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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos nutricionais resultantes da administragéo cronica via oral do
6leo de Plukenetia polyadenia em ratos sobre o peso, a ingesta de racdo, a composicdo
lipidica do sangue, e a histologia dos 6rgaos, além de investigar a toxicidade e a atividade
antinociceptiva apés administracdo de diferentes dosagens via oral em camundongos. A
analise nutricional de peso e ingesta de racdo mostrou que a administracdo crénica do 6leo
ndo interferiu nutricionalmente na homeostasia destas varidveis, independente das dosagens
utilizadas (100 e 200mg/kg). As fracGes lipidicas do sangue como colesterol total, LDL, HDL
e triglicerideos também ndo sofreram alteracBes nos animais suplementados. N&o foi
encontrado edema, morte celular ou resposta inflamatéria nas células hepaéticas, cardiacas,
pulmonares, gastricas, intestinais, pancreaticas e renais apds a suplementacdo crdnica em
ambas as dosagens. No teste de contor¢des abdominais induzidas por é&cido acético, o 6leo
administrado via oral (25, 50 e 100mg/kg) reduziu significantemente o nUmero de contorgdes
em comparacdo com o controle. No teste da placa quente, o tratamento com o 6leo na
dosagem de 200mg.kg/peso ndo induziu alteracdes no tempo de laténcia ao estimulo térmico,
quando comparado com o controle. No teste da formalina, o tratamento oral nas doses de 50 e
100mg.kg/peso, mostrou um efeito antinociceptivo significativo, reduzindo o tempo de
lambida somente na segunda fase (inflamatoria). O 6leo na dosagem de 200mg/kg nédo afetou
a atividade comportamental dos ratos submetidos ao teste de campo aberto e ndo apresentou
efeitos toxicos. Nossos resultados demonstram que o dleo de Plukenetia polyadenia,
apresentou atividade antinociceptiva sem promover toxicidade.

Palavras-chaves: Plukenetia polyadenia, Analise nutricional, Atividade antinociceptiva.



ABSTRACT

This study investigated the nutritional effects resulting from chronic oral administration of oil
Plukenetia polyadenia in rats on weight, feed intake, blood lipid composition, and histology
of the organs, and to investigate the toxicity and antinociceptive activity after administration
of different dosages orally in mice. The nutritional analysis of food intake and weight showed
that chronic administration of this oil did not interfere nutritionally in the homeostasis of these
variables, regardless of the dosages used (100 and 200mg.kg/weight). The lipid fractions of
blood as total cholesterol, LDL, HDL and triglycerides also are unchanged in the
supplemented animals. Not found edema, cell death or cell inflammatory response in the liver,
heart, lung, stomach, intestines, pancreas and chronic renal after supplementation in both
dosages. In the writhing test induced by acetic acid, the oil administered orally (25, 50 and
100mg.kg/ weight) significantly reduced the number of writhes compared to the control. In
the hot plate test, the treatment with oil at a dosage of 200mg.kg/weight induced no change in
latency to thermal stimulus compared to the control. In the formalin test, oral treatment at
doses of 50 and 100mg.kg/ weight showed a significant antinociceptive effect, reducing the
time to lick only in the second phase (inflammatory). The oil in 200mg.kg/ weight dosage did
not affect the behavioral activity of rats submitted to the open field test and showed no toxic
effects. Our results demonstrated that Plukenetia polyadenia present antinociceptive activity
without toxicicity.

Keywords: Plukenetia polyadeni, Nutritional analysis, Antinociceptive activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 SOMESTESIA E NOCICEPCAO

O sistema nervoso apresenta varias estruturas interconectadas que sdo
convenientemente divididas em sistema nervoso central (SNC) e sistema nervoso periférico.
O primeiro é composto pelo encéfalo e pela medula espinhal e o segundo por nervos que se
estendem entre o encéfalo e a medula espinhal, e os masculos corporais, glandulas e érgéos
dos sentidos. Os neur6nios, que sdo a unidade basica deste sistema, operam gerando sinais
elétricos que se movem de uma parte a outra na mesma célula ou para uma célula vizinha. Os
neurdnios aferentes sdo os que conduzem informagdes dos tecidos e 6rgaos do corpo para o
sistema nervoso central, os neur6nios eferentes sdo os que conduzem informac6es do sistema
nervoso central para as células efetoras, e por fim, os interneurénios sdo 0s que conectam
neurdnios dentro do SNC (WIDMAIER, 2006).

Os neurdnios aferentes possuem receptores sensoriais que detectam aspectos Uteis
de fendmenos ambientais ao SNC. Esta interacdo recebe o nome de estimulo, e o efeito deste
estimulo pode levar a uma resposta, que se for de forma proveitosa é chamado de transducgéo
sensorial. A forma pela qual ocorre a transducédo sensorial varia conforme o tipo de receptor.
O sistema somatossensorial apresenta varios tipos de receptores sensoriais, como por
exemplo, 0s nociceptores que respondem a estimulos que ameacam ou danificam o
organismo. Existem os nociceptores mecanicos Ad (supridos por fibras aferentes mielinizadas
finas que respondem a estimulos mecéanicos fortes) e os nociceptores polimodais C (supridos
por fibras amielinicas que respondem a varios tipos de estimulos nocivos, incluindo
mecanicos, térmicos e quimicos) (LEVY; BERNE, 2006).

1.1.1 Homeostase somestésica

E 0 que mantem o organismo no estado de bem-estar ou conforto. Quando um
estimulo altera mais severamente a homeostase somestésica 0 organismo é conscientemente
levado ao ato de remogéo da causa do desconforto, que pode ou ndo ser acompanhada de uma

sensacdo dolorosa. Sendo assim, a dor passa a ser um constituinte geral de desconforto. A
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informacdo somestésica ocorre quando os receptores informantes sdo excitados, por exemplo,
ap6s uma lesdo ou um estimulo de intensidade supramaxima. Estes receptores sdo conhecidos
por: mecanorreceptores (tato, pressdo e vibracdo), termorreceptores (frio e calor) e

quimiorreceptores (“sensacao quimica’) (DOUGLAS, 2006).

1.1.2 Receptores (potenciais geradores)

Em resposta a um estimulo ambiental, as terminacfes nervosas sensitivas
produzem alteracdes locais graduadas do potencial de membrana. Essas alteracdes de
potencial em resposta a estimulacdo ambiental denominam-se potenciais geradores ou
receptores porque servem para gerar potenciais de acdo que sdo conduzidos continuamente da
periferia para 0 SNC. Durante um estimulo é produzido um potencial gerador proporcional a
intensidade do estimulo. Depois de atingido o limiar de despolarizagdo, o aumento da
amplitude do potencial gerador acarreta aumento da frequencia com que 0s potenciais de acdo
séo produzidos (FOX, 2007).

A ativacdo de uma fibra sensorial € uma condigdo necessaria, mas nao se constitui
em uma condicdo suficiente para que se possa perceber o estimulo conscientemente, ou
esbocar alguma resposta comportamental a ele. Sendo assim, o limiar para deteccédo
perceptiva de um estimulo somestético é denominado limiar psicofisico, diferente do limiar
associado a ativacdo de uma fibra aferente, denominado limiar biofisico. Vale ressaltar que a
intensidade psicofisica ndo € meramente proporcial a frequencia da descarga (CAMPBELL,;
MEYER, 2006).

1.2 DOR

A dor pode ser descrita como uma experiéncia emocional de sensacdo desagradavel
relacionada com a leséo tecidual (MILLAN, 1999). A dor é um sintoma clinico importante
para a deteccdo e avaliacdo da doenca, para induzir um comportamento de precaucdo e

consequentemente limitar os possiveis danos.
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A dor é uma percepcdo, uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
mediada pelo sistema nervoso central no qual possui receptores sensoriais especializados em
certos tecidos, os nociceptores, ativados por danos nocivos aos tecidos periféricos (LENT,
2005).

A ativacdo do nociceptor é modulada por substancias quimicas locais, como histamina,
prostaglandinas e K*, que sdo liberadas na ocorréncia de dano tecidual. Estas substancias
quimicas medeiam a resposta inflamatéria no local da lesdo e ativam ou sensibilizam
nociceptores diminuindo seu limiar de ativacdo, o que favorece o aumento da sensibilidade a
dor no local do dano, chamado de dor inflamatéria (SILVERTHORN, 2010). Esta resposta
mais intensa pode levar a hiperalgesia, que é caracterizada por um aumento da intensidade da
dor. Esta é definida como o aumento da resposta a um estimulo nocivo e se manifesta com
aumento da sensibilidade a dor (TREEDE et al, 1992; CAMPBELL; MEYER, 2006).

A ativacdo de interneurénios pelos aferentes nociceptores pode causar 0 que se
chama de dor referida, na qual a dor é sentida em outros locais (visceras) que ndo o tecido
lesado ou doente. Isto acontece porque as aferéncias viscerais e somaticas com frequéncia se
convergem sobre 0s mesmos neurdnios na medula espinhal (WIDMAIER, 2006). A dor
caracterizada pela sua localizacdo bem definida e precisa € a dor trigeminal, é uma dor
fulgurante e de intensidade elevada. J& a dor talamica, tipo queimadura, apresenta localizacao
indefinida e é conhecida por dor difusa (DOUGLAS, 2006).

A dor pode ser classficada em dois tipos principais: a dor rapida e a dor lenta. A
primeira é sentida dentro de 0,1 segundo apds o estimulo doloroso. A segunda comeca
somente apo6s um segundo ou mais e aumenta lentamente. A dor rapida também é conhecida
como dor pontual, dor em agulhada, dor aguda e dor elétrica. A dor lenta também pode ser
conhecida por outros nomes, como dor em queimacdo, dor persistente, dor pulsatil, dor
nauseante e dor crénica (GUYTON; HALL, 2006).

A dor também acompanha uma reacdo neurovegetaviva de intensidade e
caracteristicas varidveis: hipertensao, taquicardia, sudorese, pele branca ou rubicunda, pele
fria e umida (ou quente), modificacBes da respiracdo, modificacbes do didmetro pupilar,
mudancas na motricidade gastrointestinal e inibicdo das secrecdes digestivas e exdcrinas em
geral (DOUGLAS, 2006).

1.2.1 Substancias algésicas e analgésicas
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Além da origem central ou neurogénica da dor, a mesma pode ser provocada por
etimulos que agem sobre receptores diversos. Porém, os agentes &lgicos possuem
caracteristicas comuns para gerar a resposta algica: provocam hipdxia celular. Assim,
liberam-se das células lesadas substancias quimicas (algésicos enddgenos), também de
natureza variada, que podem evocar a resposta dolorosa pela estimulagdo de
quimiorreceptores (DOUGLAS, 2006).

