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RESUMO

CARACTERIZACAO FITOQUIMICA E AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTI-
INFLAMATORIA E ANTINOCICEPTIVA DO OLEO FIXO DE EUTERPE
OLERACEA MART.

Euterpe oleracea Mart. é uma tipica palmeira da Amazbnia, que cresce
espontaneamente nos estados do Para e Amapa, apreciada por sua atrativa beleza
e valor nutricional. O fruto de Euterpe oleracea, comumente conhecido como acai,
tem demonstrado exibir significante capacidade anti-oxidante in vitro, o que pode ter
beneficios a saude. Estudos quimicos revelaram a presenca de acidos graxos,
antocianinas e esteroides. O objetivo deste trabalho foi caracterizar fitoquimicamente
0 Oleo fixo dos frutos desta espécie (OEO) e avaliar em modelos inflamatorios e
hiperalgésicos in vivo, o possivel envolvimento dos compostos nas respostas
inflamatéria e analgésica. Para tanto, os modelos experimentais usados foram: teste
de contorcédo induzida por &cido acético, edema de pata de rato, teste do granuloma
em ratos, permeabilidade vascular em ratos, migracdo leucocitdria em ratos e
eritema de orelha induzida por 6leo de cr6ton em camundongos. Doses orais de
500, 1000 e 1500 mg/kg de OEO inibiu o numero de contor¢des em 33,67%, 45,88%
e 55,58, respectivamente. O OEO produziu efeito dose-dependente, e a dose média
efetiva encontrada foi de 1226,8mg/kg. Com a administrac&o oral da dose de 1226,8
mg/kg, o OEO inibiu o processo inflamatério em 29,18% quando comparado ao
grupo controle. A administragéo diaria de OEO por 6 dias inibiu a formagé&o do tecido
granulomatoso em 36,66%. No eritema de orelha por 6leo de croton, o OEO
provocou efeito inibitorio significativo em 37,9%. No teste de permeabilidade
vascular, o OEO inibiu a permeabilidade vascular em 54,5%. Na peritonite induzida
por carragenina, o OEO reduziu o ndmero de neutréfilos quando comparado ao
grupo controle (inibicdo de 80,14%). A partir dos resultados obtidos, sugere-se que 0
OEO apresenta atividade anti-inflamatoria, sobre os processos inflamatoérios agudo e

crénico, e atividade antinociceptiva, provavelmente de origem periférica.

Palavras chaves: antinociceptivo; anti-inflamatério; Euterpe oleracea Mart. e 6leo fixo

dos frutos.



ABSCTRACT

Phytochemical analysis and evaluation of the anti-inflammatory and

antinociceptive activities of oil fixed of Euterpe oleracea

Euterpe oleracea Mart. Is a typical palm tree from the Amazon, growing
spontaneously in Para and Amapa States, appreciated for its attractive beauty and
for nutritional purposes. The fruit of Euterpe oleracea, commonly known as agai, has
been demonstrated to exhibit significantly high antioxidant capacity in vitro, and,
therefore, may have possible health benefits. Phytochemical studies have revealed
the presence of fatty acids, anthocyanins and steroids. The aim of this work was
study the fatty oil of this species (OEO) on inflammatory and hyperalgesic models in
vivo, in order to detect the possible involvement of its compounds on the
inflammatory and algesic responses. The following experimental models were used:
writing test in mouse, rat paw edema, granulomas testing rat, vascular permeability in
rat, migration test in rats and ear erythema by croton oil in mice. The oral doses of
500, 1000 and 1500 mg/kg of OEO inhibited the number of writhes by 33,67%,
45,88% and 55,58%, respectively. The OEO produced dose-dependent effect, and
the median effective dose (EDsg) was 1226,8mg/kg, the OEO inhibited the
inflammatory process by 29,18% on the 4 hour of the assay (edema peak) when
compared to the untreated control. The daily administration of OEO for 6 days
inhibited the granulomatous tissue formation in 36,66%. In the ear erythema by
croton oil, the OEO, provoked the significant inhibitory effect of 37.9%. In the
vascular permeability test, the OEO inhibited the vascular permeability in 54.5%.
Pretreatment (60min) of rats with OEO significantly decreased neutrophil migration
on carrageenan-induced peritonitis (with inhibition of 80.14%). The results suggest
that OEO shows anti-inflammatory activity in both acute and chronic inflammatory

processes, and analgesic activity, probably of peripheral origin.

Keywords: Antinociceptive; anti-inflammatory; Euterpe oleracea Mart. e fruit-fixed oil
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais se destacam como grandes fontes de novos recursos
terapéuticos, isto se deve aos diversos compostos quimicos, oriundos
principalmente do metabolismo secundério vegetal, toxinas de animais e
microorganismos. A possibilidade de explorar o mercado de medicamentos de
origem natural é bastante atrativa para a indUstria, pois este setor tem crescido
muito, e representa cerca de 25% do faturamento bruto das industrias. A industria
pode encontrar nas plantas medicinais novas estruturas quimicas a serem
descobertas e, diante disso, desenvolver farmacos que serdo possiveis alternativas
terapéuticas mais eficazes para o tratamento ou prevencao de patologias (CALIXTO,
2005).

A espécie vegetal Euterpe oleracea Mart, popularmente conhecida como
acaizeiro ou acai, ocorre de forma espontanea na regido amazoénica, amplamente
distribuida na floresta de varzea no estuario amazOnico, estendendo-se até
Venezuela e Guianas (ALMEIDA et al, 2004). O acai, fruto da palmeira do acaizeiro,
apresenta grande potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos, onde
tem recebido muita atencdo nos ultimos anos, devido aos beneficios a saude
associado com a alta capacidade antioxidante e composicdo fitoquimica
(LICHTENTHALER et al., 2005, RODRIGUES et al., 2006; SCHAUSS et al., 2006;
PACHECO-PALENCIA et al., 2007).

O acai é rico em polifendis bioativos, dentre eles, destacam-se as
antocianinas, que possuem propriedades importantes como antioxidantes e
sequestrantes de radicais livres. (DEL POZO-INSFRAN et al., 2004). Como o0s
antioxidantes possuem propriedades antiflogistica e atenuam a lesdo tecidual
(CONNER e GRISHAM, 1996; CUZZOCREA et al., 2001), é possivel que os
polifendis presentes no 6leo fixo do acai possam agir na atenuacdo do processo
inflamatoério assim como na nocicepcao.

Os &cidos graxos insaturados estdo presentes também no acai, com
predominancia do &cido oléico como composto majoritario, e do acido palmitico
como composto secundario (MANTOVANI et al., 2003; SCHAUSS et al., 2006).
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Schauss et al. (2006) ao avaliar o acai em forma de p6 observou um efeito
inibidor na enzima ciclooxigenase do tipo 1 e 2 no ensaio in vitro, desta forma,
concluiu ser o acai um promissor anti-inflamatorio. Entretanto, ndo existem estudos
que comprovem cientificamente o envolvimento do 6leo do agai nos mecanismos
envolvidos na inflamacéo e dor.

Diante de tudo isso, a proposta do trabalho foi avaliar a caracterizagcao
fitoquimica e o possivel efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do 6leo fixo dos

frutos de Euterpe oleracea Matrt.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Euterpe oleracea Mart.

2.1.1 ASPECTOS BOTANICOS DA ESPECIE DE EUTERPE OLERACEA

O acaizeiro (Euterpe oleracea, Mart), pertecente a familia Arecaceae, é uma
palmeira que ocorre de forma espontanea na regido Amazonica, onde se distribui
pelas varzeas do estuario amazénico, ainda pelo Baixo Amazonas e pelo litoral do
Amapda, Para, Piaui, Guianas e Venezuela. O acaizeiro destaca-se dentre as
palmeiras que ornamentam a flora amazodnica e serve de subsisténcia ao homem do
campo. Hoje, esta palmeira sofre uma rapida deterioragdo devido a extensa
devastacdo ocorrida por algumas décadas para a exploracdo do palmito
(CALZAVARA, 1972).

Na regido norte, a palmeira é conhecida como acai de Touceira, acai do Para,
acai do Estuario, acai do Baixo Amazonas, enquanto que no estado do Maranhdo, a
palmeira € conhecida como jugara (CALZAVARA, 1972).

O acaizeiro cresce em touceiras formadas por brotacbes sucessivas a partir
de uma unidade de dispersdo. Um estipe pode chegar a uma altura de 4 a 30m.
Acima do estipe, nascem as inflorescéncias. Cada uma delas d4 um cacho de
centenas de frutos. O nimero de cachos por pé varia até 8, sendo mais comum 3-4
(CALVAZARA, 1972).

Esta palmeira produz o fruto de nome acai, caracterizado pela forma esférica,
com diametro de 1,0 a 1,5cm e cor violacea quase negra. A partir do terceiro ano, a
palmeira frutifica, com produ¢do méaxima no quinto e no sexto ano, em duas safras
ao ano: uma no inverno do més de janeiro até junho e outra no verdo de agosto até
0 més de dezembro.

O excelente desenvolvimento do acaizeiro ocorre em varios tipos de solo,
sendo encontrado nas terras firmes e varzeas, com alto teor de matéria organica e

umidade, onde o pH varia de 4,5 a 6,5.
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2.1.2 ASPECTOS SOCIO-ECONOMICOS

O acaizeiro apresenta grande interesse para a economia regional,
especialmente pelo reputado valor alimenticio atribuido ao palmito em conserva e ao
vinho do seu fruto (GALOTTA e BOAVENTURA, 2005). J4 existe uma grande
aceitacao dos produtos derivados do acaizeiro nas outras regides brasileiras assim
como no mercado internacional.

Anualmente, no estado do Para, a producdo de palmitos e frutos mobiliza
juntos, recursos em torno de 200 milhées de ddlares, destes, 10% provenientes da
exportacdo de palmitos para outros paises, o que destaca os produtos derivados do
extrativismo do acaizeiro na economia do Estado do Para (ROGEZ, 2000).

A partir dos frutos do acaizeiro, apdés amolecimento com &agua quente e
despolpamento manual e mecéanico, obtém-se o vinho do acai (CALZAVARA, 1972).
Grande parte da populacdo dos estados de Para e Amapa tem como habito
alimentar diario esta bebida, um complemento alimentar rico em proteinas, fibras e
em nutrientes, como: ferro, potassio, calcio e vitaminas E e B1, fundamentais no
metabolismo do ser humano (CALZAVARA, 1972; STRUDWICK e SOBEL, 1988;
ROGEZ, 2000; SMITH, 1999; SCHAUSS et al., 2006). Um extrato escuro é retirado
dos frutos do acaizeiro que, quando misturados com agua, resultam em um bebida
energética altamente consumida no Brasil, além disso, com esta matéria-prima sao
produzidos cremes, sorvetes, licores, além de bebidas energéticas, o que esta
gerando renda para 0s pequenos produtores agricolas, desencadeando uma
atividade relevante na economia dos estados da regido amazonica (MURRIETA et
al., 1999; MUNIS-MIRET et al., 1996). Recentemente, muita atencéo tem sido dada
a capacidade anti-oxidante deste fruto, o que tem grande importancia na industria de
alimentos funcionais e ingredientes de alimentos (PLOTKIN e BALICK, 1984,
LICHTENTHALER, et al., 2005; COISSON et al., 2005; PACHECO-PALENCIA et al.,
2007; BRONDIZIO et al., 2002; DEL POZO-INSFRAN et al., 2004; GALLORI et al.,
2004; LICHTENTHALER et al., 2005).

