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RESUMO

A Peperomia pellucida (Piperaceae) é uma planta herbacea comumente encontrada
nos continentes americano e asiatico. Na Amazénia a espécie é conhecida pelo
nome de erva-de-jabuti. Esta planta é utilizada, na medicina popular, para tratar uma
vasta gama de sintomas e doencas, tais como conjuntivite, dor de cabeca, asma,
Ulcera géstrica, inflamacado. Este estudo visou analisar a atividade antinociceptiva e
anti-inflamatéria dessa substancia, assim como elucidar seu mecanismo de acao.
Para todos os ensaios foram utilizados camundongos albinos suigcos, machos (25 -
40 g), que foram inicialmente tratados com a pellucidina A nas doses de 0,5; 1 e 5
mg/kg (i.p.), submetidos a avaliagdo locomotora pelo ensaio de campo aberto e a
modelos animais de dor aguda, como os testes de contor¢do abdominal induzida por
acido acético, testes da formalina e o ensaio da placa-quente. Em seguida, foi
realizado o teste de contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético para a
elucidacdo do mecanismo de acdo, no qual os animais foram tratados na dose
padrdo de 5 mg/kg (i.p.) e para analise anti-inflamato6ria do composto foi utilizado o
modelo de granuloma induzido por pelotas de algod&o, no qual os animais foram
tratados na dose de 10 mg/kg (i.p.). O composto, ndo demonstrou alterar a
deambulacéo dos animais em nenhuma das doses administradas. No ensaio de
contorcdo a Pellucidina A conseguiu inibir em 43% o numero de contorcbes
abdominais na dose de 1 mg/kg, e 65% na dose 5 mg/kg. No teste da formalina,
observou-se efeito antinociceptivo apenas dose de 5 mg/kg, com reducéo de 68% no
tempo de lambida da pata do animal na fase inflamatéria. Os animais tratados com a
Pellucidina A e submetidos ao ensaio da placa-quente ndo demonstram possuir
qualquer alteracdo em seu tempo de laténcia sobre a placa, apresentando uma
resposta similar aos animais tratados apenas com a solugcdo veiculo. Para a
elucidacdo do mecanismo de acdo a Pellucidina A foi administrada na dose padrao
de 5 mg/kg (i.p.) e associada com a Indometacina (5 mg/kg i.p.), 0 NS-398 (10 mg/kg
i.p.), a cipro-heptadina (0,5 mg/kg i.p.), a naloxona (1mg/kg i.p.) e o L-NAME (5
mg/kg i.p). A Pellucidina A manifestou uma acdo sinérgica quando associada com
cipro-heptadina e L-NAME, apresentando uma diminui¢cdo no padrdo de contorcdes
abdominais em 97% quando associado com a cipro-heptadina e 96% com L-NAME.
Na analise da acao da Pellucidina A (10 mg/kg i.p.) no teste do granuloma induzido
por pelotas de algoddo, a Pellucidina A apresentou atividade anti-inflamatoria,
reduzido em 24% a formacdo de granuloma nos camundongos tratados. Os
resultados obtidos corroboram com a hipotese de que a Pellucidina A apresenta
atividade analgésica, possuindo acdo periférica, capaz de interferir no processo
inflamatério, atuando como um possivel agonista glicocorticéide.

Palavras chave: Antinocicepcéo, Peperomia pellucida, Pellucidina A
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ABSTRACT

The Peperomia pellucida (Piperaceae) is an herbaceous plant commonly found in the
American and Asian continents. In the Amazon the species is known by the name of
erva-de-jabuti. This plant is used in folk medicine to treat a wide range of symptoms
and diseases such as conjunctivitis, headache, asthma, gastric ulcer, inflammation
and arthritis. Pellucidin A is an isolated compound of the species Peperomia
pellucida and this study aimed to analyze the antinociceptive and anti-inflammatory
activity of this compound, as well as to elucidate its mechanism of action. For the
assays, male albino mice (25-40 g) were used, which were initially treated with
pellucidin A at the doses of 0.5; 1 and 5 mg / kg (i.p.) and subjected to locomotor
evaluation by the open field test and animal models of acute pain, such as acetic
acid-induced abdominal writhing tests, formalin tests and the hot plate test. The
acetic acid-induced abdominal contortion test was realized to elucidate the
mechanism of action in which the animals were treated at the standard dose of 5
mg/kg (i.p.) and for anti-inflammatory analysis of the compound was used model of
granuloma induced by pellets of cotton, in which the animals were treated in the dose
of 10 mg/kg (i.p.). The compound did not show capacity to change the ambulation of
the animals at any of the administered doses. In the contortion test, pellucidin A was
able to inhibit the number of abdominal writhings in 43% at the dose of 1 mg/kg, and
65% at the dose of 5 mg/kg. In the formalin test, an antinociceptive effect was
observed at the dose of 5 mg/kg, with a 68% reduction in the lymph time of the
animal's paw in the inflammatory phase, showing a similar response to Indomethacin
used at a dose of 10 mg/kg as positive control for this phase. Animals treated with
pellucidin A and subjected to the hot plate assay did not show any change in their
latency time on the plate, showing a similar response to the animals treated just with
the vehicle solution. For the elucidation of the action mechanism, the pellucidin A
was administered at the standard dose of 5 mg/kg (i.p.) and associated with
Indomethacin (5 mg/kg i.p.), NS-398 (10 mg/kg i.p.) cyproeptadine (0.5 mg/kg i.p.),
naloxone (1 mg/kg i.p.) and L-NAME (5 mg/kg i.p.). The pellucidin A has shown a
synergistic action when associated with cyproeptadine and L-NAME, with a decrease
in the pattern of abdominal writhing by 97% when associated with cyproheptadine
and 96% with L-NAME. In the analysis of the action of pellucidin A (10 mg/kg i.p.) in
the granuloma test induced by cotton pellets, pellucidin A presented anti-
inflammatory activity, reduced granuloma formation in 24% in the treated mice. The
results confirm the hypothesis that pellucin A presents analgesic activity capable of
interfering in the inflammatory process, acting as a possible glucocorticoid agonist.

Key Words: Antinociception, Peperomia pellucida, Pellucidin A
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1. INTRODUCAO

1.1. DOR E NOCICEPCAO

Qualquer estimulo externo ao qual um individuo é exposto ird passar por um
processamento sensorial, que envolve a captacdo e transducdo desse sinal
transmitido em informac&o sinaptica e este estimulo quando nocivo pode causar
uma lesdo real ou potencial (KANDEL et al., 2014). Todavia, um estimulo nocivo
pode ndo necessariamente promover a dor (ALMEIDA et al., 2004; FEIN, 2011).

Os fisiologistas distinguem a dor da nocicep¢cédo, no qual a dor seria a
percepcdo de um estimulo aversivo, que requer a capacidade de abstracdo e
elaboracdo de impulsos sensoriais, geralmente acompanhada da nocicep¢ao
(MILLAN, 1999; ALMEIDA et al., 2004; FEIN et al., 2011). Enquanto a nocicepcao
pode ser caracterizada como a transmissdo de sinais que chegam ao sistema
nervoso central (SNC) pela ativacdo de receptores sensoriais especializados,
denominados nociceptores, que fornecem informacBes sobre a lesdo tecidual
ocasionada por estimulos nocivos (FEIN et al., 2011).

O cérebro ndo possui a capacidade de reconhecer as informac¢des nocivas
advindas diretamente do corpo e para isso ele precisa dos nociceptores, que irdo
captar, traduzir e transmitir esta informacéao.

Para realizar sua funcdo com eficAcia 0s receptores nociceptivos, que
constituem um numero heterogéneo de células, possuem um limiar no qual ocorre o
reconhecimento somente de estimulos de energia suficiente para potencialmente ou
realmente danificar o tecido (WOOLF & MA, 2007; REICHLING et al., 2013).

Os nociceptores (Figura 1) possuem quatro componentes principais que
permitem sua funcionalidade: o terminal periférico, que captara os estimulos
externos e iniciara o potencial de acao; o axénio, que conduz o potencial; o corpo da
célula, que é considerado o centro metabdlico do neurbnio, responsavel pela sintese
de todas as proteinas neuronais e que mantém a integridade do neurbnio; e por
altimo o terminal central, situado no corno dorsal da medula espinhal (quando
constituem 0s nervos espinhais), que promove a primeira Ssinapse N0 percurso
sensorial do sistema nervoso central (WOOLF & MA, 2007).
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Nervo periférico Medulaespinhal

Tecido alvo

1 t t

Terminal periférico Axonio Corpo celular Terminal central

Figura 01. Componentes do aferente periférico, que recebe os estimulos externos e traduz para
chegar ao terminal central e desencadear a primeira sinapse. Fonte: adaptado de WOOLF & MA,
2007.

Podemos diferenciar os nociceptores em fibras aferentes Ad e C. As fibras Ad
sdo as fibras de dor aguda, de resposta rapida, com intensidade acentuada e
laténcia curta, que € descrita como curta ou em pontada. S&o fibras que respondem
a estimulos nociceptivos intensos o suficiente para atingir o limiar, ativadas por
estimulos mecanicos, térmicos e quimicos (KANDEL et al., 2014). E as fibras C, séo
as que propagam as informacdes de uma maneira mais lenta, as vezes secundaria a
acédo, e devido a isso sdo conhecidas como as fibras de dor lenta (KANDEL et al.,
2014).

As fibras Ad sao classificadas em dois grupos. O primeiro é o Tipo |,
correspondente as fibras de mecanorreceptores de elevado limiar, que respondem
principalmente a estimulos mecanicos de alta intensidade e se ativam fracamente a
estimulos térmicos ou quimicos. E os do tipo Il sdo representados por receptores
mecanotérmicos, que respondem a temperaturas elevadas (45-53°C) e alguns
receptores que respondem ao frio intenso (-15 °C) (ALMEIDA et al., 2004).

As fibras C apresentam uma variedade de receptores, dentre eles os
receptores termossensiveis, mecanorreceptores de baixo limiar e receptores
especificos para substancias algogénicas tais como acetilcolina, enzimas
proteoliticas, serotonina, prostaglandinas, substancia P e histamina (ALMEIDA et al.,
2004). Existe também uma quantidade de fibras C que possuem receptores de limiar

mais elevado, estes respondem similarmente tanto a estimulos térmicos como
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mecéanicos ou sdo sensiveis a estimulos mecéanicos, quimicos e térmicos, sendo por
essa razdo, chamados de polimodais (ALMEIDA et al., 2004). Além destes ainda
existe uma classe de fibras C chamadas de receptores silenciosos, que sao ativados
na presenca de processos inflamatérios, distensdes ou isquemia (MILLAN, 1999;
ALMEIDA et al., 2004).

Os estimulos lesivos sao “percebidos” e transmitidos pelas finas fibras
aferentes mielinizadas Ad e fibras ndo mielinizadas C da periferia para as laminas
superficiais do corno dorsal da medula espinhal (HANSEN & MALCANGIO, 2013;
KANDEL et.al.,, 2014). Essas fibras tém os seus corpos celulares presentes no
ganglio da raiz dorsal (sensitivo), que ao se unirem com as raizes ventrais (motor)
formam o nervo espinhal. Essas fibras aferentes sensitivas inervam a maior parte do
corpo, incluindo 6rgaos internos, sendo que na cabeca seus corpos celulares se
encontram nos ganglios do trigémeo (WOOLF & MA, 2007; HANANI, 2012).

Quando um estimulo potencialmente lesivo é aplicado sobre uma
determinada area sensitiva, ambas as fibras aferentes sdo ativadas
concomitantemente, porém, dependendo da intensidade lesiva do estimulo, apenas
as fibras C continuardo sendo estimuladas mesmo depois do agente causador do
processo lesivo ter sido extinto (KANDEL et al., 2014).

As mensagens nociceptivas sao transmitidas da fibra para a medula espinhal
e desta para o tdlamo. Estas informacfes sdo transmitidas através de cinco vias
ascendentes principais, 0s tratos: espinotalamico, espinorreticular,
espinomesencefalico, cervico talamico e espino-hipotalamico (KANDEL et al., 2014).
Todos evocados pelas fibras nociceptivas, sendo o trato espinotalamico a via mais
proeminente dentre as vias, com axbénios que cruzam a linha média da medula
espinhal e ascendem na substancia branca antero-lateral até chegar aos nucleos
talamicos (GARLAND, 2012; STEIN, 2013; KANDEL et al., 2014), como
exemplificado na (Figura 2).
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Figura 2: Via nociceptiva ascendente e suas projecdes do tdlamo ao cortex. Fonte: adaptado de
STEIN, 2013.

A partir dos ndcleos talamicos, a informacgdo nociceptiva € retransmitida se
estendendo para varias regifes corticais, subcorticais e tronco cerebral (Figura 3),
sendo estes 0 cortex pré-frontal, cortex cingulado anterior, cértex somatosensorial
primario (SI) e secundério (Sll), cortéx insular, amigdala, hipotalamo, substancia
cinzenta periaquedutal, medula ventromedial rostral, funiculo dorso-lateral, ponte,
cerebelo, area motora suplementar, area pré-motora, putdmen e locus corelueos, o
hipotalamo e ganglios da base (DOGRUL et al., 2012; STEIN, 2013).

Nas regides da insula e cortéx cingulado anterior ocorre uma intensa
atividade quando o0s nociceptores sdo ativados por estimulos nocivos e a
estimulacdo nessas regifes do cérebro esta associada com a experiéncia subjetiva
da dor (GARLAND, 2012). Afinal, a dor humana n&o deixa de ser uma interpretacéo
consciente e subjetiva da entrada nociceptiva que € influenciada por diversos fatores

sendo eles cognitivos, neurofisiolégicos e ambientais (MAYHEW et al., 2013).
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AcCC: Corte cingulado anterior

- : Caminho descendente noradrenergico
=== : Caminho descendente serotonergico
DLF: Funiculo dorsolateral

DRG: Ganglio da raiz dorsal

LC: Locus coeruleus

PAG: Substancia cinzenta periaquedutal
PFC: Cortex prefrontal

ppc: Cortex parietal posterior

RVM:Medula ventromedial rostral

S1: Cortex somatosensorial primario

SMA: Area motora suplementar

VLF: Funiculo ventrolateral

CORDAO
ESPINHAL

fibras Adeltae C

Figura 3: Algumas das &reas envolvidas no processamento da dor (matriz de dor) e centrais de
modulacédo da dor. Fonte: Adaptado de DOGRUL et al., 2012.

E no corno dorsal da medula espinhal que se sucede a primeira sinapse dos
neurénios de primeira ordem com os de segunda ordem na via nociceptiva, sendo
também o local onde ocorre uma complexa interacdo entre 0S mecanismos
estimulatérios e inibitérios que modulam este processo, compreendendo neurdnios
excitatérios e interneurdnios inibitérios, assim como mecanismos inibitérios que
envolvem tratos descendentes de centros superiores (STEEDS, 2013).