As principais substancias que ativam o tipo quimico de dor sdo: bradicininca,
serotonina, histamina, ions potassio, acidos, acetilcolina e enzimas proteoliticas. Além disso,
as prostaglandinas e a substancia P aumentam a sensbilidade das terminag¢fes nervosas (LE
BARS et al., 2001). Estes mediadores estdo intimamente relacionados com 0 processo
inflamatdrio e algumas dessas susbtancias alteram a excitabilidade neuronal por interagirem
diretamente com canais idnicos na membrana dos nociceptores (prétons, ATP e serotonina,
por exemplo), enquanto que outras (bradicinina e fator de crescimento nervoso) ligam-se a
reecptores matabotropicos e exercem seus efeitos por meio de uma cascata intracelular
mediada por segundos mensageiros (CONSTANZO, 2011).

As prostaglandinas aumentam bastante a resposta do receptor a estimulos nocivos
(SHERWOOD, 2011). Apos a lesédo tecidual, o acido aracdonico é liberado dos fosfolipidios
da membrana, por fosfolipases. As prostaglandinas e os leucotrienos sdo produzidos pela
degradacdo do &cido aracdonico, pela ciclo-oxigenase e pela lipo-oxigenase, respectivamente
(DAVIES; BLAKELEY; KIDD, 2002). Foram descritas duas isoformas relacionadas das
enzimas ciclo-oxigenases: a ciclo-oxigenase-1 (COX-1) que é responsavel pela producéo
fisiologica de prostanoides, e a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) que provoca a producdo elevada
de prostanoides em locais de doenca e inflamacdo. A COX-1 regula os processos celulares
normais, como a citoprotecdo gastrica, a homeostase vascular, a agregacao plaquetaria e a
funcdo renal. A COX-2 é expressa de maneira constitutiva em tecidos, como cérebro, rins e
0ssos. Diferentemente da COX-1, a expressdo de COX-2 é inibida pelos glicocorticoides, e
esta apresenta um canal de susbstrato maior e mais flexivel, além de um espa¢o maior no sitio
de ligacdo dos inbidores (FINKEL; CUBEDDU; CLARK, 2010).

Pela destruicdo celular (andxia) é favorecida a condicdo necessaria para a
formacdo de plasmacininas (bradicinina) no plasma, pela acdo de uma enzima hidrolase
tripsina-simile, que atua na fragdo ay-globulina do plasma. A bradicinina é o peptideo mais
ativo como agente algésico, mas outros peptideos da mesma familia das plasmacininas

também evocam respostas dolorosas, que possuem em comum a presenca de cadeia
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nonapeptidica com a mesma sequencia de aminoacidos da bradicinina. Deve-se ressaltar que a
bradicinina é controlada pelas prostaglandinas, especialmente PGE2 (DOUGLAS, 2006).

A bradicinina ativa vias de dor lenta e os compostos relacionados néo provocam
apenas dor, mas também contribuem para as respostas inflamatérias a lesdo do tecido
(SHERWOOD, 2011). Os vasos ficam mais permeaveis, e, consequentemente, ocorre edema
local e hiperemia da pele. Proximos do local da lesdo os mastdcitos liberam histamina, que
ativa diretamente os nociceptores (COSTANZO, 2007).

Dois importantes neurotransmissores da dor sdo a susbtancia P e o glutamato. A
susbtancia P é responsavel por ativar vias ascendentes que transmitem sinais nociceptivos a
niveis superiores, enquanto que o glutamato é um grande neurotransmissor excitatorio,
atuando em dois receptores diferentes da membrana plasmatica dos interneurdnios
excitatorios do corno dorsal. Por meio do glutamato ocorre a geracdo de potenciais de agédo
nas células do corno dorsal, que transmitem a mensagem de dor a centros superiores. O
glutamato tambem favorece a entrada de calcio nos neur6nios, o que torna a célula do corno
dorsal mais excitaveis que o normal. Isto explica, parcialmente, a senbilidade exagerada de
uma area ferida a exposicdo subsequente a estumulos dolorosos ou até de um leve toque
(FABRINI-SANTOS, 2010).

Atualmente, sabe-se que outro neurotransmissor também é importante na génese
da sensacdo dolorosa, € o peptideo relacionado com o gene calcitonina ou CGRP, podendo
inclusive ser o mecanismo quimico fundamental na producdo da dor. Além deste papel
neurotransmissor, 0 CGRP participaria em outras etapas da sensacdo dolorosa, como nas vias

aferentes do talamo e formacéo reticular mesencefalica (DOUGLAS, 2006).

Quadro 1 — Substancias algésicas participantes na producdo da nocicepg¢édo
Peptideos Bradicinina (a plasmacininas)

Taquicininas; substancia P

CGRP, ou peptideo associado ao gene da calcitonina

CK, colecistocinina

Gelanina

Somatostatina, SS

VIP, peptideo vasoativo intestinal
Monoaminas Histamina

Serotonina, 5-hidroxitriptamina
Espécies reativas de nitrogénio Oxido nitrico, NO

NOS, oxido nitrico sintetase

Citocinas Interleucina, IL-1P




17

TNFa, fator necrotizante tumoral
[FNy, interferon-y
NGF, fator de crescimento nervoso
Além de outros GFs

Derivados do &cido aracdénico PGE,, prostaglandinas
Leucotrienos, LTC,4
LTD4

Fonte: Douglas (2006).

1.2.2 Receptores da dor

A ativacdo dos nociceptores inicia respostas de adaptacdo que protegem o
individuo. A dor nociceptiva ¢ mediada por terminacdes nervosas livres que apresentam
canais ibnicos sensiveis a varios estimulos quimicos, mecanicos e térmicos.

a) Nociceptor termossensitivo: é ativado por temperaturas acima de 45°C e no
congelamento.

b) Nociceptor mecanossensitivo: sdo de alto limiar, sendo excitados mediante
deformacéo nociva.

c) Nociceptores quimiossensitivos: excitados por substancias quimicas algeésicas,
também liberadas na lesdo tecidual.

Sugere-se que 0s quimiorreceptores da dor estejam localizados no tecido
conectivo pericapilar ou perivenular. Estes quimiorreceptores parecem ser terminacoes
nervosas livres, sem mielina, do tecido conectivo, localizados nos capilares e vénulas, e sdo
excitados por substancias quimicas diversas (K+, aminas, peptideos). Os sitios ativos destes
receptores seriam ricos em elétrons (anidnicos), em contrapartida os agentes algésicos estéo
carregado de eletropositividade. Isto sugere que haja uma atracdo eletrofilica entre os
receptores e 0s agentes algésicos. Desta forma, os receptores quimicos da dor ndo seriam
exatamente receptores, e sim axénios amielinicos onde agem os agentes algésicos (FABRINI-
SANTOS, 2010).

Os termorreceptores encontram-se localizados abaixo da pele é sdo constituidos
por terminacGes livres indiferenciadas histologicamente, existindo uma distribuicdo ndo
homogénea dos receptores de calor e frio, a membrana dos termorreceptores tem a
propriedade de produzir potencias receptores quando a temperatura do tecido se afasta da

temperatura corporal normal em torno de 36 — 37°C. Os sinais de calor sdo transmitidos pelas
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fibras C, sendo sensivel a temperaturas estaveis entre 40°C a 45°C. O receptor do frio
responde a temperatura cutanea quando decresce em relacdo a temperatura basal, possui uma
sensibilidade a perda de temperatura mais baixa que 25°C cessando ao redor de 10°C, estes
sinais sdo transmitidos por uma termina¢do mieldide fina do tipo de fibra Ad. Os receptores
ativados nos extremos de temperatura, ao ultrapassar os 45°C comeca a haver leséo tecidual e
em temperaturas baixas de 10°C torna- se um forte anestésico ativando assim estes extremos

de temperatura os receptores de dor (BEAR, 2008).

Grafico 1 - Sensibilidade dos receptores para calor e frio, indicando a frequéncia de atividade
da fibra aferente, nos extremos do calor e frio os receptores geram sensacdes de dor.
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5 10 1§ 200 25 30 35 40
Temperatura (°C)

Fonte: Guyton e Hall (2006).

1.3 VIAS PARA TRANSMISSAO DOS SINAIS DOLOROSOS AO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL

Toda sensacdo somatica, bem como a dor, segue as vias somatossensoriais
comuns. As aferéncias penetram na medula ou ponte através de raizes posteriores. O corno
dorsal é a primeira estacdo intermediaria que leva a formacdo de vias ascendentes longas, o
cordao antero-lateral e a coluna dorsal, e, por fim, conexdes sinapticas para o encéfalo
(MELO; DICKENSON, 2008).

Apesar de todos os receptores para dor serem terminacdes nervosas livres existe

duas vias separadas para a transmissdo de sinais dolorosos ao sistema nervoso central, e
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correspondem aos dois tipos de dor: répida e lenta. A dor aguda é desencadeada por estimulos
mecanicos ou térmicos, transmitidos através de fibras Ad (maior velocidade), e a dor lento-
cronica, desencadeada principalmente por estimulos quimicos, é transmitida para a medula
espinhal através de fibras tipo C (menor velocidade). Ao entrarem na medula espinhal, as
fibras da dor terminam em neur6nios-relé nos cornos dorsais (FABRINI-SANTOS, 2010). Na
medula espinhal os sinais dolorosos bifurcam-se no trato neoespinotaldmico e o trato
paleoespinotalamico. No trato neoespinotalamico as fibras Ad terminam principalmente na
lamina | dos cornos dorsais e excitam 0s neurénios de segunda ordem, esta resposta cruza
para o lado oposto da medula e ascendem para o encéfalo. Estas transmitem principalmente as
dores mecanicas e térmicas agudas. A via paleoespinotalamica transmite a dor pelas fibras C,
que terminam na medula espinhal nas laminas 11 e 111 do corno dorsal, cujo nome é substancia
gelatinosa, o sinal passa através de neurdnios de fibra curta antes de entrar na lamina V
também no corno dorsal (DOSTROVSKY; CRAIG, 2006).

Figura 1 - Transmissdo dos sinais dolorosos “rapido” e “lento” para a medula espinhal e
através dela em direcédo ao encéfalo.
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Fonte: Guyton e Hall (2006).