A grande vantagem econdmica e social do agaizeiro é 0 seu aproveitamento

guase que completo, por exemplo, a populacdo local ainda utiliza o estirpe para a
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construcéo de casas e pontes, as folhagens para a cobertura de casas e paredes, e

0s cachos secos para improvisar vassouras e ornamentacao.

2.1.3 COMPOSICAO FITOQUIMICA DO ACAI (EUTERPE OLERACEA)

Estudos anteriores revelaram que o acai € rico em polifendis bioativos, dentre
eles destacam-se as antocianinas: cianidina glicosidica, cianidina-3-rutosidica,
cianidinas-3-sambubiosidicas, feonidina-3-rutosidica, as proantocianidinas, como 0s
polimeros e outros flavonéides, como orientina, isovitexina, escoparina e taxifolina
deoxihexose. (SCHAUSS et al., 2006; COISSON et al., 2005; DEL POZO-INSFRAN
et al., 2004; GALLORI et al., 2004).

As antocianinas séo glicosideos das antocianidinas, fazem parte do grupo dos
flavondides, em que o nucleo béasico é a estrutura do ion 4-hidroxiflavilium, e sdo
compostos de duas ou trés partes: a aglicona (antocianidina); o carboidrato e,
freqlientemente, um grupo acil (GUIMARAES, 1987). As antocianinas s&o pigmentos
naturais bastante conhecidos, pois determinam a cor de uma grande variedade de
vegetais, sendo as responsaveis pela cor violacea a roxa do acai (DEL POZO
ISFRAN et al., 2004; MUNIZ-MIRET et al., 1996).

O dleo fixo de Euterpe oleracea contem diversos compostos fendlicos, dentre
0s majoritarios destacam-se o acido vanilico. Vale ressaltar que esses compostos
fendlicos apresentam propriedades anti-oxidantes, o que torna este 6leo uma
alternativa promissora para alimentos, suplementos, cosméticos e medicamentos
(PACHECO-PALENCIA et al., 2008).

Segundo Rogez (2000), o dleo de acai, da mesma forma que o 6leo de oliva e
abacate, é constituido de acido graxos monoinsaturados (60%) e poliinsaturados
(14%). No trabalho de Lubrano et al. (1994), verificou-se que o 6leo extraido do acai
contem acidos graxos de boa qualidade, com 60% de &cido oléico, 22% de &cido
palmitico e 12% de acido linoleico, dentre outros acido graxos.
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2.1.4 ACIDOS GRAXOS

Acidos graxos s&o acidos organicos com moléculas lineares que podem ter de
4 a 22 carbonos em sua estrutura. Quimicamente, um &cido graxo consiste em uma
série de atomos de carbono, unidos uns aos outros por ligacées simples (saturado)
ou duplas (insaturado), com um grupo carboxil e uma cauda hidrocarbonada
chamada de grupo metil. Os acidos graxos apresentam diferentes tamanhos de
cadeia de 3 a 24 atomos de carbono, eles sé@o classificados de acordo com o
namero de insaturacdes e a posicao da primeira ligacdo dupla. Existe, portanto, os
acidos graxos saturados, monoinsaturados (com uma dupla ligacdo) e
poliinsaturados (com mais de uma dupla ligacdo). A diferenca de tamanho, grau e
posicao da insaturacdo na molécula Ihes confere propriedades fisicas, quimicas e
nutricionais diferentes (MOREIRA et al., 2002).

Os acidos graxos poliinsaturados séo classificados em acidos graxos »-3 e
acidos graxos w-6. Os acidos graxos da familia w-3, em sua estrutura molecular,
apresentam a primeira dupla ligacéo entre o terceiro e o quarto carbono, a partir do
altimo grupo metilico da molécula. Dentre eles citam-se o acido a-linolénico, que
contém 18 carbonos, com trés ligacBes duplas (C18:3). Enquanto que os acidos
graxos da familia »-6 apresentam a primeira dupla ligacdo entre 0 sexto e 0 sétimo
carbono, a partir do ultimo grupo metilico da molécula. O &cido linoléico pertence a
esta familia, que apresenta 18 carbonos, com duas duplas ligagdes (C18:2) (BELDA
e POURCHET-CAMPOS, 1991).

Os acidos graxos linoléico (bmega 6 ou n-6) e alfa-linolénico (6mega3 ou n-3)
sdo essenciais para funcdes celulares normais, e agem como precursores da
sintese de acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa como os acidos
araquidonicos (AA), eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), que
participam de numerosas fungdes celulares tal como a integridade e fluidez das
membranas, atividade das enzimas de membrana e sintese de eicosan6ides como
as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos. Estes, por sua vez, possuem
capacidade de modificar reacdes inflamatérias e imunolégicas, alterando funcdes
leucocitarias e acelerando o processo de granulacao tecidual.
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A disponibilidade de &cidos graxos polinsaturados linoléico (C 18:2) e alfa-
linolénico (C18:3) para a espécie humana depende do fornecimento alimentar,
sendo encontrados em 6leos vegetais, peixes, Oleos de peixes, margarinas,
sementes, folhas e fitoplancton (BELDA e POURCHET-CAMPOS, 1991).

2.1.4.1 Interferéncia de acidos graxos sobre o processo inflamatério

O efeito dos acidos graxos no processo inflamatorio tem sido estudado desde
1929, quando foram realizadas as primeiras observacbes de lesbes de pele
provocadas por uma deficiéncia nos niveis de &cidos graxos essenciais nos
alimentos que eram preparados (MARQUES et al., 2004).

Vale ressaltar que dentre os diversos acidos graxos presentes no plasma, sao
particularmente importantes, os acidos graxos poliinsaturados. Estes podem modular
interacbes célula-célula e a sinalizacdo intracelular. Desta forma, a alteracdo de
fosfolipideos da membrana, quanto a composicao de acidos graxos, pode modular a
sua fluidez, o que modifica a ligacao de citocinas aos seus especificos receptores.

Os efeitos dos acidos graxos em atenuar o processo inflamatério podem
ocorrer de diversas maneiras: vasoconstricdo, quimiotaxia, adesao, diapedese,
ativagcao e morte celular, sendo que a maioria destes eventos ocorre sobre a via dos
derivados do acido araquidénico como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos e
lipoxinas (MAY e CALDER, 1993; ZIBOH et al., 2000; JOLLY et al., 1997; 1999;
GRIMBLE e TAPPIA, 1998; O. SHEA et al., 2004; CALDER, 2003; POMPEIA et al.,
2000). Além disso, os acidos graxos sdo precursores primarios de mediadores
lipidicos importantes durante o processo inflamatério, como acido araquidénico (AA),
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT) (GRIMBLE e TAPPIA,
1998; O.SHEA et al., 2004; CALDER, 2003).

A ingestéo de acidos graxos 6mega-3 pode ocasionar diminuicdo do processo
inflamatério ao diminuir a producao de interleucina 6 (IL-6) e interleucina 8 (IL-8) em
neutréfilos e macréfagos, reduzindo também a producdo de eicosandides (PG, LT,
TX) e aumento da resposta proliferativa linfocitaria (POMPEIA et al., 2000).
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O acido oleico exerce importante funcédo na inducdo da expressdo de genes
em linfécitos B, envolvidos na defesa e reparo, fatores de transcricdo, proteinas
quinases relacionadas na sinalizacdo celular e sintese de DNA (VERLENGIA et al.,
2003).

Em estudo realizado por Cardoso et al. (2004), foi avaliada a influéncia da
administracdo tépica dos acidos a-linolénico (n-3), linoléico (n-6) e oleico (n-9) no
processo de cicatrizacdo de feridas em ratos. Os autores observaram que animais
tratados topicamente com Aacidos oléico e linoléico apresentaram reducdo
significativa da area do ferimento a partir do quinto dia de tratamento e inibicdo da
producdo de éxido nitrico local, nas primeiras 48 horas pés-cirargica. Neste estudo
foi sugerido um potencial terapéutico importante dos acidos linoléico e oléico no

processo de cicatrizacao.

2.1.6 USOS TERAPEUTICOS DE EUTERPE OLERACEA

Esta planta € amplamente utilizada na medicina popular, nas suas diferentes
partes, como exemplos, o 6leo do fruto como agente anti-diarreico (PLOTKIN e
BALICK, 1984), a raiz em associacdo com Carica papaya, Citrus sp. (lemon) e
Quassia amara como anti-malarico (VIGNERON et al., 2005). Vale ressaltar que
recentemente, tem se dada muita atencao pela capacidade anti-oxidante do acai e a
sua utilizagdo como alimento funcional, dermocosméticos e até mesmo como
nutracéutico (LICHTENTHALER et al., 2005; COISSON et al., 2005; AGRA et al.,
2007). No entanto poucos estudos foram realizados para avaliar as atividades
farmacoldgicas de Euterpe oleracea.

Os extratos de Euterpe oleracea Mart. foram capazes de inibir a producéo de
oxido nitrico e a expressao de iINOS a partir de células em cultura (MATHEUS et al.,
2006). Este efeito parece ser decorrente de acdo direta dos extratos na via de
producdo do NO, molécula que apresenta varias atividades fisiologicas, tais como
vasodilatacdo, neurotransmisséo, além de atividades tumoricidas e citotoxicas.

Em estudo realizado por Pacheco-Palencia et al. (2008), foi demonstrado que
a composicdo quimica do Oleo de acai tem influéncia significativa na proliferacéo
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celular, sugerindo propriedade anti-proliferativa dos polifendis em culturas de células
de céancer. Em outro estudo, realizado por Del Pozo-Insfran et al. (2006), foi
elucidada a inducdo da atividade antiproliferativa e pro-apoptotica dos compostos
polifendlicos do agai contra células HL-60 causadores de leucemia.

Além desses estudos, foi demonstrado que Euterpe oleracea possui um efeito
vasodilatador, e que este efeito é dependente na ativacdo de via NO-GMPC e
também pode envolver a liberacdo do fator de hiperpolarizacdo, o que sugere uma
possibilidade do uso do acai como planta medicinal no tratamento de doencas
cardiovasculares (ROCHA et al., 2007).

2.2 Processo inflamatério

Nos ultimos anos, um grande interesse tem sido demonstrado na tentativa de
buscar respostas referentes a etiologia fisiopatolégica e controle farmacoldgico do
processo inflamatério. Este interesse, dentro da medicina experimental, deve-se a
descoberta de que os danos teciduais que ocorrem em diversas doencas existentes
resultam de uma resposta inflamatéria.

A resposta inflamatéria representa um dos mecanismos de defesa do nosso
organismo. A palavra inflamacdo pode ser apropriadamente referida como uma
cascata inflamatéria, e que consiste de uma longa cadeia de reacdes e atividades
celulares com o intuito de reparar o tecido, em que ocorre uma lesédo ou destruicéo
celular, ocorrendo atividades celulares, aumento dos de arteriolas e vénulas, assim
como aumento da permeabilidade vascular e fluxo sanguineo, como consequéncia,
o acumulo de liquidos (CARVALHO, 2004). Esta inflamacédo, geralmente aguda, é a
resposta inicial ao agressor e pode tornar-se desconfortavel para o paciente devido
ao edema formado e a dor.