As principais regibes cerebrais envolvidas nesta modulagdo inibitoria
descendente estdo no tronco cerebral: a substancia cinzenta periaquedutal (PAG) o
nacleo magno da rafe (NRM) e o Locus Coeruleus (LC) (DOGRUL et al., 2009;
STEEDS, 2013).
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A estimulacdo elétrica da PAG gera profunda analgesia, podendo gerar o
bloqueio inclusive dos reflexos de retirada mediados de modo espinhal, que
costumam surgir para evitar maior dano tecidual pelo estimulo nocivo. Poucos dos
neurbnios desta regido se projetam para o corno dorsal da medula espinhal, mas
muitos dos neurdnios presentes na PAG estimulam a excitabilidade dos neurénios
serotoninérgicos presentes na medula ventromedial e rostral do bulbo, tendo como
principal via 0 NRM que projeta suas fibras através do funiculo dorsolateral (DLF)
extendendo as projecdes serotoninérgicas pela medula espinhal, assim como 0s
neurénios noradrenérgicos no LC que se projetam pelo funiculo vetrolateral (VLF),
estes sdo 0s principais responsavéis pelas conexdes inibitérias nociceptiva
descendentes dos neurbnios presentes no corno dorsal (DOGRUL et al.,, 2009;
DOGRUL et al., 2012; VILLARINHO et al., 2013; KWON et al., 2014).

Como visto, a estimulacdo dos nociceptores provocard primeiramente uma
resposta ascendente, que podera desencadear respostas descendentes
modulatérias. Assim, a persisténcia do estimulo doloroso faz com que a nocicepc¢ao
(ou dor) seja determinada pelo equilibrio entre os fatores prd-nociceptivos e anti-
nociceptivos acionados (HANSEN & MALCANGIO, 2013).

1.2. TIPOS DE DOR

Existem na literatura varias definicbes para dor, porém nenhuma delas é
capaz de abranger todas as formas em que esta sensacéo se manifesta. De maneira
simplificada, as manifestacdes dolorosas podem ser classificadas de acordo com a
sua duracdo, origem e localizacdo. Levando-se em consideracdo apenas a duracao,
a dor pode ser classificada em dor transitéria, aguda ou crénica (MORAIS, 2010).

A dor transitéria é promovida por um estimulo de alta intensidade que produz
uma sensacado de dor somatotopicamente limitada, que cessa mediante a remocao
do estimulo nocivo, sendo causada por estimulos de natureza nao lesiva, porém
desconfortaveis (XU & YAKSH, 2011), estimulos esses como um “beliscao”, por
exemplo, que dependendo da intensidade poderia ir de desconfortavel a doloroso,
porém, quando removido o0 estimulo a sensacdo que seria despertada pela acao

também cessaria.
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A dor aguda é caracterizada por ser uma resposta natural a um estimulo
lesivo que excitou os nociceptores, sendo de curta duragédo e desaparecendo antes
mesmo do tecido ter sido restaurado (MELZACK & LOESER, 1999).

A dor crbnica é descrita como uma dor que persiste de uma forma que acaba
por desconectar-se de sua causa inicial (KWON et al.,, 2014; KALLENBORN-
GERHARDT et al., 2013; REICHLING et al, 2013). Formando um grupo
heterogéneo de pacientes, geralmente ela é causada por inflamacao, lesédo no tecido
ou nervo (neuropatica), cancer ou ainda surgindo apos procedimentos cirdrgicos
(DEUMENS et al., 2013).

Quanto a sua origem (fisioldégica ou patoldgica) a dor pode ser classificada em
nociceptiva, neurogénica, neuropatica e inflamatéria (MORAIS, 2010).

A dor nociceptiva € o tipo mais comum de dor, tem como funcdo a
manutencdo da integridade fisiologica, atuando como forma de adverténcia ao
organismo, sinalizando dano tecidual real ou eminente, definida como sendo de
caracteristica adaptativa e promove a excitagado das fibras Ad e C (NICKEL et al.,
2012).

Um exemplo de dor nociceptiva € a relacionada aos receptores térmicos, que
seriam acionados por altas ou baixas temperaturas e promoveriam uma sensacao
de “queimacgado” na pele, isso ocorre devido a excitacdo direta das fibras C
principalmente, que respondem mais rapidamente a este tipo de estimulo,
promovendo a estimulacdo e uma resposta de reacdo para evitar uma possivel ou
maior lesao tecidual (ALMEIDA et al., 2004).

Na dor neurogénica a interrupcao da atividade elétrica neuronal normal é uma
caracteristica eminente, isso é resultado da agressao a estrutura neural, podendo vir
ou ndo acompanhada da injdria do tecido ndo neural (GOINS et al., 2012), se néo for
tratada adequadamente isto pode evoluir para dor neuropética, por isso na literatura
elas estéo estreitamente relacionadas, muitas vezes caraterizadas como iguais, mas
a dor neuropatica possui uma natureza mais persistente e mal adaptada, devido a
intensa sinalizacdo das unidades neuroimunes, gerando mudangas nha
neuroplasticidade do nociceptor (CALVO et al., 2012; KWON et al., 2014).

A dor neuropatica muitas vezes € causada por uma resposta inflamatoria
intensa de natureza infecciosa ou nao infecciosa, pode ser provocada ainda em
consequéncia de doencas neurodegenerativas e outras patologias (GAO & JI, 2010).

Também pode promover uma resposta somatosensorial anormal, podendo afetar o
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SNP ou o SNC. Sendo caracterizada por apresentar uma dor espontanea com
respostas excessivas aos estimulos dolorosos (Hiperalgesia) e ou estimulos in6cuos
(alodinia), dores intensas e de dificil tratamento (GAO & JI, 2010; OLD &
MALCANGIO, 2012).

Existem varias pesquisas que abordam diferentes modelos animais com o
objetivo da inducdo da dor neuropatica, podendo entdo indicar de forma mais
concisa a relacdo entre os mecanismos do sistema imune na zona central e 0
sistema nervoso periférico, desempenhando um papel importante na manutencéo da
dor, principalmente na contribuicdo para propensao neuropatica (KOBAYASHI et al.,
2012).

A dor inflamatéria € a dor advinda do processo inflamatorio, desencadeado
pela lesdo ou infeccdo, pois quando o tecido é danificado, numerosos mediadores
quimicos séo liberados (MORAIS, 2010). Neste micro-ambiente cria-se uma “sopa
inflamatoria” no local da lesdo, o que sensibiliza os nociceptores. Os mediadores
inflamatorios sdo produzidos por células imunitarias presentes na circulagdo ou por
células residentes no local da lesdo. Mediadores como: a prostaglandinas (PGs),
histamina, serotonina, acetilcolina, bradicinina, fator de crescimento neuronal,
citocinas e quimiocinas. Algumas destas substéncias ativam diretamente ou
modificam a atividade dos nociceptores, contribuindo para a hipersensibilidade e dor
espontanea (ABBADIE, 2005).

Quanto a localizacdo, a dor pode ser classificada em somatosensorial
(somética) ou visceral (MORAIS, 2010).

A dor somatica é referida como dor musculo-esquelética, podendo ser dividida
em somatica superficial e profunda. A dor somatica superficial € relacionada a
estimulacdo que afeta a pele e o tecido celular subcutaneo. Séo dores bem definidas
e bem localizadas, podendo ser de origem mecanica, térmica ou quimica e
geralmente com carater de queimacdo. Quando a dor somatica é profunda, se
localiza mais nos mduasculos esqueléticos, tendBdes, ligamentos e fascias,
caracterizada por uma sensacao profunda e mal definida (similar a visceral)
(COVIAN, 1965).

A dor visceral é caracterizada por ser mais mal localizada e difusa, antes se
julgava ter uma relacdo estreita com a dor inflamatoria, sendo classificada até
mesmo como igual, mas atualmente se tem a concepcdo de que a dor visceral

possui um mecanismo mais complexo que vai além da promovida pela liberacdo de
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mediadores inflamatdrios que estimulam o0s nociceptores presentes nas visceras
(KLAUMANN et al., 2008).

Existem também, nociceptores presentes nas visceras que demonstraram ser
mais sensiveis a distensdo de 6rgdos na cavidade da parede muscular que ao dano
tecidual, isquemia ou inflamacdo (KLAUMANN et. al.,, 2008). Afinal, os aferentes
sensoriais que inervam o0s 0rgdos viscerais ndo sdo formados por um grupo
homogéneo de aferentes de sinalizacao para a dor visceral no SNC (MEYMANDI &
KEYHANFAR, 2013).

Na dor visceral de origem exclusivamente inflamatoria ocorre a excitagéo de
fibras C silenciosas presente na regido visceral, fibras estas que nédo respondem a
qualquer estimulo, mas sdo evocadas na presenca de inflamacédo ou dano tecidual
eminente, pois sdo estimuladas pela liberacdo de varios mediadores inflamatério no
local lesionado (MILLAN, 1999).

Em vista disso, para uma andlise mais detalhada sdo propostos varios tipos
de ensaios envolvendo modelos de dor visceral de origem inflamatéria, onde séo
utilizados agentes quimicos injetados nas visceras para induzir uma colite ou
peritonite. Embora em sentido restrito estes modelos inflamatérios ndo possam ser
considerados verdadeiros modelos para dor visceral funcional ndo patologica em
humanos, mas a hiperalgesia manifestada pelos animais pode se assemelhar de
perto a natureza da dor observada nos pacientes (SENGUPTA, 2009). Nestes tipos
de ensaios comportamentais normalmente é avaliado a capacidade de um novo
tratamento ou substancia testada possuir agao terapéutica na promocdo da
analgesia (JOHNSON et al., 2016).

1.3. INFLAMACAO E A SENSIBILIZACAO NOCICEPTIVA

A inflamacdo € uma resposta adaptativa essencial para a sobrevivéncia e
manutencdo natural do organismo contra lesOes/estresse tecidual e agentes
patogénicos, ela possui um mecanismo de complexa interacdo entre células do
sistema imunolégico e mediadores moleculares (SYAM et al., 2014). Esse processo
pode ser dividido em agudo e crénico, sendo diferenciados pelo tempo de duracéo

do processo e pelo tipo de infiltrado presente (SILVA et al., 2014).
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A inflamagdo aguda € a resposta rapida do organismo em reacdo ao agente
indutor da inflamacao (lesdo/estresse tecidual ou agente patogénico), liberando
mediadores moleculares que irdo alterar o estado funcional dos tecidos afetados.
Essa fase aguda é caracterizada por possuir uma curta duracdo e um infiltrado
celular rico em macréfagos, neutrofilos e proteinas plasmaticas (ROCHA, 2011).

Enquanto a inflamac&o cronica € caracterizada por possuir uma caracteristica
mais persistente do estimulo irritante, promovendo a destruicdo do tecido e
formacédo de fibrose, com infiltracdo de células mononucleares aos quais incluem
macréfagos, linfocitos e plasmadcitos (células produtoras de anticorpos) (ROCHA,
2011).

A resposta inicial da inflamacdo provocada pela injuria serd fornecida pelos
macrofagos e mastocitos presentes no local do tecido lesionado. Durante a evolucao
da resposta inflamatéria aguda, os neutréfilos do sangue periférico sdo as primeiras
células que respondem e chegam ao local da injaria, seguido por outras células
mononucleares (GARCIA-RAMALLO et al., 2012; KIGUSHI et al., 2012). A infiltrac&o
dessas células imunes em resposta a lesdo conduz a subsequente producédo e a
secrecdo de mediadores proé-inflamatérios, que estdo envolvidos na inflamacédo e
remodelacdo do tecido associada com a estimulacdo do nervo (TAKAHASHI et al.,
2011) (figura 4).

Como o ambiente extracelular que circunda o nociceptor é importante para a
geracdo da dor, apos uma lesdo sdo liberados varios mediadores inflamatérios,
produzidos por células do sistema imunitario, que podem sensibilizar os
nociceptores, e fatores neurotréficos, que além de serem importantes para o bom
funcionamento e manutencdo dos neurbnios podem também contribuir para o
desenvolvimento da dor, quando presente em niveis elevados (REICHLING et al.,
2013).

Em uma lesao do nervo periférico, por exemplo, as células imunes residentes
no local e células gliais associadas ao nervo, como as de Schwann, séo ativadas e
células do sistema imune presentes na circulacdo séo recrutadas e invadem a lesdo

no sistema nervoso periférico (KIGUSHI et al., 2010).
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Figura 4: Diagrama esquematico que representa um resumo das fases da resposta inflamatéria e
consequente sensibilizacdo nociceptiva. 1- A lesao inicial promove o extravasamento extracelular do
material contido nas células do tecido agredido, promovendo a resposta imune através da ativacao de
receptores que respondem lesdo/estresse tecidual ou a padrdes moleculares associados a agentes
patogénicos. 2- Isto induz a proliferacé@o e ativagdo das células imunes residentes no local da leséo,
células como os mastdcitos, macrofagos e neutréfilos, além de liberar mediadores inflamatérios como
as citocinas, quimiocinas e mediadores lipidicos que promovem o 3- Recrutamento e migragdo das
células imunes, como neutrofilos, macréfagos e linfécitos T (este apenas 7 dias depois do inicio do
processso inflamatorio), que estdo presentes na circulacdo e proximidades do tecido lesionado e
ocorre também a facilitacdo de seu deslocamento para o local da injiria. 4- As células imunes
ativadas liberam mediadores pré-inflamatérios que irdo manter a resposta inflamatéria e sensibilizar
0s nociceptores presentes no local da leséo, promovendo assim, a hiperalgesia priméria, que é a que
ocorre no local lesionado e propiciando a hiperalgesia secundéria, que ocorre ao redor do tecido.
Fonte: adaptado de Ellis & Bennet, 2013.

No SNC a microglia e os astrocitos espinhais serdo ativados por excitacao
dos aferentes primarios, estas células liberam moléculas pré-inflamatérias no corno
dorsal da medula espinhal apés a lesdo do nervo periférico, promovendo a
sensibilizacao central (KIGUSHI et al., 2012).

Enquanto no SNP, os leucdcitos circulantes recrutados, acumulam-se nas

proximidades dos nervos danificados, devido a atracdo promovida pelas moléculas
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inflamatorias liberadas pelas células imunes residentes (KIGUSHI et al., 2012), que
liberam varias quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas, aumentando a
sensibilidade e promovendo a inflamacdo aguda (SHAMASH, REICHERT &
ROTSHENKER, 2002; KIGUCHlI, et al., 2010).

Uma ampla variedade de agentes enddgenos de sensibilizacdo é liberada
pelas células imunitarias neste processo: bradicinina, leucotrienos, lipidios bioativos
(eicosanoides, diacilglicerol, lisofosfolipidos, esfingolipidos), neurotransmissores
(aminoacidos excitatorios, neurocininas, a serotonina, a noradrenalina, a histamina)
e fatores de crescimento (fator de crescimento nervoso, o NGF) (NICKEL et al.,
2012), muitos deles irdo colaborar para o aumento da sensibilizacdo dolorosa,
através de sua acao sinérgica alterando diretamente a sensibilizacdo dos neurénios,
ligando-se simultaneamente a receptores presentes no nociceptor e alterando a
atividade de canais ionicos presentes no mesmo (Figura 5), promovendo maior
excitabilidade neural. (LINHART, OBREJA & KRESS, 2003).

Histamina

NGF

nociceptor NK1
Substancia P

EP2,EP3,

EP4,IP 5HT2a,

Prosta- 3.4.7

glandinas Serotonina

B1,B2

Vallinoides
endogenos,
cations

Bradicinina

Prétons

Figura 5: Alguns dos receptores presentes no nociceptor, que colaboram para a sua sensibilizag&o.
Fonte: Adaptado de NICKEL et al., 2012.