Provavelmente, a discriminacdo sensorial da dor depende de projecdes
espinotalamicas e trigeminotaldmicas para 0s nucleos ventrais-postero-laterais (VLP) e
ventrais-pdstero-mediais (VPM). O processamento sensorial no talamo e em niveis superiores
do cortex cerebral ira resultar na percepcdo da qualidade da dor, da localizacdo do estimulo
doloroso, da intensidade da dor e da duracdo da dor. As respostas afetivo-emocionais
dependem também dos tratos espinorreticular e espinomesencefalico, incluindo as éareas
corticais do giro do cingulo e a insula. Mais recentemente foram também descobertas vias que
conectam a medula espinhal diretamente a areas limbicas, como a amigdala, sem a sinapse
talamica (BERNE et al, 2004).
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1.3.1 Modulacgéao da dor

A dor pode ser modulada, ou seja, pode ser atenuada ou exagerada de acordo com
0s propositos que visa a nocicep¢do concebida como mecanismo basicamente protetor
(DOUGLAS, 2006). Os neurbnios do trato espino-talamico apresentam campos receptivos
inibitorios, e assim, ativando esses mecanismos inibitorios, pode ser Util para o alivio da dor.
Em teoria, um estimulo in6cuo pode inibir as respostas dos neurénios do corno dorsal que
transmite a informagdo para o encéfalo. A teoria chamada de “controle do portdo da dor”
afirma que a transmissdo da dor pode ser prevenida por estimulos inécuos mediados pelas
grandes fibras aferentes mielinizadas, enquanto que a transmissdo da dor pode ser aumentada
por estimulos que sdo mediados através de fibras aferentes finas. Os interneurdnios inibitorios
no corno dorsal servem como um mecanismo de controle (FIELDS; BASBAUM,;
HEINRICHER, 2006).

Outro componente do mecanismo de comporta da dor tem origem na substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), assim chamada por contornar o aqueduto cerebral. A PAG
recebe informacbes de varias regides do encéfalo relativas ao estado emocional e
posteriormente manda essas informacdes, por projecdes descendentes, para a ponta dorsal da
medula espinhal, onde elas, de forma efetiva, deprimem a atividade dos neurbnios
nociceptivos. E por meio desta via que a emocdo intensa ou 0 estresse pode atenuar a
percepcao da dor. Nesta via foi encontrada uma substancia neurotransmissora semelhante a
morfina, chamada de endorfina (JOHNSON, 2000).

As endorfinas, encefalinas e dinorfina sdo opioides enddgenos importantes no
sistema analgésico natural do organismo e atuam como neurotransmissores analgésicos. A
vinculacdo da encefalina, no interneurdnio inibitério do corno dorsal, ao término da fibra
aferente de dor suprime a liberacdo da substancia P por meio da inibicdo pré-sinaptica,
blogueando assim as transmissdes do sinal de dor. A morfina liga-se a esses mesmo
receptores opioides, e, além disto, sugere-se que opidides enddgenos também sdo liberados
centralmente para bloquear a via descendente supressora de dor, pois a injecdo de morfina na

massa cinzenta periaquedutal e no bulbo causa analgesia profunda (SHERWOOD, 2011).

Os soldados no campo de batalha, os atletas em competi¢do, as vitimas de acidentes
e outros individuos que enfrentam situagBes estressantes sentem, muitas vezes,
pouca ou nenhuma dor no momento de ocorréncia da lesdo ou da fratura 6ssea. Mais
tarde, entretanto, a dor pode ser grave. Embora as vias reguladoras descendentes
responsaveis pelo controle da dor sejam parte integrante do sistema centrifugo mais
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geral incumbido pela modulag&o de todos os tipos de sensacéo, o sistema de controle
da dor é tdo importante a ponto de ser reconhecido como um sistema especial de
analgesia enddgena (LEVY; BERNE, 2006, p. 101).

O sistema de analgesia endégena pode ser dividido em vias que liberam ou ndo
opidides endogenos (encefalinas, dinorfina, a B-endorfina e as endomorfinas). A analgesia
opidide pode geralmente ser antagonizada pelo uso da naloxona (antagonista narcético),
utilizada para testar se a analgesia € mediada ou ndo por um mecanismo opidide.

Além da substancia cinzenta periaquedutal outras regides do sistema nervoso
também estdo associadas ao processamento da sensibilidade dolorosa, como por exemplo,
conexdes com 0s nlcleos da rafe, com o ndcleo do trato solitario (NTS) e com o hipotalamo,
que possibilitam a integracdo da sensibilidade dolorosa com respostas vegetativas e
neuroendocrinas. Os circuitos neurais do corno posterior da medula também desempenham
um papel importante na modulacdo da aferéncia nociceptiva, uma vez que as projecdes
descendentes serotoninérgicas a adrenergicas fazem contato com dendritos tanto de neurdnios
de projecdo espinotaldmicos quanto de interneurdnios inibitorios (FIELDS; BASBAUM,;
HEINRICHER, 2006).

Nos nuacleos da rafe, muitos neurdnios liberam serotonina como um
neurotransmissor. A serotonina é capaz de inibir 0s neurdnios nociceptivos desempenhando
um papel importante na analgesia endégena. No tronco encefalico, outros neurénios liberam
as catecolaminas como a norepinefrina que também inibem os neurb6nios nociceptivos
(MAURER-SPUREJ; PITTENDREIGH; SOLOMONS, 2004)

A modulacdo nociceptiva € realizada por mecanismos diversos gque integram o
sistema antinociceptivo, que opera em diversos niveis do neuroeixo. A estimulacdo
nociceptiva gera impulsos nervosos que séo transmitidos a trés sistemas medulares:

a) Substancia gelatinosa: localizada no corno dorsal ou posterior (laminas 2 e 3).

b) Sistema da coluna dorsal: seus axdnios projetam impulsos para 0s centros
superiores.

c) Células T do corno dorsal (laminas 4 e 5): constitue a primeira fase de
transmissdo central ou de acdo nociceptiva.

A sensacdo de dor seria, entdo, modulada por estes trés sistemas (DOUGLAS,
2006). O corno dorsal da substancia cinzenta da medula espinhal é divido em seis camadas ou
laminas numeradas, com base em sua aparéncia. Os aferentes da dor terminam nas laminas | e
I1, e as fibras Ad tém projecdes para as laminas mais profundas. A lamina II é a susbstancia

gelatinosa, pela sua aparéncia translicida ao microscopio 6ptico (DAVIES; BLAKELEY;



22

KIDD, 2002). Na sushtancia gelatinosa sdo encontradas pequenas células que formam uma
unidade funcional ao longo da espinha, e estdo ligadas entre si por curtas fibras de associacéo
e também por outras fibras mais compridas. As fibras de associagdo da substancia gelatinosa
tém como finalidade modular a atividade sinaptica dos impulsos nervosos aferentes que se
dirigem as células centrais sensoriais (DOUGLAS, 2006).

As fibras grossas de conducdo rapida chegam até o corno dorsal (laminas 4 e 5) e
ativam as células T, que por sua vez, descarregam seguindo a via centripeta. As mesmas
fibras grossas enviam impulsos colaterais que facilitam a acdo da susbténcia gelatinosa, e
através das fibras curtas, as células gelatinosas inibem pré-sinapticamente a atividade das
células T. Ou seja, quando um estimulo de pressdo leve é aplicado a pele, os impulsos
predominantes percorrem as fibras grossas, que, além de estimular as células T, fecham a
porta de entrada pela estimulacdo da substdncia gelatinosa, que, assim, inibe pré-
sinapticamente as células T (KOHNO et al, 1999)

1.4 SISTEMAS DE ANALGESIA

1.4.1 Analgésicos

Os analgésicos sdo agentes que minimizam a dor, uma vez que aumentam o limiar
da dor sem alterar o nivel de consciéncia ou outras modalidades sensoriais. Um mecanismo
pelo qual alguns analgésicos aliviam a dor é baseado na existéncia de receptores opidides em
porc¢des selecionadas do SNC relacionadas a regulacdo da dor. Os agentes analgésicos ativam
certos receptores opidides que podem estar localizados no talamo medial (que processa a dor
profunda, crbnica, em carater de queimacéo), nos nucleos do vago do tronco cerebral (onde a
tosse é deflagrada), e nas camadas | e 1l da medula espinhal (ponto onde os nervos aferentes
de percepcdo da dor fazem a primeira sinapse). Alguns receptores opidides também sdo

encontrados na amigdala (importante na regulacdo das emoc¢6es) (GENNARO, 2012).
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1.4.1.1 Analgésicos Opidides

Os analgésicos opiodides sdo usados ha muitos anos no tratamento da dor aguda e
cronica. Estes agentes passaram a ser utilizados em larga escala desde a identificagdo da
morfina, em 1817, e a descoberta de outros alcaloides do 6pio (SILVA, 2010). A papoula
constitui a fonte do 6pio, da qual foi isola o alcaloide puro morfina, em 1803. A morfina é o
protétipo dos agonistas opidides e continua sendo o padrdo até hoje para comparar todas as
drogas com acentuada acdo analgésicas (ROSS et al. 2006; STEFANO et al. 2005;
WALDHOER et al, 2004).

1.4.2 Peptideos Opidides Endogenos

S&@o ligantes naturais para receptores especificos, que abrange trés grandes
familias: endorfinas (“morfinas enddgenas”), encefalinas (“com origem no cérebro”) e
dinorfinas (originada de precursores polipeptidicos distintos: pré-pré-6piomelanocortina ou
POMC, pré-pré-encefalina, e pré-pré-dinorfina). O peptideo opidide principal derivado da
POMC ¢ a B-endorfina, mas produz também varios peptideos ndo-opidides, o incluindo o
horménio adrenocorticotropico (ACTH), a p-lipotropina e o horménio melandcito
estimulante. A partir da pro-encefalina, originam-se a leu-encefalina e a met-encefalina, e a
partir da pro-dinorfina, a dinorfina A, a dinorfina B e as neoendorfinas (com alta afinidade e
seletividade por receptores ) (FUCHS; WANNMACHER; FERREIRA, 2006; ).

1.4.2.1 Receptores Opidides

Sao classificados em cinco tipos: p (mu), « (kappa), o (delta), c (sigma), e ¢
(épsilon). Alguns desses receptores sdo subdivididos em varios subtipos: p1, [z, K1, K2, k3,01,
2. Alguns receptores quando acionados provocam analgesia em nivel supraespinhal (p; e «3)
e espinhal (p2 e k1). Entretanto, quando os receptores sigma s&o estimulados ocorre alteracoes

comportamentais como euforia, alucinacdes, delirio e efeitos cardiacos. Experimentos com
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animais mostraram que a ativacdo de receptores delta podem potencializar a analgesia
induzida por receptores mu (SILVA, 2010).

Os trés tipos de receptores opidides fazem parte da familia de receptores
acoplados a proteina G e inibem a adenilciclase. Estes receptores também estdo associados a
canais idnicos hiperpolarizando a célula pelo efluxo pos-sinaptico de K*, ou impedindo o
disparo neuronal e a liberagdo do transmissor pelo influxo pré-sinéptico de Ca®* (FINKEL;
CUBEDDU; CLARK, 2010). Os principais efeitos farmacolégicos dos opiaceos estdo

resumidos no quadro 2.

