecidos como coxibes (celecoxibe, rofecoxibe,
valdecoxibe, parecoxibe e lumiracoxibe), vieram ao mercado com o objetivo de
aliviar os sinais-sintomas inflamatérios e diminuir com maior segurancga o risco
de eventos gastrintestinais indesejaveis. No entanto, alguns estudos clinicos
evidenciaram ocorréncia elevada de eventos cardiovasculares e
tromboembdlicos, em usuarios cronicos destes novos medicamentos
(SARAIVA, 2007), os inibidores da COX-2, reduzindo a produgdo de PG
vascular, poderiam afetar o equilibrio entre TXA; e PGI,, levando a um
aumento de eventos tromboticos e cardiovasculares. Além disso, Os AINEs
podem induzir insuficiéncia renal aguda (IRA) de duas diferentes maneiras:
hemodinamicamente mediada ou por nefrite intersticial (freqientemente
acompanhada de sindrome nefrGtica). Esses efeitos estdo diretamente
relacionados a redugdo da sintese de PGs induzida pelos AINEs (HORL,
2010).

5.2. ANTIINFLAMATORIOS ESTEROIDAIS (AIES)

Os glicocorticoides sdo drogas amplamente usadas em funcdo de seus
efeitos imunossupressivos e anti-inflamatérios no tratamento de muitas
doengas reuméticas, além de outras doencas inflamatoérias. Os principais séo
dexametasona, prednisona, hidrocortisona, prednisolona e etc (ANTI, GIORGI
e CHARADE, 2008). Atribui-se a ac¢do antiinflamatoéria dos glicocorticéides a
acdo inibitéria da atividade da PLA,, enzima responsavel pela liberacdo de AA
e consequentemente da ativagdo da produgcédo de PGs, TX e LTs. Os AlEs
inibem a PLA; indiretamente através da inducéo da liberacdo de uma proteina
inibitéria da PLA; identificada como lipocortina 1 (também conhecida como
anexina 1). Outro mecanismo de acdo dos corticosterdides é através da
ativagcdo de receptores citoplasméaticos para glicocorticoides que regulam a
transcricdo de alguns genes de resposta priméria, incluindo os que expressam
uma cicloxigenase induzivel (COX-2) e o Oxido nitrico sintetase (BARNES e
ADCOK, 1993).
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5.3. OPIOIDES

Apos a descoberta e caracterizagdo anatdmica e bioquimica do sistema
enddgeno de modulacdo da dor, surgiram inimeras investigacdes na tentativa
de esclarecer a farmacologia deste importante sistema de modulagéo, visando
principalmente o emprego de novos farmacos de maior seletividade e
potencialidade analgésicas. Os opidides s&o o0s principais representantes deste
grupo, com grande expansao até os dias atuais (BOVIL, 1993).

Embora de uso bastante antigo, somente a partir de 1973 ficou
elucidado o mecanismo de acgdo destes farmacos, através de evidéncias
bioquimicas da existéncia dos receptores opidides no sistema nervoso central.
Até o momento, j& foram descritos 0s seguintes receptores opidides: mu (L),
kappa (k), sigma (o), delta (8) e epsilon (¢). Ademais, ja foram descritos
subtipos dos receptores p e k. Admite-se que o receptor Y, seja 0 mediador das
acOes analgésicas supraespinhais e da liberagdo de prolactina. O p, €
caracterizado pela depressdo respiratoria, liberacdo de hormdnio do
crescimento, queda da dopamina cerebral, trénsito no trato gastrointestinal,
euforia e dependéncia fisica dos opidides, além de ser alvo primario da morfina
que é um exemplo de agonista de receptores opidides que consiste no farmaco
de escolha no tratamento da dor crénica, de moderada a grave, e é importante
devido ser considerado como padréo e por pertencer a lista de medicamentos
essenciais da Organizacdo Mundial de Saude (RIPAMONTI e BANDIERI,
2009).. O receptor k é responséavel pela analgesia medular, miose, sedacao e
inibicdo da liberacdo do hormdnio antidiurético. O receptor ¢ é responsavel
pela disforia, alucinagdes, estimulacéo respiratéria e vasomotora e o receptor &
pela analgesia medular e queda da dopamina cerebral. Acredita-se, que o0s
receptor &, por sua localizag&do nas regides limbicas, estejam relacionado com
as alteragcbes do comportamento afetivo (CARVALHO e VIANA, 1994).

Sabe-se, atualmente que em nivel molecular a ativac@o dos receptores p
e & encontra-se associada a elevacdo na condutancia ao potassio (abertura
dos canais de K+), hiperpolarizando a célula. O receptor u esta funcionalmente
acoplado a adenilciclase, um sistema efetor da proteina G. Além disso, a
ativagcdo do receptor k induz redugdo na condutancia do célcio. Este efeito é

devido ao fechamento dos canais de calcio tipo N, também associados a
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proteina G. Acredita-se, que o receptor o esteja associado aos canais ibnicos
ativados pelo glutamato e pode contribuir para a disforia produzida por alguns
dos opidides (SIMON, 1991).

Os opidides agonista (morfina, fentanil, alfentanil e sufentanil) e agonista
parciais (butofanol, nalbufina, pentazocina, dezocina, e buprenorfina) podem
apresentar seus efeitos revertidos por antagonista puro, sendo o principal a
naloxona. Este ndo produz nenhum efeito quando administrado a um paciente
que ndo recebeu o tratamento com farmacos opibdides, porém €& capaz de
reverter o efeito depressor respiratério promovido por elevadas doses ou
intoxicacéo de farmacos como a morfina (GOZZANI, 1994).

Os opidides, também, possuem acdo analgésica na dor inflamatoria
mediante mecanismos celulares e bioquimicos que desencadeiam a ativagdo
de receptores y, & e k. Esta ativagdo promove abertura de canais k+
promovendo perifericamente hiperpolarizagéo de fibras nociceptivas, com isso
apds a lesdo tecidual que libera mediadores inflamatérios, entre os quais a
PGE2 que possuem a capacidade de ativar segundos mensageiros como a
adenilciclase via proteina G estimulatoria, farmacos opidides impedem a

sensibilizagéo e/ou ativagdo de nociceptores (GOZZANI, 1994).
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6. JUSTIFICATIVA

Os OEs de plantas arométicas da regido amazodnica constituem-se em
matérias primas utilizadas na indastria brasileira de perfumes, fragrancias e
cosméticos, produtos fitoterapéuticos ou como inseticida, fungicida e
bactericida. Por outro lado, muitas das espécies aromaticas que ocorrem nos
ecossistemas amazoOnicos estdo sob pressdo ambiental, seja pela méa
exploragdo dos recursos florestais, seja pelos desmatamentos e queimadas
exigidos no proprio desenvolvimento da regido. A taxa de extingdo das
espécies aromdticas que ocorrem em areas de pressdo ambiental precisa ser
conhecida. Portanto, é urgente resgatar e promover o conhecimento cientifico e
tecnoldgico destas espécies. Entre as varias alternativas econémicas indicadas
pela Base de Dados das Plantas Aromaticas da Amazbnia, as
espécies/espécimes promissores sdo da familia Piperaceae, a qual pertence a
espécie Peperomia serpens Sw. (Loud), conhecida popularmente como
carrapatinho. Uma vez que esta € utilizada em tratamentos contra a dor e
processos inflamatorios, decidiu-se realizar a investigacdo farmacologica e
quimica, através de modelos de toxicidade, nocicep¢do e inflamacdo em

camundongos e ratos, bem como em técnicas analiticas fitoquimicas.
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7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo geral

e Analisar a composi¢do quimica, estimar a toxicidade aguda e avaliar as
atividades antinociceptiva e antiinflamatéria do oOleo essencial de

Peperomia serpens

7.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a composi¢do do OEPs

e Determinar a toxicidade aguda com base na dose letal para 50% dos
animais

e Determinar a dose efetiva mediana (DEszo)

e Avaliar a atividade antinociceptiva utilizando os testes de contor¢ao
abdominal, placa quente e formalina

e Avaliar a atividade antiinflamatoria através dos testes de dermatite,

edema de pata e peritonite.
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8. MATERIAIS E METODOS

8.1. Materiais utilizados

.8.1.1. EQUIPAMENTOS

e Ampolas

e Balanca analitica CHYO, modelo JL-200

e Balanca semi-analitica GEHAKA, modelo BG-8000

e Banho criostatico de circulacdo HAAKE

e Beckers

e Cromatografo a gas acoplado & espectrébmetro de massas (modelo
DSQII)

e Cromatografo a gas acoplado a detector de ionizagdo de chama (modelo
CG Focus)

e Centrifuga FANEM, modelo 206

e Condensadores

e Coletor de vidro tipo Dean & Stark

e Clevenger

e Estufa de Ventilagao

e Funis de vidro (d=22cm)

e Laminas e laminulas

e Microscopio 6ptico de alta resolucéo (Nikon Tec DNS 550 HS)

e Pipetas automaticas GILSON, EPPENDORF e DIGIPET
(volumes de 10-100 pL, 20-200 pL , 100-1000 pL)

e Picnometro (v =1ml)

e Pletismdmetro (modelo 7140 Ugo Basile® )

e Placa quente/fria (modelo 35100 Ugo Basile®)

e Tubos de ensaio
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8.1.2. REAGENTES E SUBSTANCIAS

o Acido Acético P.A (Glacial)- Vetec Quimica Fina ®

 Acido etilenodiamino tetracético (EDTA-Merck) ®

e Acetona P.A- Vetec Quimica Fina ®

e Carragenina lambda tipo IV-Sigma®

e Corantes: hematoxilina — eosina (Reagen®)

e Cloridrato de Naloxona-Narcan®

e Cloridrato de Morfina- Dimorf®

e Cetamina-Bayer®

e Dexametasona-Schering-plough®

e Dextrana-Sigma®

e Formaldeido P.A-Vetec Quimica Fina®

e Indometacina- Sigma®

e Oleo de créton-Sigma®

« Polioxietilensorbitanmonoleato (Tween 80)-Merck-schuchart®
e Pizotifeno-Novartis®

e Solucdo de Turk (violeta de genciana e acido acético- Isofar®)
e Soro fisioldgico 0,9%

e Tribromoetanol-Sigma®

e Xilazina-Bayer®
8.2. Material botanico

A amostra de Peperomia serpens foi coletada (1,6 Kg) no Municipio de
Santa lzabel-PA na comunidade de Flechal, durante o periodo de 11 a 14 de
Julho do ano de 2009. A espécie foi identificada por comparacdo com a
exsicata de MG°157255 e posteriormente armazenada no Herbario do Museu