25

1.3.3. Mediadores inflamatérios

Na ocorréncia de um dano tecidual eminente, um conjunto de alteracfes na
excitabilidade do sistema nervoso periférico e central ira estabelecer uma dor
espontanea e hipersensibilidade dolorosa reversivel no local do tecido inflamado e
regido circundante (KOBAYASHI et al., 2012).

Para a realizacdo desse processo diferentes tipos celulares séo recrutados
induzindo uma producao altamente regulada de varios autacoides, que agem como
mediadores pro- e anti-inflamatorios, sendo estes: citocinas como o TNF-a,
interleucinas (IL) -1B, IL-6 e IL-10, NO, prostaglandinas, histamina, o fator de
ativacdo de plaquetas (PAF), serotonina, outros derivados do acido araquidénico
(SILVA et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014).

Isto colabora para a permeabilidade vascular, migragdo ativa de células do
sangue, e a passagem de constituintes do plasma em resposta natural ao tecido
prejudicado e como resultado da lesdo ocorre também sensibilizacdo nociceptiva, o
inchago e o eritema (ABDALA et al., 2014). Afinal, a sinalizagdo entre os sistemas

sensoriais e o sistema imunoldgico € bi-direcional (CALVO et al., 2012).

1.3.1.1. Autacdides

As prostaglandinas produzidas tém propriedades anti e proé-inflamatorias
semelhantes aos de citocinas e elas desempenham um papel importante na
resposta inflamatoria sistémica a infeccéo, lesdo de tecido e traumas (HVAS et al.,
2014). Ligam-se aos receptores na superficie que se acoplam as proteinas G, varios
desses de receptores de prostandides foram descritos na literatura, como os DP,
EP, FP, IP e TP receptores. No qual, os receptores EP e IP sdo considerados muito
importantes na dor inflamatéria, pois a prostaglandina E2 (PGE;), que é um
poderoso vasodilatador e sensibilizador nociceptivo, tem sua sintese aumentada na
inflamacéo e este substrato eicosandide se liga principalmente aos receptores EP,
mas em concentracdes elevadas (processo inflamatério) se liga com receptores IP
(MEVES, 2006).

As prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do acido araquidénico, presente
na bicamada fosfolipidica da membrana de uma variedade de células inflamatérias

residentes e recrutadas para o local e pelas células do proprio tecido lesionado, por
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duas isoenzimas das ciclo-oxigenases (COX), a COX-1 e COX-2 (PARK & LEE,
2005).

Embora essas enzimas possuam o mecanismo catalitico idéntico, a COX-1
desempenha funcdes homeostaticas, tais como a manutencdo da mucosa gastrica
normal, influenciando o fluxo sanguineo renal e a agregacéo de plaquetas e a COX-
2 mesmo sendo 60% similar a COX-1, tem sua sintese regulada de forma diferente
sendo considerada uma isoforma fundamentalmente induzida por processo
inflamatoério (PARK & LEE, 2005; LAHERA, 2009; FEITOSA et al., 2010).

Dentre as prostaglandinas sintetizadas pelas COXs a PGE, a protaciclina
(PGly e a prostaglandina D2 (PGD,), sdo os de maior importancia na modulagéo da
resposta pro-inflamatéria e sensibilizacdo nociceptiva (NICOLSON et al., 2007). Sao
poderosos vasodilatadores, sensibilizadores e atuam sinérgicamente com outros
mediadores que s&o liberados como a histamina (liberada principalmente por
mastécitos), que também € um vasodilatador e a serotonina (derivada das
plaguetas, mastocitos e células endoteliais) que € um potente sensibilizador
nociceptivo (MEVES, 2006).

Além disso, a PDE; e PGI, possuem efeito sobre canais catiénicos, induzindo
a hipersensibilidade mesmo sem o estimulo doloroso, diminuindo o limiar de disparo
e consequentemente aumentando o numero de potenciais de acdo que sao
evocados (MEVES, 2006).

A PDE; e a serotonina liberadas no dano tecidual interagem para na
sensibilizacdo dos neurdnios nociceptivos, acoplando suas vias de sinalizacao,
potencializando a inducdo de aumentos na concentracdo de Ca®" intracelular
(LINHART, OBREJA & KRESS, 2003), aumentando a condutancia de Na' e
diminuindo a condutancia de K*, colaborando para a facilitacio da despolaricdo do
terminal axonal e promovendo a liberacdo de neurotransmissores excitatorios como
o glutamato (MILLAN, 1999).

Seguindo um caminho similar, porém ndo menos importante, a sintese e
liberacdo de oOxido nitrico (NO) compartilha uma série de semelhangcas com as
prostaglandinas (PGs), sendo ambos liberados simultaneamente e em grande
quantidade na inflamagao (MOLLACE et al., 2005).

O o6xido nitrico (NO) é um radical, cuja via classica para a sua sintese envolve
a transformacédo da L-arginina (aminoacido semi-essencial) em um intermediario, a

NG-hidroxi-L-arginina, sendo necessaria a presenca de nicotinamida-adenina-
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dinucleotideo-fostato-hidrogénio (NADPH) e Ca** , para em seguida, com mais
NADPH e O? , seja efetuada a formacdo de L-citrulina e NO, esta transformacao é
catalisada pelas isoformas indutiveis ou constitutivas de NO sintase (NOS), estando
presente em varios processos fisioloégicos e patolégicos em mamiferos, sendo
produzido por diversos tipos celulares (GENOVESE et al., 2013).

Devido a sua penetracdo intracelular sem a necessidade de intermediérios
membranosos, o organismo utiliza o NO em funcdes fisiolégicas em que é
necessaria uma resposta rapida (FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

A NOS possui trés isoformas com efeitos bioldgicos diversos e interagem
diretamente com suas moléculas-alvo (BAKER et al., 2009), que interferem na
resposta celular e na sinalizacdo do SNP e SNC. O NO sintetizado por iINOS é
estimulando pelas citocinas presentes na inflamacéo e age interferindo no sistema
imunitario, enquanto o NO produzido pela eNOS ¢é um mediador solluvel de
vasodilatacdo, promovendo o relaxamento da musculatura lisa endotelial e
facilitando a migracdo de células inflamatorias para o local da inflamacdo e o NO
sintetizado pela nNOS é célcio/calmodulina dependente e interfere principalmente na
transmissao sinaptica (MOLLACE et al., 2005).

As fungcbes do NO que ja& foram descobertas ainda sdo bem complexas e
antagonicas, por possuir capacidade de ser benéfica ou potencialmente toxica,
dependendo da concentracdo ou depuracdo tecidual (FILHO & ZILBERSTEIN,
2000). Por isso, se faz importante a pesquisa com os inibidores de sua sintese, tais
como o NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), NG-nitro-L-arginina (L-NNA) e o NG-
nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Estes inibidores tém grande importancia na
pesquisa dos provaveis efeitos do NO nos tecidos, uma vez que a substituicdo do
substrato habitual (L-arginina) pelos analogos ira inibir a producdo de NO e seus
efeitos consequentes (FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

Outro autactide de extrema importancia para o processo inflamatério é a
histamina, sendo um mediador responsavel pela sensacdo de dor imediata,
denominada de “reacao de hipersensibilidade imediata”, esta reacdo é causada por
reacoes de antigeno-anticorpo em um tecido que foi sensibilizado, assim como a
ativacdo da imunidade inata, devido ao processo inflamatorio eminente (MATSUI et
al., 2015).

Esse mediador pertence a classe das aminas biogénicas e é sintetizada a

partir do aminoéacido histidina, sob a agéo da L-histidina decarboxilase (HDC), a qual
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contém piridoxal fosfato (vitamina B6) (CRIADO et al.,, 2010). A liberacdo da
histamina é iniciada com influxo de Ca*? em células como mastdcitos, basdfilos,
plaguetas, neutrdéfilos, macréfagos e outros, promovida pela ativacdo destas células,
devido ao processo inflamatorio, colaborando para liberacdo vesicular deste
mediador (CRUVINEL et al., 2010).

Ap6s sua liberagdo ocorre um aumento no influxo de Ca*? das células
imunitarias ainda inativas, além de propiciar sua ativacdo, a histamina promove
também o recrutamento e migracdo das células imunitarias para o local da
lesdo/inflamacdo, ajuda nas mudancas fisiolégicas promovidas pela inflamacéo,
como vasodilatacdo e mudancas na permeabilidade vascular, também colabora para
a producdo de citocinas e quimiocinas, tudo isso mediado por receptores
histaminérgicos ativados pela histamina (CRUVINEL et al., 2010; CRIADO et al.,
2010; GALEOTTI et al., 2013). E a PGE,, que também € induzida pela inflamacéao,
colabora para a maior sensibilizacdo do DRG para a histamina (NICOLSON et al.,
2007; ESKANDARI et al. 2015).

Existem 4 subtipos de receptores hitaminérgicos diferentes acoplados a
proteina G (HR1; HR2; HR3; HR4). Dentre seus receptores, o H1 esta positivamente
relacionado com o aumento do Ca*? intracelular e inducdo da producdo de 6xido
nitrico (MILLAN, 1999).

O receptor hitaminérgico H1 ativa a hidrélise do fosfatidilinositol mediada pela
proteina G, resultando em um aumento do trifosfato de inositol. Os receptores H1
sdo expressos primariamente nas células endoteliais vasculares e nas células
musculares lisas e sdo os principais receptores ativados nas reac¢des inflamatorias e
alérgicas. As respostas teciduais especificas a estimulacao dos receptores H1 estdo
relacionadas com a formacdo de edema, broncoconstricdo e a sensibilizacdo das
terminacbes nervosas aferentes primarias. Estes receptores também estédo
envolvidos na modulacdo do ciclo circadiano e com o estado de vigilia (GOLAN,
2009).

Um possivel mecanismo de acdo para o efeito da inibicdo dos receptores H1
sobre o acumulo de células inflamatérias e sua ativagdo nos tecidos € sua
capacidade de suprimir a ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-k), que € um fator
de transcricdo onipresente que se liga as regides promotoras de muitos genes

reguladores da producgdo de citocinas pro-inflamatorias e moléculas de adeséo. Por
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isso bloqueadores de H1 como a cipro-heptadina promovem diminuicdo das

respostas inflamatorias e alérgicas (CRIADO et al., 2010).

Tabela 1- Mediadores inflamatérios, tabela modificada de MORI, 2010.

Mediador Acéo sobre os

Lo . Caracteristicas e Efeitos
Inflamatoério nociceptor

Hiperalgesia direta e indireta por
atuacdo em receptores NK-1,
sinergismo com o glutamato.

Hiperalgesia em modelos de dor
inflamatéria e neuropética sensivel

Ativacdo e/ou

Substéncia P A
sensibilizacdo

Prostaglandinas Sensibilizacdo e/ou

Ativagao aos inibidores da ciclooxigenase.
Inducéo de analgesia ou
NO Sensibilizacao hiperalgesia, dependente da

concentracao.

Hiperalgesia mediada por receptores
B2 constitutivos e B1 induzidos pela
inflamacéo, além do aumento da

Ativacéo e/ou

Bradicinina I sintese de outros mediadores em
sensibilizacéo -

modelos de dor aguda e crdnica
(neuropética). Sensibilizacdo de
receptores TRPV1.

NGF (fator de Modulacdo da expresséo génica de

crescimento Sensibilizacdo nociceptores,  sensibilizagéo de

neural) receptores TRPV1.

Citocinas pré6-
inflamatérias:

Interleucina (IL)- Hiperalgesia em modelos de dor

1 .1L-6, IL-8e Sensibilizacdo aguda ) _mflamatona e crbnica
- (neuropética).
fator de necrose
tumoral (TNF)
Sensibilizacao direta dos

G nociceptores em doses elevadas e
Sensibilizacao

Histamina tem parte de sua inducdo e potencial
de sensibilizacdo nos neurbnios do
DRG promovida por PDE,.
Inducgéo de analgesia ou
Serotonina Sensibilizacao h|peralge5|§, dependente da
concentracéo e local, sendo SNP ou
SNC.

1.4. ANALGESIA: DROGAS UTILIZADAS

Vérias estratégias sdo utilizadas no controle da dor, variando de acordo com a
gravidade do processo doloroso. As formas mais comuns de tratamento envolvem a
utilizacao de analgésicos que oferecem desde uma capacidade mais fraca, como 0s

anti-inflamatorios (esteroidais e n&o esteroidais), a medicamentos mais fortes como
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0s analgésicos opidides e outros farmacos que irdo exercer efeito direto no
processamento central da dor (KING et al., 2013).

Dentre todas as classes de farmacos analgésicos os anti-inflamatorios séo os
mais comumentes comercializados, muitas vezes utilizados sem a necessidade de
prescricdo médica por apresentarem um efeito analgésico fraco, caracterizado por
promover analgesia devido a sua capacidade de interferir no processo inflamatorio.

Os anti-inflamatorios sé@o divididos em dois tipos, os anti-inflamatorios néo
esteroidais e os esteroidais (RANG, 2011).

A utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) para analgesia é
frequente, eles agem se ligando ao sitio de isoleucina na COX-1 e ao sitio de valina
na COX-2, competindo com o acido araquidénico em ambos os sitios das Ciclo-
oxigenases, agindo de forma ndo seletiva e impedindo a producdo de
prostaglandinas e outros eicosandides (KUMER & COELHO, 2002; PARK & LEE,
2005). Todavia, um de seus principais efeitos adversos é a formacao de les6es na
mucosa gastrica, justamente por impedir a producdo de eicosanoides constitutivos
mediados principalmente pela COX-1(RANG, 2011).

Com isso, pesquisas envolvendo a inibicdo apenas da COX-2, os chamados
coxibes, pareciam apresentar uma nova perspectiva. Entretanto, estudos feitos com
0os bloqueadores especificos de COX-2 demonstraram que 0s coxibes possuem
efeitos adversos mais graves que os inibidores inespecificos da COXs, sendo
capazes de promover embolia, alteracdo na regulacdo renal e problemas cardiacos
(KUMER & COELHO, 2002).

Enquanto a classe dos anti-inflamatérios esteroidais (AIES), que s&o o0s
corticoides e seus derivados, representa uma classe de farmacos que é mais
comumente empregada no tratamento de doencas inflamatérias, agindo como
imunossupressor, antialérgico e anti-inflamatdrio. No entanto, a sua capacidade de
suprimir a cascata inflamatoria € capaz de suscitar a analgesia (GOES et al., 2014).

Os glicocorticéides possuem sua acdo através da supressao de cascatas
inflamatorias, quer através de uma supressao direta do processo inflamatorio ou por
melhorar 0os mecanismos anti-inflamatorios. (HAMEED AND JOSEPH, 2012;
MIENKE et al., 2014). Entretanto, o uso prolongado de glicocorticoides pode levar a
efeitos colaterais como o ganho de peso, enfraquecimento dos 0ssos, sindrome de
cushing, supressdo da resposta inflamatéria a infecgbes e lesdes, hiperglicemia e
outros (RANG, 2011).
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Em vista disso, a procura de novos compostos com potencial terapéutico
eficaz e com o0 minimo de efeitos colaterais se faz necessaria, apresentando novas
perpectivas terapéuticas para o controle e até mesmo extincdo da dor, pois, essa
busca ainda é uma tarefa desafiadora e tem um impacto substancial na qualidade de
vida dos pacientes (FINNERUP, 2013). E nesta procura temos a exploragdo de
tratamentos eficientes a partir de medicamentos advindos de plantas, que engloba
uma ampla gama de conhecimentos, que englobam aspectos agronémicos,
botanicos, quimicos, farmacoldgicos e toxicoldgicos (BRANDAO et al., 2010).