Quadro 2 — Efeitos funcionais associados aos principais tipos de receptores opidides.

i) ) K
Salto
Supra-espinal +++ - -
Espinal ++  ++ o+
Periférica ++ -+
Depressdo respiratoria +++ -
Constricdo pupilar (miose) ++ - +
Reducdo da motilidade gastrintestinal ++ ++  +
Euforia +++ - -
Disforia - -+t
Sedacéo ++ - 4+
Dependéncia fisica +++ - +

Fonte: Rang et al (2007).

1.4.3 Classificacdo dos Opidides

De acordo com Silva (2010), os opioides podem ser classificados em agonistas,
antagonistas parciais, agonistas-antagonistas e antagonistas:

a) Agonistas: drogas que possuem alta afinidade com o receptor, e alta atividade
intrinseca. Exemplos: morfina e codeina.

b) Antagonistas parciais: drogas que possuem baixa eficacia, ou seja, sua curva-
dose-resposta produz um efeito teto menor que o maximo obtido com o agonista puro. Ou
seja, 0 aumento de sua dose, ndo necessariamente resulta em aumento da reposta analgésica.
Exemplos: buprenorfina e propoxifeno.

¢) Agonista-antagonista: produz um efeito agonista em um tipo de receptor e uma

acdo antagonista em outro tipo de receptor. Exemplos: nalbufina e pentazocina.
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d) Antagonista: ndo possui atividade farmacoldgica intrinseca, mas pode interferir
na acdo de um agonista. Os antagonistas podem competir pelo mesmo receptor opidide ou

ndo. Exemplos: naloxona e naltrexona.

1.4.4 Morfina

E um agente analgésico, antitussigeno, adjuvante na anestesia e antidiarreico
inespecifico. Além de potente analgésico, suprime a ansiedade e a apreensdo, e tem afinidade
para os receptores p. E usada em doses pequenas a moderadas para o alivio da dor surda
constante, e em doses moderadas a grandes para aliviar a dor aguda intermitente de origem
traumatica ou visceral. Em humanos, o efeito analgésico maximo ocorre em cerca de 20
minutos apos injecéo intravenosa, 50 a 90 minutos apds injecdo subcutanea e 30 a 60 minutos
apos injecdo intramuscular. Quando administrada por via oral, é absorvida rapida, mas

incompletamente e metabolizada igualmente rapido até glicuronidio (GENNARO, 2012).

1.4.4.1 Efeitos da Morfina e seus substitutos sobre sistemas de 6rgéos

De acordo com Katzung (2005), a morfina e seus substitutos podem causar efeitos
significativos sob o sistema nervoso central e periférico.
A. Efeitos sobre o sistema nervoso central:
a. Analgesia: os analgésicos opidides podem reduzir tanto 0s aspectos sensitivos
como os efetivos da experiéncia dolorosa.
b. Euforia: sensacdo flutuante agradavel com reducdo da ansiedade e do
desconforto.
c. Sedacdo: sonoléncia ou turvacdo da consciéncia, com pouca ou nenhuma
amnésia.
d. Depressao respiratoria: ao inibir 0s mecanismos respiratorios do tronco
encefalico.
e. Supressdo da tosse: supressdo do reflexo da tosse que, em contrapartida, pode

propiciar o acumulo de secrecgdes e, assim, resultar em obstrugdo das vias aéreas e atelectasia.
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f. Miose: constricdo das pupilas, importante para o diagnéstico de superdosagem
de opioides.

g. Rigidez do tronco: decorrentes de uma acdo em niveis supraespinhais. A
rigidez do tronco diminui a complacéncia toracica e, assim, interefere na ventilacao.

h. Nausea e vomitos: ao ativar a zona de gatilho quimiorreceptora do tronco
encefalico.

B. Efeitos periféricos:

a. Sistema cardiovascular: a maioria dos opidides ndo exerce efeitos diretos
significativos sobre o coragéo, nem sobre o ritmo cardiaco.

b. Trato gastrintestinal: efeito constipante através de uma acdo sobre o sistema
nervoso entérico local.

c. Trato biliar: contragdo do muasculo liso biliar, podendo causar colica biliar.

d. Renal: depressdo da funcdo renal, provavelmente por uma reducdo do fluxo
plasmatico renal.

e. Utero: diminuic&o do tonus uterino.

f.Neuroenddcrino: estimulacdo da liberacdo de ADH, prolactina e somatotropina,
e inibicdo do hormdnio luteinizante.

g. Prurido: producdo de rubor e calor na pele, acompanhados algumas vezes de
sudorese e prurido.

h. Qutros efeitos: podem modular as a¢des do sistema imune.

1.4.5 Analgésicos nao-opidides

Os analgésicos ndo-opidides possuem propriedades analgésica, antitérmica e anti-
inflamatdria no organismo, relacionadas a inibicdo do sistema enzimatico das cicloxigenases
(COX-1 e COX-2) que converte o acido aracddnico em prostaglandinas, tromboxanos e
prostaciclina. As prostaglandinas, em especial a PGE2, tornam o nociceptor periférico
sensivel a acdo da bradicinina e da histamina, que estimula as terminacdes nervosas e
promove a reacdo inflamatéria local, respectivamente. Salicilatos e outros antiinflamatorios
ndo-esterdides (AINES) evitam a sensibilizacdo dos receptores de dor (FUCHS;
WANNMACHER; FERREIRA, 2006).
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1.5 ANTIINFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDES (AINES)

Sdo um grupo de farmacos quimicamente heterogéneo que se diferenciam na sua
atividade antipirética, analgésica e anti-inflamatdria. A principal forma de atuagdo dos AINEs
é por meio da inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases que catalisam o primeiro estagio da
biossintese de prostanoides. O resultado € a reducdo da sintese de prostaglandinas, com
efeitos desejados e indesejados (FINKEL; CUBEDDU; CLARK, 2010).

De acordo com Hang et al (2007) todos os AINEs em maior ou menor grau
podem trazer alguns efeitos adversos, baseados em seu mecanismo de agdo, como por
exemplo:

e Irritacdo gastrica, pela inibicdo da COX-1 gastrica que é responsavel pela sintese
de prostaglandinas que normalmente inibem a secrecéo de acido e protegem a mucosa;

e Efeitos sobre o fluxo sanguineo renal, pela inibicdo da biossintese de PG2 que
atua na vasodilatacdo compensatoria renal,

e Inibicdo da funcdo plaquetéaria, prolongando sangramentos;

e Aumentar a probabilidade de eventos trombdticos.

O quadro 3 apresenta a lista de anti-inflamatorios ndo-esteroides de uso corrente e

sua via de inibicéo.

Quadro 3 — AINEs de uso corrente

INIBIDORES NAO-SELETIVOS DE COX

DERIVADOS DO ACIDO SALICILICO

Acido acetilsalicilico

Diflunisal

Salicilatos ndo-acetilados: salicilato de sodio, trissalicilato de colina e magnésio, salsalato, acido
salicilsalicilico

ACIDOS INDOLACETICOS
Indometacina
Sulindaco

ACIDOS HETEROARILACETICOS
Tolmelina

Diclofenaco

Cetorolaco

ACIDOS ARILPROPIONICOS
Naproxeno

Ibuprofeno

Fenoprofeno

Cetoprofeno

Flurbiprofeno

Oxaprozina

ACIDOS ANTRANILICOS
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Acido mefenamico
Acido meclofenamico

ACIDOS ENOLICOS
Piroxicam
Meloxicam

ALCANONAS
Nabumetona

INIBIDORES SELETIVOS DE COX-2

Rofecoxib
Colecoxib
Parecoxib
Valdecoxib

ACIDO INDOLACETICO
Etodolaco

SULFONANILIDA
Nimesulida

Fonte: Fuchs; Wannmacher; Ferreira (2006).

1.6 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

1.6.1 Teste da Formalina

O teste de formalina € um modelo mundialmente utilizado para avaliar a
nocicepcdo em roedores (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 1994). Apresenta duas
fases distintas de nocicepcdo, a primeira fase ocorre imediatamente apds a aplicacdo
intraplantar da solucdo de formalina (cinco minutos iniciais) e a segunda fase corresponde aos
vinte minutos apds a injecdo. A formalina € injetada na pata traseira de camundongos para
determinar uma série de respostas motoras bem definidas que permite avaliar a intensidade da
resposta nociceptiva. As duas fases do teste tém mediacdo quimica, porém a primeira fase
possui carater neurogénico, sensivel a analgésico opidides e a alguns agonistas das vias
descendentes. A segunda fase caracteriza a dor de origem inflamatoria, sendo sensiveis a
analgésicos antiinflamatdrios ndo-esteroidais (DUBBUINSON; DENNIS, 1977).

1.6.2 Teste da Placa Quente
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Para verificar a dor térmica, os animais sdo colocados sobre uma placa aquecida a
mais de 50°C para determinar a intensidade da resposta nociceptiva avaliando no animal a
troca rapida do apoio dos pés, o levantar e o lamber de uma das patas nos grupos controle e
experimental. Este teste fornece resultados consistentes com grupos de 5 a 6 animais para uma
boa anélise estatistica (JAPA et al, 2003).

1.6.3 Teste de Contorgdes Abdominais induzida por Acido Acético

Apds injecdo intraperitoneal de &cido acético que causa um estimulo nociceptivo,
é possivel verificar a resposta a intensidade da motora por meio da observacdo de contorg¢oes
abdominais em camundongos, caracterizada por contragéo e rotagdo do abdomem, seguida de
extensdo de uma ou ambas as patas traseiras. Este modelo avalia a dor quimica, sendo senivel
a substancias analgésicas de acdo central e/ou periférica de diferentes mecanismos de agédo
(JAPA et al, 2003).

1.7 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS NAS VIAS METABOLICAS DE
INFLAMACAO

Os é&cidos graxos sao classificados em trés grupos diferentes com base em sua
estrutura: saturados, monoinsaturados (MUFAS) e acidos graxos poliinsaturados (PUFAS).
PUFAs sdo ainda classificados em uma série 6mega, conhecidas por d6mega-3 e 6mega-6, com
base sobre a posicdo da primeira ligacdo dupla a partir da extremidade do grupo metila. As
diferencas estruturais destes acidos graxos também dao
origem a diferencas funcionais, em termos dos seus efeitos sobre o metabolismo
e inflamacdo. Por exemplo, a ingestdo de acido graxo saturado €
associada ao aumento do risco de doenca cardiovascular, em parte devido a
as acOes pro-inflamatdrias dessas gorduras. Em contraste, os PUFAs possuem propriedades
anti-inflamatorias, e a sua ingestdo € associado a reducdo do risco de doenca cardiovascular
(KALUPAHANA et al, 2010).
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No organismo, o &cido linoléico (6mega-6) é convertido em &cido araquiddnico (AA)
envolvido na via de formacao de prostaglandinas. O &cido linolénico (6mega-3), por sua vez,
é convertido em 4&cido eicosapentandico (EPA), envolvido na via de formacgdo dos
leucotrienos e tromboxanos. Se por um lado, os acidos graxos saturados contribuem para a
inflamacdo do tecido adiposo, possivelmente devido a ativacdo de TLR-2 e TLR-4,
juntamente com a ativacdo de vias de sinalizacdo pré-inflamatériasincluindo a via de NF-kB
(KENNEDY et al, 2009), por outro lado os acidos graxos poliinsaturados, principalmente o
Omega-3 pode aliviar a inflamacéo do tecido adiposo em varios animal models da obesidade
(KALUPAHANA; CLAYCOMBE; MOUSTAID-MOUSSA, 2011).