Além do combate ao agente agressor, de forma a evitar a sua disseminacao a
outras regides do corpo, a resposta inflamatéria tem a finalidade de eliminar
produtos resultantes da destruicdo celular, assim, promovendo condi¢cdes ideais
para a reparacdo do tecido lesado. Todo esse processo de restituicdo da
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normalidade tecidual é concluido pela reparacdo, fendmeno inseparavel da
inflamagéo (TEDGUI e MALLAT, 2001).

Supondo que ndo existisse o processo inflamatério, teriamos consequéncias
graves: haveria um descontrole das infec¢des, ndo haveria cicatrizacdo das feridas
além de o processo destrutivo nos 6rgdos atacados seria permanente. As reacdes
inflamatérias, por exemplo, sdo o pilar de doencas crbnicas, tais como a artrite
reumatoide, a aterosclerose e a fibrose pulmonar, assim como de reacfes de
hipersensibilidade potencialmente fatais a picadas de insetos, drogas e toxinas

Existe uma série de fendmenos biolégicos envolvidos no processo
inflamatorio, que se associam e se complementam, com isso, formam reacdes em
cascata, envolvem a interacdo complexa entre as células inflamatérias, tais como
macroéfagos, neutréfilos e linfocitos (TEDGUI e MALLAT, 2001). Esses fenbmenos
podem ser desencadeados por varios fatores, chamados agentes flogogénicos.
Dentre os tipos flogogénicos, destacam-se: a) agentes fisicos, em que os fatores
fisicos, como o calor excessivo (queimaduras), o frio exagerado (congelamento),
traumatismos, fraturas, incisdes, raios ultravioleta e radia¢cdes ionizantes sdo as
causas importantes da inflamacéo; b) agentes quimicos, neste caso, a inflamacéo é
determinada pela acdo de substancias quimicas de natureza muito variadas, como
substancias céusticas, acidos, alcalis, 6leo de créton, terebentina, formaldeido,
carragenina; c) agentes infecciosos, em que o fator desencadeante da inflamacgéo é
de origem bioldgica, como bactérias, fungos, virus, protozoarios, etc.. (CARVALHO,
2004)

A palavra inflamacéo, do grego phlogosis e do latim flamma, significa fogo,
area em chamas, foi descrita pela primeira vez por Celsus, um escritor romano que
viveu entre os anos 30 aC e 38 dC, onde observou os quatro sinais cardinais da
inflamacé&o: calor (aumento da temperatura local), rubor (hiperemia), tumor (edema)
e dor, as quais Virchow acrescentou o quinto sinal clinico, a perda da funcao (functio
laesa) (ROCHA e GARCIA, 2006). Em 1793, John Hunter, um cirurgido escocés,
observou que a inflamac¢édo ndo é uma doenca, e sim uma resposta inespecifica que
tem um efeito salutar sobre seu hospedeiro (ROCHA e GARCIA, 2006)

A reacdo inflamatdria foi caracterizada a partir de duas teorias postuladas: a
teoria celular e a teoria humoral. A primeira preconizava que a resposta inicial

partiia do sangue e dos fluidos tissulares, ricos em sistemas enzimaticos
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complexos, responsaveis por diversos eventos relacionados a reacgdo inflamatoria,
enquanto que a segunda, postulada por Metchnikoff, preconizava que as células
brancas que apareciam durante a reacdo inflamatéria eram as responsaveis pela
protecdo do organismo contra as infec¢cdes. No entanto, o fato de a inflamacao ser
produzida por diferentes agentes e manter as mesmas caracteristicas, sugerem que
0S mensageiros quimicos gerados no local da reacdo causam os sintomas (ROCHA
e GARCIA, 2006)

A inflamacdo é uma resposta celular e humoral de intensidade varidvel com
repercussdes locais, loco-regionais ou sistémicas, em que a cascata de eventos
desencadeada apdés uma agressdo ou estimulo tem como resultado o aumento do
calibre vascular, aumento da permeabilidade vascular, recrutamento de leucdcitos,
como resultado de uma interagdo complexa entre diferentes tipos celulares
residentes no tecido e varios mediadores pro-inflamatoérios. (NICKLOFF e NESTLE,
2004; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

O tempo de duracdo e a intensidade do agente inflamatério determinam
diferentes graus ou fases de transformacdo nos tecidos. Categoricamente, a
resposta inflamatéria € dividida em trés distintas fases, sendo que cada fase é
mediada aparentemente por diferentes mecanismos. Inicialmente, é evidenciada
uma fase aguda, caracterizada por ser de duracdo variavel e alteracdes vasculares
(fluxo e calibre vascular, aumento da permeabilidade vascular), seguida de uma fase
subaguda, em que nota-se, predominantemente, a infiltracdo leucocitaria e de outras
células fagociticas (quimiotaxia, adesdo, transmigracdo e fagocitose) e
posteriormente, ocorre a fase crénica, onde a proliferacdo é fato de destaque, em
gue ocorre a regeneracgao tecidual e fibrose (SANTOS JUNIOR, 2003).

Primeiramente, os fendbmenos vasculares predominam no foco da inflamacao,
onde ocorre um aumento da dilatacdo dos vasos e ainda, um aumento da
permeabilidade capilar (CIRINO et al.,, 2003), gerados principalmente pelos
seguintes mediadores: prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrienos, PAF-
acéter, Cba, e substancias liberadas localmente nas terminacdes nervosas
(taquicininas e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina — CGRP) (HEDQVIST
et al., 2000; LECCI et al., 2000). Este aumento da permeabilidade vascular culmina

com a saida de exsudato, ou seja, um fluido rico em proteinas para o0 meio



28

extravascular resultando em acumulo deste, no local da lesédo, o que caracteriza o
edema (PATTERSON e LUM, 2001; LEY, 2002).

Posteriormente, evidencia-se uma fase sub-aguda em que ocorre o fenémeno
da quimiotaxia, caracterizada por migracdo e infiltracdo leucocitaria e de células
fagociticas, no sitio da leséo. (ALl et al., 1997; FRANGOGIANNIS et al., 2002).

No local da lesédo, ocorre o reconhecimento do agente agressor através de
neutréfilos e macréfagos, apds este reconhecimento, essas células englobam e o
destroem (fagocitose) e liberam enzimas lisossomais a fim de destruir o agente
agressor (RODRIGUES et al., 2002). Ainda no foco inflamatério, ocorre um
importante evento: a ativacdo dos mastécitos e agregacao plaquetaria, que também
resultam na liberacdo de mais mediadores quimiotaticos. Dentre os mediadores
guimiotéaticos citam-se: os prostanoides (PGl,, PGD,, PGE; e PGFy,), derivados da
via da lipoxigenase (5 HETE, LTB4), cininas, substancias liberadas de neutréfilos
ativados, entre outros (TAN et al., 1999).

Finalmente, ap6s a fase sub-aguda, ocorre uma complexa série de eventos na
tentativa de reconstituir o tecido danificado por meio da ativacdo de células
mesenquimatosas (resposta primaria), incluindo hiperplasia, hipertrofia, e producao
de matriz extracelular. A injdria inflamatéria (injuria secundéria) é mantida e induz o
processo de cicatrizacdo (resposta secundaria) que freqlentemente reconstitui o
sitio lesado com tecidos fibroblasticos menos especializados (SUZUKI et al., 2003).

2.2.1 MEDIADORES DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Os sinais clinicos da inflamacéo citados acima sao ocasionados pelo aumento
da permeabilidade vascular, particularmente das pequenas vénulas, com
extravasamento de fluido para a area lesionada. Este processo é desencadeado
através de mediadores quimicos, que podem ser de origem plasmatica ou celular.

Os mediadores plasmaticos sdo constituidos de cininas e dos sistemas:
complemento, coagulacdo e o fibrinolitico. Estes mediadores estdo na forma
precursora e necessitam ser ativados para promover os seus efeitos biol6gicos.

Fazem parte dos mediadores celulares as aminas vasoativas (histamina,
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serotonina), os metabdlitos derivados do acido araquidbnico (eicosandides), as
enzimas lisossomais, as metaloproteinases, os radicais livres derivados do oxigénio
e o fator ativador de plaquetas (PAF). Estes mediadores podem ser pré-formados ou
sintetizados nas células ativadas, em resposta a um estimulo (BARNES et al., 1998).

2.2.1.1 Cininas

O sistema calicreina-cinina, um sistema interligado neste complexo
mecanismo da inflamacdo, consiste de precursores cininogénicos, das enzimas
calicreinas, dos peptideos de cinina e dos receptores B; e B, acoplados a proteina G
(GPCRs), que medeiam os efeitos biolégicos (REGOLI e BARABE, 1980). Os
componentes do sistema das cininas sao estudados desde 1909, quando um agente
hipotensivo foi encontrado presente na urina. A cascata da cinina é desencadeada
na ativacdo em conjunto com a cascata da coagulacdo (fator Hageman ativado),
portanto, ocorre uma ligacdo entre a cascata da cinina, cascata de coagulacédo e
sistema complemento (BLAIS et al., 2000).

O principal representante do sistema das cininas € o peptideo ativo

denominado bradicinina.

2.2.1.1.1 Bradicininas

Em 1949, o peptideo ativo bradicinina (BK) foi isolado de globulinas de
protoplasma tratadas com tripsina ou protease de peconhas de serpente (BLAIS et
al., 2000). Desde esse periodo, as pesquisas cientificas mostram que os peptideos
de cininas participam de varios fendbmenos biolégicos, dentre eles citam-se a dor,
inflamacé&o, vasodilatacdo, o aumento da permeabilidade vascular. (KAPLAN et al.,
1998).

A BK é um importante mediador no processo inflamatério, visto que

desempenha acbes proé-inflamatérias. Ela é liberada apds traumas e processos
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inflamatdrios, o que promove o relaxamento das arteriolas e constricdo das vénulas,
gerando um aumento da permeabilidade microvascular e conseqientemente
aumento do extravasamento plasmatico para o foco inflamatério (KAPLAN et al.,
1998; PESQUERO et al., 2000; COUTURE et al., 2001).

A maioria dos efeitos pro-inflamatérios da BK sdo mediados pela ativacédo do
seu receptor B, (SALEH et al., 1998), embora existam estudos demonstrando que a
ativacdo do receptor B; da BK também esta envolvido no aumento da exsudacgéo e
da permeabilidade vascular como foi demonstrado por Vianna e Calixto (1998) e
Hayashi et al. (2002), no modelo da pleurisia induzida pela BK, em camundongos e

em ratos, respectivamente.

2.2.1.2 Mediadores derivados do complemento

Designa-se Sistema Complemento (SC) a um complexo protéico constituido
por varias substancias localizadas no plasma sanglineo e nas membranas
celulares. Desempenham um papel importante em diferentes tipos de reacdes
imunoinflamatodrias (ADELSBERG, 1987; NYSTROM, 1998)

O SC consiste em aproximadamente 35 proteinas, que incluem enzimas,
cofatores, inibidores ou inativadores e outras proteinas integradas de membrana.
Outros componentes sdo 0s receptores para os fatores do complemento. O
complemento € ativado por trés diferentes vias: classica, alternativa e pela via das
leptinas (FRANK e FRIES, 1991; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 1994). O SC
funciona na imunidade inata e adaptativa para defesa contra agentes microbianos,
culminando na lise de microorganismos pelo chamado complexo de ataque a
membrana (MAC). Os componentes do complemento sédo enumerados de C1 a C9.
Na inflamacdo aguda, os componentes com maior importancia pertencem ao grupo
das anafilatoxinas, o C3a, C4a e Cba; sdo pequenos fragmentos da clivagem dos
componentes do grupo C por serinas proteases convertases durante a cascata de
ativacgao.