Muitas plantas ainda tém sua atividade medicinal pouco explorada,
representando ainda uma importante fonte para novas identificagdes moleculares,
principalmente por elas apresentarem capacidade de produzir constituintes de dificil
obtencdo. Estima-se que apenas 6% das aproximadamente 300.000 espécies de
plantas existentes (supde-se que h& muito mais que isso) tenham sido investigadas
sistematicamente e farmacologicamente, e destas apenas cerca de 15%
fitoquimicamente (CRAGG AND NEWMAN, 2013).

A maior parte das pesquisas ainda envolve a utilizacdo de extratos e na
maioria das vezes necessita-se da utilizacao de altas doses do extrato para se obter
o0 resultado esperado, podendo gerar efeitos colaterais indesejados, devido a
associacao dos varios componentes presentes na planta. Por isso, o processamento
e isolamento dos principios ativos de uma planta se fazem necessarios, pois assim
pode-se analisar de forma mais apurada a sua capacidade farmacolégica. Avaliar
sua eficacia bioldgica sem a associacdo com 0s outros componentes da planta e em
muitos casos € possivel até mesmo determinar 0 seu mecanismo de acdo (SAAD et
al., 2009).

O estudo para avaliacdo de substancias isoladas se faz importante, pois
existem compostos que no uso indiscriminado podem promover efeitos toxicos, mas
existem também compostos que podem vir a servir como protétipos para a sintese
de novos medicamentos com atividades biologicas e terapéuticas similares ou
melhores do que os presentes atualmente no mercado, ou ainda podem ser
ligeiramente modificados de modo a torna-los mais eficazes ou menos toxicos
(SPONCHIADO et al.,2015). E nessa busca, as abordagens em modelos animais
para a comparacdo com os problemas clinicos apresentados pelos seres humanos
possibilita a progressdo na investigacdo de possiveis agentes potenciais

terapéuticos para o tratamento da dor (SIKANDAR et. al., 2013).
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1.5. SISTEMATICA E DISTRIBUICAO

1.5.1. Familia: Piperaceae

Pertencente a ordem Piperales, a familia Piperaceae supera todas as outras
familias da ordem Piperales e quaisquer outras familias de plantas “angiospermas
basais”, por ter 0 maior e mais rico numero de espécies angiospermas registradas,
somando aproximadamente 4.300 espécies, o que compreende cerca de 1,7% da
diversidade de plantas angiospermas no mundo (WANKE et al., 2006; SAMAIN et
al., 2011).

As plantas desta familia sdo compreendidas em arbustos, lianas, epifitas,
ervas e pequenas arvores. Diversos estudos avaliaram os principios ativos de suas
plantas, confirmando a atividade biol6gica de véarias espécies pertencentes a
Piperaceae (RUIZ et al., 2013; SANTOS et al., 2014).

Compreendendo cinco géneros, Verhuellia, Peperomia, Piper, Manekia e
Zippelia, que sdo abundantemente distribuidos pelos continentes americano e
asiatico (SANTOS et al., 2014). Entretanto, as plantas dessa familia também se
fazem presentes em outros continentes por causa de sua preferéncia por climas de

regides tropicais, como mostra a (figura 6). (SANTOS et al., 2001).

Figura 6: Distribuicdo pantropical da familia Piperaceae. Fonte: Laboratério de Sisteméatica de Plantas
Vasculares. Disponivel em: http://www.thecompositaehut.com.

A Piperaceae tem 0s géneros Peperomia e Piper como os mais ricos em
espécies registradas, estes também sado pertencentes a subfamilia Piperoideae

(SAMAIN et al.,, 2009). S&o géneros estreitamente relacionados, pois além de
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compartilharem limites geograficos semelhantes, possuem a capacidade de crescer
sob condi¢des de pouca luz e com a disponibilidade de &gua variavel (HORNER,
2012).

Esta familia possui uma ampla distribuicdo no Brasil, ocorrendo em todo o
pais e com maior rigueza de espécies na floresta Atlantica e Amazénica. Com cerca
de 450 espécies encontradas no pais, pertencentes aos géneros Manekia,
Peperomia e Piper (JUNIOR et al., 2013).

1.5.2. O género: Peperomia

As Peperomias sp. apresentam cerca de 1.500 - 1.700 espécies registradas
atualmente, cuja a distribuicio pode ocorrer em regifes tropicais de qualquer
continente, mas elas sdo mais diversamente distribuidas no neotrépico, que possui
cerca de 90% de suas espécies, sendo encontradas pelo Sudeste da Asia, Africa,
Australia e Nova Zelandia (WANKE et al., 2006; MATHIEU et al., 2008; ZANOTTI et
al., 2012).

Estas plantas florescem em ambientes Umidos, de climas tropicais e
subtropicais, crescendo principalmente em areas que promovam sombra nestes
ambientes. Com capacidade de crescer a uma altura que varia de 15 a 45 cm, sendo
menos frequente em florestas secas e savanas (CARVALHO-SILVA et al., 2013;
OOl et al., 2012).

Este genéro é botanicamente caracterizado por suas folhas suaves, carnudas
e em forma de coracéo (figura 7), caules suculentos, raizes superficiais e flores
diminutas, possuindo sementes mindsculas que crescem gradativamente inerentes
sobre os picos de corddo (OOI et al., 2012), possuindo uma taxa tanto de plantas
epifitas quanto terrestres (CARVALHO-SILVA et al., 2013).

Provavelmente todas as espécies apresentam um tecido adaxial, tecido que
seria relativo a “escamas” podendo possuir uma epiderme multipla (pluriestratificada)
ou com hipoderme em multicamadas. As duas tendéncias na estrutura da folha
dessas plantas estdo correlacionados com a adaptacdo as condicdes climaticas

tendo como principal funcéo a reserva de agua (PINO et al., 2012).
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Figura 7: Folhagem caracteristica das plantas do género Peperomia: 1- Peperomia galloides, 2-
Peperomia obtusifolia e 3- Peperomia blanda. Fonte: The Garden of Vila PortoMare. Disponivel em:
http://vpmgardens.blogspot.com.br/.

Esse género € utilizado popularmente na culinaria e ornamentacgéo, e devido
a sua facil reprodutibilidade, estas espécies sao facilmente encontradas e cultivadas.
Muitas dessas plantas sdo utilizadas também na medicina popular para o trato de
diversas doencas (SANTOS et al., 2014) e ja possuem acao medicinal comprovada,
através de estudos realizados com algumas de suas espécies.

Existem estudos onde se observou em muitas plantas desse género a
presenca de cromenos, (BATISTA et al, 2012), uma classe especial de
secolignanas (compostos derivado da rota biossintética dos fenilpropanoides)
conhecidas como peperominas A, B, C e E, além de possuir também flavonoides e
lignanas tetrahidrofuranas, que demostraram atividades biolégicas importantes,
como atividade citotoxica para células cancerigenas, potenciais anti-HIV e atividade
anti-inflamatéria (FELIPPE et al., 2011; NWOKOCHA et al., 2012; OOl et al., 2012;
SALAZAR & KATO, 2012; WANG et al., 2014) e antiangiogénica (LIN et al., 2011).

Assim como, arilpropandides com atividade antibacteriana (OOl et al., 2012),
lignanamidas com atividade antitumoral (LI, TONG & HUANG, 2012), fitoesterois
(campesterol e estigmasterol), policetideo (como os meroterpenos) com atividade
antiangiogénica, que serviriam para evitar a alimentagéo de células cancerosas pela
criacdo de novos vasos (WANG et al., 2012) e xantonas, conhecidas por ter acéo
anti-inflamatoéria.

Outros estudos também foram realizados com 6leos essenciais da Peperomia
sp. e demonstraram a presenca de mono- e sesquiterpenos, a-humulenos, acetato
(E)-neronidol e (Z)-neronidol e fenilpropanol oxigenado. Na espécie Peperomia
pellucida observou-se atividade anti-inflamatéria, analgésica, antipirética e
antimicrobiana (PINHEIRO et al., 2011).
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A maioria dos 6leos essenciais estudados da Peperomia sp. possuem em sua
composicdo a presenca de fendis, que vao desde os mais simples aos mais
complexos, como 0s taninos e antraquinonas, que possuem atividade antimicrobiana
e antifingica, estes 6leos também possuem flavondides, flavonas e principalmente
as C- e O-flavonas, que podem apresentar atividades anti-inflamatéria, antioxidante
e antiviral (FELIPPE et al., 2011).

Para a espécie Peperomia serpens, Pinheiro e colaboradores (2011),
demonstraram a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria com o dleo essencial
desta planta. E também para os extratos das espécies P. vulcanica, P.
fernandopoiana (MBAH et al., 2012) e P. galioides (LANGFIELD et al., 2004), ja foi
comprovado o0s potenciais antimicrobiano e antifingico destas plantas. Dentre todas
as espécies com atividades biologicas pesquisadas a Peperomia pellucida é a

espécie cujas atividades biolégicas sao mais frequentemente estudadas.

1.5.3. Peperomia pellucida

A Peperomia pellucida possui uma ampla distribuicdo no Brasil (figura 8),
sendo frequentes nos estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, toda a
regido Centro-oeste, Bahia, Pernambuco, Ceara, Para, Amapa, Amazonas, Roraima
e Acre (GUIMARAES et al., 2012). Popularmente conhecida nestas regides como
"coracaozinho", “lingua de sapo", "erva-de-vidro", e "erva-de-jabuti" (ARRIGONI-
BLANK et al., 2004).
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Figura 8: Distribuicdo geografica da P. pellucida no Brasil em 2012.Fonte: Centro Nacional de
Conservacdo da Flora. Disponivel em: http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/.

Na medicina popular, a espécie Peperomia pellucida (figura 9) é utilizada
para tratar processos dolorosos diferentes, como cefaléia e dor reuméatica e também
como tratamento de asma, Ulceras gastricas, reduc¢do do indice de colesterol no
sangue, conjuntivite, furinculos, abcessos, fadiga, auxilia na terapia de hipertenséo
e disfuncédo renal, além de ser usada, por inteiro, como emoliente (ARRIGONI-
BLANK et al., 2004; NWOKOCHA et al., 2012; OOl et al., 2012).

No ambito cientifico existem estudos comprovando sua eficacia
farmacoldgica, como em estudos feito por Ngueguim e colaboradores (2013), no
qual utilizaram o extrato etandélico da espécie, demonstrando um efeito positivo deste
extrato na estimulacdo de osteoblastos, acelerando o processo de recuperagcao de
fraturas Osseas.
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Figura 9: Figura ilustrativa da espécie Peperomia pellucida. Fonte: Jungle key. Disponivel em:
http://www.junglekey.fr/.

Estudos anteriores tamém confirmaram o efeito antimicrobiano desta espécie
contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa (MENDES et al., 2011).
A decocgcdo das suas folhas € recomendada por suas propriedades anti-
inflamatorias e analgésicas, particularmente contra a gripe, a tosse e asma. Arrigoni-
Blank e colaboradores (2004), utilizando o extrato aquoso da planta, comprovaram
cientificamente a atividade anti-inflamatoria e analgésica da P. pellucida e através do
ensaio do edema de pata induzido por &cido araquidénico demonstraram que o
extrato atua interfererindo na sintese de prostaglandinas.

Enquanto, NWOKOCHA e colaboradores (2012), demonstraram a acdo
hipotensiva do extrato aquoso da P. pellucida, promovendo bradicardia e
vasorelaxamento em anéis adrticos de ratos pelo ensaio de banho orgdos. Neste
ensaio o extrato foi associado com a atropina (antagonista competitivo ndo seletivo
da acetilcolina), o propranolol (anti-hipertensivo), a mepiramina (antagonista do
receptor histaminico H1) e o L-NAME (um inibidor ndo seletivo das enzimas NO
sintase) e os resultados deste estudo sugeriram que a acéo hipotensiva do extrato
esta relacionada com mecanismos dependentes de éxido nitrico.

Dentre os poucos estudos que envolvem o0s componentes isolados dessa
espécie, Xu e colaboradores (2006), isolaram 11 compostos de seu extrato
etandlico, dentre eles 5 novos compostos, sendo eles: 2 secolignanas, 2 lignanas
tetrahidrofuranas e um hidronaftaleno altamente metilado. E na avaliagdo do
potencial bioativo para atividade citotoxica contra as linhagens celulares HL-60,
MCF-7 e Hela, 2 desses compostos demonstraram ser eficazes.
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Em um recente estudo como o de Rojas-Martinez e colaboradores (2013),
avaliaram e comprovaram o efeito gastroprotetor dos extratos hexanico e
diclorometanico da P. pellucida contra Ulceras géstricas induzidas por etanol em
ratos. Sendo, entdo, o extrato de diclorometano que possuiu melhor efeito, onde foi
fracionado em 5 fracdes e 4 deles apresentaram agdo gastroprotetora consideravel,

sugerindo que a P. pellucida possui mais do que um composto ativo.

1.6. PELLUCIDINA A

Embora a espécie Peperomia pellucida tenha uma ampla utilizacdo popular e
possua estudos que comprovem a eficacia biolégica de seus extratos, ainda existem
poucas substancias que foram isoladas desta planta, substancias essas como a
pellucidina A (figura 10).

A pellucidina A € um composto dimérico, cujo nome IUPAC é benzene, 1,1'-
[(AR,2S)-1,2-cyclobutanedilyl] bis [2,4,5-trimethoxy-, rel- (9Cl) e sua via de
biossintese ainda nao foi totalmente definida. A substancia foi isolada da espécie P.
pellucida por Bayma e colaboradores (2000), onde foi demonstrada a forma de
coleta e padronizacdo do método de isolamento da pelludina A.

A antiga via de biossintese proposta para a pellucidina A envolvia a perda de
CO2 de duas lignanas, mas a presenca do ArC2 (anel aromatico ligado a dois
carbonos) sintetizado a partir do 2,4,5-trimetoxi-estireno presente na P. pellucida,
sugere uma outra possibilidade, onde a pellucidina A possa ser um tipo de derivado
intermediario do 2,4,5-trimetoxi-estireno, acreditando-se que a pellucidina A é
formada por uma enzima estereoespecifica que medeia o acoplamento redutivo de

duas unidades de 2,4,5-trimetoxi-estireno (Bayma et. al., 2000).
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Figura 10: Estrutura da pellucidina A. Fonte: Bayma et al., 2000.
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Este composto ainda ndo possui informagbes sobre as suas possiveis
atividades biologicas e por isso a avaliagdo de sua bioatividade se faz necesséria,
para que assim possa se determinar suas possiveis aplicabilidades teraupéuticas e
no futuro, talvez, até viabilizar a sua utilizacdo farmacéutica como uma droga de
atividade analgésica ou para outras aplicabilidades.