Paraense Emilio Goeldi.
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8.3. Processamento do material botanico e obtencédo do 6leo essencial

A planta inteira foi seca por ventilagio em estufa a temperatura
ambiente, durante o periodo de 4 dias. O 6leo essencial de Peperomia serpens
(OEPs) foi obtido através de destilagdo por arraste & vapor em processo
continuo por um periodo de 3 h, usando-se sistemas de vidro do tipo
Clevenger, acoplado a sistema de refrigeracdo, com temperatura de agua de
condensagéo em torno de 15°C. O equipamento (caldeira, conectores e cilindro
contendo o material vegetal), todo em ago inoxidavel, operou em uma
temperatura de 90-120°C. O procedimento consistiu em carregar cerca de 987g
de material vegetal, no cilindro conectado inferiormente por uma caldeira
contendo 4gua e superiormente no sistema de destilacdo. Seguindo-se da
admissao gradual de vapor, até alcancar a pressao de trabalho, o condensado
foi recolhido em um separador de 6leo, separando-se a fase aquosa da fase
organica. Apds separagédo 6leo foi centrifugado por 10 min e seco com sulfato
de sodio (NA;SO.) anidro, armazenados em ampolas de vidro ambar, na

auséncia de oxigénio e, conservados em ambiente refrigerado a 5-10°C

8.4. Caracterizagdo do OEPs

8.4.1. DENSIDADE, CALCULO DO RENDIMENTO E TEOR DE UMIDADE DO
MATERIAL BOTANICO

A densidade foi determinada, através de picnédmetro (volume 1mL)
devidamente seco, relacionando-se a massa de 6leo essencial e o volume de
adgua . O célculo do rendimento bruto em 6leo foi realizado através da relagédo
do volume de 6leo obtido, com a massa do material vegetal utilizado na
destilagédo por arraste a vapor. O teor de umidade foi determinado através de
destilagédo azeotropica com tolueno (solvente de arraste), utilizando o coletor de
vidro do tipo Dean & Stark, calculando-se assim, a quantidade de 4gua apés a

separacéo de fases por decantagéo.
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8.5. Analise da Composi¢do Quimica do OEPs

A analise da composicao quimica foi obtida através de cromatografia em
fase gasosa/espectrometria de massa (CG/EM) em sistema Thermo, modelo
DSQII, equipado com coluna capilar de silica DB-5MS (30m x 0,25mm; 0,25um
de espessura de filme) nas seguintes condigbes operacionais tais como
programacado de temperatura (60°C-240°C), com gradiente de 3°C/min;
temperatura do injetor: 240°C; gas de arraste hélio, em velocidade linear de
32cm/s (medido a 100°C); tipo de injecao splitless (0,1uL de uma solucdo na
proporgdo de 2uL de 6leo para 1mL de n-Hexano); espectrdmetro de massas
de impacto eletrénico, energia do elétron a 70 eV; temperatura da fonte de ions
a 200°C.

Os componentes quimicos foram identificados através das comparagfes
dos seus EM e indices de retencdo (IR) com os de substancias padréo,
existentes na biblioteca e, com dados da literatura (ADAMS, 2007).

A andlise quantitativa de 6leo essencial foi feita por cromatografia de
géslionizagcédo de chama (CG/IC) usando-se um CG Focus com coluna capilar
de silica DB5-MS (30m x 0,25mm; 0,25um de espessura de filme), nitrogénio
como gas de arraste e temperatura programada de 60-240°C com gradiente de
3°C/min.

8.6. Experimentos.

8.6.1. ANIMAIS

Foram utilizados 246 camundongos machos (Mus musculus) adultos
pesando de 25 a 35g e 49 ratos machos (Rattus norvegicus) da linhagem
Wistar pesando entre 180 e 300 g. Sendo que para a avaliagdo nociceptiva
cada grupo foi constituido de 10 camundongos, e nos modelos antiinflamatérios
os grupos foram constituidos de 5 a 11 animais. Os animais, provenientes do
Instituto Evandro Chagas (Belém), Biotérios da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — S&o Paulo (FMRP-USP) e da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — S&o Paulo (FCFRP-USP), Foram
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devidamente alojados em gaiolas, mantidos sob condigdes controladas de
temperatura (25°C) e ciclo de claro/escuro de 12h; a fase clara iniciando-se as
6h e terminando as 18h, com livre acesso a agua e ragdo. Antes da realizagédo
de cada teste, os animais foram deixados em jejum por um periodo de 12h. O
manuseio e uso dos animais estédo de acordo com as normas institucionais do
Comité de Etica em Pesquisa com Amimais de Experimentacdo da
Universidade Federal do Pard (CEPAE-UFPA: parecer FAR001-10) e pela

Sociedade Brasileira de Céncias de Animais de Laborat6rio (SBCAL).

8.7. Avaliacéo de toxicidade oral aguda (estimativa de DLsg)

Para se estimar a DLso, foram realizados testes similares as diretrizes de
guias de substancias quimicas da Organizacdo Econ6mica para Co-operacéo e
Desenvolvimento (OECD) numero 425, pois foram utilizados camundongos
(Mus musculus) Swiss albinos machos divididos em grupos de 10 animais,
pesando entre 20 e 25 g. Os animais receberam, através de canula oro-
géstrica, doses crescentes de OEPs 2000 e 5000 mg/kg e soro fisiologico 0,9%
(n = 10/grupo). Posteriormente os animais foram observados por um periodo
de 4h para avaliagdo de possiveis alteragbes comportamentais, tais como:
atencao, alerta, analgesia, atividade motora espontanea, locomocéao, falta de
apetite, apatia, resposta ao tato, secre¢cdo nasal, piloerecéo, estereotipia,
agressividade, ataxia, sudorese, miccdo, diarréia e convulsdo (MALONE e
ROBICHAUD, 1962). Ap6s este periodo, os animais foram tratados com ragéo
e agua ad libitum e observados diariamente durante 14 dias. Em casos de
Obito, o numero de animais mortos sera representado por dados estatisticos
que expressardo a percentagem do nimero de animais mortos para cada dose

administrada.

8.8. Determinacgao da dose efetiva mediana (DEsg).

A determinacéo da DEsp tera como base o teste das contor¢des induzidas

pelo acido acético em camundongos com intuito de fundamentar-se no principio
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do 3Rs (substituicdo, reducdo e refinamento) para diminuicdo do uso e
amenizar o sofrimento dos animais de experimentacdo (Russel e Burch, 1959).
A DEs foi determinada através da interpolagdo semi-logaritimica da plotagem
direta das doses utilizadas e as respectivas percentagens de inibigcdo, mediante
0 teste de regresséo linear com o objetivo de se determinar a dose eficaz
média, a equacédo da reta (representada pela formula: y = a+ b.x) e coeficiente
de correlagéo (r?). Para determinamos a DEs utilizamos o programa estatistico

Prisma vers&o 5.0°.

8.9. Estudo da atividade antinociceptiva

8.9.1. TESTE DE CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO
ACETICO 0,6%.

As contor¢fes induzidas por inje¢do i.p de &cido acético (0,6%) foram
realizadas de acordo com os procedimentos descritos previamente por Koster
et al (1959). Os camundongos foram randomicamente divididos em 7 grupos (
n = 10). Uma solu¢éo aquosa de &cido acético (0,6% v/v) foi injetada por via i.p
(0,1 mL/10g de peso dos animais) em camundongos pré-tratados 60 min antes
por v.o com o veiculo (salina 0,9% e Tween 80 a 1%; 0,1 mL/10g; grupo
controle), o controle positivo indometacina (10 mg/kg) ou OEPs (31,25; 62,5;
125; 250 e 500 mg/kg). Apdés a inducdo do estimulo nociceptivo, 0s
camundongos foram colocados individualmente em funis de vidro com diametro
de 22 cm. O numero total de contor¢bes abdominais, que consiste na
contracdo e rotacdo do abddémen seguido de extensdo de uma ou ambas as
patas traseiras, foram quantificadas cumulativamente apds 10 min de estimulo
durante um periodo de 20 min. A atividade antinociceptiva foi determinada
como a diferenga no nimero de contorgbes entre o grupo controle e cada
grupo tratado, e foi expresso como porcentagem de inibigcdo das contorgdes. As
doses utilizadas no teste de contor¢bes abdominais partiram da dose de 5000
mg/kg (toxicidade aguda) e submdltiplos desta mediante a 1/10, 1/20, 1/40,
1/80, 1/160. A DEsy determinada foi de 188,8 mg/kg.
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8.9.2. TESTE DA PLACA QUENTE (MACDONALD et al. 1946).