Dentre os efeitos bioldgicos, destacam-se: quimiotaxia de neutrdfilos,
degranulacédo celular, contragdo da musculatura lisa e aumento da permeabilidade



31

vascular e destruicdo celular com subseqiente morte do antigeno (FISHELSON,
1991 apud SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004, PANGBURN; RAWAL, 2002
apud SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004, COLE; MORGAN, 2003 apud
SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004).

A via alternativa envolve um conjunto sérico denominado sistema da
properdina (properdina P, fator B e fator D). Por fim, o sistema complemento ainda
podera ser ativado pela via das lectinas ligando-se a carboidratos presentes em

bactérias e virus.

2.2.1.3 Sistema de coagulacao

O sistema de coagulacdo, que é constituido de uma série de proteinas,
apresenta efeitos na inducdo da inflamacéo, além de ser importante para a formacao
da fibrina. Dentre as proteinas que o constituem, encontram-se a trombina e o fator
tecidual VII, que desempenham funcdes pro-inflamatorias como a inducdo da
producao de citocinas, dentre elas o fator de necrose tumoral tipo a (TNF- a) por
células endoteliais e mononucleares (PAWLINSKI et al., 2003).

2.2.1.4 Aminas vasoativas

As aminas vasoativas sdo mediadores armazenados em granulos celulares,
com rapida acéo, liberados imediatamente ap6s a acdo do estimulo agressor. Agem
principalmente sobre o0s vasos sanguineos, além disso, as aminas vasoativas
também estdo entre os mediadores responsaveis pela sensacdo de dor na
inflamacéo, através de sua acdo sobre os neurbnios sensoriais (DRAY, 1995). As

aminas vasoativas mais importantes séo a histamina e a serotonina.
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2.2.1.4.1 Histamina

A histamina (HIS) € uma molécula hidrofilica envolvendo um anel imidazélico
e um grupamento amino conectado por dois grupamentos metileno. Atua em muitos
processos fisiolégicos celulares, mas também intervém nas reacdes alérgicas e na
inflamac&o. A liberacdo da HIS ocorre pelo processo de exocitose durante as
reacdes inflamatorias ou alérgicas através da interacdo de fatores do sistema
complemento (C3a e Cba) e de antigenos com anticorpos IgE fixados nos
mastécitos. A HIS exerce seus efeitos bioldgicos ao se ligar, de forma agonista, aos
receptores especificos denominados receptores histaminérgicos (classificados em
H1, H2 e H3). Seus efeitos fisioldégicos incluem: aumento da permeabilidade venular
poés-capilar, contracdo do muasculo liso, vasoconstricdo pulmonar, aumento dos
niveis de GMPc nas células, producao de prostaglandinas, aumento da secrecéo de
acido gastrico bem como de muco, ativacao de células T supressoras (SCHARAMM
e THORLACIUS, 2004; SILVA e CARVALHO, 2004; SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004; SCHNEIDER et al., 2002).

2.2.1.4.2 Serotonina

A maioria da serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) do nosso organismo é
produzida pelo trato gastrointestinal (GERSHON, 2004). Noventa por cento da 5-HT
€ produzida por células enterocromafins, encontrada no epitélio do trato
gastrintestinal, e absorvida pelas plaquetas (RACKE e SCHWORER; YOUNG e
FURNESS, 1995). A 5-HT possui acbes semelhantes as da HIS, ou seja,
vasoconstricdo inicial, e juntamente com outros mediadores, vasodilatacdo e

aumento da permeabilidade vascular.
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2.2.1.5 Citocinas

As citocinas sdo mediadores protéicos ou peptideos que regulam a atividade
celular, principalmente do sistema imune. Incluem as interleucinas (IL), linfocinas,
interferons e fator de necrose tumoral (TNF). O efeito biolégico depende da citocina
e do tipo da célula envolvida, sendo que, de um modo geral, as citocinas
apresentam influéncia na ativacdo, divisdo, apoptose e quimiotaxia celular, as
citocinas pré-inflamatérias participam de reacfes inflamatérias agudas, crbnicas e
reparo tecidual. Além disso, elas iniciam e controlam o processo de cicatrizacao,
com estimulacdo da reepitalizacdo, angiogénese e deposi¢do de colageno (TYSON
et al., 2001).

As principais citocinas pro-inflamatorias séo as interleucinas (IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8) e o TNF-a (GRELLNER, 2002). As citocinas séo produzidas principalmente por
macroéfagos, neutrdéfilos, linfocitos T helper, queratinécitos, fibroblastos e células
endoteliais. No local da ferida, as IL estimulam a fagocitose dos neutréfilos e
macrofagos, propiciam a proliferagcdo de linfocitos T e aumentam a liberagdo de NO
(GRELLNER, 2002). O TNF-a é considerado um potente mediador na patogénese
da inflamacao. Os efeitos biolégicos do TNF-a ocorre apds sua ligacdo a receptores
especificos localizados na membrana celular. Os efeitos ocorrem sobre a fisiologia
celular, onde ocorre a inducdo de mediadores inflamatérios como eicosandides e
oxido nitrico (LEWIS et al., 1991)

2.2.1.6 Metabdlitos derivados do acido araquiddnico

Os metabolitos do acido araquiddnico (AA) sao derivados de fosfolipideos e
acidos graxos liberados das membranas plasmaticas apés a agressdo. Sao
considerados hormonios locais de curto alcance, fazem parte de uma rede
reguladora complexa, e podem tanto inibir quanto promover a inflamagdo. Esses
metabdlitos do AA sdo formados rapidamente, em segundos, onde exercem seus
efeitos localmente, e se decompde espontaneamente ou sao destruidos por
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enzimas. Ocorrem em todos os tecidos e sao produzidos principalemente pela
atividade de neutrofilos e macrofagos. Provavelmente responsaveis pela fase tardia
e prolongada da permeabilidade vascular (FITZGERALD e PATRONO, 2001).

A cascata do acido araquiddnico é ativada durante a inflamacao, isto leva a
formacéo dos eicosandides (FITZGERALD e PATRONO, 2001; SUBONGKOT et al.,
2003). O evento inicia-se ap0s a agao direta da enzima fosfolipase A, (FLA2) sobre
os fosfolipideos da membrana plasmatica celular (SUBBARAMAIAH e
DANNEMBERG, 2003) ou através da acdo da sequéncia da fosfolipase C e da
lipase do diacilglicerol, posteriormente ocorre oxidagdo enzimatica por duas vias
distintas: via da ciclooxigenase e da lipooxigenase (FITZGERALD e PATRONO,
2001).

2.2.1.6.1 Via da ciclooxigenase

A enzima ciclooxigenase (COX), também chamada de PG endoperdxido
sintase, prostaglandina H sintase (PGHS) ou &cido graxo ciclooxigenase, €
composta por duas enzimas distintas: a COX-1 e a COX-2, as quais originam as
prostaglandinas, prostaciclinas e os tromboxanos (TXs). A COX-1 é constitutiva na
maioria dos tecidos corpéreos, participa das funcdes homeostaticas, enquanto que a
COX-2 é manifestada tanto na forma constitutiva (onde é encontrada no cérebro e
na medula espinhal, pelo qual esta envolvida na neurotransmisséo), quanto na forma
induzida, em que é produzida com maior intensidade em estados patoldgicos.
(BURIAN e GEISSLINGER, 2005; PACHER et al., 2007; VANEGAS e SCHAIBLE,
2001; SMITH et al., 2000).

2.2.1.6.2 Via da lipooxigenase

As lipooxigenases (LOX) s& enzimas solluveis localizadas no citosol e

encontradas nos pulmdes, plaquetas, mastécitos e leucécitos. Elas formam uma
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familia de enzimas citosdlicas cujos produtos iniciais derivados do AA, sao gerados
por 3 enzimas que sO estdo presentes em alguns tipos de células, esses metabdlitos
sdo denominados acidos hidroperoxieicosatetraenoicos (HPETE).

Pela acdo da enzimas 5-lipooxigenase (5-LOX) s&o originados os leucotrienos
e através da 15-lipooxigenase (15-LOX) sao originadas as lipoxinas (LXA). Os
leucotrienos estimulam a liberacdo de citocinas nos macréfagos e linfocitos, causam
broncoconstricdo controlada, podem causar aderéncia, quimiotaxia e ativacdo de
polimorfonucleares e mondcitos (PARENTE e PERRETTI, 2003).

2.2.1.6.3 Eicosandides

Os eicosandides sao mediadores lipidicos derivados do acido araquiddnico,
eles possuem funcBes importantes no processo inflamatério (LEE et al. 2003). As
prostaglandinas (PG), os leucotrienos (L) e os tromboxanos (TX) sdo exemplos de
eicosandides.

As PG possuem diversos efeitos bioldgicos, dentre eles destacam-se:
guimiotaxia de leucdcitos; vasodilatacdo; efeito pirdgeno, diferenciacdo de
queratindcitos; quimiotaxia sobre neutréfilos e macréfago. Outro efeito bioldgico é a
influencia sobre a angiogénese e a reepitelizacdo. As PG estimulam a migracéo e
proliferacdo de fibroblastos na fase de fibroplasia. A interagdo entre PG, TX e
macroéfagos é responsavel pela proliferacdo endotelial. Da mesma forma que as PG,
os leucotrienos encontrados no exsudato inflamatério, podem causar agregacao e
adesdo leucocitaria ao endotélio vascular, além de terem uma poderosa acao
guimiotaxica e o poder de aumentar a permeabilidade vascular (LEE et al. 2003).

As ciclooxigenases formam as PGG,, e esta em PGH,. A formacao
subsequente das PG finais, a partir da PGH,, depende da presenca de sintases
especificas que produzem os prostandides funcionalmente importantes PGD2,
PGE2, PGF2, PGI2 (prostaciclina) e TXA2 (BURIAN e GEISSLINGER, 2005;
PACHER et al., 2007; VANEGAS e SCHAIBLE, 2001).

Estas PG podem sair da célula por transporte facilitado pelos transportadores
de prostaglandinas (PGT) e outros carreadores, exercendo suas ac¢des autdcrinas
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ou paracrinas em uma familia de receptores proprios, localizados nas membranas
celulares. Sao eles: EP1, EP2, EP3 e EP4 (EP1 — 4), para a ligacao da PGE;; DP1 —
2, para a PGD2; receptor FP, para a PGF2; IP para a PGI2; e TPa e TPh, para o
TXA2 (BURIAN e GEISSLINGER, 2005).

As PG possuem efeitos distintos sobre a inflamagéo. A PGE2 e a PGI2 séo
vasodilatadoras, especialmente nas arteriolas, meta-arteriolas pré-capilares e
vénulas. Elas causam aumento da permeabilidade vascular em sinergia com outros
mediadores, como HIS e BK (CARVALHO, 2004), além disso, as PG agem sobre
nociceptores polimodais (PMN), que sdo neurdnios sensoriais periféricos que
respondem aos estimulos noéxicos. Dentre os PMN cita-se as fibras C néo
milelinizadas, que respondem a estimulos térmicos, mecanicos e quimicos (SAYAR
e MELLI, 1999).