O 4cido linolénico (6mega-3) funciona como um precursor dos acidos EPA e DHA
(&cido docosahexaendico). O DHA pode ser convertido em EPA e sua principal funcdo é
manter a fluidez da membrana celular a nivel do cérebro e da retina. O EPA forma a
prostaglandina E3 que esta relacionada a diminuigdo da producdo de interleucinas 1,2, 3e6 e
do fator de necrose tecidual, a regulacdo de reacbes hiperimunes, a reducdo de LDL,
triglicerideos, além de diminuicdo de agragacdo plaquetaria e risco de infarto do miocérdio.
Os éacidos graxos 6mega-6 estdo relacionados a vasodilatacdo, inducdo de receptores de
insulina, inibicdo de agregacéo plaquetaria, regulagdo do sistema imunologico, prevencédo da
mobilizacdo de é&cido araquidénico da membrana celular e reducdo na formacdo de
eicosandides pro-trombaticos e pro-inflamatérios (RIBEIRO, 2005).

O 0mega-3 quando comparado com o 6mega-6 (acido araquiddnico), produz menos
eicosandides inflamatorios. Além disso, o 6mega-3 reduz competitivamente a formacao
inflamatédria eicosandide (PGE2) mediada por acido aracdonico (SIRIWARDHANAA et al,
2013).

1.8 PLANTAS MEDICINAIS: CONTEXTO HISTORICO

As plantas medicinais sdo utilizadas em comunidades tradicionais, como remédios
caseiros, e sdo utilizadas como matéria-prima para fabricacdo de fitoterapicos e outros
medicamentos (LEAO; FERREIRA; JARDIM, 2007). A planta medicinal é toda planta que
quando administrada ao homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerce alguma acao
terapéutica (LOPES et al, 2005).
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A utilizagdo de produtos naturais, com fins medicinais, nasceu com a humanidade.
Nas civilizagbes mais antigas, ja se encontravam indicios do uso de plantas medicinais sendo
considerada uma das praticas mais remotas utilizadas pelo homem para cura, prevencao e
tratamento de doengas, servindo como importante fonte de compostos biologicamente ativos
(ANDRADE; CARDOSO; BASTOS, 2007).

E possivel que o registro mais antigo do uso de plantas medicinais tenha sido na
China hé cerca de 5000 anos a.C. (MARTINS et al, 1995). Ja nas antigas civilizacGes
ocidentais o manuscrito egipcio “Papiro de Ebers” registrava em 1500 a.C. diversas espécies
vegetais utilizadas na medicina egipicia (ALMEIDA, 2000).

Até o século XIX os recursos terapéuticos eram constituidos basicamente por
plantas e extratos vegetais, ilustrado em diversas farmacopeias da época (SCHENKEL;
GOSMAN; PETROVICK, 2000). Apesar da medicina ja ter avancado bastante a partir do
século XX, as plantas ainda séo de grande contribuicdo para a manutengdo da saude e alivio
de algumas enfermidades em paises em desenvolvimento (SOUZA; FELFILI, 2006),
sobretudo, pelas condi¢Ges de pobreza e a falta de acesso aos medicamentos, associados a
facil obtencéo e tradicdo do uso de plantas com fins medicinais (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005). Atualmente, a nova tendéncia da ciéncia € isolar os principios ativos de diversas

plantas para entender sua funcionalidade e seu mecanismo de acdo (BRASIL, 2005).

1.8.1 Oleos de plantas com atividade antinociceptiva

As plantas medicinais tém sido utilizadas para o tratamento de diferentes doencas
na maioria das culturas. Em um estudo paquistanés de Shah et al (2012) foi realizada uma
analise dos constituintes quimicos e do potencial antinociceptivo do O6leo essencial de
Teucrium Stocksianum bioss. O 0Oleo essencial foi extraido de partes aéreas de Teucrium
stocksianum por processo de hidrodestilacdo e a composicdo qualitativa e quantitativa de 6leo
essencial foi determinada com cromatografia gasosa / espectrometria de massa. A atividade
antinociceptiva foi determinada pela contor¢édo induzida por &cido acético, no qual 80 mg / kg
diminuiu em 93% as contorcdes abdominais (p <0,001 ), mostrando excelente atividade
antinociceptiva. Os principais componentes encontrados foram &-cadineno (12,92%), o-
pineno (10,3%), mirceno (8,64%), B-cariofileno (8,23%), germacreno D (5,18%) e limoneno

(2,36%). Este estudo sugere que a elevada potencia do 6leo, inclusive maior que o diclofenaco
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de sodio, pode ser devido ao efeito sinergistico dos varios componentes presentes no 6leo
essencial, mas que sua composi¢do quimica e, portanto, seus efeitos podem variar na mesma
espécie quando cultivadas em regibes e estacOes diferentes.

No estudo de Lima et al (2012), verificou-se o efeito antinociceptivo da
administracdo por via oral de Piper aleyreanum (Eopa) em roedores submetidos aos modelos
de formalina. Neste 6leo foram identificados 35 compostos, como o Oxido de cariofileno
(11,5%), B-pineno (9%), espatulenol (6,7%), canfeno (5,2%), B-elemeno (4,7%), myrtenal
(4,2%), verbenona (3,3%) e pinocarvone (3,1 %). A antinocicep¢do causado por Eopa (100
mg / kg, po) ndo foi revertida pela naloxona (1 ou 5 mg / kg, ip) no teste de formalina,
sugerindo potencial terapeutico antinociceptivo.

Propriedades antinociceptivas também foram encontradas no 6leo essencial de
Ocimum micranthum (EOOM). Em camundongos, EOOM (15-100 mg kg (-1), p.o.) reduziu
ambas as respostas contorg¢des induzidas por acido acético e o tempo de lamber induzido pela
formalina, sendo inerte no teste da placa quente. Assim, EOOM exerce analgesia periférica na
nocicepcao de origem inflamatoria (Pinho et al, 2012). O 6leo essencial extraido de sementes
de Satureja hortensis também demonstrou efeito antinociceptivo. A actividade analgésica foi
avaliada em ratos machos (25-35 g), utilizando métodos padrdo (&cido acetico e os testes de
formalina). O pré-tratamento dos ratos com 50, 100 ou 200mg /kg, reduziu significativamente
contorcBes abdominais induzidas por acido acetico (p <0,001), demonstrando claramente a
actividade analgésica das sementes de S. Hortensis (HAJHASHEMI; ZOLFAGHARI;
YOUSEFI, 2012).

Em estudo realizado na China, verificou-se que o 0leo essencial das raizes de 1.
lanceolatum, obtido por hidrodestilacdo, demonstrou efeitos significativamente
antinociceptivos apds o teste com acido acético. Os componentes principais foram miristicina
(17,63%), o-asarona (17,23%), metil isoeugenol (11,19%), apiol (8,82%) e isolongifolol
(5,94%). Os resultados indicam que o éleo essencial pode conter 0s componentes bioactivos
do I. Lanceolatum (LIANG; HUANG; WANG, 2012). No Ird, o 6leo essencial de Nepeta
crispa teve sua atividade antinociceptiva comprovada apos estudo com ratos wistar machos. O
Oleo essencial dependentemente da dose produziu analgesia em modelos de dor aguda,
incluindo a retirada da cauda (p <0,001), e a primeira fase do teste de formalina (p <0,01). Na
fase final do teste de formalina, como um modelo de dor crénica, o 6leo essencial reduziu
significativamente o comportamento da dor induzida por (p <0,01) (ALI et al, 2012).

Recentemente, um grupo de pesquisa de Sergipe demonstrou que o 6leo essencial

de Lippia gracilis possui a¢des antinociceptiva e anti-inflamatoria e seu principal componente
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identificado foi o timol (RIELLA et al, 2012). J& no Par4, uma planta conhecida popularmente
como ‘“carrapatinho” (Peperomia serpens) bastante vendida no mercado do Ver-0-Peso
também apresentou eficécia analgésica apds pré-tratamento oral (62,5-500 mg / kg) de éleo
essencial, reduzindo significativamente o nimero de contor¢Ges evocada por injec¢do de
acido acético, com um valor ED (50), de 188,8mg/kg que foi utilizada posteriormente em
todos os testes. Nao houve nenhum efeito significativo no teste de placa quente, mas reduziu o
tempo a lamber, em ambas as fases do teste da formalina, um efeito que ndo foi
significativamente alterada pela naloxona (0,4 mg / kg, sc). Estes dados demonstram pela
primeira vez que o Oleo essencial desta planta tem um efeito significativo e periférico
antinociceptivo que parece ndo relacionado com a interagdo com o sistema opidide
(PINHEIRO et al, 2011).

Na ultima década, dezenas de 0Oleos essenciais de plantas foram pesquisadas em
diferentes paises com o objetivo de avaliar sua atividade analgésica e antiinflamatdria. No
Brasil, entre as plantas analisadas com publicacdo de resultados de nivel internacional estdo a
familia Labiatae (DE SOUSA et al, 2011), o limdo citrus (CAMPELO et al, 2011), a
citronellal (QUINTANS-JUNIOR et al, 2011), a Hyptis fruticosa (FRANCO et al, 2011), o
alecrim-da-chapada ou Lippia gracilis (GUILHON et al , 2011), o canudinho ou Hyptis
pectinata Poit (RAYMUNDO et al, 2011), a Ocimum basilicum L. (VENANCIO et al, 2011),
a (-)-a-bisabolol (BISA) (LEITE et al, 2011), a Cymbopogon winterianus Jowitt (Poaceae)
(LEITE ET AL, 2010), o (-)-linalool (BATISTA et al, 2010), na Malasia, a Zingiber
zerumbet (KHALID ET AL, 2011), na Sérvia, a Choisya ternata Kunth (RADULOVIC et al,
2011), no Ira, a Bunium persicum (HAJHASHEMI; SAJJADI; ZOMORODKIA, 2011), no
México, a Hofmeisteria schaffneri (Asteraceae) (ANGELES-LOPEZ ET AL, 2010), além de

muitos outros paises.