Os camundongos foram colocados sobre uma placa de aluminio
aquecida em temperaturas fixas diferentes (50 + 0,5°C e 55 + 0.5° C) com o
intuito de se avaliar a influéncia de uma possivel acdo central de fraca a forte
do OEPs (Ankier, 1974). Um dia antes do teste realizou-se o pré-
selecionamento dos animais submetendo-os a placa quente e descartando
aqueles que apresentaram o tempo de reacdo na placa superior a 20s. O
tempo de corte de laténcia na placa adotado foi de 40s. O tempo em segundos
para que o animal manifeste alguma reacdo é denominada laténcia. Esta
reacao é esterotipica e consiste em pular e lamber as patas posteriores, bem
como sapatear sobre a placa. Os experimentos foram realizados durante 2 h,
em intervalos de 30 min (0, 30, 60, 90 e 120 min). Os animais foram pré-
tratados por v.o com o veiculo (salina 0.9% e Tween 80 a 1%; grupo controle),
OEPs (188,8 mg/kg) e o controle positivo usado foi a morfina (10 mg/kg, s.c.).
Os animais foram submetidos imediatamente ao estimulo térmico apds os pré-
tratamentos com as substancias. Todos 0s grupos pré-tratados obedecem a

relagdo de volume final de 0,1 mL/10g e foram constituidos de 10 animais.

8.9.3. TESTE DA FORMALINA A 1%

A nocicepgao induzida por formalina em camundongos foi realizada de
acordo com Hunskaar e Hole (1987). Os animais foram randomicamente
divididos em 6 grupos (n = 10 por grupo). Um volume de 20uL de formalina
(formaldeido 1% solubilizado em salina a 0,9%) foi aplicado no coxim plantar
posterior direito dos camundongos pré-tratados 60 min antes com o veiculo
(salina 0,9% e Tween 80 a 1%; grupo controle) ou OEPs (188,8 mg/kg; v.0), ou
pré-tratados 30 min antes com morfina (4 mg/kg, subcutaneamente). Apds a
injecdo de formalina, os camundongos foram individualmente colocados sobre
funis de vidro (diametro de 22 cm) e foram observados de 0-5 min (fase
neurogénica) e 15-30 min (fase inflamatéria). O tempo gasto lambendo a pata
injetada foi cronometrado em ambas as fases e considerado como indicativo de
nocicepcdo. Para se avaliar o possivel envolvimento de sistema opidide no

efeito nociceptivo de OEPSs, trés grupos de camundongos foram pré-tratados
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com o antagonista de receptor opidide naloxona (0,4 mg/kg, s.c) 15 min antes
de receberem OEPs (188, 8 mg/kg; v.0), morfina (4 mg/kg, s.c) ou veiculo. Os
pré-tratamentos obedecem a relagdo de volume final de 0,1 mL /10g de peso

dos animais.

8.10. Estudos antiinflamatoérios

8.10.1. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR Cg EM RATOS

O edema de pata foi induzido de acordo com Winter et al. (1962). Ratos
foram randomicamente divididos em 3 grupos (n = 8 — 11 por grupo). Estes
foram pré-tratados oralmente com OEPs (188,8 mg/kg; N=10), veiculo (salina
0,9% e Tween 80 a 1%; grupo controle; N=11), indometacina (5 mg/kg; N=8).
Apos sessenta minutos, o edema foi induzido com a injecdo de 0,1 mL de
carragenina (Cg; 100 pg/pata) solubilizado em salina na pata direita do animal.
A pata esquerda, usada como controle, recebeu o veiculo salina (0,1 mL). A
inflamacéo foi quantificada mensurando-se o volume (mL) deslocado pela pata
de cada animal através de um plestimdmetro digital (modelo 7140 Ugo Basile®)
nos tempos de 0, 1, 2, 3, 4 e 5 h apos a injecdo de Cg. Os resultados foram
expressos como a variagdo em volume (mL) entre as patas direita e esquerda
em cada tempo. Todos os grupos foram pré-tratados na relacdo de volume final

de 0,1 mL/100 g de peso do animal.

8.10.2. EDEMA DE PATA INDUZIDO POR DEXTRANA EM RATOS

O edema de pata foi induzido de acordo com Carvalho et al. (1962).
Ratos foram randomicamente divididos em 3 grupos (n = 5 por grupo). Estes
foram pré-tratados oralmente com OEPs (188,8 mg/kg), veiculo (salina 0,9% e
Tween 80 a 1%; grupo controle) e Pizotifeno (0,5 mg/kg). ApGs sessenta
minutos, o edema foi induzido com a injegcdo de 0,1 mL de dextrana (100
ug/pata) solubilizado em salina na pata direita do animal. A pata esquerda,
usada como controle, recebeu o veiculo salina (0,1 mL). A resposta inflamatéria

foi quantificada mensurando-se o volume (mL) deslocado pela pata de cada
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animal através de um plestimdémetro digital (modelo 7140 Ugo Basile®) nos
tempos de 0, 30, 60, 90 e 120 min apos a injecdo de dextrana. Os resultados
foram expressos como a variagdo em volume (mL) entre as patas direita e
esquerda em cada tempo. Todos os grupos foram pré-tratados na relacéo de

volume final de 0,1 mL/100 g de peso do animal

8.10.1. EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR OLEO DE CROTON EM
CAMUNDONGOS.

O edema de orelha foi induzido de acordo com os procedimentos
descrito previamente por Tubaro et al (1985). 3 grupos de 10 camundongos
foram utilizados. Estes animais foram anestesiados com cetamina e xilazina
(3:1, i.p) e posteriormente a inflamacéo cutanea foi induzida por aplicagédo de
20 pL de uma solugdo de acetona contendo o agente irritante (2,5% de 6leo de
créton) na superficie da orelha direita de cada camundongo (superficie
aproximada de 1 cm?). A orelha esquerda, usada como controle, recebeu o
veiculo acetona (20 pL). 60 min antes da aplicacdo do agente irritante, os
animais foram pré-tratados com o veiculo (salina 0,9% e 1% de Tween 80;
grupo controle; v.0), OEPs (188,8 mg/kg; v.0) ou o AIEs dexametasona (10
mg/kg; v.0). Apos 6 h, os animais foram sacrificados e retirados discos
(diametro = 6 mm) de ambas as orelhas contendo o agente irritante e acetona.
O edema foi mensurado como a diferenca entre os pesos dos discos da orelha
direita e esquerda. Todos os grupos de animais foram tratados na relacéo de
volume final de 0,1 mL/10g. A atividade antiinflamatoria foi expressa como a
porcentagem da reducdo do edema no pré-tratamento dos camundongos com

0 OEPs ou dexametasona comparado ao grupo controle.

8.10.4. MIGRACAO DE LEUCOCITOS E NEUTROFILOS PARA CAVIDADE
PERITONEAL EM CAMUNDONGOS.

A determinacdo de migracdo de leucécitos e neutréfilos para a cavidade
peritoneal foi realizada de acordo com Souza e Ferreira (1985). Camundongos
(n =5 por grupo) foram pré-tratados com o OEPs (188,8 mg/kg; v.0) ou veiculo

(0,12 mL/10g; p.o) 60 min antes da injecao de Cg (500 pg/cavidade, i.p, 0.5 mL)
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ou salina esteril (0,5 mL) na cavidade peritoneal. Dexametasona (10 mg/kg,
v.0) foi utlizado como controle positivo. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical apds 3 h da injecéo i.p de Cg. Posteriormente, injetou-se
i.p um volume de 3 mL de tampéo salina — fosfato, contendo &acido tetracético
etilenodiamina na concentragcdo de 1mM. Em seguida na cavidade peritoneal,
retirou-se o lavado peritoneal realizando-se a contagem total de leucécitos e a
diferencial de neutrdfilos. Para realizagdo da contagem total, 20 puL do lavado
peritoneal foram diluidos em 0,4 mL da solugdo de Turk. A contagem foi
realizada em camara de Newbauer e o0s resultados obtidos expressos em
ndamero de leucocitos/mL. Parte do lavado peritoneal foi centrifugado a 1000
rpm por 10 minutos; o sobrenadante foi resuspendido, para a realizagédo do
esfregaco celular em laminas. As células foram coradas pelo corante
Hematoxilina-Eosina e contadas em microscépio optico, usando-se objetiva de
imersdo em 6leo. Foram contadas 100 células em cada lamina, diferenciando-
as em neutrdfilos. O numero de células diferenciadas foi calculado pelo
percentual encontrado em relacdo ao numero total de células e os resultados

foram expressos em nimero de neutréfilos/mL.