A PGE;, o produto mais importante da COX, exibe uma ampla variedade de
acOes biologicas em diversos tecidos através da sua ligacdo a receptores
especificos na membrana plasmética. Esta PG, geralmente é considerada um
mediador pro-inflamatério chave; altos niveis de PGE, foram encontrados em
exudatos inflamatérios, e a injecdo de PGE; diretamente em um tecido mostrou
induzir sinais classicos de inflamacdo (CLAUDINO et al., 2006; SHERWOOD e
TOLIVER-KINSKY, 2004).

Os LT, em especial o LTB4, também ativam as respostas dos neutréfilos,
como agregacado e adesdo ao endotélio venular, geracao de espécies reativas de
oxigénio e liberacdo de enzimas, além da potente atividade quimiotatica (NATHAN,
2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). O LTB4 também diminui os limiares
nociceptivos, causando hiperalgesia térmica e mecéanica na inflamacg&o neurogénica,
pela producao de 8R,15S-diHETE em leucécitos PMN (DRAY, 1995).

As ag0es proé-inflamatérias de inameras PG e LT séo contidas/reguladas, por
uma classe de moléculas chamadas lipoxinas (LX). As LX sdo uma classe de
eicosanoides oxidados que se ligam a receptores celulares e bloqueiam o influxo de
neutréfilos (NATHAN, 2002). Estas moléculas sdo geradas pela acdo combinada de
leucécitos, principalmente neutréfilos, e plaquetas (DYKE e SERHAN, 2003;
GILROY et al., 2004).
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2.2.1.6.4 Fator ativador de plaquetas

Fator ativador de plaquetas (PAF) é um mediador biologicamente ativo
derivado de lipideos, sendo um importante agregante plaquetario. E produzido e
liberado por maioria das células inflamatérias e plaquetas estimuladas por trombina.
Quando aplicado localmente provoca eritema e edema, devido a vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, sendo que em doses maiores pode provocar
hiperalgesia (NATHAN, 2002; SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004). O PAF
possui acBes em varias células-alvo e nao somente em plaquetas. Também é capaz
de estimular a quimiotaxia pra neutrofilos e mondcitos, a degranulacao e a producao
de espécies reativas de oxigénio (COUSSENS e WERB, 2002). O PAF pode ser
importante ao mediar o processo de adeséo, por exemplo, quando derivado de
células endoteliais pode estar localizado em sua superficie, onde tem acesso aos
receptores de PAF nos PMN em rolamento. Pode ativar a fosfolipase A, para a
producdo de eicosandides a partir de fosfolipideos. (WAGNER e ROTH, 2000).

2.2.1.7 Oxido nitrico

Oxido nitrico (NO) é outro importante mediador da resposta inflamatéria. E um
gas soluvel produzido pelas células endoteliais, macréfagos e alguns neurbénios
cerebrais. O NO ¢é sintetizado a partir da L-arginina pela acdo da NO sintase (NOS).
Foram identificadas trés isoformas da NOS: a NOS endotelial (eNOS), neural
(nNOS) e NOS induzida (INOS). A eNOS e nNOS sao produzidas de forma
constitutiva e suas expressdes aumentam com o fluxo de célcio enquanto iINOS é
produzida através de leucécitos ativados apds a exposicdo a citocinas pro-
inflamatérias ou a produtos microbianos. (DRAY, 1995; SHERWOOD e
TOLIVERKINSKY, 2004). Alguns estudos, indicam que o aumento na producao de
NO, devido a inducdo da expressao de iINOS por citocinas inflamatérias, é
instrumento da patofisiologia da inflamacéo (PACHER et al., 2007).
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O NO tem propriedades proé-inflamatorias, age como vasodilatador, além de
aumentar a permeabilidade vascular e estimular a producéo de prostaglandinas proé-
inflamatérias. Quando ocorre a producdo de NO em excesso, causa lesdo tecidual
por peroxidacao lipidica. (GUZIK et al., 2003). O NO também apresenta atividades
anti-inflamatérias, isso se da através da inibicdo da agregacao plaquetaria e adeséo
de neutrdfilos e plaquetas.

Mediadores pré-inflamatérios ativam células inflamatorias e enzimas, dentre
elas, a INOS. Esta enzima produz grandes quantidades de NO e de enzimas
NADPH oxidase e a xantina oxidase, produtoras de espécies reativas de oxigénio
como o anion superoxido. A producédo de NO e anio superoéxido possibilita a geracéo
de peroxinitrito (ONOO’), o que ocasiona a lesdo de moléculas alvos como
proteinas, mitocondrias e acido desoxiribonuDNA (DYKE e SERHAN, 2003;
PACHER et al., 2007). A lesdo do DNA pode iniciar a apoptose, gatilho para
ativacao da polimerase poli ADP-ribose (PARP), o que pode ocasionar a inducao de
necrose celular pela deplecdo de ATP. O ONOO_ e PARP contribuem para a
intensificacdo das vias de transduc¢éo do sinal inflamatorio, o que gera um ciclo de
autoamplificacéo da lesao celular inflamatéria (PACHER et al., 2007).

Tanto o NO quanto seus derivados sado agentes microbicidas, de forma que o
NO também demonstra ser um importante mediador na defesa do hospedeiro contra
infeccdes (GUZIK et al., 2003).
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3.1
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a possivel atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva e realizar a

caracterizacao fitoquimica do éleo fixo dos frutos de Euterpe oleracea Mart.

3.2

Objetivos especificos

Identificar qualitativamente e quantitativamente a composicdo fitoquimica do
oleo fixo dos frutos de Euterpe oleracea;

Avaliar a atividade antinociceptiva em camundongos através do modelo de
contor¢cbes abdominais induzidos por acido acético.

Analisar o efeito anti-inflamatério do 6leo fixo de Euterpe oleracea no modelo
de edema de pata induzido pela carragenina em ratos;

Avaliar a atividade anti-inflamat6ria em modelo de eritema de orelha induzida
por 6leo de cr6ton em camundongos;

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do 6leo fixo de Euterpe oleracea no
modelo de permeabilidade vascular em ratos;

Analisar o efeito anti-inflamatério do 6leo fixo de Euterpe oleracea no modelo
de migracao leucocitaria em ratos;

Avaliar o efeito anti-inflamatério do 6leo fixo de Euterpe oleracea in vivo na

formacgao do tecido granulomatoso em ratos;



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Drogas, reagentes e solucdes

- Salina tamponada com fosfato (PBS)
Cloreto de Sédio P.A

Cloreto de Potassio P.A.

Fosfato de sédio dibésico P.A

Fosfato de s6édio monobésico P.A
Agua destilada qg.s.p

pH 7.4

- Solucéo de Turk

Acido acético glacial P.A

Azul de metileno

Agua destilada

Corante pancrémico de Rosenfeld

Gienza-azul-eosina-azul de metileno

May-Grunwald-eosina-azul de metileno

Metanol P.A

- Acido acético Glacial PA (Vetec)
- Oleo de créton ( Sigma — C 6719)
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8.0g
0.29
1.15g
0.29
1.0l

20.0mL
0.5mL
1.0L

97.0mg
53.0mg
1.0L

- Carragenina (lota - carrageenan - Fluka - Biochemika) - solubilizada em solucéo

salina 0.9% e vigorosamente agitada no momento do uso.

- Indometacina (MSD) - solubilizada em tampé&o Tris 0.1N pH = 8. A partir desta

solucéo foram obtidas as concentracdes desejadas.

- Solucéo salina 0.9% (Farmax);

- Azul de Evans (Cromoline Quimica) — solubilizado em soluc¢éo salina 0.9%;

- Dexametasona (Acetato de Dexametasona) (Laboratério Globo);

- Tiopental sodico (Thiopentax - Cristélia) - diluido em solug&o salina 0.9;



- Histamina (dihidrocloridrato) (Sigma) - solubilizada em solucéo salina 0.9%.

4.2 Aparelhagem e Materiais Utilizados

Balanca

Eletronica Bioprecisa mod. — FA2104N

Paquimetro
Ugo Basile mod. - 7140.

Centrifuga
Quimis mod. — Q.222.T.

Espectrofotometro de Ultravioleta
Digital Micronal mod. - B34211.

Estufa
LS Logem Scientfic mod. - ECB2.

Autoclave

Sieger mod. - Sieger 21.

Contador diferencial de células
Phoenix mod. - EC-2088

Destilador
Quimis mod. — Q.341.22.

Espectrofotometro de massa
Shimatzu mod. - QP 5000
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Microscépio optico
Bioval mod. - L2000A
Paquimetro digital 6”
Zaas Precision

Algodao
(Hidréfilo branco (Johnson & Johnson)

4.3 Obtencdo e analise do Gleo fixo dos frutos de Euterpe oleracea

4.3.1 OBTENCAO DO OLEO FIXO DE EUTERPE OLERACEA

O dleo fixo dos frutos de Euterpe oleracea foi gentilmente cedido pela empresa Acai
do Amapéa Agro-Industrial LTDA — SAMBAZON. O modo de extracéo trata-se de um

método padronizado pela empresa, o qual nao foi disponibilizado.

4.3.2 ANALISE QUALITATIVA E QUANTITATIVA DO OLEO FIXO DE EUTERPE
OLERACEA

A composicdo do OEO foi determinada através do método de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) com um analisador de massa
guadripolo Shimatzu, modelo QP 5000. Condi¢des programadas no aparelho: coluna
capilar DB-1 (dimetil-polisiloxane) com 30 m de comprimento e 0,25 mm de diametro
interno; gas de arraste: Hélio (1 mL/min); programa: 120°C /2 min e, depois, aquece
8°C/min até 290°C, e permanece por 10min; temperatura do injetor: 250°C;
temperatura do detector 280°C, temperatura do forno: 120°C modo de inje¢do: 0,1
ML (solucdo 10%), split 1:20, 500 ng/na coluna. Os espectros de massas foram
produzidos por impacto eletrénico (70 eV). Os espectros de massas dos
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constituintes foram comparados com os padrdes existentes na biblioteca Wiley do
computador no aparelho. Em seguida, foram realizadas comparacdes visuais com
espectros de massa de substancias encontrados na literatura. Os tempos de
retencdo dos picos maiores, mais facilmente identificados pelo espectro de massa,
foram comparados com os tempos de retencdo destas substancias registrados em
catalogos, observando-se a diferenca que se manteve aproximadamente constante

para as demais substancias identificadas.

4.4 Avaliacdo das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do 6leo fixo
dos frutos de Euterpe oleracea

4.4.1 ANIMAIS

Nos diversos experimentos foram utilizados ratos Wistar albinos machos,
pesando entre 180 - 200g, e camundongos Swiss albinos machos (20-25g),
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica na Area da
Ciéncia em Animais de Laboratério (CEMIB) da Faculdade de Ciéncias Médicas
(FCM) da UNICAMP — Campinas — S&o Paulo, estes foram mantidos em jejum por
12 horas (antes dos experimentos), com livre acesso a agua em caixas com
capacidade para cinco ratos e dez camundongos, colocadas em sala climatizada
(27°C), com periodos de claro e escuro de 12 horas cada, controlado
automaticamente.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Amapa, com o registro CEP — UNIFAP — 4A /2008 — CD 3720.
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4.4.2 VIAS DE ADMINISTRACAO DAS DROGAS

Dependendo do experimento, as substancias foram administradas, por via
oral, em diferentes intervalos de tempo apés a inducdo do estimulo inflamatério.
Assim, o OEO, nas diferentes concentrac¢des, foi administrado 30 minutos antes da
injecdo do estimulo inflamatério. Ja no teste de granuloma, o OEO foi administrado
2h apés a implantacdo dos "pelletes", permanecendo o tratamento com uma dose
diaria durante seis dias. Nos testes de avaliacdo do efeito analgésico, o OEO foi

administrado trinta minutos antes da aplicacdo do estimulo algénico.