O intuito deste estudo é primordialmente avaliar a atividade antinociceptiva da
pellucidina A e na procura de novas drogas de atividade antinociceptiva ou até
mesmo sedantes, os modelos de inducdo da dor aguda se fazem eficientes, pois
medem as respostas comportamentais de animais saudaveis expostos a estimulos
nocivos, sendo extremamentes Uteis e mais comumente utilizados para este tipo de
avaliagcdo (WALKER, FOX & URBAN, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoéria da pellucidina A e

elucidar o mecanismo de acdo em modelos in vivo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o efeito da pellucidina A no desempenho locomotor dos animais pelo
ensaio de campo aberto;

- Investigar a atividade antinociceptiva da pellucidina A pelo modelo de acido
acético a 0,6%;

- Avaliar a atividade antinociceptiva da pellucidina A em modelo de nocicepgao
induzida por formalina a 2,5%;

- Analisar a atividade antinociceptiva da pellucidina A em modelo de nocicepcéo
térmica induzida pela placa-quente;

- Elucidar o mecanismo de a¢do da pellucidina A pelo modelo de &cido acético a
0,6%;

- Investigar a acdo anti-inflamatéria da pellucidina A em modelo de granuloma

induzido por pelotas de algodéo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. DROGAS E REAGENTES

A morfina, indometacina, naloxona, diazepam, NS-398, cipro-heptadina,
anlodipino, escopolamina, foram adquiridos de companhias com comprovada
certificacdo de qualidade. O L-NAME, foi adquirido na Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO-E.U.A.). A formalina foi adquirida da Merck Sharp & Dohme, o &cido
aceético glacial foi adquirido do Merck e os outros reagentes foram adquiridos de
companhias com comprovada certificacdo de qualidade.

A pellucidina A é uma substancia purificada, que foi extraida da planta
Peperomia pellucida, e foi cedida pela Prof.2 Dr.2 Mara Arruda do Laboratoério Central
de Extracdo. A pellucidina A foi diluida em PBS (1mg/lml) e administrada nos

animais por via intraperitoneal.

3.2. ANIMAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos suicos
adultos machos (25-40g), obtidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Para. Os animais foram alojados em gaiolas, 4 animais por
gaiola, e mantidos sob condi¢cdes 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 racao, até a realizacdo dos ensaios, antes dos testes 0s animais
foram deixados em jejum por um periodo de 6 horas.

O estudo foi devidamente submetido ao comité de ética em pesquisas com
animais da Universidade Federal do Para, projeto foi aprovado pelo comité e o
namero do parecer € CEUA-UFPA N° 5671030216.

3.3. PARAMETRO PARA AVALIACAO LOCOMOTORA

3.3.1. Campo aberto

O teste de campo aberto pode ser utilizado para avaliar drogas de atividade
ansioliticas ou sedantes (PRUT & BELZUNG, 2003).
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Para a realizagdo deste ensaio foi utilizado um aparelho que consistia em
uma arena de madeira quadrada (100 cm x 100 cm x 20 cm), com paredes internas
pintadas de preto. O piso da arena de madeira foi dividido igualmente em 25
guadrados marcados por linhas brancas. No teste, cada grupo com n= 6 animais, no
qual cada camundongo foi colocado individualmente no canto esquerdo da arena, de
onde Ihe foi permitido a livre exploragdo do ambiente. O numero de cruzamentos das
linhas e as bipedestacdes que o animal realizou foram contabilizados durante um
periodo de teste de 5 minutos. A arena foi limpa com alcool depois da ocupacéo de
cada animal. A pellucidina A foi administrada na dose de 0,5, 1 e 5 mg/kg, por via
intraperitoneal 30 minutos antes do ensaio, assim como O controle positivo,
diazepam, que foi administrado na dose de 2 mg/kg intraperitonelmente e o controle
no qual foi administrado apenas o veiculo em que a Pellucidina A foi solubilizada
(PBS 10 ml/kg i.p.).

3.4. MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA

3.4.1. Modelo de dor visceral: contor¢cbes abdominais induzidas por &cido
acético

O teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético a 0,6% € um
modelo de dor aguda, induzida pela inflamacéo provocada na regido intraperitoneal,
este modelo geralmente é utilizado para triagem de substancias com atividade
antinociceptiva, que podem agir tanto a nivel periférico como central.

O ensaio consiste na administracéo intraperitoneal de um agente que irrita as
membranas serosas e provoca um comportamento muito estereotipado no
camundongo, caracterizado por contragbes abdominais, movimentos do corpo como
um todo (em particular das patas traseiras), torcdo dos musculos dorsoabdominal e
uma reducao da atividade motora (LE BARS et al., 2001). Estes comportamentos
séo considerados reflexos, sendo uma evidéncia da dor visceral.

O teste foi realizado como anteriormente descrito por Koster e colaboradores
(1959). A Pellucidina A foi administrada nas doses de 0,5, 1 e 5 mg/kg, por via

intraperitoneal 30 minutos antes da administracdo do acido acético a 0,6 % nos
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camundongos (n=6). Assim como os animais do controle, (PBS 10 ml/kg i.p.) e a
indometacina, utilizada na dose de 5 mg/kg (i.p.) como controle positivo.

A diminuicdo do numero de contor¢c6es abdominais no ensaio foi considerada
indicativa de resposta antinociceptiva. Ao final do ensaio os animais foram

eutanasiados de acordo com os procedimentos exigidos pelo CEUA-UFPA.

3.4.2. Modelo bifasico: nocicepcéao induzida pela formalina

O teste de formalina foi realizado tal como descrito por Corréa e
colaboradores (1996). Este é considerado um modelo de dor aguda que envolve
estrutura somatica, pois a pele que € estimulada. Uma solucao de formalina a 2,5%
€ injetada na superficie intraplantar da pata dos camundongos e provoca um
comportamento doloroso que pode ser avaliado em uma escala, onde o parametro
medido € o nimero de lambidas ou mordidas realizada pelo animal em sua pata por
uma determinada unidade de tempo, que € medido em segundos.

O ensaio possui uma caracteristica bifasica bem delimitada, consistindo em
uma primeira fase (0-5 minutos ap6és a inje¢do) conhecida como fase neurogénica e
a segunda fase (15-30 minutos apos a aplicacdo da formalina), denominada de fase
inflamatoéria.

Os grupos (n = 6) foram tratados com pellucidina A nas doses de 0,5, 1 e 5
mg/kg. No grupo controle foi aplicado um volume semelhante de veiculo (PBS 10
ml/kg). Foram realizados controles positivos com a indometacina (5 mg/kg i.p.) e
morfina (4 mg/kg, s.c.), para cada fase do ensaio.

Todos os grupos foram tratados 30 min antes da injecdo de formalina,
somente a morfina foi feita administracdo subcutanea 15 minutos antes, devido sua
alta lipofilicidade.

Uma reducéo significativa do tempo que os camundongos levaram para
lamber a pata ap0s a aplicacdo da formalina foi considerado indicativo de atividade
antinociceptiva. Ap0s 0 ensaio os animais foram devidamente eutanasiados

seguindo o protocolo proposto pelo CEUA-UFPA.
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3.4.3. Modelo supra-espinhal: nocicepc¢ao induzida pela placa-quente

Na placa-quente o estimulo nocivo é promovido pela inducdo térmica do
nociceptor, onde o camundongo € introduzido em um espaco cilindrico aberto com
piso constituido por uma placa metélica que é aquecida a 55 + 0.5 °C. Os animais
submetidos a esta temperatura constante produzem dois componentes
comportamentais que podem ser medidos através do tempo de reacdo ao estimulo
térmico, que sdo o lamber da pata e o salto, ambas sédo consideradas respostas
supra-espinalmente integradas (MacDonald et al., 1946). O tempo de laténcia é o
tempo medido em segundos para a manifestacdo da reacdo do animal sobre a
placa.

Os camundongos foram testados de acordo com o método descrito por
MacDonald e colaboradores (1946). Os grupos de camundongos (n=6) foram
tratados com pellucidina A (0,5, 1 e 5 mg/kg, i.p.), um grupo foi tratado com a
morfina (10 mg/kg s.c.), para controle positivo e o grupo controle recebeu um volume
semelhante de veiculo (PBS 10 ml/kg i.p.).

Cada animal foi testado um dia antes do ensaio sem utilizagdo de qualquer
tipo de droga que pudesse promover interferéncia em sua resposta basal (laténcia
basal) e foram utilizados apenas 0s animais que responderam a placa no tempo
maximo de 15 segundos.

O experimento foi realizado durante 2 horas, em intervalos de 30 min (0, 30,
60, 90 e 120 min) e o tempo de corte para a laténcia do animal foi de 30s. Um
aumento significativo do tempo de laténcia dos camundongos sobre a placa
aguecida foi considerado indicativo de atividade antinociceptiva. Ap0s 0 ensaio 0S
animais foram devidamente eutanasiados seguindo o protocolo proposto pelo
CEUA-UFPA.
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Pellucidina A

Acido acético Formalina Placa-quente
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inflamatorio)

Figura 11: Fluxograma dos ensaios nociceptivos.

3.5.ELUCIDACAO DO MECANISMO DE ACAO POR ACIDO ACETICO 0,6%

Os grupos (n=4) realizados foram:

GRUPO 1: CONTROLE (VEICULO)

GRUPO 2: ANTAGONISTA

GRUPO 3: PELLUCIDINA A

GRUPO 4: ANTAGONISTA + PELLUCIDINA A

Para este ensaio foram utilizados blogueadores: opidide, histaminico,
nitrérgico e das ciclo-oxigenases, administrados 45 minutos antes do acido acético a
0,6% e a pellucidina A (5 mg/kg) foi aplicada 30 minutos antes, todos por via
intraperitoneal. No grupo da associagdo da pellucidina A com os antagonistas, o
bloqueador foi administrado primeiro, 15 minutos antes da pellucidina A. Todas as
drogas foram aplicadas por via intraperitoneal, para que 30 minutos depois fosse
aplicado o acido acético no peritbnio. O grupo veiculo (PBS 5 ml/kg) foi submetido
as mesmas condicbes de administracdo do grupo da associacdo dos bloqueadores
com a pellucidina A, onde foi administrado o PBS e 15 minutos depois a solucéo
veiculo foi novamente aplicada, para apds 30 minutos ser administrado o &cido

aceético a 0,6% por via intraperitoneal.
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3.5.1. Via ciclo-oxigenases

Para avaliar se a pellucidina A é capaz de interferir na via das ciclo-
oxigenases foi realizado analise da associacao da pellucidina A com a indometacina,
que € um inibidor ndo seletivo de Ciclo- oxigenases e com um inibidor seletivo da
COX2, o N-[2-(cyclohexyloxy)-4-nitrophenyl] methanesulfonamide (NS-398). A
indometacina foi administrada na dose de 5 mg/kg (i.p.) e 0 NS-398 foi administrado
na dose de 10 mg/kg, todos aplicados por via intraperitoneal e na associacao de
cada um desses bloqueadores com a pellucidina A as aplicacGes foram realizadas
na mesma dose e via de administragcédo proposta.

3.5.2. Via histaminérgica

Sera feito também associacéo da pellucidina A (5 mg/kg i.p.) com a cipro-
heptadina na dose de 0,5 mg/kg (i.p.). Como a cipro-heptadina € um agente
bloqueador da acdo histaminégica em receptores H1, avaliaremos se a cipro-
heptadina é capaz de interferir na acao antinociceptiva da pellucidina A. Este ensaio

seguiu 0 mesmo delineamento dos ensaios anteriores.

3.5.3. Via opidide

A naloxona é um conhecido bloqueador de receptores opioides, utilizaremos
este farmaco para avaliar a possibilidade de acdo da pellucidina A em receptores
opibides, que estdo presentes tanto a nivel periférico como central. Foi utilizado o
mesmo delineamento dos ensaios anteriores. A naloxona foi utilizada na dose de

1mg/kg (i.p.) e a pellucidina A na dose de 5 mg/kg (i.p.).

3.5.4. Via nitrérgica

Para a avaliacdo da possivel acdo da pellucidina A nas respostas promovidas
pelo NO, principalmente o oxido nitrico produzido pelo NOS neural e o induzivel, que
sdo os de maior concentragdo no processo inflamatério, provocado pela aplicacédo

do &cido acético no peritbnio do animal, sera utilizado um inibidor ndo seletivo de
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oxido nitrico, o L-NAME na dose de 5 mg/kg aplicado pela via intraperitoneal,

utilizando o mesmo delineamento dos outros ensaios.
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Figura 12: Fluxograma da analise do mecanismo de acao da pellucidina A pelo ensaio de acido

acético a 0,6%.
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3.6. MODELO DE INFLAMACAO SUB-CRONICA: GRANULOMA INDUZIDO POR
PELOTA DE ALGODAO EM CAMUNDONGOS

Existem atualmente varios modelos experimentais usados para testar a
atividade anti-inflamatéria de novas substancias. Ensaios como o granuloma
induzido por pelota de algodao séo caracterizados como um modelo sub-crénico de
inflamacdo. Neste teste, pelotas de algoddo sdo inseridas na regido dorsal de
camundongos e se mede a formacéo do tecido granulomatoso no decorrer de cerca
de 7 dias de tratamento (ARAGAO,2008).

Este ensaio foi realizado de acordo com Miri e colaboradores (2015). As
pelotas de algoddo foram autoclavadas e em seguida implantadas via subcutanea
na regido dorsal dos camundongos, cada animal recebeu uma pelota de algodéao
com o peso equivalente a 20 mg, sendo eles separados em 4 grupos (n=5 em cada
grupo): o grupo SHAM néo recebeu nenhum tratamento, sendo realizado apenas o
procedimento cirdrgico da inser¢cdo do algoddo, um grupo foi tratado apenas com o
veiculo (PBS 10 ml/kg i.p.), um grupo recebeu pellucidina A na dose de 10mg/kg e
para controle positivo foi usado indometacina na dose de 10 mg/kg, que € um anti-
inflamatdrio ndo esteroidal.

Os animais foram tratados durante 7 dias consecutivos por meio da
administracdo intraperitoneal das drogas, uma vez por dia. O tratamento foi iniciado
30 minutos antes dos animais serem anestesiados com cloridrato de cetamina
100mg/kg e cloridrato 5 mg de xilazina, via intraperitoneal e ser feita a implatagéo do
algoddao. No oitavo dia os animais foram eutanasiados por alta dosagem da
associacdo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (i.p.) e os pelotes
implantados foram cuidadosamente removidos e libertados a partir de tecidos
estranhos para serem posteriormente guardados em papel aluminio. O peso Uumido
foi imediatamente determinado em miligramas através de balaca analitica e o peso
seco do sedimento foi calculado apds o aquecimento das pelotas em estufa a 600C
(18 h mais tarde).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sao apresentados como média + e.p.m. (erro padrdo da média),

onde n representa o numero de animais. S&o considerados estatisticamente
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significantes os resultados que apresentaram probabilidade de ocorréncia da
hipétese de nulidade menor que 5% (P<0,05). A andlise estatistica foi realizada com
o software graphpad prism 5.0, utilizando anélise de variancia ANOVA, seguido do

pos-teste de Tukey, Dunnet’s ou Newman Keuls.
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4. RESULTADOS

4.1. EFEITO DA PELLUCIDINA A NA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Os efeitos da pellucidina A sobre a capacidade locomotora e exploratéria de
camundongos sdo demonstrados na (figura 13).