8.10.5. ANALISE MICROSCOPICA EM TEMPO REAL IN SITU PARA OS
EVENTOS DE ROLAMENTO E ADESAO DE LEUCOCITOS NA
MICROCIRCULACAO MESENTERICA DE CAMUNDONGOS

Os experimentos foram conduzidos de acordo com Fortes et al.(1991).
Para andlise microscopica realizou-se a indugdo de migracdo celular mediante
a administragéo i.p de Cg na relacdo de 500 pg/cavidade diluida em salina
estéril. Apés 3 h, os camundongos foram anestesiados por via i.p com
tribromoetanol 2,5% (250mg/kg) e através da incisdo lateral na parede
abdominal, exteriorizou-se 0 mesentério para a observagdo da microcirculagéo
in situ. Os animais foram mantidos sobre uma placa aquecida (37°C) dotada de
uma éarea transparente, sobre a qual o tecido foi fixado. A preparagéo foi
mantida Umida e aquecida por irrigacdo com solucéo fisioldgica 0,9%. A placa
aquecida foi mantida sobre o “charriot” de um microscépio Optico tri-ocular ao
qual estdo acoplados um fototubo, com um sistema de lentes ampliadoras

superpostas, uma camera de televisdo e um monitor de video que permite a
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projecdo e gravagdo de imagens. As imagens foram visualizadas com lentes
objetivas a longa distancia (x 40) e abertura numérica de 0,65. Os vasos
selecionados para o estudo foram vénulas de terceira ordem definidas de
acordo com a ordem de localizagdo de ramos finais da rede microvascular.
Estes vasos correspondem a vénulas pos-capilares, com diametro variando
entre 10-18um. O rolamento de leucdcitos foi definido como, os glébulos
brancos que se moviam a uma velocidade menor quando comparado aos
eritrécitos no mesmo vaso e foram determinados em intervalos de 5 min, apdés
as 3 h da administracéo i.p de Cg. O rolamento foi expresso como rolamento
leucocitario por min. Para a aderéncia leucocitaria foram considerados os
glébulos brancos que permaneciam estéticos no endotélio venular e foram
determinados no fim do periodo de observacdo de 5 min, apds as 3 h da
administragédo i.p de Cg. A érea venular no processo de adeséo foi determinada
mediante a uma variagdo de area entre 350 a 450um? e os resultados foram
expressos como, o nimero de leucdcitos aderidos por 100 um? de vénula. Esta
area foi definida na tela do monitor: 10um no tecido correspondem a 3,4cm na
tela. 3 grupos de camundongos foram usados, um tratado oralmente com
OEPs (188,8 mg/kg; v.0), outro com o veiculo 0,1 mL/10g (grupo controle), 60
min antes da injecdo de Cg (500 pg/cavidade, i.p; 0.5 mL). Um terceiro grupo
de camundongos foi tratado somente com salina estéril (0,5 mL) na cavidade

peritoneal.
8.11. Anélise Estatistica.

Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrdo da
média), onde n representa o numero de animais. Os resultados que
apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipétese de nulidade menor que
5% (P<0,05) foram considerados estatisticamente significantes. Para andlise
de variancia foram utilizados ANOVA um critério e dois critérios, seguido de um
método de multiplas comparacdes (Teste Bonferroni) e também teste t ndo-
pareado quando necessério. A analise estatistica e a formag&o dos graficos foi
realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prisma® verséo 5.0
(software, San Diego, CA, USA).



9. RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1. Caracterizacdo do OEPs

O OEPs apresentou

coloracéo

com aspecto
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leitoso,

apresentando uma densidade de 0,8g/ml, rendimento de 0,4% [partindo-se de

9879 de material vegetal para 4mL (3,8g) de 6leo obtido] e o teor de umidade

azeotropico foi menor que 5%

9.2. Analise da composicdo quimica do OEPs

Foram identificados 25 constituintes no OEPs (Tabela 1) totalizando

89,51%. Cada componente quimico foi identificado por comparacdo de seus

espectros de massa e tempos de retengdo com aqueles da literatura
(ADAMS,2007; WILLEY, NIST, 2005).

Tabela 1: Constituintes volateis (%) do 6leo de Peperomia serpens

indice de retencéo

Constituintes % Oleo
(IR)
a- copaeno 1374 0,24
trans-cariofileno 1417 4,00
B-gurjuneno 1431 0,11
a-humuleno 1452 11,48
Trans-cadina-1,4-dieno 1475 0,04
v- muuroleno 1478 0,03
a- amorfeno 1483 0,20
B-selineno 1489 0,21
A- zengibereno 1493 0,06
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Viridifloreno 1496 0,90

B-bisaboleno 1505 0,60

&-amorfeno 1511 0,95

E-nerolidol 1561 37,97

Ledol 1602 27,13

Dilapiol 1620 0,24

Eremoligenol 1629 0,45

a-eudesmol 1652 2,7

Identificacgé&o total 89,51

O OEPs apresentou como principais constituintes E-nerolidol (37.97%),
ledol (27.13%), a-humuleno (11.48%), trans-cariofileno (4%) e a-eudesmol (
2.7%). Observou-se a predominancia de sesquiterpenos no OEPs. Segundo
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Verpoorte e Maraschin (2001) os terpenos representam a maior classe quimica
de constituintes ativos de plantas, havendo mais de 30.000 substancias
descritas. A classificacdo béasica dos varios terpenos decorre do numero de
unidades isoprénica (u.i.): monoterpenos (C10, duas u.i.), sesquiterpenos (C15,
trés u.i.), diterpenos (C20, quatro u.i.), triterpenos (C30, seis u.i.) (DE
GENHARDT, KOLLNER e GERSHENZON, 2009).

A produgéo e variabilidade de metabdlitos especiais em plantas podem
ser demonstradas sob diferentes condigcbes de luz, temperatura, niveis de
nutricdo e agua. Os monoterpendides e sesquiterpendides produzidos por
diversos grupos vegetais sdo metabdlitos freqientemente sujeitos a esses
fatores abidticos. A baixa intensidade de luz geralmente diminui a produgéo de
monoterpenos. Pequenas variacdes diarias de temperaturas estimulam a
producdo de terpendides, enquanto que valores extremos causam sua
reducdo. Os indices de precipitacdo ndo seguem um padréo, variando entre as
espécies estudadas. O aumento do teor de nitrogénio e fosforo no solo
favorece um maior rendimento no contetdo de 6leo essencial (LIMA, KAPLAN
e CRUZ, 2003).

Partindo deste pressuposto, segundo Da Silva e colaboradores (2006),
foi observado que, na mesma espécie as concentracdes de componentes
majoritarios alguns sofrem alteracdes mediante a utilizagdo de técnicas de
obtengdo como na hidrodestilacdo e micro-extragdo em fase solida de folhas
frescas e submetidas a secagem. Segundo esses autores, na hidrodestilagdo
das folhas frescas os principais foram (Z)-acetato de nerolidol (42.9%) e (E)-
nerolidol (31.3%), a-humuleno (5.6%), a-eudesmol (2.4%) e trans-cariofileno
(1.9%). J& nas folhas secas submetidas a hidrodestilacdo, a ocorréncia foi de
(Z)-acetato de nerolidol (36.6%) e (E)-nerolidol (29.1%), a-humuleno (8.7%), a-
eudesmol (2.2%) e trans-cariofileno (3.1%). Em micro-extracdo em fase solida,
os principais constituintes foram a-humuleno (49.1%) e trans-cariofileno
(35.1%). Portanto, comparando-se aos resultados obtidos por esses
pesquisadores com 0S nossos, observou-se que o teor de (E)-nerolidol, a-
humuleno e trans-cariofileno se elevou em decorréncia do uso de arraste a
vapor. Ja o teor elevado dos majoritarios obtidos por micro-extracdo em fase
sélida, € devido a um processo de pré-concentragdo (DOREA, GAUJAC e

NAVICKIENE, 2008). Estas comparacdes de resultados indicam que os



-64-

constituintes quimicos presentes na composicdo do OEPs podem sofrer
elevagdes nas concentracdes de acordo com a técnica utilizada, bem como a
partir da elevacdo da temperatura. Além disso, alguns constituintes diferiram
deste trabalho em relagdo ao estudo mencionado, no caso, a presenca de (Z)-
acetato de nerolidol, &-cadineno, germacreno A, biciclogermacreno, trans-a-
bergamoteno, B-felandreno, a e B-pineno.

Os compostos majoritarios presentes neste trabalho, alguns ja
apresentam atividades biologicas comprovadas, como o (E)-nerolidol que
apresentou atividade antifingica em modelos de animais infectados com
Microsporum gypseum (LEE et al. 2007). Além disso, estudos realizados por
Martins e Veiga (2002), comprovaram a capacidade do (E)-nerolidol, por ser
um composto terpénico (lipofilico), em promover o efeito de permeacao para
liberagdo transdérmica de farmacos. Este composto apresenta atividades
leishmanicida (ARRUDA et al. 2005) e antimalarial ( GOULART et al. 2004).

O ledol, j4 foi identificado e isolado em outras plantas como
Cephaloziella recurvifolia (WU, HUANG e CHEN, 1996), e também ja foi
encontrado na familia Piperaceae, na espécie Piper clusii. (KOUL, TANEJA e
MALHOTRA, 1993).

Apesar de nao haver citagbes acerca das atividades antinociceptiva e
antiinflamatéria do E-nerolidol e ledol, faz-se necessario testar tais substancias
em modelos classicos de nocicep¢do e inflamacdo, uma vez que estes
constituintes foram os principais encontrados na composigéo do OEPs.

O isolamento bio-guiado a partir do 6leo essencial de erva baleeira
(Cordia verbanaceaea) (PASSOS et al. 2007) levou a identificacdo de dois
compostos ativos responsaveis por atividade antiinflamatoéria, o a-humuleno e
trans-cariofileno. Os mecanismos de agdo dos compostos foram determinados
por métodos in vivo sendo caracterizado a inibicdo de citocinas inflamatorias
como o TNF-a e IL-1f3, redugdo da expressdo de COX-2, iINOS e PGE; (
FERNANDES et al. 2007). Além disso, o 6leo de Cordia Verbanacea é
comercializado como produto antiinflamatério tépico denominado Acheflan®
(QUEIROZ, FARO e MELO, 2009). E também, o trans-cariofileno segundo
Bakir e colaboradores (2008), apresentou forte atividade antiinflamatéria e

nenhuma atividade analgésica.
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O a-eudesmol, segundo Asakura e colaboradores (2000a), esta
associado a inflamacao neurogénica, devido ter inibido de maneira dependente
de concentragéo a despolarizacdo mediada pela liberagdo de SP e CGRP dos
nervos sensoriais no corno espinhal, e inibicho da vasodilatacdo e
extravasamento oriundo do processo neurogénico, indicando que este
constituinte apresenta acdo na inflamac@o neurogénica. Além disso, este
constituinte apresentou capacidade de protecdo de lesdo cerebral, apos
isquemia focal em ratos (ASAKURA et al. 2000b).