4.4.3 DETERMINACAO DA DOSE EFETIVA 50 (DE s) DO OEO

A DEso foi determinada, tendo como base o teste de contor¢cdo. Grupos de
camundongos (n = 10) foram tratados, por via oral, com o OEO trinta minutos antes
da aplicacdo do estimulo. Foram administradas varias doses (500, 1000 e 1500
mg/kg) e a DEsy foi determinada, utilizando-se o teste de regresséao linear no
software Bioestat 5.0 (2007).

4.4.4 TESTE DE CONTORCOES EM CAMUNDONGOS

Previamente, diferentes grupos de animais (camundongos, n = 10) foram
tratados por via oral, com a dose efetiva do OEO (1226,8 mg/kg), ou com a solucéo
de agua destilada (0,05 mL). Apds decorrer trinta minutos os animais foram
submetidos ao teste de contor¢des, baseado no método preconizado por Koster et
al. (1959). As contor¢cBes foram induzidas através da administragcdo intraperitoneal
de acido acético 1% v/v (0,25 mL/animal). As respostas, caracterizadas pela
contracdo da regido abdominal e extensao das patas traseiras, foram observadas e
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os resultados expressos em Média + EPM do numero de contor¢gfes no intervalo de

20 minutos.

445 MEDIDA DO EDEMA INTRAPLANTAR

Neste ensaio, diferentes grupos de animais (ratos, n = 5) foram tratados por
via oral com OEO 1226 mg/kg (DEsp), indometacina 10 mg/kg, agua destilada (0,5
mL) (CARVALHO, 1993). Foram injetadas, na regido plantar posterior direita de
ratos, 1.000 ug por pata de carragenina (0,1 mL), e na pata posterior esquerda igual
volume de solucédo salina a 0,9%. Para a determinacao do diametro das patas, foi

utilizado o paquimetro digital, em intervalos de 1 hora ap6s a aplicacdo do estimulo.

4.4.6 DERMATITE INDUZIDA PELO OLEO DE CROTON

O método utilizado foi o descrito por Tubaro et al. (1985), no qual a
inflamacé&o cutanea foi induzida pela aplicacdo de 0,1mL (1 mg/orelha) de uma
solucdo de dleo de croton em acetona na superficie da orelha direita dos
camundongos, pesando 20 a 25g. Na orelha esquerda, foi aplicado o mesmo
volume de acetona. Trinta minutos antes da aplicacdo deste estimulo, realizou-se o
tratamento por via oral, sendo que um grupo (n = 10) foi tratado com OEO (1226
mg/orelha), outro com dexametasona (n = 10) (0,5 mg/kg), e o grupo controle (n =
10) somente com agua destilada (0,05mL). A resposta anti-inflamatéria foi avaliada
apos 6 h da aplicacdo do estimulo, quando os camundongos foram sacrificados e
uma amostra de 8 mm de diametro da orelha retirada e estabelecida a diferenca do
peso entre a amostra da orelha controle (esquerda) e a orelha estimulada (direita),

os resultados obtidos foram expressos em peso (mg).
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4.4.7 PERMEABILIDADE VASCULAR EM RATOS

O método utilizado foi descrito por Mustard et al. (1965) e Lykbe et al.
(1969), consistindo na determinacao espectrofotométrica da quantidade de corante
extravasado para o espaco intersticial por acdo de um mediador.

Foram utilizados ratos wistar machos. inicialmente, diferentes grupos de
animais (n = 5) foram tratados por via oral com OEO (1226,8 mg/kg), indometacina
(10 mg/kg), e agua destilada (0,5mL) (CARVALHO, 1993). Apos trinta minutos do
tratamento, os animais foram anestesiados com tiopental sodico (40 mg/kg), e a
regido dorsal depilada. ApOs este procedimento, estes receberam injecdo
endovenosa de 0,5 mL de azul de Evans (25 mg/kg) e 10 minutos depois, foi
injetada por via intradérmica, o mediador histamina (50 pg/animal), solubilizada em
solucéo salina. Cada animal recebeu 5 injecoes com volume de 0,1 mL, variando os
locais de aplicagdo. Trinta minutos apés a Ultima injecdo, 0s animais foram
sacrificados em camara de dioxido de carbono, as suas peles foram retiradas e as
areas préximas aos locais das injecbes removidas com auxilio de um furador de
rolhas de 8mm de diametro. Em seguida separadamente, foram fragmentadas e
colocadas em tubos de ensaio, contendo 3 mL de formamida e mantidas na estufa a
37°C por 24 horas. Este material foi filtrado e centrifugado (2500 rpm), durante 10
minutos.

A gquantidade de azul de Evans foi determinada espectrofotometricamente,
utilizando comprimento de onda de 620 nm. As concentragdes do corante foram
obtidas a partir da densidade 6ptica, multiplicada por um fator calculado através da

curva padrao.

4.4.8 REACAO INFLAMATORIA AGUDA INDUZIDA POR CARRAGENINA EM
CAVIDADE PERITONEAL DE RATOS

Trinta minutos antes da injecdo do agente flogistico, os animais foram

tratados com o OEO (1226,8 mg/kg/v.o, n = 5), um grupo (controle positivo) com
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dexametasona 0,5 mg/kg v.o. (n = 5) (CARVALHO, 1993), e outro grupo de animais
recebeu (v.0) uma dose no volume de 0,5 mL de agua. Uma solucdo de 3 mL de
carragenina (100 ug/mL) em salina estéril foi injetada na cavidade peritoneal dos
ratos. A migracdo celular foi analisada, 4 horas ap0s a inje¢cdo do estimulo. Para
tanto, os animais foram sacrificados por eutanasia em camara de dioxido de carbono
e posteriormente injetados 10 mL de PBS heparinizado (1 mL/1000 mL de PBS) na
cavidade peritoneal e foram realizadas as contagens totais e a diferencial das
células ai contidas. Os resultados obtidos na contagem diferencial foram expressos
como numero de neutréfilos por mL do lavado peritoneal. Para realizacdo da
contagem total, 20 uL do lavado peritoneal foram diluidos em 0,4 mL da solucéo de
Turk. A contagem foi realizada, em camara de Neubauer. Parte do lavado peritoneal
foi centrifugada a 1000 rpm por 10 minutos; o sobrenadante suspenso em 0,4 mL de
uma solucéo de albumina a 3% em PBS p/v. O esfregaco celular foi feito em l[amina
propria (SOUZA e FERREIRA, 1985). As células foram coradas pelo corante
pancrémico de Rosenfeld e contadas em microscopio Gptico, usando-se objetiva de
imersdo em 6leo. Foram contadas 100 células em cada lamina, diferenciando-as em:
neutréfilos, eosindfilos, macréfagos e linfocitos. O namero de células diferenciadas

foi calculado pelo percentual encontrado em relacéo ao nimero total de células.

4.4.9 INDUCAO DO TECIDO GRANULOMATOSO

Em condicbes assépticas e sob anestesia com tiopental sdodico
(45mg/kg/i.p.), foi efetuada incisdo longitudinal ventral em cada animal e
implantados, através de divulsao do tecido subcutaneo, quatro cilindros de algodao
hidréfilo branco (Johnson & Johnson®) de 5 mm de comprimento, pesando 40 mg
cada, em quatro pontos equidistantes da incisdo. Os cilindros de algodao foram
previamente esterilizados por autoclavagem em lotes de quatro unidades, pesando
160 mg e, imediatamente antes do implante, foram tratados com 0,4 mL de solucao
aquosa de ampicilina injetavel 5% (Ariston) segundo o método de Meier et al. (1950)
e Niemegeers et al. (1975). Foram administrados por via oral, diariamente, 0,5 mL/kg
de agua destilada (grupo controle, n = 5), 0.2 mg/kg de dexametasona (n = 5)
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(GERMANO et al., 1995), e 1226,8 mg/kg do OEO, comecando o tratamento 2
horas depois da implantacdo dos “pellets” até o sexto dia. No sétimo dia, os animais
foram sacrificados em céamara de diéxido de carbono, os granulomas foram
removidos por dissecacdo, e submetidos a secagem por 24 horas em temperatura
de 60°C. A seguir seus pesos foram determinados em balanca analitica (Explorer
Ohaus — Marte), o peso do granuloma foi calculado pela diferenca entre os pesos

secos inicial e final.

45 Anélise estatistica

Para analise estatistica dos resultados obtidos, na comparacao das médias
obtidas nos diversos experimentos, foi utilizado o teste “t” de Student-Newman-Keuls
e a analise de variancia (ANOVA), através do software SigmaPlot 10.0®. Resultados
com niveis de significancia para p < 0.05 foram considerados estatisticamente
significativos. Foi ainda empregado o teste de regressao linear, através do software
Biostat 5.0® (2007).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise qualitativa e quantitativa do éleo fixo de Euterpe oleracea

O perfil cromatografico do oleo fixo de Euterpe oleracea, através da

cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometro de massa, identificou a

presenca de acido palmitico (C16:0), acido palmitoleico (C16:1) e acido oleico

(C18:1). Sendo que a andlise proporcional da distribuicdo dos acidos graxos no 6leo

mostrou 0s seguintes teores: acido palmitico (21.263%), acido palmitoleico (2.941%)
e acido oleico (75.796%) (Figura 1; Tabela 1).
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Figura 1. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplado a espectrdmetro de massa
Shimatzu, modelo QP 5000 para caracterizacdo e quantificacdo dos acidos graxos do 6leo fixo de
Euterpe oleracea.
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Tabela 1 - Identificacdo dos picos do cromatograma tomando-se como base o tempo de retencao
dos componentes.

PicoN° Tempo Area Conc. Nome

01 13.908 1371815 2.941%  Acido palmitoleico
02 16.103 34959  21.263% Acido palmitico
03 31.614 47918  75.796% Acido oleico

Os dados representam a composicdo dos acidos graxos do 6leo fixo de
Euterpe oleracea, a quantificacdo foi feita pela area dos picos e os resultados
expressos em area percentual, destacando-se a predominancia do acido oléico. Em

menor proporgao, os acidos palmitico e palmitoleico.
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5.2 Determinacao da Dose Efetiva (DEsp)

O tratamento com as doses crescentes do OEO (500, 1000 e 1500 mg/kg) por
via oral no teste de contor¢c6es abdominais induzida por &cido acético a 1% produziu
efeito dose-dependente cujo coeficiente de correlacdo de Pearson foi de r = 0,9956
(y =0,0219x + 23.1333), e a DEsp encontrada foi de 1226,8mg/kg (Figura 2).

Dose efetiva

4']__ B — -

Inibigdo de contorgdes
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104

T
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Figura 2. Determinacdo da dose efetiva 50 no teste de contorcdes em camundongos por acido
acético. Cada ponto representa a média da porcentagem de inibicdo do nimero de contor¢des (n =
10/grupo).