Os grupos tratados com a pellucidina A néo afetaram de forma significativa o
desempenho locomotor dos animas, quando comparados com 0 grupo de animais
que foram tratados apenas com o veiculo. O numero de quadrantes percorridos,
assim como numeros de bipedestacdes realizadas pelos animais (rearing), foi
significativamente reduzido apenas nos camundongos tratados com diazepam (2
mg/kg i.p.), que foi utilizado como droga de referéncia para produzir atividade
sedante. O teste estatistico foi realizado utilizando a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo pos-teste de Dunnett’s.
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150+
100+ § %
¥ Controle
(B) Diazepam 2 mg/kg

Pellucidina A 0.5 mg/kg
Pellucidina A 1 mg/kg
Pellucidina A 5 mg/kg

n® de bipedestagoes (rearings) n° de quadrantes percorridos

Figura 13. Efeito da pellucidina A na atividade locomotora dos camundongos. (A) NUmero de
quadrantes percorridos (deslocamento horizontal) e (B) NUmero de bipedestacfes realizadas
(deslocamento vertical) no ensaio de campo aberto durante o periodo de exposi¢cao de 5 minutos. Os
animais foram tratados com pellucidina A (0,5; 1 e 5 mg/kg i.p.), diazepam ( 2 mg/kg i.p., controle (+))
e veiculo (PBS 10 ml/kg). Os dados sdo médias + E.P.M. com n de 6 camundongos e * p < 0,05,* p <
0,01 e *** p < 0,001, quando comparados com o grupo controle (veiculo). A analise estatistica foi

realizada com a analise de variancia ANOVA, seguido do teste de Dunnett’s.

4.2. EFEITO DA PELLUCIDINA A NA CONTORCAO ABDOMINAL INDUZIDA POR
ACIDO ACETICO.

O efeito da pellucidina A na contor¢do abdominal induzida por acido acético é
demonstrado na (figura 14).
O numero de contorcdes abdominais foi significativamente reduzido nos

grupos tratados com pellucidina A nas doses de 1mg/kg e 5 mg/kg com uma
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reducdo de 43% e 65%, respectivamente, quando comparados com o controle
(veiculo) .

Na avaliacdo da diferenca entre as doses da pellucidina A, houve difererenca
estatistica apenas entre as doses de 0,5 e 5 mg/kg. A pellucidina A na dose de 5
mg/kg foi a Unica dose que ndo demonstrou diferenca estatistica quando comparada
com o controle positivo indometacina, que foi utilizado na dose de 5mg/kg (i.p.) e foi
capaz de reduzir o numero de contor¢des abdominais em cerca de 73%.0 teste

estatistico utilizou-se da andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

80 - E & I
. 88& ik : E& Controle

- 60- | - | B2 Indometacina 5 mg/kg
pid Pellucidina A 0.5 mg/kg
§ EH Pellucidina A 1 mg/kg
g% E= Pellucidina A 5 mg/kg
% *k%
o 204 A

0

Figura 14. Efeito da pellucidina A sobre a nocicepc¢ao induzida pela injecdo intraperitoneal de &cido
acético 0,6%. No eixo das Ordenadas podemos observar o ndmero de contor¢Bes que foram
contabilizados no periodo de 30 minutos. No eixo das Abcissas 0s grupos tratados com pellucidina A
(0,5; 1 e 5 mg/kg i.p.), indometacina (5 mg/kg i.p., controle (+)) e veiculo (PBS 10ml/kg i.p.). Dentre os
grupos avaliados, os animais tratados com Pellucidina A nas doses de 1 e 5 mg/kg demontraram
diminuicdo no padrdo de contor¢des, quando comparados com o grupo controle, onde foi aplicado
apenas veiculo. A pellucidina A na dose de 5 mg/kg demonstrou resultado similar ao grupo tratado
com indometacina. Os dados sdo médias + E.P.M. com n de 6 camundongos e * p < 0,05,** p < 0,01
e *** p < 0,001, comparados com o controle; & p < 0,05, && p < 0,01 e &&& p < 0,001, comparados
com o controle positivo e # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001, comparados entre as doses da

pellucidina A. O teste estatistico utilizado foi a analise de variancia ANOVA seguido teste de Tukey.
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43. EFEITO DA PELLUCIDINA A NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA
FORMALINA.

Como mostrado na (figura 15), nenhum dos grupos tratados com a
pellucidina A conseguiu reduzir de forma significativa o tempo de lambidas do animal
na pata com formalina durante a primeira fase, quando comparados com o controle,
no qual foi utilizado apenas o veiculo. O Unico grupo que demonstrou atividade
estatisticamente significativa nesta fase foi a morfina (4 mg/kg i.p.), utilizada como
controle positivo para esta fase e reduziu o tempo de lambidas em 82%.

No entando, a pellucidina A demostrou um efeito antinociceptivo
estatisticamente significativo na segunda fase do ensaio (figura 16), reduzindo o
tempo de lambidas em 68% na dose de 5 mg/kg (i.p.), quando comparado com 0
controle (veiculo) da segunda fase. Na comparacdo com o controle (+) para esta
fase, indometacina (10 mg/kg i.p.), que também demonstrou possuir eficacia apenas
na segunda fase (fase inflamatdria) reduzindo em 76% o tempo de lambidas, a
pellucidina A na dose de 5 mg/kg foi a Unica dose que ndo demonstrou diferenca
estatistica. O teste estatistico foi realizado utilizando a analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey.

Primeira Fase

60-
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Indometacina 10 mg/kg
Morfina 4 mg/kg
Pellucidina A 0,5 mg/kg
Pellucidina A 1 mg/kg
Pellucidina A 5 mg/kg

e

0 -5 min

Lambidas (s)

Figura 15 — Primeira fase da nocicepcéo induzida pela injecdo intraplantar de formalina a 2,5 %. No
eixo das Ordenadas verifica-se o tempo, medido em segundos, que 0s animais passaram lambendo
ou mordendo a pata com formalina 2,5% no periodo de 0 - 5 minutos e no eixo das Abcissas 0s
tratados. A pellucidina A ndo demonstrou resultado estatisticamente significativo nesta fase,
caracterizada pela dor aguda neurogénica. Apenas a morfina aplicada na dose de 4 mg/kg s.c., que
foi utilizado como controle (+) para esta fase, obteve resultado estatisticamente significativo. Os
dados sdo médias + E.P.M. com n de 6 camundongos e * p < 0,05,** p < 0,01 e *** p < 0,001, quando
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comparados com o controle (veiculo). O teste estatistico utilizado para o ensaio foi a andlise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

Segunda Fase
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Figura 16 — Segunda fase da nocicepc¢éo induzida pela inje¢éo intraplantar de formalina a 2,5 %. No
eixo das Ordenadas verifica-se o tempo, medido em segundos, que 0s animais passaram lambendo
ou mordendo a pata com formalina no periodo de 15-30 minutos e no eixo das Abcissas 0s grupos
tratados. A pellucidina A demonstrou resultado estatisticamente significativo na dose de 5 mg/kg i.p.,
exibindo atividade antinociceptiva apenas nesta fase do teste, caracterizada pela dor aguda
inflamatéria, tendo um resultado similar a indometacina aplicada na dose de 10 mg/kg i.p., utilizada
como controle (+) para essa fase. Os dados sdo médias £ E.P.M. com n de 6 camundongos, * p <
0,05,** p < 0,01 e *** p = 0,001, quando comparados com o controle; & p < 0,05, && p < 0,01 e &&& p
< 0,001, quando comparados com o controle positivo desta fase e # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### <
0,001, comparados entre as doses da pellucidina A. O teste estatistico utilizado foi a anélise de
variancia (ANOVA) seguido de Tukey.

4.4. EFEITO DA PELLUCIDINA A NA NOCICEPCAO TERMICA INDUZIDA PELA
PLACA-QUENTE

Como demostrado na (figura 17), a pellucidina A administrada nas doses de
0,5, 1 e 5mg / kg (i.p.) néo foi capaz de aumentar o tempo de laténcia do animal
sobre a placa aquecida, exibindo um resultado similar ao controle (PBS, 10 ml/kg
i.p.). Os animais tratados com morfina (10 mg/kg s.c.), usada como droga de
referéncia, foram o0s Unicos que demonstraram uma resposta estatisticamente

diferente do controle.
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Figura 17. Tempo de curso dos efeitos da pellucidina A sobre a nocicepcdo induzida pela placa-
guente. No eixo das Ordenadas tempo de laténcia (s) do animal para a resposta a estimulacéo
térmica (55 ° C £ 0,5, média £ S.E.M., N = 6). O eixo das Abcissas contabiliza o tempo (min) apés a
administragcdo da pellucidina A nas doses de 0,5, 1 e 5 mg/kg (i.p.) e morfina ( 10 mg/kg s.c.). Apenas
a morfina, que foi utilizada como controle positivo para este ensaio, demonstrou resultado significativo
quando comparado com o controle, onde foi administrado apenas veiculo. Os dados sdo médias +
E.P.M. com n de 6 camundongos, * p < 0,05,** p < 0,01 e *** p < 0,001, quando comparados com 0
controle (veiculo). O teste estatistico utilizado foi a analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de
Dunnet’s.

4.5. ELUCIDACAO DO MECANISMO DE ACAO DA PELLUCIDINA A PELO
ENSAIO DO ACIDO ACETICO A 0,6%

O modelo de contor¢cdo abdominal induzida por &cido acético € um modelo de
baixa especificidade e € sensivel para farmacos que possuem atividade analgésica,
por isso foi escolhido como modelo para a elucidacdo do mecanismo de acdo da
pellucidina A, que demonstrou melhor eficicia neste ensaio em sua avaliacdo para

antinocicepgao.
4.5.1. Avaliacao da pellucidina A na via das ciclo-oxigenases

Os resultados do ensaio sdo demonstrados na (figura 18). O grupo tratado
com pellucidina A (5 mg/kg i.p.) apresentou uma diminuicdo no padrdo de
contor¢cdes em 60%, quando comparado ao grupo controle no qual foi administrado
apenas veiculo, apresentando uma resposta estatisticamente similar ao grupo de

indometacina (bloqueador n&o seletivo das ciclo-oxigenases), utilizado na dose de 5
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mg/kg (i.p.), que reduziu em 65%. E na associac@o deles a inibicdo do niumero de
contor¢cdes chegou a 69%.

Na avaliacdo da pellucidina A (5 mg/kg i.p.) com o NS-398 (10 mg/kg i.p.),
inibidor seletivo da ciclo-oxigenase 2. A pellucidina A reduziu em 60% o padréao de
contor¢cdes, enquanto a ICOX2, reduziu em 58 % e no grupo da associacao deles a
reducdo foi de 72% na média de contor¢Bes, quando comparado com 0S animais
tratados apenas com o veiculo (PBS, 10 ml/kg i.p.).

Os resultados demonstraram respostas similares entre os grupos tratados,
houve diferenca significativa apenas quando os grupos foram comparados com o
grupo veiculo em ambos os ensaios. O teste estatistico foi realizado utilizando a

analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey
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Figura 18- Avaliacdo da acao da pellucidina A em associacao com o blogueador de ciclo-oxigenases
indometacina e o inibidor seletivo de COX2, NS-398. No eixo das Ordenadas observa-se o nimero de
contorcdes realizadas no periodo de 30 minutos, no eixo das Abcissas os grupos tratados. (A) ocorre

a comparagdo entre os grupos da pellucidina A (5 mg/kg i.p.) e indometacina (5 mg/kg i.p.)
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administrados sozinhos, e deles administrados em associacdo na mesma dose e via de aplicacdo
usada no grupo da droga isolada, todos comparados com o grupo controle (PBS 5 ml/kg i.p.). (B)
ocorre a comparacdo entre os grupos da pellucidina A (5 mg/kg i.p.) e NS-398 (10 mg/kg i.p.)
administrados sozinhos, e deles administrados em associacdo na mesma dose e via de aplicacdo
usada no grupo da droga isolada, comparados com o grupo controle (PBS 5 ml/kg i.p.),
demonstrando resultado estatisticamente significativo apenas na comparagdo com o controle. Os
dados sdo médias + E.P.M. com n de 4 camundongos sendo *p < 0,05, * p < 0,01 e ** p <0,001. O

teste estatistico utilizado foi a analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

4.5.2. Avaliagdo da pellucidina a nos receptores histaminérgicos h1l

Na (figura 19) sdo demonstrados os grupos tratados com a pellucidina A (5
mg/kg i.p.) e cipro-heptadina (0,5 mg/kg i.p.) administrados sozinhos e em
associacdo nos camundongos, nas mesmas doses e via de aplicacdo no qual eles
foram administrados isoladamente. A cipro-heptadina €& um bloqueador
hisaminérgico H1 e demonstrou diferenca estatisticamente significativa quando
comparado com o grupo da pellucidina A administrada sozinha, que reduziu as
contor¢cdes em 60% o numero de contor¢des, enquanto a cipro-heptadina reduziu
em 82%, quando comparados com o controle (PBS 5 mi/kg i.p.).

Na comparacdo entre os grupos da administracdo isolada com o da
associacdo das drogas, que reduziu em 97% o numero de contor¢cbes abdominais
guando comparados com o controle, observou-se uma reducdo estatisticamente
significativa entre o grupo da pellucidina A e o grupo da associacdo, enquanto o
grupo da cipro-heptadina ndo demonstrou diferenca estatistica. O teste estatistico foi
realizado utilizando a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey.
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Figura 19- Avaliacdo da ac¢&o da pellucidina A em associacdo com o bloqueador histaminérgico H1
cipro-heptadina. Analise da agdo da associacao das duas drogas na via histaminérgica. No eixo das
Ordenadas observa-se o nimero de contor¢des realizadas no periodo de 30 minutos e no eixo das
Abscissas 0s grupos tratados. Foi realizada a comparacdo entre 0s grupos administrados sozinhos,
em associacdo e com o grupo controle (PBS 5 ml/kg i.p.), demonstrando resultado estatisticamente
significativo entre todos eles e o veiculo, assim como entre a Pellucidina A e o grupo de associacdo
das drogas. Os dados sdo médias + E.P.M. com n de 4 camundongos sendo * para p < 0,05, ** para
p<0,01,**p<0,001, quando comparados com o controle e # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001,
comparados com a pellucidina A. O teste estatistico utilizado foi a andlise de varidncia (ANOVA)
seguido do teste de Tukey.

4.5.3. Avaliagao da pellucidina a nos receptores opidides

Nos resultados da avaliacdo de via opidide a (figura 20), os grupos foram
tratados com a pellucidina A (5 mg/kg i.p.) e Naloxona (1 mg/kg i.p.), ambos foram
administrados sozinhos e em associacdo na mesma dose e via de administracédo
das drogas isoladas. A Naloxona € um conhecido antagonista competitivo de
receptores opidides e ndo demonstrou diminuicdo significativa no numero de
contor¢cdes quando administrada sozinha. No entanto, na associacdo da pellucidina
A (5 mg/kg i.p.) com a Naloxona (1 mg/kg i.p.) houve um resultado similar a
pellucidina A administrada sozinha.

Enquanto a pellucidina A reduziu em 60% o padrdo de contor¢cbes, a sua
associacdo com a naloxona reduziu em 68% quando comparado ao grupo controle.
O teste estatistico foi realizado utilizando a analise de variancia (ANOVA) seguida

pelo teste de Tukey.
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Figura 20- Avaliacdo da acdo da pellucidina A em associacdo com o bloqueador opidide Naloxona.
Analise da agéo da associacé@o das duas drogas na via opidide, no eixo das Ordenadas observa-se o
namero de contorgdes realizadas no periodo de 30 minutos e no eixo das Abscissas 0s grupos
tratados. Foi realizada a comparac¢éo entre 0s grupos administrados sozinhos, em associacdo e com
0 grupo controle (PBS 5 ml/kg i.p.), demonstrando um resultado estatisticamente significativo apenas
quando comparados com o veiculo ou com a naloxona administrada sozinha. Os dados sdo médias +
E.P.M. com n de 4 camundongos, sendo *p < 0,05, **p < 0,01 e *** p < 0,001, quando comparados
com o controle; # p < 0,05, ##p < 0,01 e ### p < 0,001, quando comparados com a pellucidina Ae +p
<0,05, ++ p< 0,01 e +++ p = 0,001, quando comparados com a naloxona. O teste estatistico utilizado
foi o ANOVA seguido do teste de Tukey.