Portanto, com os resultados obtidos neste trabalho, sugere-se o
envolvimento desses principais constituintes com as possiveis atividades
antinociceptivas e antiinflamatdérias do OEPs, uma vez que de acordo com
referencial tedrico, estes compostos apresentam atividades bioldgicas
comprovadas. Estes fatos ressaltam a importancia deste trabalho, pois de
acordo com a composicdo quimica do OEPs pode-se viabilizar o
desenvolvimento de um novo medicamento fitoterapico, e alternativa

terapéutica para o tratamento da dor e processos inflamatorios.

9.3. Toxicidade aguda oral e estimativa de DLsg

Os camundongos que receberam as doses de 2000 e 5000 mg/kg de
OEPs v.o, ndo apresentaram Obitos, apds os 14 dias de observagdo. Este
resultado classifica a substéncia como pertencente aos agentes xenobioticos
de baixa toxidade (OECD, 2001). No teste hipocratico, houve alteracbes
comportamentais como, sonoléncia, ptose palpebral e piloeregéo.

Segundo Almeida e Oliveira (2006) o teste para avaliar a toxicidade
aguda compreende uma etapa que antecede os ensaios farmacolégicos, sendo
desenvolvido com o objetivo de obter dados preliminares sobre as
propriedades toxicas de uma substancia e seus efeitos adversos num
organismo submetido a tratamento de curta duragdo. Além disso, a estimativa
da DLsp possibilita investigar os possiveis efeitos tdxicos de substancias,
determinando a dose responséavel pela morte de 50% dos animais em estudo
(LITCHFIELD e WILCOXON, 1949), permitindo a realizagcdo dos testes
farmacoldgicos utilizando doses seguras. (GRACIOSO et al. 1998).
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Em relacéo a toxicidade oral aguda do OEPs, dos constituintes principais
que compdem o Oleo, provavelmente o trans-cariofileno e a-humuleno foram
testados em relacdo a toxicidade, por serem ja comercializados compondo o
Oleo essencial de Cordia verbenaceae. O (E)-nerolidol foi avaliado em estudos
realizados pela RIFM (Instituto de Pesquisa para Materiais de Fragrancia) em
1973, que avaliou este constituinte mediante a administragdo v.o. da dose
5000mg/kg; os resultados mostraram baixa toxicidade e auséncia de o6bito.
Além disso, a RIFM também avaliou a toxicidade dérmica em coelhos na
mesma dose, onde os resultados encontrados foram de auséncia de irritagéo e
Obito, permitindo que esta substéncia isolada esteja presente nos cosméticos
(perfumes, Xampu, sabonete) e ndo-cosméticos (produtos de limpeza e
detergente). Kligman e Epstein (1975), realizaram testes de sensibilizagéo
dérmica em humanos, utilizando cerca de 4% de (E)-nerolidol (2760 pg/cm?)
dissolvidos em petrolato; os resultados foram auséncia de irritagdo cuténea.
Porém, em coelhos através do método de Draize observou-se eritema e
formacgao de edema (LAPCZYNSKI, BHATIA e LETIZIA, 2008).

De acordo com estes resultados, pode se observar que o OEPs
apresenta boa margem de seguranga, uma vez que ndo foi observada
letalidade imediata ou durante os 14 dias. Ja em relacdo as alteracdes
comportamentais fazem-se necessarios estudos detalhados, para elucidagéo

dos parametros observados.

9.4. Teste de contor¢gdes abdominais induzidas por &cido acético 0,6%

Os resultados apresentados demonstram que o OEPs, nas doses de
62,5; 125; 250 e 500 mg/kg, reduziu de forma significativa e dependente de
dose em 33,10; 50,52; 67,84 e 87,47% respectivamente, o numero de
contorcbes abdominais em camundongos (Figura 6). O farmaco padrédo
Indometacina (10 mg/kg), um farmaco antiinflamatoério ndo-esteroidal promoveu
reducdo do numero de contorgbes aproximadamente em 73.28% quando

comparado ao grupo controle.
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Fig.6: Efeito do pré-tratamento oral com o 6leo essencial de Peperomia serpens (OEPs; 31,25;
62,5; 125; 250 e 500 mg/kg, colunas cinzas) ou indometacina (Ind; 10 mg/kg, coluna preta) no
teste de contor¢do abdominal induzido por &cido acético em camundongos. Cada valor
representa média £ EPM (n = 10 por grupo). *P < 0.05, ANOVA seguido por teste de Bonferroni
guando comparado ao grupo controle (pré-tratamento oral com salina 0,9% e Tween 80 a 1%,
coluna branca).

Neste teste observou-se que o OEPs em doses crescentes foi capaz de
reduzir o nimero de contor¢cdes abdominais, assim como a indometacina na
dose de 10mg/kg v.o sugerindo um mecanismo resultante de um efeito
periférico, uma vez que este método consiste na avaliagdo antinociceptiva
periférica de inUmeros farmacos analgésicos como os AINEs que séo sensiveis
neste modelo experimental como aspirina e diclofenaco (VANE, 1972). Além
disso, neste modelo est@o envolvidos varios mediadores inflamatérios como Bk
(CORREA et al.1996), SP (GOETTL e LARSON, 1998), PGs (MONCADA et al.
1975) e citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1B e IL-8 produzidos por
macréfagos e mastécitos no peritdbneo;estes mediadores de uma forma geral
contribuem para o desenvolvimento da dor inflamatéria caracteristica deste
modelo, indicando portanto que o OEPs possa apresentar agao sobre este tipo
de dor.

Neste mesmo modelo ja foram realizados estudos com outra espécie

Peperomia pelllucida na forma de extrato aquoso onde a dose de 400 mg/kg
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(v.0) reduziu o numero de contorgbes em 50,1% (ARRIGONI-BLANK et al.
2004 ); quando utilizado o extrato metandlico somente a dose 210 mg/kg (v.0)
reduziu em 78,3% as contor¢gdes abdominais em camundongos (AZIBA et al.
2001) enquanto o OEPs a partir da dose de 62,5 mg/kg foi capaz de reduzir o
ndamero de contor¢des indicando que o tratamento com o OEPs apresenta
melhor atividade que o extrato de outras espécies do mesmo genéro.

O teste de contorcdo abdominal induzido por acido acético 0,6%
também, € um modelo experimental relativamente simples e com pouca
especificidade (CALIXTO et al. 2000). Além disso, é de facil observagéo, rapido
e com boa sensibilidade a véarias drogas analgésicas e AINEs, bem como a
drogas semelhantes a morfina que atuam centralmente (PIETROVSKI, 2004),
assim como anti-histaminicos e anticolinérgicos que atuam tanto em nivel
central quanto periférico (PERAZA et al. 2007). Portanto é necessaria a
utilizagdo de modelos mais especificos e que ajudem a elucidar o mecanismo

de acao da atividade antinociceptiva do OEPSs.

9.5. Determinagéo de DEsg

Foi possivel determinar a DEs,, através da plotagem direta das doses
utilizadas e as respectivas percentagens de inibicdo do teste de contorgoes,
cujo valor foi de 188,8 mg/kg, equacgédo da reta y = 24,075 + 0,139x e
coeficiente de correlagdo r* = 0,88 (Figura 7).
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Fig.7: Determinacdo de DEs, do OEPs, através de plotagem direta das doses no eixo das
abscissas (31,25; 62,5; 125, 250 e 500 mg/kg) e percentegens de inibicdo no eixo das
ordenadas

9.6. Teste da Placa Quente

O pré-tratamento oral com o OEPs na dose de 188,8 mg/kg néo foi
capaz de prolongar o tempo de laténcia significativamente quando comparado
ao grupo controle (Figura 8). Entretanto a morfina (farmaco opidide) prolongou
de maneira significante a laténcia (tempo que 0s animais necessitam para
manifestar uma reagéo estereotipada ao estimulo térmico) em todos os tempos
(30, 60, 90 e 120min) na temperatura de 50°C e nos tempos 30, 60 e 90min na
temperatura de 55°C (Figura 8).
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Fig.8: Efeito do 6leo essencial de P.serpens (OEPs,188,8 mg/kg) ou morfina (10 mg/kg, s.c)
sobre o estimulo nociceptivo térmico. A. (50 + 0,5°C) e B. (65 = 0,5°C) induzido em
camundongos. Cada valor representa a média + EPM (n = 10 animais por grupo).* P < 0,05 por
two-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni comparado ao grupo controle (pré-tratado

oralmente com salina 0,9% e 1% de Tween 80)

O teste de placa quente consiste em colocar ratos ou camundongos
sobre uma placa previamente aquecida em temperatura constante e fixa
(WOOLFE e MACDONALD, 1944) com o intuito de avaliar respostas
analgésicas centrais, mediante parametros comportamentais dos animais como
lamber as patas, saltar e sapatear sobre a placa, que sdo consideradas
reacOes estereotipadas para o registro do tempo de laténcia para o teste
(NISHIRARA et al.1995; RICHARDSON et al.1997 e 1998). Analgésicos
narcoticos como a morfina (farmaco opidide), que atuam centralmente, sdo
capazes de aumentar o tempo de resposta na placa quente (TURNER, 1965) e
aparentemente este efeito esta relacionado a mecanismos centrais com 0
envolvimento essencial de opidides endégenos (RAMABADRAN e
BANSINATH, 1990). Esta resposta a nivel central € considerada integrativa,
pois a estimulagdo térmica associada & neurotransmissdo central ativa
nociceptores térmicos que permitem a propagacao do estimulo do corno dorsal
da medula espinhal até os centros corticais (LE BARS, GOZARIU e CADDEN,
2001). Portanto, com os resultados obtidos neste modelo sugere-se que o
OEPs néo possui atividade antinociceptiva de origem central e para melhor

estudo da atividade antinociceptiva do OEPs faz-se necessério a realizacéo de
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outros modelos mais especificos como o teste da formalina que desencadeia
uma dor dependente de estimulos centrais e periféricos para se confirmar a

acado do Oleo sobre mecanismos periféricos.