5.3 Teste de contorg¢des

A administracao intraperitoneal de acido acético produziu efeito hiperalgésico,
expressado pelas contor¢cdes do dorso e extensdo das patas traseiras dos animais,
as quais foram registradas no periodo de vinte minutos. A administracao por via oral
do OEO, nas doses de 500, 1000 e 1500mg/kg produziu reducdo dose-dependente
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do numero de contor¢bes em 33,67% (P<0.01), 45,88% e 55,58% (P<0.001),
respectivamente, de forma significativa, quando comparado com o controle negativo
(dgua destilada). J& o grupo tratado com indometacina, anti-inflamatério nao
esteroidal, produziu efeito inibitério significativo em 85,29% (P<0.001) como
mostrado na figura 3.
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Figura 3. Efeito da administracéo (v.0.) do OEO (500, 1000 e 1500 mg/kg), Indometacina (10 mg/kg) e
agua destilada (0,5 mL) sobre as contorcfes em camundongos induzidas por injecéo i.p. de acido
acético 1%. Os dados sdo expressos como média + EPM de 10 animais. **P<0,01, ***P<0,001 (teste
de multiplas comparacdes de Student-Newman- Keuls)
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5.4 Medida do edema intra-plantar

A injecdo de carragenina na pata dos animais produziu edema visivel e
mensuravel, cujo pico maximo foi observado 4 horas ap6s a injecdo do agente
inflamatério. O grupo tratado com OEO na dose de 1226,8 mg/kg por via oral inibiu a
formacdo do edema nas seis horas do experimento, sendo que, no pico maximo do
edema a inibicédo foi de 29,84% (P<0,01), em comparagcdo com o controle negativo
(dgua destilada), essa inibicdo foi estatisticamente significativa. Além disso, foi
possivel mostrar que a indometacina 10mg/kg por via oral reduziu o edema induzido

pela carragenina, inibindo em 42,44% na quarta hora do edema. (figura 4)
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Figura 4. Efeito da administracdo por via oral de OEO (1226,8 mg/kg), Indometacina (10mg/kg) e
agua destilada (0,5mL) sobre o edema de pata de rato, induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina (1000ug/pata). Os dados sdo expressos como média £ EPM de 5 animais, *p<0,01, teste
de multiplas comparac@es de Student-Newman- Keuls.
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5.5 Dermatitie iniduzida pelo 6leo de Créton

A aplicacdo de 6leo de créton (Img/orelha) produziu edema intenso por 6
horas. A figura 6 mostra que o OEO na dose de 1226,8mg/kg provocou efeito
inibitério significativo (p < 0,01) quando comparado ao grupo controle, inibindo o
processo edematogénico em 37,9%, enquanto que a dexametasona, um anti-

inflamatério esteroidal (10mg/kg) reduziu em 68,8% (p < 0,001). (Figura 5)
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Figura 5. Efeito da administracdo (v.0) do OEO (1226,8mg/kg) e dexametasona (0,5mg/kg) sobre a
dermatite induzida pelo 6leo de croton em camundongos. Cada coluna representa a média = EPM de
10 animais. **P<0.01, *** P<0.001, teste de mltipla comparacao Student-Newman- Keuls.

5.6 Permeabilidade vascular

ApOGs a aplicacdo da histamina nos grupos controle, tratados somente com
agua destilada, foi possivel observar o aumento da permeabilidade vascular,
mensurada pelo extravasamento do corante azul de Evans. O tratamento por via oral

de grupo de ratos com OEO, 1 hora antes da aplicacdo do mediador inflamatério, foi
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capaz de antagonizar a resposta a Histamina em 54,5%. Esta resposta biolégica foi

significativa em relagéo aos grupos controle (Figura 6).
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Figura 6. Efeito da administracdo (v.0.) de OEO (1226,8mg/kg, indometacina (10mg/kg) e agua
destilada, na permeabilidade vascular induzida por histamina. As barras representam a média + EPM

de 5 animais. *p<0,001, , Teste de multipla comparacdo Student-Newman-Keuls.

5.7 Reacdo inflamatéria aguda induzida por carragenina em cavidade

peritoneal de ratos

Neste modelo de migracdo leucocitaria induzido por carragenina, foi possivel
observar uma resposta inflamatdria aguda na cavidade peritoneal de ratos, em que a
concentracdo de neutréfilos foi de 3886,58 x 10° células/mL apés 4 horas. O OEO
(1226,8mg/kg) inibiu de forma significativa a migracao leucociaria em 80,14%, efeito
semelhante a dexametasona, que inibiu em 93,17%, quando comparado ao grupo
controle, tratado com agua destilada, demonstrando assim inibicdo do processo de

migracao (Figura 7).
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Figura 7. Efeito da administracdo (v.0.) do OEO (1226,8 mg/kg) e dexametasona (0,5 mg/kg), sobre a
migracdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal de ratos, induzido por 3 mL de carragenina
(100pg/mL). As barras representam a média + EPM do numero de neutrdéfilos. (n = 8 / grupo). *** p <
0,001, Teste de multipla comparacao Student-Newman-Keuls.

5.8 Inducéo do tecido granulomatoso

A implantacdo dos pélets na regido subcutdnea dos animais produziu tecido
granulomatoso, observado em todos os grupos ao final do sétimo dia, sendo que, no
grupo controle (Agua destilada), esta formagédo foi mais expressiva. A administragédo
diaria de 1226,8mg/kg por via oral de OEO, durante 6 dias, inibiu de forma
significativa, a formacdo do tecido granulomatoso em 36,66%, quando comparado
ao grupo controle (dgua destilada). A dexametasona, um potente anti-inflamatorio
esteroidal, inibiu a formacéo do edema em 78,7% (figura 8).
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Figura 8. Efeito da administracdo (v.0) de OEO (1226,6 mg/kg), agua destilada (0,5mL) e
dexametasona (0,2mg/kg), durante seis dias sobre a formacgéo do tecido granulomatoso. As barras
representam a média + EPM de 5 animais, **P<0.01 ***P<0,001, teste de multiplas comparacdes

Student-Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO

O dleo fixo de Euterpe oleracea é uma complexa mistura de importantes
acidos graxos em sua composicao. Em estudo realizado por Lubrano et al. (1994),
detectou-se 0s seguintes componentes na composicao do 6leo de Euterpe oleracea,
como mostrado na figura 1 e tabela 1: Acido oleico (60%), acido palmitico (22%),
acido linoleico (12%) e acido palmitoleico (6%). Da mesma forma, em estudo
realizado por Rogez (2000), foi identificado o acido oléico (60%), acido palmitico
(22%), acido palmitoleico (2%), acido linoléico (12%), acido estearico (2%) e acido
araquidico (2,5%). Os resultados desses estudos corroboram com os encontrados
neste trabalho, haja vista que, através da analise do 6leo fixo dos frutos de Euterpe
oleracea foi possivel identificar o acido oleico (75,79%), acido palmitico (21,26%) e
acido palmitoleico (12,94%), no entanto, 0s picos ndo estao puros, pois tém muitas
substancias similares co-eluidas.

A classe de acidos graxos presentes no Oleo fixo de Euterpe oleracea
exercem funcdes fisiolégicas importantes para o nosso organismo, e devido suas
estruturas quimicas caracteristicas, esses compostos tem sido alvos de interesse
para laboratérios farmacéuticos e alimenticios. Em pacientes com alteracbes das
respostas metabdlicas, o equilibrio entre os lipideos da dieta tem como propdsito
controlar a resposta inflamatéria quando exacerbada, por meio da relacdo entre os
tipos de acidos graxos insaturados ingeridos. Os acidos graxos exercem funcdes
importantes na modulacdo da sinalizacdo ao calcio (SOLDATI et al., 2002), proteina
guinase C (MAY e CALDER, 1993), ativacéo de fosfolipase C, producéo de inositol-
1,4,5- trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). Além do mais, os &cidos graxos séo
precursores primarios de importantes mediadores lipidicos durante o processo
inflamatério, como acido araquidénico, prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos
(GRIMBLE e TAPPIA, 1998; O.SHEA et al., 2004; CALDER, 2003).

Desta forma, os lipideos de 18 atomos de carbonos que pertencem a essas
familias — acido a-linolénico (18:3 w-3), acido linoléico (18:2 w-6) e acido oléico (18:1
w-9) - usam as mesmas enzimas, dessaturases (A6 e A5) e uma elongase, para
sintetizar seus derivados com 20 atomos de carbonos: acido eicosapentaendico
(EPA) (20:5 w-3), acido araquiddnico (AA) (20:4 w-6) e acido eicosatriendico (ETA)
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(20:3 w-9) (CABRE e GASSUL, 1996; PEREIRA et al., 2003; BEHROUZIAN e
BUIST, 2003).

Artigos de revisdo descrevem varios estudos indicando que as atividades anti-
inflamatoérias de &cidos graxos sao associados com reduc¢des nos niveis de IL-1q,
TNF-a, IL-6, e IL-1B (JAMES et al., 2000; BLOK et al., 1996). A composicao de
acidos graxos do OEO é comparavel com outros 6leos que tém atividades anti-
inflamatérias, como por exemplo, o 6leo de oliva e 6leo de peixe, ricos em acidos
graxos, quando testados em modelos de inflamacg&o de orelha induzido por 6leo de
croton, assim como o acido palmitico presente na fragcdo hexanica, com efeito anti-
nociceptivo. (JAMES et al., 2000; BLOK et al., 1996; GRIMBLE, 1998; LINOS et al.,
1999).

O oleo de oliva é caracterizado por ser constituido de &cidos graxos
monoinsaturados, bem como pelo seu elevado teor em agentes antioxidantes. Este
6leo apresenta numerosas funcdes biolégicas que sao benéficas para o estado de
salde. Uma dieta rica em &cidos graxos monoinsaturados fornece uma adequada
fluidez as membranas biolGgicas, 0os constituintes presentes neste 6leo sdo capazes
de sequestrar os radicais livres e proporcionar uma protecdo adequada contra a
peroxidacdo. Além disso, este 6leo diminui 0s niveis plasméticos de colesterol LDL e
aumenta os niveis de colesterol HDL, diminuindo assim o risco de problemas
cardiacos. Neste contexto, foi sugerido que o aumento do consumo de acidos
graxos monoinsaturados em lugar de acidos graxos poliinsaturados torna
lipoproteinas circulantes menos sensivel a peroxidacdo e, assim, diminui o
desenvolvimento da arteriosclerose. Varias investigacdes tém sugerido que o 6leo
de oliva pode ser benéfico em doengas inflamatorias e auto-imunes, como artrite
reumatoide, através da modificacdo da producéo de citocinas inflamatérias (BOGANI
et al., 2007., LA LASTRA et al., 2001., VAZQUEZ et al., 2004)

O &cido oléico, um dos constituintes do 6leo fixo de Euterpe oleracea € um
acido graxo de cadeia longa possuindo 18 carbonos na sua estrutura. Por possuir
uma dupla ligacdo entre os carbonos ele é chamado de acido graxo insaturado. O
acido oléico é uma classe de compostos organicos chamados de lipideos, os quais
sdo vitais na construgcdo da membrana celular, estando presente na epiderme, o
gual protege e faz parte da barreira da pele evitando a sua desidratacéo, por perda
de agua transepidérmica (LEE et al., 1986). O acido oleico € um acido graxo
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essencial (bmega 9), o qual participa do nosso metabolismo, desempenhando um
papel fundamental na sintese dos hormdnios. A ingestdo de mono e acidos graxos
poliinsaturados tem sido associada a reduzido risco de doencas cardiovasculares,
incluindo hipertenséo e aterosclerose (BASU et al., 2006). O acido oléico € capaz de
inibir a ativacdo da célula endotelial e reduzir a expressdo de moléculas
inflamatérias (CARLUCCIO et al., 1999). O acido oléico apresenta efeitos pro-
inflamatérios induzindo a producdo de NO em macrdfagos e aumento da expressao
da endotelina-1 via ativacdo NF-kB de células endoteliais (LIMA et al., 2006; PARK
et al., 2003). Além disso, o0 acido oleico suprime a liberacao de mediadores pr6-NO e
PGE2, bem como a expressao de iINOS e COX-2 em micréglia estimuladas por LPS.
Este efeito anti-inflamatério do acido oléico estd associado com o bloqueio de
espécies reativas do oxigénio (ROS) (OH et al., 2009). A importancia, portanto, do
acido oléico presente no 6leo fixo de acai, deve-se a sua funcéo dentro do processo
inflamatério (CARDOSO et al., 2004; PEREIRA et al., 2008, OH et al., 2009)

O desenvolvimento de métodos para a medida de dor e seu alivio, em
animais de laboratério, tem sido incrementado nos ultimos anos. O principio da
maioria desses métodos se baseia na inducdo da dor através de um estimulo,
supostamente doloroso, previamente escolhido, que determina uma resposta
mensuravel de preferéncia quantitativamente, com valores diretamente
proporcionais a intensidade do estimulo que, com a introdu¢cdo de um procedimento
ou substéancia, é diminuida (analgésico) ou aumentada (hiperalgésico). Os principais
métodos sdo obtidos através de estimulo mecanico (compreensdo da pata) ou
quimico (teste de formalina e de contorcdes).