1.9 PLUKENETIA POLYADENIA

A améndoa do fruto pode ser encontrada no Municipio de Santa Isabel do Par4,
possuindo também as seguintes sinonimias: Elaephora polyadenia Ducke, Elaephora
abutaefia Ducke e Plukenetia abutaefia Ducke. Pertence a familia Euphorbiaceae, que é uma
das maiores e mais variaveis familias de dicotileddneas, com distribuicdo em todo mundo,

mas, sobretudo nos trépicos e subtropicos. Além disto, espécies de Euphorbiaceae tém uma
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grande importancia econdmica e social na Regido Amazonica devido ao uso frequente da
mandioca (Manihot esculentum) (RIBEIRO, 2005).

De acordo com os arquivos do Jardim Boténico do Rio de Janeiro, as folhas, as
inflorescéncias e a forma do fruto lembram o género Plukenetia, e o porte da planta e os gréos
parecem com a Omphalea diandra, conhecido popularmente como comadre-do-azeite. E por
esta semelhanca, este 6leo foi batizado popularmente de compadre-de-azeite (RIBEIRO,
2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Identificar a atividade nutricional e antinociceptiva do 6leo Plukenetia polyadenia

em roedores.

2.2 ESPECIFICOS

e Investigar em Ratos wistar adultos o impacto da administracdo crénica via oral
do dleo Plukenetia polyadenia sobre o peso corporal, a ingesta de racdo e o perfil lipidico;

e Verificar o efeito toxicologico crénico do 6leo Plukenetia polyadenia sobre a
histologia do coragdo, pulmdo, estdmago, figado, péancreas, intestinos e rins e o
comportamento;

¢ Analisar em camundongos albinos suigos se 0 6leo Plukenetia polyadenia possui
atividade analgésica quando administrado via oral.

e Identificar possiveis mecanismos da atividade analgésica produzida pelo 6leo.
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3 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa trata-se de um estudo experimental, longitudinal, cujos efeitos da
administracdo do 6leo Plukenetia Polyadenia poderdo ser medidos através da comparacao do
desfecho nos grupos experimental e controle. A metodologia utilizada encontra-se de acordo
com diversos estudos nacionais e internacionais sobre a avaliacdo antinociceptiva de dleos de
plantas.

Todos os procedimentos experimentais utilizados foram submetidos e aprovados
pelo Comité Institucional que regulamenta a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas da

Universidade Federal do Para.

3.1 OLEO DE PLUKENETIA POLYADENIA DA PLANTA

O oleo foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Guilnerme Maia, para estudo

farmacoldgico.

3.2 ANIMAIS

Os animais utilizados para a avaliacdo nutricional foram provenientes do Biotério
da Fundacdo Instituto Evandro Chagas (Belem, PA) e mantidos no Laboratorio de
Farmacodindmica da UFPA, em ambiente climatizado, com ciclo claro/escuro de 12h,
tratados com agua ad libitum e racdo balanceada com peso controlado para 0s grupos
experimentais. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEPAN) da UFPA, através do parecer BIO058-12 (ANEXO A).

3.3 ADMINISTRACAO CRONICA DE OLEO VIA ORAL
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Foram utilizados 15 ratos adultos Wistar (Rattus norvegicus) machos, pesando
entre 80 e 100g inicialmente, divididos em 3 grupos de n=5 em cada um. O primeiro grupo foi
0 controle que recebeu diariamente um volume de &gua destilada e TWEEN 80 1% v/v
correspondente a 0,1ml/100g de peso vivo, durante 30 dias consecutivos. O segundo grupo
(G100) e o terceiro (G200) receberam diariamente, respectivamente, 100mg.kg.peso de 6leo e
200mg.kg.peso de 6leo via oral (gavagem), diluidos em &gua destilada e TWEEN 80 1% v/v
durante 30 dias consecutivos. As doses foram administradas de acordo com o peso de cada
animal. Nos 30 dias de experimentos os animais foram monitorados quanto a eventuais

alteracbes comportamentais ou de natureza toxica.

3.3.1. Analise nutricional de peso e ingesta de ragao

Diariamente, o peso de cada animal foi registrado, assim como o peso total de
cada grupo. A soma do peso dos animais de cada grupo foi utilizada para o preparo da solucéo
com Oleo. Toda a racdo colocada em cada gaiola foi previamente pesada na mesma
quantidade e ofertada sempre no mesmo horario, com intervalo de 24h entre as trocas. Em
cada troca, a quantidade de racdo ndo consumida neste periodo de 24h foi pesada em cada
grupo para se calcular a quantidade média de racao ingerida pelos grupos através da diferenca
entre a quantidade média de racdo ofertada e a quantidade média de racdo ndo consumida.
Todos os resultados obtidos de peso e consumo alimentar foram tabulados no software Excel
e analisados estatisticamente utilizando o programa Biostat 5.0, comparando os grupos de
experimento com o grupo controle e as diferencas testadas em um nivel de significancia de
95% (p<0,05).

3.4 ANALISE BIOQUIMICA

Para a realizacdo da analise bioquimica, os animais foram submetidos a um
procedimento anestésico para puncdo cardiaca, com coleta 4ml de sangue, acondicionados em
frascos especificos e levados imediatamente a um laboratério de analises clinicas para analise

de gldébulos vermelhos, leucdcitos, plaquetas, colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos.
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Todos os resultados bioquimicos foram tabulados no software Excel e analisados
estatisticamente utilizando o programa Biostat 5.0. Uma vez que as medidas ndo apresentaram
distribuicdo normal foram apresentados testes ndo paramétricos. O teste U de MAAN-
WHITNEY que compara medidas de duas amostras independentes foi aplicado na
comparagdo de cada um dos grupos de experimento com o grupo controle e as diferencas

testadas em um nivel de significancia de 95% (p<0,05).

3.5 ANALISE HISTOLOGICA

Apos a coleta de sangue para a analise bioquimica, foi realizada a necropsia para
coleta de amostras do coracéo, pulmao, estdbmago, intestino delgado e figado contendo um
fragmento retangular da regido central de cada 6rgdo, medindo aproximadamente 3 cm. Essas
amostras fixadas em solucdo de paraformaldeido 4% por 24 horas e encaminhadas para
andlises histologicas.

Apos fixar, as amostras foram desidratadas em banhos crescentes de alcool,
clarificadas em xilol e infiltradas por parafina a 60°. Finalizado este processamento, 0
material foi incluido em blocos de parafina, cortados em micrétomo (5um) e montado em
laminas sinalizadas.

As laminas foram desparafinizadas em xilol, hidratadas em banhos decrescentes
de alcool até um banho em agua destilada e coradas em Hematoxilina de Mayer por 10min e
posteriormente em Eosina-Floxina por 5min. Apos a coloratacéo, as laminas com as amostras
foram desidratadas em banhos crescentes de alcool e clarificadas em xilol. Na sequéncia, as
laminas foram montadas com laminulas e analisadas por microscopia éptica.

Os cortes corados pela hematoxilina e eosina foram analisados por microscopia
Optica de forma qualitativa, sendo que para cada amostra foram capturados 4 campos com
objetivas de 40X. Para analise histopatoldgica foram avaliados os se havia ou ndo o0s
seguintes itens: (1) edema; (2) morte celular por apoptose ou necrose, e; (3) reacdes
inflamatdrias. As fotomicrografias foram capturadas utilizando cdmera digital modelo Z-30 da
marca Zeiss®, 7.2 megapixels, com zoom digital 3.0 e as imagens foram digitalizadas para

analise da area de estudada com ajuda do software Image J.
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3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

3.6.1 Animais

Foram utilizados camundongos albinos suicos machos (20-25 g). Estes animais
foram obtidos de coldnias mantidas no Instituto Evandro Chagas (Belém, Brasil). Os animais
foram alojados em grupos de 5 em condi¢des ambientais controladas com livre acesso a agua
e comida padrdo. O alimento foi retido durante a noite antes das experiéncias, enquanto a
agua foi ainda fornecida ad libidum. A manipulacdo e utilizacdo de animais foram em

conformidade com as orientac@es institucionais.

3.6.2 Drogas e produtos quimicos

Os seguintes farmacos e quimicos foram utilizados: morfina (Laboratorio
Cristalia, Brasil), acido acético (Vetec, Brasil), indometacina (Sigma, Brasil), formalina
(Vetec, Brasil).

3.6.3 Contorcéo induzida por acido acético

Este método foi utilizado para avaliar preferencialmente possiveis efeitos
periféricos da Plukenetia polyadenia como substancia analgésica. Grupos de 5 camundongos
foram mantidos em jejum durante a noite antes do inicio da experiéncia, apenas com livre
acesso a dgua. O Plukenetia polyadenia (25, 50 e 100 mg / kg), indometacina (5 mg / kg), ou
volumes equivalentes de veiculo (solucdo salina 0,9% e 1% de Tween 80) foi injetado 60 min
antes da injeccdo de acido acético (0,6%). A indometacina € um bem conhecido medicamento
analgésico periférico e foi usado como um controle positivo na presente investigacdo. Os
camundongos foram entdo colocados numa caixa de observagéo, e 0 nimero de contor¢des foi

contado durante 10 minutos apoés a inje¢do de &cido acético durante 30 minutos.
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3.6.4 Teste da placa quente

Os camundongos foram pré-seleccionados na placa quente a 55 + 0,5 ° C. Os
animais que mostraram um tempo de reacdo (laténcia para lamber as patas posteriores ou
saltar) maior do que 20 s foram descartados. Os animais selecionados foram depois tratados
com o veiculo (solucédo salina), Plukenetia polyadenia (50, 100 e 200 mg / kg po) e morfina
(10 mg / kg sc). O tempo de reagéo (s) de cada camundongo foi determinado sobre a placa
quente antes e depois da administracdo do medicamento, a intervalos de 30 min. A duragéo
total de 45 s foi seguido ao medir o tempo de reacdo (MACDONALD et al, 1946).

3.6.5 Teste da formalina

O teste de formalina foi descrito por Hunskaar e Hole (1987). Um volume de
20uL de formalina a 1% ¢é administrada na regido intraplantar de camundongos. Em seguida
mudangas comportamentais nos primeiros 5 minutos e nos ultimos 15 minutos do teste. Onde
0s 5 minutos corrsponde a primeira fase ou fase neurogénica e 0s 15 minutos apds o inicio da
experiéncia corresponde a segunda fase ou fase inflamatoria. Para avaliar a possivel
participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo da Plukenetia polyadenia, os
animais foram pré-tratados com naloxona (1 mg / kg, ip), 15 min. Antes da administracdo de
Plukenetia polyadenia (50 e 100 mg / kg, po), a morfina (4 mg / kg, sc) ou veiculo (0,9% de
NaCl, 10 ml / kg, po). As respostas algicas foram avaliadas na primeira e na segunda fase do
teste de formalina, 60 minutos apds a administracdoda droga ou veiculo. O outro grupo

recebeu morfina 30 min antes da injeccao de formalina.