9.7. Teste de Formalina 1%

O OEPs na dose de 188,8 mg/kg v.o reduziu de maneira significante o
tempo de lambida na 12 fase (48,13%) e 22 fase (93,83%) quando comparado
aos grupos controles (Figura 9). A morfina (4 mg/kg; s.c), agonista opidide,
também reduziu em ambas as fases (66,11 e 88,88% de inibicéo,
respectivamente) o tempo de lambida comparado aos grupos controles. A
naloxona, devido as suas propriedades antagonistas, ndo apresentou diferenca
estatistica significante quando comparado aos grupos controles prolongando o
tempo de lambida. Além disso, este antagonista reverteu o efeito antinociceptivo
da morfina na 12 e 22 fase do teste de formalina. Porém, na presenca do OEPs

néo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do 6leo.
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Fig.9: Influéncia do pré-tratamento de naloxona (Nal, s.c) na acao antinociceptiva de morfina
(Mor, s.c) e do 6leo essencial de P.serpens (OEPs, v.0) na 12 (dor neurogénica, 0-5 min) e 22
fase (dor inflamatdria, 15-30 min) na nocicepcao induzida por formalina. Cada valor representa
média + EPM (n = 10 por grupo). *P < 0.05, ANOVA seguido por teste de Bonferroni quando
comparado ao grupo controle (pré-tratamento oral com salina 0,9% e Tween 80 a 1%). “P < 0.05,
teste t Student comparado ao grupo pré-tratado com morfina (s.c).
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O teste da formalina consiste na inje¢ao i.pl na pata de roedores com
solugdo de formalina, a qual desencadeia intensa nocicepc¢do por estimulacao
direta dos nociceptores. A nocicepgdo causada por esta inje¢cdo é caracterizada
por vigorosas lambidas, mordidas e batidas (HUNSKAAR e HOLE, 1987,
ROSLAND, 1991 e SEGUIN et al. 1995). Este modelo de nocicepgdo quimica é
mais especifico quando comparado ao teste de contor¢cdes abdominais, pois
este teste apresenta duas fases distintas: A 12 fase (0-5 min) é caracterizada
pela dor neurogénica causada pela estimulagdo quimica direta de nociceptores.
A 22 fase (15-30 min) é caracterizada pela dor inflamatéria desencadeada por
uma combinacdo de estimulos, incluindo inflamac&o de tecidos periféricos e
mecanismos de sensibilizacdo central (TJOLSEN et al. 1992; HUNSKAAR e
HOLE, 1987). A substancia P esta envolvida na 12 fase, enquanto HIS, 5-HT,
PGs e Bk estédo envolvidos na 22 fase (MURRAY et al.1988; TJOLSEN et al.
1992).

O teste de formalina é um método muito utilizado, ndo somente, para
avaliar efeitos antinociceptivos de farmacos, mas também para elucidar o
mecanismo de acdo de inUumeras substancias. Farmacos que atuam
centralmente como nércoticos inibem ambas as fases de maneira equivalente.
Farmacos que atuam perifericamente como AINEs e corticoides inibem
significativamente a 22 fase (SHIBATA et al.1989). No presente estudo, o pré-
tratamento oral de OEPs significativamente inibiu a 12 (dor neurogénica) e 22
fase (dor inflamatéria) do teste formalina em camundongos, efeito que
permaneceu significativamente inalterado pelo pré-tratamento com a naloxona.
Estes resultados indicam que o OEPs induz agdo antinociceptiva direta em
fibras nociceptivas aferentes sem intera¢cdo com o sistema opidide. Além disso,
o OEPs foi efetivo na 22 fase do teste de formalina indicando uma atividade
antiinflamatoria. Estes resultados em diferentes modelos nociceptivos sugerem
que a acao antinociceptiva de OEPs esteja mais relacionada a mecanismos
periféricos que centrais como confirmado no modelo da placa quente.

Em alguns estudos neste mesmo modelo relatou-se o envolvimento de
outros sistemas que modulam as fases da origem da dor de varias maneiras
diferentes como o serotoninérgico (FASMER et al. 1985) e o noradrenérgico
(SUGIMOTO et al.1986). Além disso, substancias como a capsaicina séo

capazes de atuarem na fase neurogénica, permitindo a formacéo de
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neuropeptideos como a SP e o CGRP que sdo os principais iniciadores da
inflamac&o neurogénica (HOLZER,1988; RICHARDSON e VASCO, 2002).
Possivelmente outras vias nociceptivas também deveriam ser estudas para a
elucidacdo do mecanismo de acdo deste Oleo, como receptores vanildides
TRPV1 ativados pela capsaicina (CATERINA et al. 1997), receptores
glutamaérgicos (NMDA e AMPA) ativados por glutamato (BEIRITH, et al.1998)
e receptores 5-HT (OLIVA et al.2002 ).Pelo fato do OEPs possivelmente estar
atuando em mediadores envolvidos no processo inflamatério decidimos avaliar

provaveis atividades antiinflamatérias em diferentes modelos de inflamacgéo.

9.8. Edema de pata induzido por Cg em ratos

O OEPs na dose de 188,8 mg/kg foi capaz de impedir a formagéo do
edema de pata a partir da 12 hora até a 42 hora, promovendo inibicbes de
44,18; 23,33; 32,85 e 30,35% , respectivamente. A indometacina na dose de 5
mg/kg foi capaz de impedir o desenvolvimento do edema em todos os tempos
(1, 2, 3, 4 e 5 h) de maneira significante quando comparado ao grupo controle
(Figura 10).
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Fig.10: Efeitos do pré-tratamento oral com o 6leo essencial de P.serpens (OEPs, 188,8 mg/kg)
ou indometacina (5 mg/kg) no edema de pata induzido por Cg em ratos. Cada valor representa
média £ EPM (n = 8-11 por grupo). *P < 0.05 por two-way ANOVA seguido por teste Bonferroni
comparado ao grupo controle (pré-tratado oralmente por salina 0,9% e 1% de Tween 80) e * P
< 0.05 por two-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni comparado ao grupo salina
(recebeu somente salina na pata).
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O modelo experimental utilizado para este teste apresenta como agente
irritante a Cg, a qual é classicamente usado como agente indutor de inflamacé&o
e dor inflamatéria (CHRISTOPHER, 2003). Este agente quando injetado na
superficie plantar em pata de ratos ou camundongos causa uma inflamagé&o
aguda caracteristica, permitindo a avaliacdo antiinflamatéria de inUmeras
substancias (SAMMONS et al. 2000). Este tipo de inflamacdo aguda é
caracterizado pelo aumento da permeabilidade vascular e infiltrado celular
promovendo a formagdo do edema, como resultado do extravasamento de
fluidos e proteinas e acumulo de leucdcitos no local da inflamagédo (POSADAS
et al. 2004).Este modelo apresenta ainda certa complexidade pelo
envolvimento de uma série de mediadores que podem sensibilizar
nociceptores, como citocinas pro-inflamatoérios (TNF-a, IL-6, IL-13 e IL-8) e
mediadores finais da hiperalgesia (PGs e aminas simpatomiméticas) que s&o
modulados por estas citocinas (CUNHA et al. 1991 e 1992).

O modelo de edema de pata induzido por Cg é largamente usado para
selecionar AINEs e AIEs, uma vez que envolve varios mediadores inflamatorios
na resposta aguda induzida por este agente flogistico. Este tipo de teste induz
uma reacao inflamatoria caracterizada por duas diferentes fases. A fase inicial,
que ocorre entre 0 e 2,5 h apds injecdo do agente inflamatério, induz a
formagcdo de edema por acdo de mediadores como HIS, 5-HT e Bk
promovendo o aumento de permeabilidade vascular. A fase tardia, que ocorre a
partir da 32 h, é também dependente do sistema complemento e a sustentagéo
da formacdo de edema é atribuida pela presenca de PGs nos tecidos no local
da inflamagé&o (DI ROSA, 1974).

O pré-tratamento oral com o OEPs inibiu a formacdo do edema em
ambas as fases ap6s a administracdo de Cg. Este resultado sugere que a
resposta antiedematogénica de OEPs esta relacionada com a interferéncia na
producdo de HIS, 5-HT, cininas (Bk) e metabdlitos do AA (PGs). Além disso,
Fernandes e colaboradores (2007) observaram que o trans-cariofileno (5-
50mg/kg) e o a-humuleno (5-50mg/kg) presentes tanto na composi¢do do 6leo
essencial de Cordia verbanacea como no OEPs foram capazes de reduzir o
edema de pata induzido por Cg na 12h, 22h, 32h and 42h deste modelo. No
trabalho de Passos e colaboradores (2007) verificou-se, ainda, acdes destes

constituintes na dose de 50 mg/kg (v.0.) sobre PGE;, Bk , PAF e citocinas pro-



-75-

inflamatdrias (IL-1B e TNF-a). Comparando-se estes resultados possivelmente
o OEPs também possa apresentar acdes sobre estes mediadores que estdo
envolvidas na dor inflamatéria e na inflamacdo. Portanto, com o intuito de
elucidar o mecanismo de agdo e os resultados encontrados neste teste,
decidimos investigar uma possivel atividade do 6leo no modelo de edema de

pata induzido por dextrana.