4.5.4. Avaliagdo da pellucidina a na via nitrérgica

Para a avaliacdo da via do NO sintase foi utilizado um bloqueador inespecifico
da sintese de o6xido nitrico, o L-NAME. Os resultados desta avaliacdo sé&o
demonstrados na (figura 21). A andlise comparatoria dos grupos tratados foi
realizada e a Pellucidina A na dose de 5 mg/kg (i.p.) reduziu o padrao de contor¢des
em 76%, quando comparado com o grupo tratado apenas com veiculo e o L-NAME
na dose de 5 mg/kg (i.p.) conseguiu reduzir em 60%, enquanto o grupo tratado com
a associacdo conseguiu reduzir o numero de contorcbes em 96%. O grupo da
pellucidina A associada com o L-NAME possuiu uma eficacia estatisticamente
significativa quando comparado com o grupo tratado apenas com a pellucidina A,
com p < 0,05 e com o grupo tratado apenas com o L-NAME com p < 0,001. Os
resultados caracterizam uma atuacdo sinérgica e potencializacdo da eficacia de

ambas as drogas testadas.
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Figura 21- Avaliacdo da agéo da pellucidina A em associacdo com o bloqueador de NO sintase L-
NAME. Analise da acao da associacéo das duas drogas na via nitrégica e promocgéo da analgesia. No
eixo das Ordenadas observa-se o niumero de contor¢des realizadas no periodo de 30 minutos e no
eixo das Abscissas 0s grupos tratados. A comparacao foi realizada entre os grupos administrados
sozinhos, em associacdo e com o grupo controle (PBS 10 ml/kg i.p.). Demonstrando resultado
estatisticamente significativo entre todos os grupos tratados e o controle. Na comparacao da eficacia
da Pellucidina A administrada isoladamente com ela em associacdo com o L-NAME houve reducéo
significativa das contor¢cfes. Assim como ha comparacdo entre o grupo das drogas associadas com o
grupo tratado apenas com L-NAME e o grupo da associacdo. Os dados sdo médias + E.P.M. com n
de 4 camundongos, sendo * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001, comparados com o controle; # p <
0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001, comparados com a pellucidina Ae + p< 0,05, ++ p< 0,01 e +++ p
< 0,001. O teste estatistico utilizado foi a andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey.

4.6. O EFEITO DA PELLUCIDINA A NA INFLAMACAO INDUZIDA POR PELOTAS
DE ALGODAO.

Como demonstrado nas (figuras 22) e (figura 23), a pellucidina A teve uma
reducado estatisticamente significativa no peso umido e seco das pelotas de algodao
retirados dos camundongos suicos, quando comparados com 0S grupos controle e
SHAM, este ensaio foi feito para estimar a quantidade de exsudado produzido pela
insercado subcutanea de um corpo estranho nas costas do camundongo através da
pesagem do material retirado apos sete dias de tratamento.

De acordo com os resultados apresentados, a pellucidina A na dose de 10
mg/kg apresentou uma reducgdo significativa de 24% no valor do peso Umido
formado apds os 7 dias, enquanto a indometacina demonstrou uma reducdo
significativa de 43% no peso umido, quando comparados com o controle. No peso
seco das pelotas dos animais, a reducao foi de 30% na Pellucidina A e 46% no peso

da indometacina, quando comparados com 0 peso seco do controle. Os resultados
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estatisticamente significativos sdo apresentados na comparagdo entre 0S grupos e
ocorre diferenga estatistica inclusive entre o grupo tratado com pellucidina A e a

Indometacina, utilizada como controle (+).
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Figura 22 — Efeito da pellucidina A no granuloma induzido por pelotas de algodao, andlise do peso
Umido. A pellucidina A na dose de 10 mg/kg, indometacina na dose de 10 mg/kg e veiculo (PBS 10
ml/kg), todos aplicados por via intraperitoneal e no grupo SHAM néo houve qualquer tratamento. O
peso umido das pelotas de algoddo foi mensurado logo apés ser retirado da regido dorsal dos
animais testados. A pellucidina A e a indometacina demonstraram efeito estatisticamente significativo
nas doses aplicadas e comparadas com os grupos do veiculo e SHAM, assim como houve também a
diferenca estatistica entre a pellucidina A e a indometacina no peso umido, como demonstrado com
as médias + E.P.M. com n de 5 camundongos, * p < 0,05,** p < 0,01 e *** p < 0,001, comparados com
o controle; + p < 0,05,++ p < 0,01 e +++ p < 0,001, comparados com 0 SHAM e # p < 0,05, # p <
0,01 e ### p < 0,001, comparado com a pellucidina A. O teste estatistico utilizado foi analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman Keuls.



63

Peso Seco
500-
EA Controle

400- s SHAM
= P S E3 Indometacina 10mg/kg
£ 300 x Pellucidina A 10mg/kg
pneoif " *k%
o S
S 200- s =
o e,

100- e

"

Tratados

Figura 23 - Efeito da pellucidina A no granuloma induzido por pelotas de algodédo, analise do peso
seco. A pellucidina A na dose de 10 mg/kg, indometacina na dose de 10 mg/kg e veiculo (PBS 10
ml/kg), todos aplicados por via intraperitoneal e no grupo SHAM néo houve qualquer tratamento. O
peso seco do algodéo retirado dos animais foi mensurado apds aquecimento por 18 horas em estufa
a 60°C. No peso seco a diferenca ocorreu apenas quando o grupo da pellucidina A foi comparado
com o grupo controle como demonstrado pelas médias £+ E.P.M. com n de 5 camundongos, * p <
0,05,** p < 0,01 e *** p < 0,001, comparados com o controle; + p < 0,05,++ p < 0,01 e +++ p < 0,001,
comparados com o0 SHAM e # p < 0,05, ## p < 0,01 e ### p < 0,001, comparado com a pellucidina A.
O teste estatistico utilizado foi analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman
Keuls.
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5. DISCUSSAO

A Peperomia pellucida possui uma ampla utilizacdo popular e atualmente
existem varias pesquisas comprovando a sua eficacia medicial. Porém, para uma
melhor determinacdo de suas atividades terapéuticas e possivel aplicabilidade
farmacoldgica sdo necessarios mais estudos com seus componentes isolados.

A pellucidina A € um composto dimérico isolado da Peperomia pellucida, cuja
origem da sintese ainda nao foi totalmente definida. No entanto, de acordo com
Bayman e colaboradores (2000) este composto pode ser formado por uma enzima
estereoespecifica que medeia o acoplamento redutivo de duas unidades de 2,4,5-
trimetoxi-estireno, sendo assim um tipo de derivado intermediario do 2,4,5-trimetoxi-
estireno. Esta substancia ndo possui nenhum estudo que demonstre sua atividade
biolégica e neste trabalho procurou-se avaliar a atividade antinociceptiva, anti-
inflamatdria e elucidar o possivel mecanismo de ac¢do deste composto.

Entretanto, antes de iniciar qualquer teste que visasse a determinacdo de
algumas das possiveis atividades bioldégicas da pellucidina A foi realizado
primeiramente a avaliagdo da interferéncia dessa substéncia na capacidade
locomotora, mudancgas na exploracdo e atividade espontanea dos animais, pelo
ensaio de campo aberto, diminuindo assim a possibilidade de falsos positivos para
os testes nociceptivos (BROW et al., 2011). Afinal, drogas que causam relaxamento
ou sedacdo sdo capazes de promover alteracbes no desempenho locomotor,
interferindo nas respostas do animal ao estimulo nociceptivo provocado, sem
possuirem de fato um potencial antinociceptivo (BROW et al., 2011).

O teste de campo aberto pode servir como um teste para avaliacdo de drogas
de efeito ansiolitico ou de drogas que podem diminuir a atividade locomotora dos
animais. Este tipo de ensaio possui uma boa aplicabilidade para ambas as
avaliagOes, pois expde o animal a um ambiente aberto e desconhecido, retira ele de
seu convivio grupal e impede sua fuga por paredes vizinhas, sendo assim, capaz de
avaliar sua atividade locomotora e sua reacdo diante de um evento extressante
(PRUT & BELZUNG, 2003; TADAIESKY et al., 2006).

No ensaio proposto nenhum dos grupos tratados com a pellucidina A
demonstrou alteragdo em sua atividade deambulatoria, apresentando uma resposta
similar ao controle, onde foi aplicada apenas a solucdo veiculo. A partir desses

dados podemos inferir que a pellucidina A ndo possui atividade sedante ou que seja
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capaz de alterar de alguma forma o desempenho locomotor dos animais e partindo
disso iniciaram-se 0s ensaios nociceptivos.

Todos os ensaios que promovem estimulos nociceptivos podem ser definidos
por um certo numero de parametros diferentes, que podem ser colocados em trés
categorias:

O primeiro pardmetro € a natureza fisica, que controla com certa preciséo a
intensidade, a duracdo e a area da superficie estimulada. O segundo € o local de
aplicacdo, que é importante para inferir o tipo de tecido a partir do qual se originam
dores clinicas: somética ou visceral, articular ou esquelética. O terceiro é o
antecedente do local de aplicacdo, sendo este relacionado com a histéria anterior do
local estimulado, pois testes para a dor aguda envolvem tecidos saudaveis e,
ocasionalmente inflamacdo aguda, enquanto os testes de dor-cronica referem-se a
dor reumética ou neuropética, que dura por um longo tempo, indo de semanas a
meses. Estes trés parametros determinam a "quantidade global de informacao
nociceptiva", que ird ser transportada para o sistema nervoso central pelo o sistema
nervoso periférico (LE BARS et al., 2001).

Neste trabalho foram escolhidos trés testes de estimulo nociceptivo para dor
aguda. As contorcbes abdominais induzidas por &cido acético, que possui
intensidade alta, imediata e de longa duracao, estimulando a dor visceral. O teste da
formalina, que possui duas fases e estimula a dor somética superficial e a
intensidade depende da concentracdo de formalina utilizada. A placa-quente, que
possui uma estimulacdo de média intensidade e curta duracao, estimulando a dor
somatica superficial e resposta supra-espinhal (LE BARS et al.,, 2001). Os
experimentos foram escolhidos por sua especificidade, sensibilidade e facil
reprodubitilidade, sendo comuns para triagem de farmacos com atividade
analgésica.

O modelo de contorcdo é considerado um modelo inflamatério, pois a
aplicacdo de um agente quimico irritante na regido peritoneal provoca um
comportamento similar a uma peritonite no animal, ocorrendo a liberagdo de varios
mediadores inflamatdrios, tais como citocinas, bradicinina, prostaglandinas,
histamina, serotonina e proteases, que podem sensibilizar diretamente os terminais
aferentes que conduzem a hipersensibilidade visceral (CAVENDISH et al., 2015;
JOHNSON et al., 2016).
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Na contor¢cao abdominal induzida por &cido acético a pellucidina A nas doses
de 1 e 5 mg/kg (i.p.), conseguiu diminuir o padrao de contor¢coes de forma
significativa. Este teste € um método pouco especifico, pois possui varios fatores
periféricos e centrais que influenciam no comportamento estereotipado dos animais
(LE BARS, 2001). E é sensivel tanto para drogas que agem centralmente como
periféricamente, sendo por isso um ensaio amplamente utilizado como um teste de
rastreio para avaliar compostos que podem vir a ser potenciais farmacos anti-
inflamatorios ou analgésicos e tem sido sugerida como um modelo clinicamente
relevante para a dor intestinal em seres humanos (SREBRO, VUCKOVIC &
PROSTRAN, 2016).

Enguanto o teste da formalina € diferente da maior parte dos modelos de dor,
por ser capaz de avaliar o modo como um animal responde a dor moderada e
continua, gerada pelo tecido lesionado e devido a esta ligacdo a lesdo de tecidos,
acredita-se que este teste proporciona um modelo mais valido para a dor clinica do
que os testes com estimulos mecanicos ou térmicos (TJOLSEN et al., 1992). Este
ensaio possui maior sensibilidade que o &cido acético, pois demonstra uma resposta
bifasica bem definida, uma fase aguda, que € caracterizada pela estimulacdo direta
do nociceptor e uma fase tardia ou inflamatéria, que é caracterizada pela resposta
tbnica a dor e processo inflamatério, pois ocorre a liberacdo de mediadores que
induzem a dor inflamatéria (TJOLSEN et al., 1992; LE BARS et al., 2001).

A fase aguda (fase neurogénica) ocorre predominantemente pela ativacao
direta das fibras Ad e fibras-C, devido ao estimulo periférico, enquanto que a fase
tardia (fase inflamatodria) parece ser dependente da combinacdo entre a reacdo
inflamatoria promovida pela acdo de mediadores inflamatérios (como histamina,
serotonina e bradicinina), que sao liberados no tecido periférico e as alteracdes
funcionais no corno dorsal da medula espinal (HUNSKAAR & HOLE, 1987,
TIJDLSEN et al., 1992; RODRIGUES et al., 2012).

A primeira fase do ensaio possui uma especificidade maior para farmacos
opibides ou outras drogas de atividade central (HUNSKAAR & HOLE, 1987,
HALDER et al., 2012) e a pellucidina A ndo possuiu eficacia nesta fase em nenhuma
das doses testadas. Enquanto na segunda fase, que € mais eficaz para demonstrar
acdo de drogas anti-inflamatoérias e corticosteroides (HUNSKAAR & HOLE, 1987,
HALDER et al., 2012), a pellucidina A foi capaz de apresentar agdo antinociceptiva

na dose de 5 mg/kg. A partir das informagdes obtidas neste ensaio e no ensaio de
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contorcao, podemos presumir que a agao antinociceptiva da pellucidina A pode estar
associada a uma possivel atividade periférica, agindo na inflamacéo. Entdo, para
comprovar que a acao antinociceptiva da droga esta relacionada com sua
interferéncia do processo inflamatorio foi realizado o teste da nocicepcéo induzida
pela placa-quente, que € um ensaio nociceptivo que ndo promove lesdo tecidual e
consequente inflamacao aguda.

Assim como a formalina, o ensaio da placa-quente € considerado um modelo
de dor somaética, pois a pele que € estimulada para a nocicepcao, este tipo de
ensaio ndo envolve estimulo visceral ou de tecidos musculo-esqueléticos. No
entanto, devido ao calor que é utilizado neste tipo de ensaio, temos a ativacao de
termorreceptores e isso consequentemente ir4 resultar em uma sequéncia
organizada e inalteravel de ativacdo, onde o0s termorreceptores sdo 0s primeiros a
serem ativados, em seguida ocorre a estimulacdo de termorreceptores e
nociceptores, para finalmente apenas os nociceptores serem ativados (LE BARS et
al., 2001).