3.6.6 Avaliacdo do mecanismo de acdo
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Para avaliar a possivel participacdo do sistema opidide no efeito antinociceptivo do
Plukenetia polyadenia (100 mg / kg), os camundongos foram pré-tratados com naloxona (5
mg / kg) 30 min antes da administracdo de 6leo (100 mg / kg) e morfina (4 mg / kg), 15 min
antes da administracdo de Plukenetia polyadenia (100 mg / kg). A resposta nociceptiva foi
avaliada pelo nimero de controcdes induzidas por &cido acético e a avaliagdo do mecanismo

de accéo foi determinada pela reverséo do efeito antinociceptivo do Plukenetia polyadenia.

3.7 ANALISE COMPORTAMENTAL

Com o objetivo de avaliar alguns possiveis efeitos comportamentais da
administracdo via oral do 6leo sobre o sistema nervoso central, camundongos machos
receberam uma dose de 200mg.kg/peso de 6leo e, em seguida, foram colocados em um campo
aberto (arena de madeira) com assoalho dividido em linhas brancas com 9 quadrantes. O
grupo controle recebeu somente o veiculo por via oral com solugéo salina.

Os animais foram colocados no quadrante central, sendo entdo permitido o livre
deslocamento dos mesmos durante um periodo de 2h, onde o comportamento foi avaliado
segundo protocolo que investiga itens como analgesia, euforia, sedagdo, depressdo
respiratOria, miose, rigidez do tronco etc. Para a realizacdo deste experimento utilizou-se local

proprio e com niveis de ruido e iluminacdo adequados ao ensaio.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados séo expressos como a média £ S.E.M. A avaliacdo estatistica foi feita
utilizando ANOVA seguido de Student-Newman-Keuls, ou teste de Dunnet, e 0s valores

foram considerados significativamente diferentes quando P <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 ANALISE DO OLEO PLUKENETIA POLYADENIA

Os resultados obtidos da andlise quimica do dleo das sementes de Plukenetia
polyadenia foram descrito detalhadamente na dissertacdo de mestrado Ribeiro (2005). A
composicdo em &cidos graxos analisada por cromatografia em fase gasosa foi de 12,6% era
composto de acido oléico (o-9), 48,5% de linoléico (w-6) e 33,3% de linolénico (w-3),

totalizando 94,4% da composicéao deste 6leo.

4.2 ANALISE NUTRICIONAL DO PESO

A evolucdo da média do peso de cada grupo foi gradativa e ndo houve nenhuma
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (grafico 2), apesar dos grupos que

ingeriram Oleo terem aumentado sua oferta calorica.

Gréfico 2 - Evolucédo do peso dos ratos durante 30 dias de experimento. Sem diferenca
estatistica entre os grupos (P>0,05).
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4.3 ANALISE NUTRICIONAL DA INGESTA DE RACAO

A média de consumo de racdo ndo foi estatisticamente diferente entre os grupos
(gréfico 3). Apesar de, teoricamente, a ingestao de &cidos graxos proporcionar maior poder de

saciedade, isto ndo interferiu na quantidade de ragdo consumida em cada grupo.

Gréfico 3 - Evolugdo do consumo de racdo dos ratos durante 30 dias de experimento. Sem
diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).
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4.4 ANALISE BIOQUIMICA

4.4.1 Perfil Lipidico

Na analise da composicédo lipidica (Colesterol Total, Triglicerideos, HDL e LDL)
ndo houve diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais e controle apés a administracdo
crénica do Plukenetia polyadenia nos ratos. Foi utilizado o teste ANOVA (um critério) que
compara mais de duas amostras, comparando somente as variacBes entre 0S grupos que
podem ser de amostras de mesmo tamanho ou diferentes. Como o valor de F nao foi
significativo, ndo houve necessidade de complementar o exame com analise das diferencas

entre as medias amostrais (grafico 4).
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Gréfico 4 - Componentes lipidicos do sangue de ratos (HDL, Triglicerideos, Colesterol Total,
LDL) ap6s o experimento. Sem diferenca estatistica entre os grupos (P>0,05).
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4.5 ANALISE HISTOLOGICA

Para a analise histopatoldgica sdo avaliados os itens edema, morte celular e

resposta inflamatoria (APENDICE A) em cada 6rgdo analisado (rim, coracio, pulmao, figado,

intestino e pancreas), e nenhuma destas respostas foram encontradas em nenhum animal

independente do grupo a qual pertencem.



Figura 2- Histologia do rim nos trés grupos avaliados, 100mg./kg (A), 200mg/kg (B) e
controle (C).
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Figura 3- Histologia do coracdo nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg (B) e
controle (C).
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Figura 4- Histologia do estdmago nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg (B) e
controle (C).
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Figura 5- Histologia do pancreas nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg (B) e
controle (C).
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Figura 6- Histologia normal do figado nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg
(B) e controle (C).
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Figura 7- Histologia do pulmo nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg (B) e
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Figura 8- Histologia do intestino nos trés grupos avaliados, 100mg/kg (A), 200mg/kg (B) e
controle (C).
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

4.6.1 Contorcdo induzida por acido acético

A administracdo intraperitoneal de Plukenetia polyadenia (25, 50 e 100 mg / kg)
reduziu significativamente o numero de contorgbes induzida por &cido acético em
camundongos em comparagdo com 0s animais que receberam apenas o veiculo (gréafico 5).
Estes efeitos de Plukenetia polyadenia foram dependentes da dose.
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Gréfico 5 - Efeito da Plukenetia polyadenia sobre a nocicepg¢do induzida pela injeccao
intraperitoneal de &cido acético. Média + epm * significativamente diferente do grupo
controle (p <0,05, ANOVA, Dunnett t-test) para um tempo dado.
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4.6.2 Teste da placa quente

Usando o teste da placa quente, a administragdo de Plukenetia polyadenia na
dosagem de 200 mg / kg ndo induziu alteracfes do tempo de laténcia, quando comparado com

o0 controle (grafico 6).

Gréfico 6 - Curso temporal dos efeitos da Plukenetia polyadenia sobre a nocicepcao térmica.
Abcissa o tempo (min) apds Plukenetia polyadenia (oral), morfina (sc). Ordenada tempo de
laténcia (s) para a resposta a uma estimulacao térmica (55 + 0,5° C. A média + SEM, n = 10)
para cada dose Plukenetia polyadenia. * Significativamente diferente do controlo (p <0,05,
ANOVA, Dunnett t-test) para um tempo dado.
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4.6.3 Teste da formalina

O polyadenia Plukenetia (50 e 100 mg / kg), injectada po 60 min antes da
formalina, mostraram um efeito antinociceptivo significativo, reduzindo o tempo de gosto,
apenas na segunda fase (inflamatério) sobre a forma dependente da dose de teste (gréfico 7 e
8).

Grafico 7 - Cada grupo representa média + epm, de 5 animais. * P <0,05 quando comparado
com o controle (ANOVA, teste de Student-Newman Kuels ).
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Gréfico 8 - Cada grupo representa média + epm, de 5 animais. * P <0,05 quando comparado
com o controle (ANOVA, teste de Student-Newman Kuels *).
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4.6.4 Avaliacdo do mecanismo de acao do Plukenetia polyadenia

Grafico 9 - Cada grupo representa em média + epm, de 5 animais. * P < 0.05 quando
comparado com o controle. ** P < 0.05 quando comparado com 0 agonista mais o
antagonista versus somente o agonista (ANOVA, teste de Student-Newman Kuels *).
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4.7 ANALISE COMPORTAMENTAL

Né&o foi observada nenhuma reacdo comportamental anormal que indicasse algum
efeito colateral ou toxicidade apos a administracdo de dleo via oral durante o periodo de 2
horas nos aspectos de analgesia, euforia, sedacdo, depressdo respiratoria, miose, rigidez do

tronco etc.



62

5 DISCUSSAO

O Oleo de Plukenetia polyadenia é utilizado pela populagdo em processos
inflamatorios, desta forma devido a esta caracteristica etnofarmacoldgica e a composicao
quimica deste oleo foram investigadas a atividade nutricional e analgésica deste 6leo.

Nesta pesquisa foi analisada a evolugdo da média do peso e da ingesta de racdo de cada
grupo ap6s a administracdo crénica de Plukenetia polyadenia (100 e 200 mg/kg) e veiculo
durante 30 dias de experimento. Neste contexto ndo houve nenhuma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (grafico 2), apesar de cada grama de Oleo
oferecer 9kcal adicionais em relacdo ao veiculo, o que aumenta a oferta calérica diaria dos
animais experimentais. A composi¢do quimica do 6leo com teor de 33,3% de acido alfa-
linolénico (w-3) esta intimamente envolvida neste processo uma vez que a mediacdo de EPA
e DHA aumenta a oxidacgdo de acidos graxos e diminui da lipogénese levando, portanto, a um
efeito anti-obesidade (SIRIWARDHANAA et al, 2013).

O 6mega-3 pode reduzir a adiposidade por diversos mecanismos. Em primeiro lugar, o
EPA e o DHA ativam a AMPK, que por sua vez promove B-oxidacdo de acidos graxos no
tecido adiposo (FIGUERAS et al, 2011). EPA e DHA sdo tambem conhecidos para promover
a biogénese mitocondrial, que contribui potencialmente para o aumento do metabolismo da
energia (KALUPAHANA et al, 2010).

Além disso, para o tecido adiposo, o EPA e o DHA também aumentam a oxidagdo de
acidos graxos no figado (FLACHS et al, 2005), e do intestino delgado em roedores in vivo
(VAN SCHOTHORST et al, 2009) . Finalmente, EPA e DHA inibem a lipogénese hepética
em PPARa (receptores ativados por proliferadores de peroxissoma) e AMPK modo
dependente (HEIN et al, 2010).

EPA e DHA evitam consistentemente o ganho de excesso de peso e de gordura em
roedores induzida por dieta hiperlilipica (RUZICKOVA et al, 2004). Alguns estudos
humanos, também foram observados efeitos semelhantes de EPA e DHA na melhoria da
adiposidade (COUET et al, 1997). Nossos resultados ndo apresentaram diferenca
significativa entre tratados e controle, mais experimentos futuros devem ser realizados para
confirmar e validar os descritos aqui, ja que a literatura demonstra que Oleos com esta
composicdo pode reduzir a adiposidade por diversos mecanismos (SIRIWARDHANAA et al,
2013).
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Parte-se do pressuposto que o perfil lipidico de todos os grupos ao iniciar o
experimento € estatisticamente igual e dentro dos valores de normalidade para ratos. Desta
forma, levando em consideracdo a composicdo lipidica do Plukenetia polyadenia, que
apresenta equilibrio na proporcdo de acido linoléico (48,5%) em relacdo ao é&cido alfa-
linolénico (33,3%) espera-se que o perfil lipidico destes roedores se mantenha nos niveis de
normalidade.