9.9. Edema de pata induzido por dextrana

O OEPs (v.0) na dose de 188,8 mg/kg foi capaz de impedir o
desenvolvimeto do edema de pata em 60 e 90min, promovendo inibicdes de
26,56 e 25,75%, respectivamente. O Pizotifeno (v.0) 0,5 mg/kg (farmaco
antagonista de receptores H; e 5-HT,) foi capaz de abolir o aumento do volume
de edema em todos os tempos (30, 60, 90 e 120min) de maneira significante

qguando comparado ao grupo dextrana.
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Fig.11: Efeitos do pré-tratamento oral com o 6leo essencial de P.serpens (OEPs, 188,8 mg/kg)
ou pizotifeno (0,5 mg/kg) no teste de edema de pata induzido por dextrana.em ratos. Cada
valor representa média + EPM (n = 5 por grupo). * P < 0,05 por two-way ANOVA seguido por
teste Bonferroni comparado ao grupo controle (pré-tratado oralmente com salina 0,9% e 1% de
Tween 80) e “P < 0.05 por two-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni comparado ao
grupo salina (recebeu somente salina na pata)
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O edema de pata induzido por dextrana também é um modelo
experimental de inflamacéo que induz uma reacéo anafilactoide, caracterizada
por uma resposta maxima em torno de 30 a 60 min apds a inje¢cdo do estimulo.
Este edema também envolve importantes mediadores inflamatérios mediante
degranulagdo de mastdécitos, incluindo principalmente HIS e 5-HT, além de Bk,
LTs e PAF (ANKIER e NEAT, 1972; NISHIDA e TOMIZAWA, 1980; VAN
WAUWE e GOOSENS,1989). Neste teste, o OEPs (v.0.) na dose de 188,8
mg/kg que foi capaz de impedir a formagdo do edema de pata induzido por
dextrana de maneira significante em 60 e 90min, efeito que também foi
promovido pelo controle positivo Pizotifeno - bloqueador de receptores
serotoninérgicos e histaminérgicos (SAPER et al. 1993) que foi capaz de inibir
o desenvolvimento do edema a partir de 30 min. Portanto, sugere-se que este
Oleo possa estar interferindo na acdo edematogénica de mediadores como 5-
HT e HIS. Este resultado corrobora, para explicar a atividade
antiedematogénica observada por nés no modelo de edema de pata induzido
por Cg. Outros resultados que reforcam esta hipotese foram observados em
modelos alérgicos de edema de pata induzido por ovoalbumina, onde o trans-
cariofileno e a-humuleno, ambos na dose 50 mg/kg (v.0.) foram capazes de
reduzir a formacéo deste edema, e ainda no edema de pata induzido por HIS
onde somente o a-humuleno (50 mg/kg v.o.) apresentou efeito significativo
(FERNANDES et al. 2007). Estes resultados também confirmam o uso(s)
popular em processos alérgicos e inflamatérios da espécie P.serpens
(GRENAND, MORETTI e JACQUEMIN, 1987).

Como podemos observar nos dois modelos de edema, o 6leo foi capaz
de inibir esta resposta inflamatoria por possiveis vias diferentes, uma vez que o
edema induzido por dextrana promove uma degranulagéo parcial a partir de 30
min em mastocitos (liberando rapidamente mediadores como a HIS) e uma
acumulacéo rapida de fluidos com pouca proteina e neutrofilos (THERESA et
al. 1982). Além disso, a SP e CGRP séo capazes de atuarem sobre mastécitos
degranulando-os e liberando HIS e 5-HT mediante reflexo antidromico. A Cg
induz a liberacdo de HIS de maneira gradual para o inicio do edema, com uma
progressiva acumulacdo de exsudato rico em proteinas e neutrdfilos
(THERESA et al. 1982). Portanto pelo fato do OEPs ser altamente lipossoluvel

e supostamente atuar em véarios mediadores envolvidos na inflamacdo e na



-77 -

acdo neurogénica como SP que modula a inflamagdo na resposta a leséo
cutanea (ANSEL, ARMSTRONG e SONG, 1997), decidimos realizar o modelo

de edema de orelha induzido por 6leo de créton.

9.10. Edema de orelha induzido por 6leo de croton

O OEPs (v.0) na dose de 188.8 mg/kg foi capaz de inibir o
desenvolvimento do edema induzido pelo 6leo de croton de maneira
significante (76,63%) em relagcdo ao grupo controle (Figura 12). A
dexametasona (10 mg/kg), um antiinflamatdério esteroidal, inibiu a formacéao de
edema em 89,18%, quando comparado ao grupo controle, ap6és 6 h de

aplicacéo topica de 6leo de créton.
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Fig.12: Efeitos de pré-tratamento oral com o 6leo essencial de P.serpens (OEPs, 188,8 mg/kg,
coluna cinza) ou dexametasona (Dex, 10 mg/kg, coluna preta) no teste de edema de orelha
induzido por 6leo de créton em camundongos. Cada valor representa média + EPM (n= 10 por
grupo). * P < 0,05 por one-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni comparado ao grupo
controle (pré-tratado oralmente com salina 0,9% e 1% de Tween 80, coluna branca).

A inducdo de uma inflamacdo aguda com o agente quimico Oleo de
créton em orelhas de camundongos tem sido utilizada como modelo para
avaliacdo da acdo antiedematogénica de varios compostos, entre eles AINEs e

AlEs (TUBARO, 1985). O 6leo de créton é um irritante vascular que provoca
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infiltracdo leucocitaria de polimorfonucleares causando edema intercelular. A
dermatite se caracteriza pela formagao, na epiderme, de edema com pequenas
vesiculas ao lado de &reas de ulceracdo recobertas por exsudato
fibrinoleucocitario. Na derme, além do edema, ha infiltracdo inflamatéria
neutrofilica, congestdo e dilatacdo de vasos e também de marginagédo
leucocitaria (SWINGLE, REITER e SCHWARTZMILLER, 1981).

A aplicacdo topica deste agente irritante estd associada a resposta
inflamatoria, estresse oxidativo, proliferagdo e ativagcdo de oncogenes
nucleares, devido ao efeito bioldgico do principal composto encontrado neste
6leo, que é o éster de forbol ativado conhecido como, TPA (4B3-12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (GARG, RAMCHANDANI e MARU, 2008;
GARBOR, 2003).

Os ésteres de forbol sdo diterpendides tetraciclicos que mimetizam a
acao do diacilglicerol como ativadores de proteina kinase C (PKC), uma enzima
dependente de céalcio que induz a formagéo de AA através da ativagéo de PLA;
(WEINSTEIN et al. 1979). Biologicamente, estes compostos bem como
derivados s&o responsaveis por induzir migragdo celular, tumores, irritagdo
cutdnea e de maneira geral sinais e sintomas da inflamacdo. Além disso, é
capaz de induzir a liberagéo de HIS, citocinas como IL-2 e proteases (GOEL et
al. 2007). Farmacos inibidores de PLA;, inibidores de COX e inibidores de
LOXs bem como os corticoides séo efetivos na supressdo do edema de orelha
apds a aplicacdo topica deste agente inflamatorio (YOUNG e DE YOUNG,
1989).

De acordo com os resultados apresentados nos modelos de avaliagéo
de edema, verificou-se que o OEPs foi capaz de inibir o desenvolvimento do
edema de orelha induzido por 6leo de créton e esta inibicdo foi semelhante ao
controle positivo dexametasona. Esta atividade inibitéria de OEPs pode estar
relacionada com a habilidade de inibir célcio intracelular que ativa PKC e
consequentemente induz a liberacdo de mediadores inflamatoérios
(FURSTENBERGER et al.1981) . No entanto, faz-se necessario a realizacao
de testes complementares para a confirmacdo desta hipétese. Além disso, a
dexametasona é capaz de inibir a formacéo destes mediadores derivados de
AA (PGs e LTs) por inibirem a PLA; (CALIGNANO, 1985), bem como atuar

inibindo a formagé&o de citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-1B pela inibic&o
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de fatores de transcricdo de proteinas inflamatérias mediada pelo fator nuclear
kappa B (NF-kB) (UMEZAWA e CHACHARENPONG, 2002). E possivel que
estes efeitos entre AIEs e OEPs ou seus constituintes possam apresentar
similaridade no mecanismo de acgédo, esta hipétese é reforcada com base na
proposta de mecanismo de Fernandes e colaboradores (2007) pelo fato que o
trans-cariofileno e o a-humuleno possivelmente atuem inibindo o NF-kB,
impedindo a transcricdo de mediadores pro-inflamatérios como as citocinas IL-
18 e TNF-a e inibindo a producéo e/ou liberacdo de mediadores como Bk, PAF,
HIS, PGE,. Além disso, a SP é capaz de facilitar a liberacéo destes mediadores
e atuar na resposta tecidual cutdnea (ANSEL, ARMSTRONG e SONG, 1997).
Como a resposta inflamatéria aguda € caracterizada pelo aumento de
permeabilidade vascular e infiltrado celular promovendo a formagéo de edema
mencionado por Posadas e colaboradores (2004), decidimos investigar

modelos agudos que envolvam a migragao celular.

9.11. Migracao de leucocitos e neutrofilos para a cavidade peritoneal de

camundongos.