Quando a substancia testada exerce atividade supra-espinhal o tempo de
laténcia do animal sobre a placa é duradouro, como no caso dos analgésicos
opidides, que aumentam consideravelmente o tempo para a resposta do animal ao
estimulo (MACDONALD et al. 1946; YAKSH & RUDY, 1977). No ensaio a
Pellucidina A ndo demonstrou eficdcia analgésica em nenhuma das doses
administradas. De acordo com o0s resultados adquiridos nos testes nociceptivos
pode-se inferir que a pellucidina A possui atividade analgésica, mas a sua acdo nao
esta relacionada ao SNC, pois o composto nao foi capaz de influenciar na resposta
supra-espinhal dos camundongos (MACDONALD et al. 1946). Corroborando com a
hipotese de que o efeito analgésico da pellucidina A pode esta associada a uma
atuacao periférica.

Como dito anteriormente, o ensaio de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético atualmente € um dos modelos experimentais mais bem estabelecidos
e amplamente utilizados para estudar as acgOes antinociceptivas tanto de anti-
inflamatorios como de opidides, sendo um modelo adequado para indicar os
componentes centrais e periféricos envolvidos na nocicep¢do (AL-KHRASANI et al.,
2012).

Com isso, utilizamos este teste para a elucidagdao do mecanismo de agao da

pellucidina A, sendo feita a associacao da pellucidina A com diversos bloqueadores
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gue agem na inflamagdo e nocicepgdo por mecanismos diferentes, promovendo
analgesia, para assim inferir o possivel mecanismo de acdo da droga, pela
observacédo de quais bloqueadores sdo capazes de interferir inibindo ou colaborando
na atuacao da pellucidina A.

A indometacina € um anti-inflamatério ndo esteroidal que atua no bloqueio
inespecifico das isoformas da ciclo-oxigenase, promovendo analgesia periférica por
inibicdo da producéo das prostaglandinas, cuja producéo foi induzida pelo processo
inflamatorio, causado pela aplicagdo do acido acético. Afinal, o acido acético
provoca uma reacdo de dor indireta através da geracdo de inflamacdo aguda no
peritbnio, com consequente aumento local dos niveis de PGE, e PGF, (DELEO,
1989).

Na avaliacdo do mecanismo de acéo a indometacina foi utilizada na dose de 5
mg/kg em associagdo com a pellucidina A na dose de 5 mg/kg e este farmaco néo
demonstrou possuir qualquer capacidade de interferir na acdo analgésica da
pellucidina A. Assim como o SN-389, bloqueador especifico da isoforma COX2 (que
€ a principal isoforma induzida pela inflamacéo) utilizado na dose de 10 mg/kg. Em
ambos o0s ensaios, os farmacos que foram associados com a pellucidina A
promovem a inibicdo das prostaglandinas e a pellucidina A em associagdo com
estes blogueadores apresentou seu efeito antinociceptivo inalterado, possuindo uma
acado similar ao grupo de animais em que foi feita a sua aplicacdo isoladamente,
demonstrando que nenhum dos bloqueadores testados possui capacidade de
interferir na agéo da pellucidina A.

Dentre os mediadores liberados na reacdo inflamatoria provocada pelo acido
acético esta a histamina, que promove a sensibilizacdo dos terminais periféricos dos
aferentes nociceptivos quimiossensiveis e migracdo leucocitaria (CAVENDISH et al.,
2015) possuindo receptores periféricos que colaboram para a sensibilizacdo dos
aferentes nociceptivos (DINIZ et al., 2015; NICOLSON et al., 2007).

A cipro-heptadina é um antagonista de receptores histaminérgicos do tipo H1,
que € o responsavel pelas principais respostas de reacdo inflamatéria e
excitabilidade nociceptiva, estimulada pela sua ligacdo com a histamina. Neste
ensaio a Cipro-heptadina, foi utilizada na dose de 0,5 mg/kg e associada com a
pellucidina A. De acordo com os resultados obtidos no ensaio a associacdo da
pellucidina A com a cipro-heptadina apresentou uma acéo sinérgica. Pois, houve

uma potencializacdo do efeito analgésico na associacdo deste bloqueador
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histaminérgico com a pellucidina A, quando comparado com o0 grupo da
administragao da pellucidina A isolada, sugerindo que a pellucidina A pode utilizar
uma via de acdo similar a cipro-heptadina, potencializando sua acdo ou uma via
diferente, mas que colabora para a sua eficacia. Os resultados corroboram com a
hipétese de que a pellucidina A pode interferir na via histaminérgica, potencializando
0 blogueio da agéo da histamina, atuando em conjunto com a cipro-heptadina para
diminuir o padrdo de contor¢cées abdominais induzidos por acido acético.

Os receptores opidides, como o0os Mu-(1) (denominados MOR), sao
amplamente distribuidos na coluna espinhal e supra-espinhal. A ativacdo deles
nestas regides resulta na inibicdo da dor aguda e inflamatéria. Além disso, a
presenca desses receptores tem sido demonstrada em varios tecidos periféricos,
células do sistema imunologico e se faz presente tanto nos terminais centrais como
periféricos dos neurdnios pré-sinapticos de aferentes primarios (AL-KHRASANI et
al., 2012).

A naloxona € um antagonista puro que se liga aos receptores opidides e
gquando administrado isoladamente produz pouco ou nenhum efeito, mas em
associacdo com um agonista opidide a naloxona age bloqueando rapidamente a
acdo de qualquer agonista, diminuindo assim muitos dos efeitos colaterais
provocados por opiaceos (WERMELING, 2015). Neste ensaio a naloxona foi
utilizada na dose de 1mg/kg para avaliacdo da acdo da pellucidina A em receptores
opibides. Os resultados demonstraram que a naloxona nao interfere na diminuicéo
do padrdo de contorcbes promovido pela pellucicidina A, eliminando assim a
hip6tese de que a pellucidina A poderia atuar em receptores opioides, reforcando 0s
resultados apresentados anteriormente nos primeiros ensaios para a avaliagao
antinociceptiva.

O L-NAME é um bloqueador inespecifico de NO sintases e de acordo com
Makuch e colaboradores (2013), este bloqueador administrado intratecalmente
possui efeito analgésico fraco, porém estatisticamente significativo em ensaio de
alodinia mecénica e hiperalgesia térmica em roedores. No entanto, o bloqueador
nitrérgico demonstrou ser capaz de potencializar o efeito analgésico de agonistas
opi6ides em modelos de dor aguda e neuropatica. Além disso, bloqueadores como o
L-NAME sdo capazes de promover analgesia quando administrado
intraperitonelmante em modelos de dor aguda como a contorgdo abdominal,

demonstrando que as NO sintases s&do importantes na geragdo e inibicdo da



70

nocicepcao e que sua acdo varia de acordo com o local de aplicacdo e sistema
(SNC ou SNP) observado, pois a via das NO sintases possuem uma estreita relacao
com a modulacdo do mecanismo de acao de opidides, além de possuir importantes
funcdes no processo de nocicepcdo e inflamacado, causada pela inducdo de suas
isoformas (MAKUCH et al., 2013).

No ensaio de contorcdo o L-NAME apresentou atividade antinociceptiva
guando administrado pela via intraperitoneal na dose de 5 mg/kg e teve seu efeito
potencializado quando administrado com a pellucidina A, demonstrando resultados
estatisticamente significativos na comparacdo entre o0s grupos testados. Os
resultados corroboram com a hipétese de que a pellucidina A pode interferir na via
nitrérgica, promovendo uma atividade sinérgica entre a pellucidina A e o L-NAME, no
qual o L-NAME interfere de forma significativa na acdo da Pellucidina A,
potencializando seu efeito analgésico e vice-versa. De acordo com os dados, as
drogas podem estar utilizando uma via de acdo similar, bloqueando as NO sintases
ou agindo por vias de atuacao diferentes, mas que séo relacionadas.

A acdo antinociceptiva da pellucidina A pode estar relacionada com uma acgao
anti-inflamatéria, agindo até mesmo de forma sinérgica com outros bloqueadores na
inibicdo de alguns dos mediadores liberados em grande quantidade na inflamacao,
como o 6xido nitrico e a histamina. A pellucidina A pode estar colaborando para a
inibicdo da producéo e liberacdo ou bloqueando a ligacdo desses mediadores com
seus receptores. E para avaliar se a pellucidina A possui acdo anti-inflamatéria foi
realizado o ensaio de granuloma induzido por pelota de algoddo em camundongos,
por ser um metddo de consideravel aplicabilidade e facil reprodutibilidade, quando
comparado com outros ensaios inflamatérios (ARAGAO, 2008).

O método do granuloma induzido por pelota de algodao tem sido amplamente
utilizado para avaliar os componentes transudativos e exsudativos de inflamacao
sub-cronica. O fluido absorvido pelo sedimento influencia no peso Umido do
granuloma e o peso seco correlacionando-se bem com a quantidade de tecido
granuloatoso formado (ISMAIL et al., 1997; KUMAR, RAJKAPOOR & PERUMAL,
2013).

Neste ensaio a pellucidina A na dose de 10 mg/kg apresentou um efeito anti-
inflamatério, com uma diferenca estatisticamente significativa quando comparado
com o controle e 0 SHAM na diminui¢do da producédo de material inflamatério e do

tecido granulomatoso formado. Os resultados demonstram que a pellucidina A foi
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capaz de diminuir a quantidade de material trasnsudativo e exudativo formados,
guando comparados ao grupo controle ou 0 SHAM. Assim como possuiu uma menor
formacéo de tecido granulomatoso, que consiste basicamente em um agrupado de
macrofagos epitelidides cercados por um colar de leucdcitos mononucleares,
especialmente linfocitos, estimulados pela rea¢do imunolégica ao corpo estranho
inserido na regido dorsal do camundongo (KUMAR et al., 2008). Logo, podemos
inferir que a pellucidina A possui efeito antinociceptivo por atuar na inflamacéo
promovendo uma resposta anti-inflamatoria.

Na literatura foram encontrados estudos de moléculas que possuem
similaridade estrutural com a pellucidina A. Em estudos realizados por Davis e
colaboradores (2007) e Riener & Nicewicz (2013), foram utilizados métodos de
isolamento de biomoléculas de estrutura similar a pellucidina A e avaliacdo de suas
atividades biolégicas, assim como a comparacdo dessas moléculas e suas
atividades. Dentre essas biomoléculas estéd a lignana ciclobutanica, endiandrina A,
que foi caracterizada por possuir uma potente acdo de se ligar a receptores de
glicocorticéides, formando o complexo ativado (GR). Neste experimento a
capacidade das moléculas sintéticas da endiadrina A também foram testadas, como
a sua forma metilada a Di-O-metilendiandrina A, que possui maior similaridade com
a pellucidina A, e esta substancia também demonstrou possuir capacidade de se
ligar ao receptor de glicocorticéides (DAVIS et al., 2007).

A nomenclatura IUPAC da pellucidina A é benzene, 1,1-[(1R,2S)-1,2-
cyclobutanedilyl] bis [2,4,5-trimethoxy-, rel- (9Cl) e como dito anteriormente a via de
biossintese proposta para a pellucidina A é diferente das lignanas. No entando,
devido a sua média polaridade € possivel pressupor que esta molécula possa
transpassar a membrana fosfolipidica celular e exercer seu efeito no nacleo celular,
agindo como um possivel agonista glicocorticoide, se ligando ao receptor de
glicocorticéide que estava inativo, formando o complexo ativado (GR) e promovendo

assim a inibicdo do processso inflamatario.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados podemos concluir que a pellucidina A apresentou um
efeito antinociceptivo no ensaio de acido acético e na segunda fase da formalina,
demonstrando possivel a¢éo antinociceptiva por atuacao periférica.

Na avaliagdo de sua agdo em associagdo com antagonistas que agem na
inflamacédo e/ou nocicepcdo a pellucidina A demonstrou acdo sinérgica ao ser
associada com o inibidor inespecifico de NO sintase, L-NAME e com o bloqueador
de receptores H1 histaminérgico, cipro-heptadina, que possuem atividade analgésica
por interferir na liberagdo ou atuagcdo do Oxido nitrico e da histamina, que séo
liberados em grande quantidade na inflamacao.

A comprovacao da atividade anti-inflamatdria da pellucidina A pelo ensaio de
granuloma induzido por pelota de algod&do corrobora com a hipotese de sua acdo na
interferéncia do processo inflamatério. E na comparacdo da pellucidina A com
moléculas que possuem similaridade estrutural com este composto, pode-se
presumir que sua acao antinociceptiva e anti-inflamatéria pode estar relacionada

com uma possivel acdo na via de ativacao dos receptores de glicorticoides.
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Certificamos que o Projeto intitulado "ELUCIDACAO DO MECANISMO DE ACAO DA BIOATIVIDADE DA SUBSTANCIA
PNI-23 EMENSAIO DE CONTORGCAO ABDOMINAL EM CAMUNDONGOS SUIGOS", protocolado sob o CEUA
n°® 5671030216, sob a

responsabilidade de Gilmara De Nazareth Tavares Bastos e equipe; Amanda Pamela Dos Santos Queiroz - que envolve
a producdo,manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de pesquisacientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899, de 15de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais do Universidade Federal
do Pard (CEUA/UFPA) em reunido de 25/02/2016.

We certify that the proposal "ELUCIDATION OF THE ACTION MECHANISM ON THE BIOACTIVITY OF THE
SUBSTANCE

PNI-23 IN ASSAY OF THE WRITHING ABDOMINAL WITH SWISS MICE", utilizing 80 Heterogenics mice (80 males),
protocol number CEUA 5671030216, under the responsibility of Gilmara De Nazareth Tavares Bastos and team;
Amanda Pamela Dos Santos Queiroz - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to
the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes (or teaching) - it's in
accordance with Law11.794, of October 8 2008, Decree 6899, of July 15, 2009, with the rules issued by the National
Council for Control of AnimalExperimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Federal University of Para(CEUA/UFPA) in the meeting of 02/25/2016.

Vigéncia da Proposta: de 02/2016 a 08/2016 Area: Instituto De Ciéncia Biolégicas

Procedéncia: Biotério de experimentacéo do laboratério de neuroinflamagéao

Espécie: Camundongos heterogénicos Género: Machos idade: 4 a 6
semanas
N: 80 Linhagem: swiss Peso:20a35 g

Resumo: O PNI-23 é um novo composto dimérico, isolado juntamente com o fenilpropanoidedilapiol de partes aéreas
daPeperomiapellucida, esta planta ja possui atividade medicinal comprovada em estudos anteriores feitas com seu extrato,
onde se observou sua atividade analgésica, antiinflamatéria, antibacteriana, antioxidante e embora haja trabalhos
envolvendo alguns de seuscompostos quimicos isolados, observando-se o potencial bioativo eficaz destes em ensaios in
vitro, para atividade anticancerigena. Haainda uma imensa quantidade de componentes desta espécie que ainda nédo
foram isolados e devidamente avaliados em estudos experimentais que comprovem sua eficacia farmacolégica. Em
pesquisas anteriores feitas em nosso laboratério avaliou-se a atividade antinociceptivado PNI-23, nesta nova perspectiva
pretende-se a elucidacdo do mecanismo de ag&o in vivo deste componente. Dentre os modelos de nocicepcéo optou-se
pelo ensaio de contor¢cdo abdominal para analise in vivo do mecanismo de acdo. Palavras- chave: Peperomiapellucida;
nocicep¢ao; inflamacao.
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