Hoje em dia, as sociedades industrializadas sdo caracterizadas por um aumento de
gordura saturada, de PUFA 6mega-6, e a ingestdo de &cidos graxos trans, bem como uma
reducédo global em ingestdo de 6mega-3 (SIMOPOULOS, 2011). Considerando que os &cidos
graxos 6mega-3 e 6 competem pelas mesmas enzimas, o balango entre Omega 6 e Omega 3
na dieta é de grande importancia (MARTINS et al, 2008). O consumo elevado de émega-6,
juntamente com baixa ingestdo de dmega-3, muda o estado fisiologico para um que € pro-
inflamatdrio e pro-trombotico, com aumentos de vasoespasmo, vasoconstrigdo e a viscosidade
do sangue e para o desenvolvimento de doengas associadas a estas condi¢cbes (PATTERSON
et al, 2012). Embora alguns autores considerem satisfatdria a relacio Omega 6 e Omega 3 de
10 a 5:119, as propostas mais recentes, com base em experimentacdo animal, é de 1:1 (Frst,
2002).

O equilibrio entre os acidos graxos n-6/n-3 pode modular beneficamente o perfil
lipidico. Ratos wistar alimentados com 0leos vegetais na proporcao de acidos graxos n-6/n-3
de 2,3-2,6, apresentaram diminuicdo significativa nos niveis de colesterol total (CT),
triglicérides (TG), LDL-C em comparacdo com ratos alimentados com outros OGleos
(UMESHA; NAIDU, 2012). A modulacdo do perfil lipidico a partir da suplementacdo de
Oleos fontes de PUFAs pode ser mais bem visualizada em modelos de animais com doencas
crénicas (FERNANDES et al, 2012; AOUN et al, 2012).

Apos a necropsia do rim, coragdo, pulmao, figado, intestino e pancreas, o tecido de
cada 6rgdo dos animais foi analisado para a identificacdo de edema, morte celular ou resposta
inflamatéria. A dosagem de Gleo administrada nos grupos experimentais ndo produziu
alteracdo da homeostasia das células a ponto de causar morte celular, edemas ou resposta
inflamatéria. Ao contrério, é esperado que 0s acidos graxos poliinsaturados que compde o
Plukenetia polyadenia possuam efeito protetor nos tecidos.

De maneira geral, os PUFAs desempenham um papel importante na composicao de
todas as membranas celulares, onde mantém a homeostase para a funcdo correta da proteina
de membrana, e a fluidez da membrana, regulando, assim, os processos de sinalizacdo celular,

as funcdes celulares e na expressédo dos genes (DAS, 2006).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patterson%20E%5Bauth%5D
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As enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial sdo complexos de proteinas de
membrana, cuja funcdo depende da composicdo e da fluidez da membrana lipidica
mitocondrial. Estudos com suplementacdo de vérios tipos de 6leos (insaturados, saturados,
trans) mostou que a membrana mitocondrial do figado de ratos pode ser profundamente
alterada pela qualidade dos &cidos graxos e pela quantidade total de lipidios na dieta,
causando impacto sobre a patogénese e desenvolvimento de doenca hepética gordurosa ndo-
alcodlica (AOUN et al, 2012).

Pesquisas em modelos de animais com faléncia renal crénica também revelou que a
suplementacdo com &cidos graxos poli-insaturados apresenta efeitos benéficos sobre o
progndstico da doenca. Os ratos que receberam suplementos de PUFA, além de modulacéo do
perfil lipidico, apresentaram lesdes histoldgicas significativamente menores em comparacao
com o grupo de controle (FERNANDES et al, 2012).

Estudos apontam que os derivados de PUFAs podem apresentar efeito
antiinflamatério. A EPA também reduz a resisténcia a insulina e melhora a inflamacdo do
tecido adiposo (mesmo quando o corpo e a massa de gordura ndo sdo alterados em ratos
obesos induzidos por dieta) (KALUPAHANA et al, 2010). Ocorre uma melhora no perfil de
adipocinas demonstrado pelo aumento das adipocinas anti-inflamatérias, tais como a
adiponectina, e por diminuicdes de citocinas pro-inflamatorias, tais como TNFa, IL-6, MCP-1
e PAI-1. O efeito de EPA e DHA em normalizar os niveis de adiponectina no plasma parece
ser em grande parte responsavel por seu efeito insulino sensibilizante (NESCHEN et al,
2006).

Os adipdcitos secretam eicosanoides, tais como as prostaglandinas, que possuem acées
pro-inflamatorias. Eicosanoides AA-derivados, como PGE2 e tromboxano A2 tem uma maior
atividade inflamatoria do que os EPA-derived. Desde que compete EPA com AA para
incorporacdo nas membranas celulares, é possivel que o aumento da ingestdo de EPA reduz a
producdo de eicosandides derivados de AA. De fato, mostramos previamente que a EPA
impede AA secrecdo induzida por PGE2 de 3T3-Lladipocytes in vitro (WORTMAN et al,
2009). Isto é potencialmente um outro mecanismo pelo qual o EPA alivia a inflamacdo do
tecido adiposo. Existem outros mecanismos que contribuem por EPA e DHA que conferem
acOes anti-inflamatérias no tecido adiposo que vém sendo atualmente elucidados
(SIRIWARDHANAA et al, 2013).

Este estudo demonstra que Plukenetia polyadenia produz efeitos antinociceptivos em

modelos de nocicepcdo (contor¢des abdominais induzidas por acido acético, placa quente e
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formalina) e os seus mecanismos de acdo. Além disso, na composic¢do do 6leo desta semente
descobrimos lipidos como os &cidos graxos linoleico, oleico, palmitico.

A reacdo de contorcdo induzida por acido acético em camundongos tem sido
largamente usada como ferramenta de rastreio para a avaliacdo das propriedades analgésicas
ou anti-inflamatdrias de novos agentes e foi descrito como um modelo tipico para a dor
inflamatoria visceral (TIOLSEN; HOLE, 1997).

A irritacdo local provocada por um agente de teste na cavidade intraperitoneal provoca
a ativacdo de uma variedade de mediadores, tais como a bradiquinina, substancia P, e as
prostaglandinas, especialmente, PGI2, assim como algumas citocinas, tais como IL-1p, TNF-
a e IL-8 (CORREA et al, 1996;. RIBEIRO et al, 2000;. IKEDA et al 2001).. Estes mediadores
activam nociceptores quimiosensitivos que contribuem para o desenvolvimento da dor
inflamatoria. A Plukenetia polyadenia foi capaz de reduzir as contor¢des abdominais nas
doses de 25 e 50 mg / kg, sugerindo que o seu efeito antinociceptivo poderia estar relacionado
com a inibicdo da liberacdo de mediadores em resposta ao acido acético.

Os é&cidos graxos podem inibir a producdo de uma gama de proteinas inflamatorias,
incluindo a COX-2, oxido nitrico sintase, TNFa, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 em culturas de
células endoteliais, mondcitos, macréfagos, e células dendriticas. Estes efeitos inibidores de
cadeia longa n-3 de &cidos graxos poliinsaturados (PUFA) parecem envolver a diminuicdo de
fosforilacdo de IkB e a diminuicdo da ativacdo de NFkB, efeitos que parecem envolver uma
reducdo na ativacdo das principais proteinas de sinalizacdo precoces, tais como proteina
cinases, ativadas por mitogénios (CALDER, 2012).

O teste da placa quente é um teste antinociceptivo central especifico em gue os agentes
opidides exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra espinhal e da coluna vertebral
(NEMIROVSKY et al., 2001). O Plukenetia polyadenia ndo alterou o aumento da laténcia
para saltar ou lamber. Estes resultados sdo sugestivos de uma acdo antinociceptiva de
Plukenetia polyadenia através de um mecanismo de acdo periférico ao invés de um
mecanismo central. Acredita-se que o teste da formalina € o que mais proximo se assemelha
da dor clinica, em comparacdo com outros testes que empregam estimulos mecanicos ou
térmicos (TJOLSEN; HOLE, de 1997; CAPONE; ALOISI, 2004). Este teste € um modelo de
resposta nociceptiva em duas fases distintas, que envolvem mecanismos diferentes. A
primeira fase (dor neurogénica) resulta da estimulacdo quimica direta de fibras mielinizadas e
ndo mielinizadas aferentes nociceptivas, mas principalmente as do tipo C, que podem ser
suprimidas por medicamentos analgésicos opidides como a morfina (AMARAL et al, 2007;
GONGCALVES et al, 2008).
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Na segunda fase, os mediadores inflamatdrios nos tecidos periféricos, tais como as
prostaglandinas, a histamina e serotonina, bradicinina, induzem alteragcdes funcionais nos
neuronios do corno dorsal da medula que, em longo prazo, promove a facilitagdo da
transmisséo sinéptica ao nivel espinal (FRANCA et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2008). Neste
modelo, a Plukenetia polyadenia inibiu a resposta de lamber dos ratos na segunda fase,
sugerindo que este composto exerca 0s seus efeitos antinociceptivos ligados a mecanismos de
periféricos.

A naloxona, um antagonista de opidides, mostrou influéncia sobre a acgdo
antinociceptiva do Plukenetia polyadenia (100 mg / kg). Isto sugere a participagdo do sistema
opidide, na modulacdo da dor, provavelmente com o envolvimento da via NO/cGMP
(JAVADI et al, 2013).
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6 CONCLUSAO

e Apesar do aumento da oferta caldrica provida pelo Plukenetia polyadenia, os roedores
do grupo experimental mantiveram seu peso semelhante ao grupo controle. Além
disto, ndo foi verificada qualquer alteragdo significativa no apetite entre os grupos, ja
que todos mantiveram uma ingesta de ragdo semelhante.

e Como a administragdo cronica do Plukenetia polyadenia ndo provocou alteracdes
significativas no perfil lipidico dos grupos experimentais em relacdo ao grupo
controle, sugere-se que o Plukenetia polyadenia seja também testado em modelos de
animais com doencas cronicas para se investigar seu potencial efeito sobre a
modulagéo lipidica.

e As dosagens utilizadas ndo causaram alteracdes histologicas do tipo edema, morte
celular ou inflamagéo.

e Demonstrou-se que o efeito antinociceptivo do Plukenetia polyadenia € dose-
dependente, quando avaliada em modelos quimicos, mas ndo térmicos de nocicepcao
em camundongos.

e O Plukenetia polyadenia tem atividade analgésica que, de acordo com os testes
utilizados, é provavelmente de origem periférica. Os mecanismos envolvidos ndo sao
completamente compreendidos, no entanto, estes resultados sugerem que 0s receptores

opidides estdo envolvidos no efeito antinociceptivo da Plukenetia polyadenia.
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