Neste modelo de peritonite a Cg aumentou o nimero de leucdcitos em
5,9 x 10° células/mL, este valor corresponde a 100% de migracéo de leucdcitos
(Figura 12A; tabela 9). Enquanto que o numero de neutrofilos apds 3 h
aumentou em 4,12 x 10° células/mL (Figura 12B e tabela 9) o qual
corresponde a 100%. Quando os animais foram tratados com o OEPs 188,8
mg/kg (v.0.), verificou-se uma reducdo significante da contagem total de
leucécitos e de neutrofilos em 57% e 59%, respectivamente quando comparado
ao grupo controle. O farmaco padrao dexametasona na dose de 10 mg/kg (v.0.)
também reduziu de maneira significante o nimero de leucécitos totais e de

neutroéfilos em 56,77% e 64,07%, respectivamente.
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Fig. 13: Efeitos do pré-tratamento oral de 6leo essencial de P.serpens (OEPs, 188,8 mg/kg,
coluna cinza) ou dexametasona (Dex, 10 mg/kg, coluna preta) na migracao de leucdcitos (A) e
neutréfilos (B) para a cavidade peritoneal em camundongos. Cada valor representa média +
EPM (n = 5 animais por grupo). * P < 0,05 por one-way ANOVA seguido por teste de Bonferroni
comparado ao grupo controle (pré-tratado oralmente por salina 0,9% e 1% de Tween 80,
coluna branca). # P < 0,05 por teste “t” de Student comparado ao grupo salina (recebeu
somente salina na cavidade peritoneal sem injecdo de Cg, coluna listrada).

9.12. Anédlise microscOpica em tempo real in situ para os eventos de
rolamento e adesdo de leucécitos na microcirculagcdo mesentérica de

camundongos

Na interagdo leucdcito — endotélio (rolamento e ades&o) o OEPs na dose
de 188,8 mg/kg (v.0) foi capaz de reduzir o rolamento e adeséo de leucécitos
de maneira significante quando comparado ao grupo controle em 44,73 e
72,17%, respectivamente. Enquanto, o grupo controle foi capaz de induzir as
etapas de rolamento e ades&o de leucdcitos de maneira significante quando

comparado ao grupo salina.
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Fig. 14: Efeitos do pré-tratamento oral do 6leo essencial de P.serpens (OEPs, 188,8 mg/kg,
coluna cinza) no rolamento (A) e adesédo (B) de leucécitos na microcirculagdo mesentérica de
camundongos. Cada valor representa média + EPM (n =5 animais por grupo). * P < 0,05; # P <
0,05 por teste t Student comparando-se com grupo controle (pré-tratado oralmente com salina
0,9% e 1% de Tween 80, coluna branca) e com o grupo salina (recebeu somente salina na
cavidade peritoneal sem injecdo de Cg, coluna listrada), respectivamente.

A peritonite induzida por Cg é uma metodologia utilizada com o intuito de
verificar a participacdo de células migratérias no exsudato presente na
cavidade peritoneal, uma vez que a Cg induz exsudato rico em proteinas que
contém grande ndmero de leucdcitos, principalmente neutréfilos (ZHANG et al.
2007). Nesta inducdo inflamatéria de migracdo de leucdcitos, nas vénulas
mesentéricas do peritbnio h& vasodilatacdo e aumento de permeabilidade
vascular (HALL et al. 1998), bem como o envolvimento de uma série de
mediadores inflamatérios como citocinas proé-inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-8)
(CUNHA et al. 2005), prostandides (KASAMA et al. 2005), LTB. (efeito

quimiotatico em neutrdfilos, macréfagos e mastocitos) e a liberacdo de
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componente pertencente ao sistema complemento C5a (GUO e WARD, 2005).
Além disso, estes mediadores induzem o recrutamento e a migracao celular de
leucaocitos, principalmente neutrofilos que possui como caracteristica multiplas
etapas sequénciais, incluso a interagdo leucdcitos-endotélio: rolamento (atua
as selectinas E, P e L), aderéncia (ICAM, VCAM e PECAM,; interagdo com o
complexo integrinas (2), transmigracdo posterior para 0s vasos sanguineos,
quimiotaxia e fagocitose (MAYADAS e CULLERE, 2005).

De acordo com o resultado obtido na peritonite induzida por Cg na
migragao celular, verificou-se que o OEPs foi capaz de reduzir o influxo de
leucocitos e neutrofilos para a cavidade peritoneal apds a injecéo i.p de Cg e
este efeito foi semelhante ao farmaco padrdo dexametasona utilizado neste
teste. Além disso, na microscopia intravital no leito mesentérico o OEPs foi
capaz de reduzir o rolamento e a adesdo de leucdcitos sobre o endotélio de
vénulas pods-capilares. Portanto, este resultado confirma que o OEPs é capaz
de reduzir a migracdo celular de leucécitos e também de neutréfilos. Estes
resultados sugerem que o OEPs possa esta atuando na inibicdo de moléculas
de ades&o que séo expressas por citocinas pré-inflamatorias. Esta hipotese é
reforcada pelo fato de a-humuleno e (E)-cariofileno inibirem TNF-a e IL-13
(FERNANDES et al. 2007). No entanto, faz-se necessario a realizacdo de mais
experimentos para a confirmagéo desta hipétese.

Os resultados obtidos com o OEPs em modelos de dor e inflamagéo
estdo em consonancia, uma vez que o envolvimento de mediadores na génese
da dor inflamatdria é essencial para a ativacdo de eventos da inflamacéao,
incluso edema e migracéo leucocitaria (NUNES et al. 2009). Neste modelo de
migragdo celular, como de suas etapas (rolamento e adeséo) reforga-se a
suposicdo que o OEPs apresente uma possivel acdo sobre a inflamagéo
neurogénica, uma vez que a SP é capaz de promover quimiotaxia, acumulo de
leucécitos, induzir a aderéncia nas células endoteliais (HAINES et al.1993;
KAHLER et al. 1993), sintetizar fatores de transcricdo e de liberar citocinas
inflamatérias como IL-6, IL-8 e TNF-a (GIEMBYCZ e LINDSAY, 1999) que
estdo envolvidos na producéo de prostanoides e aminas simpaticas (CUNHA et
al. 2005). Esta hipdtese foi reforcada, uma vez que OEPs apresentou atividade
antinociceptiva na 12 fase e 22 fase do teste de formalina e ainda nos modelos

de edema de pata por Cg (principais a¢cdes na 12h- HIS e 5-HT e 32h- PGs),
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dextrana (envolve HIS e 5-HT) e edema de orelha (envolve HIS, citocinas e
PGs). Trabalhos anteriores utilizando os constituintes majoritarios presentes na
composi¢cado do OEPs como a-eudesmol inibidor de SP e CGRP (ASAKURA et
al. 2000a) também reforcam esta hipotese.

Acredita-se que o efeito do OEPs ocorra principalmente a nivel
periferico, pelo fato deste ndo possuir atividade central no modelo de placa
quente. Com isso, nossa suposi¢cdo é que o OEPs possa estar atenuando a
excitabilidade de nociceptores mediante a redugdo de mediadores da
inflamac&o como HIS, 5-HT, Bk, PGs e de neuropeptideos (SP e CGRP) que
sdo responsaveis pela propagacdo do estimulo nocivo da periferia para o
centro do sistema nervoso. E que esta inibicdo possa ser decorrente de uma
possivel acdo sobre fatores transcricionais como NF- kB que é responsavel por
regular a expressao de muitos genes envolvidos na resposta inflamatéria como
IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a, COX-2 e moléculas de adesdo. Porém, faz-se
necessario a realizagédo de testes especificos com estes mediadores, enzimas
e fatores transcricionais para melhor elucidagdo do mecanismo de agéo deste

6leo essencial.
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10. CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel analisar a composicdo quimica do OEPs, sendo
identificados 25 constituintes de predominéancia sesquiterpénica como trans-
nerolidol, ledol, a-humuleno, trans-cariofileno e a-eudesmol. A avaliagcdo
toxicologica foi avaliada administrando-se as doses de 2000 e 5000mg/kg (v.0.)
do Oleo essencial resultando em uma baixa toxicidade. Nos teste
farmacoldgicos envolvendo modelos nociceptivos, o OEPs apresentou
atividade antinociceptiva no modelo de contor¢des abdominais induzida por
acido acético nas doses de 62,5; 125; 250 e 500mg/kg (v.0.); e no teste de
formalina o OEPs na dose de 188,8 mg/kg (v.0) apresentou atividade em
ambas as fases sendo que este efeito independe do envolvimento de
receptores opidides. Porém, ndo apresentou efeito antinociceptivo central no
modelo de placa quente, sugerindo o envolvimento de mecanismos periféricos
na dose de 188,8 mg/kg (v.0.). Nos modelos inflamatérios o OEPs na dose de
188,8 mg/kg (v.0.) apresentou atividade antiinflamatdria nos modelos de edema
de pata induzido por Cg e dextrana e edema de orelha induzido por 6leo de
créton. Além disso, foi capaz de inibir a migragdo de leucdcitos e neutréfilos
para a cavidade peritoneal por estimulo indireto promovido pela Cg, bem como
diminuiu o rolamento e ades@o de leucécitos em vénulas mesentéricas,
sugerindo uma possivel inibicdo de moléculas de adesdo. Com isto, E possivel
que o OEPs através de seus principais constituintes, atue sobre citocinas pro-
inflamatorias e este efeito antiinflamatério do 6leo essencial atue sobre calcio
intracelular e apresente mecanismos de agdo similares aos AIEs. Portanto
nossos resultados sugerem que OEPs possui atividades antinociceptiva e
antiinflamatoria comprovadas cientificamente justificando o uso popular. Esta
planta apresenta ainda, indicagdes pela medicina popular, onde as folhas desta
espécie sdo usadas na forma de decoctos como antigripais, antiasmaticos e

analgésicos e juntamente com o mel como antitussigeno.
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