Quando sao injetadas substancias irritantes intraperitonealmente, em
camundongos, é manifestada uma sindrome caracterizada por contor¢cdes
intermitentes do abdome, tor¢des do tronco e extensdo das patas traseiras. Ocorre
leséo tecidual e liberagdo de mediadores da inflamacéo, incluindo a bradicinina,
serotonina, histamina e prostaglandinas, responsaveis pela inducdo do estimulo
nociceptivo que pode ser bloqueados por anestésicos locais e substancias
analgésicas (LOUX et al.,, 1978; WHITE, 1964; LElI GUO, 2008). Aléem disso,
acredita-se que a nocicepc¢ao induzida pelo acido acético, depende da liberacédo de
citocinas como TNF-a, IL-1 e IL-8, a partir de macréfagos e basdéfilos residentes na
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cavidade abdominal e, em conjunto com outros mediadores podem induzir a
nocicepgao caracteristica observada nesse modelo (IKEDA et al, 2001).

No ensaio de contor¢des, o tratamento com OEO produziu efeito antialgico, a
partir da dose de 500 mg/kg até a dose de 1500 mg/kg, este efeito inibitério foi
significativo e dose-dependente. A indometacina, um anti-inflamatoério do tipo ndo
esteroidal, inibiu a nocicepcédo em 85,29% (Figura 3).

Muitos dos métodos usados para testar farmacos anti-inflamatérios sdo
baseados na habilidade de tais agentes inibirem o edema induzido pela injecao de
agentes inflamatérios como a carragenina.

Diversos estudos indicam que a inibicdo da sintese das prostaglandinas € o
principal mecanismo das acfes terapéuticas dos anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINE). A resposta edematogénica € um dos sinais da resposta inflamatoria
decorrente do aumento da permeabilidade vascular, que ocorre na microcirculacao,
devido a acao dos mediadores liberados.

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas, que induz resposta
inflamatdria local mensuravel. E o modelo de edema de pata mais utilizado para
avaliacéo do efeito anti-inflamatorio de drogas.

Apresenta duas fases inflamatorias e uma terceira ndo caracteristica. Na
primeira hora, logo apés a injecdo da carragenina, ha aumento da permeabilidade
vascular mediada por HIS e 5-HT. Na segunda hora, o0 aumento da permeabilidade é
ocasionado por cininas. Na terceira hora, o0 aumento da permeabilidade vascular
ocorre devido a acdo das prostaglandinas (MELLO, 2002).

A administracdo de carragenina nas patas de rato induziu edema de forma
gradual, mensuravel a partir da primeira hora ap6s sua inducdo, sendo o0 pico
maximo do edema obtido na quarta hora.

O tratamento com OEO na dose de 1226,8m/kg por via oral, inibiu o edema
significativamente, no pico maximo no edema, sugerindo interferir sobre os
mecanismos desencadeados pela carragenina. Da mesma forma, a indometacina,
usada como controle positivo,também inibiu o processo edematogénico, como
mostrado na figura 4.

A aplicacdo tépica do Oleo de croton induz uma resposta inflamatoria
cutanea, caracterizada por intensa vasodilatacdo e formacao de eritema, seguido do

aumento da espessura da orelha em consequéncia do extravasamento celular que
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atinge o pico maximo na sexta hora. Tubaro et al. (1985), demonstrou que na
cinética do processo inflamatério induzido pelo 6éleo de croton, o pico maximo de
edema ocorre intensa infiltracdo celular, sendo que as principais células que
participam neste processo sdo neutréfilos e macréfagos. Quanto as drogas anti-
inflamatdrias que atuam nestes processos, os anti-inflamatorios esteroidais inibem
todas as fases, sendo, portanto, mais ativas que as néo esteroidais, enquanto que
comecam a atuar apés a 6" hora.

Esteres de forbol presentes no 6leo de créton, como o TPA, ativam a PKC,
aumentam a permeabilidade vascular, induzem a sintese de metabdlitos do AA e
induzem a expressdo da COX-2, IL-18, TNF-a e da molécula de adesdo ICAM-1
(CHI et al, 2003; DE YOUNG et al., 1989)

Desta forma, a hip6tese que o edema na orelha de camundongo induzido pelo
6leo de croton deve-se aos mediadores dos produtos da cicloxigenase, gerado pelo
metabolismo do acido araquidénico (INOUE et al, 1989), pode-se sugerir que o OEO
deve interferir neste processo, impedindo, assim, a geracdo destes mediadores, ja
gue inibiu significativamente a formag¢ao do tecido granulomatoso, assim como a
droga anti-inflamatoria esteroidal dexametasona (Figura 5).

O processo inflamatério € controlado pela atuacdo de um grupo de
mediadores quimicos, dentre eles cita-se a amina vasoativa histamina. Este
mediador estd envolvido no inicio da inflamacdo, onde medeia o aumento de
permeabilidade vascular. A acdo da histamina inicia quando ela se liga aos
receptores histaminicos H1 presente na célula endotelial, 0 que consequentemente
provoca contragdo das células endoteliais, produzindo assim um aumento dos
espacos entre as células, o que facilita o extravasamento das substancias para o
espaco intersticial.

No teste da permeabilidade realizado, o tratamento com o OEO antagonizou o
a acao da histamina, inibindo o processo em 54,6% (Figura 6), o0 que demonstra a
eficacia deste dleo fixo sobre o processo inflamatério agudo.

Vale ressaltar que a inflamacdo aguda € caracterizada por dilatacdo dos
vasos, exudacao de plasma e migracéo celular para o local da lesdo (SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004), desta forma, seguindo o aumento na permeabilidade
vascular, h& o infiltrado celular, principalmente de neutréfilos, que contribuem para a

o processo inflamatério através da producédo, dentre outros mediadores, de radicais
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livres derivados do oxigénio, como o &anion superdéxido e radicais hidroxilas
(POSADAS et al., 2004). Existem fatores que mantém o aumento da permeabilidade
vascular, sendo que a duracdo da resposta inflamatéria provocada pela carragenina
apos o periodo de 3 a 4 horas seja ocasionada pela migracao de leucdcitos para o
tecido, liberacdo de enzimas proteoliticas por estas células e geracdo de PG no
local. Tais fatores, além de manter o aumento da permeabilidade vascular, podem
causar danos ao tecido conjuntivo, com a liberacdo ou formacdo de mediadores
adicionais (CRUNKHORN e MEACOCK, 1971). Assim, outro fator importante para
avaliacdo da resposta inflamatéria é a migragdo de células inflamatérias, como os
neutréfilos, para o local da lesdo

Durante o processo da peritonite ocorre uma exarcebacdo no transporte de
solutos entre o plasma e a membrana porosa, além da producdo paralela de
migracédo celular. Essas alteracdes devem-se pela vasodilatacdo dos capilares na
membrana peritoneal e pela abertura dos poros nos microvasos, causados por
mediadores celulares e inflamatérios, como neutréfilos e prostaglandina E2,
respectivamente (PAULINO et al, 2008). A inibicdo da migracdo dos leucécitos para
cavidade peritoneal pode estar relacionada as seguintes hipoteses: a inibicdo da
producdo de substancias quimiotaticas e/ou a inibicdo da expressao de moléculas
de adeséo.

Os leucécitos requerem de substancias quimiotaticas, que facilitem sua
migracao para o local onde esta ocorrendo a injaria, inflamacgéo, para posteriormente
desencadearem seus efeitos na tentativa de destruir o agente agressor
(SHERWOOD e TOLIVERKINSKY, 2004). Dentre essas substancias encontram-se:
0 LTB4 (PATCHA et al., 2004; SALLUSTO e MACKAY, 2004; ZHELEV et al., 2004),
o PAF (ZHELEV et al., 2004), a proteina do sistema complemento C5a (SALLUSTO
e MACKAY, 2004; ZHELEV et al., 2004), todas atraentes de neutrofilos. Em relacéo
ao LTB4, pode-se mencionar que, é um produto derivado do metabolismo do acido
araquidonico, via a ativacao da lipooxigenase (5-LOX) (PARENTE e PERRETTI,
2003), o qual apresenta um importante papel na quimiotaxia de neutréfilos, dentre
outros efeitos, para o foco da inflamagéo.

No teste de migracdo celular (peritonite) demonstrou-se que o0 grupo de
animais tratado com o OEO, ocorreu a diminuicdo do numero de leucdcitos

polimorfonucleares (neutréfilos) na cavidade peritoneal quando comparado ao grupo
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controle negativo, da mesma forma, a dexametasona inibiu migracdo de leucocitos
polimorfonucleares, como apresentado na figura 7. Os polimorfonucleares séo as
principais células a migrarem para a cavidade peritoneal, nesta fase inicial da
resposta inflamatoéria, neste modelo experimental (SALEH e MEDEIROS, 1999).

A inflamacdo aguda é uma resposta rapida frente a diversos agentes ou
estimulos que envolvem o recrutamento e ativagdo de neutréfilos. No entanto,
guando o estimulo ndo é eliminado o processo inflamatério persiste, tornando-se
cronico. As inflamacgbes crbnicas podem originar-se da inflamacdo aguda devido a
permanéncia do agente agressor, que nao foi vencido e continua multiplicando e
atuando, porém menos intensamente (VANE, 2002).

A migracao de leucécitos para o local da inflamacao € um ponto importante do
processo inflamatério. A participacdo direta de prostaglandinas na quimiotaxia é
improvavel de ocorrer. No entanto, sabe-se que um dos produtos do acido
araquidonico, o leucotrieno B4, induz a ativacdo de leucdcitos e quimiotaxia, e que, a
lipoxigenase, enzima que promove a geracdo de leucotrienos, é sensivel as drogas
anti-inflamatérias, do tipo esteroidais, como a dexametasona.

A principal caracteristica da transicdo do processo inflamatério agudo para
cronico é a mudanca na composicao do infiltrado leucocitario, onde os neutrofilos
sdo substituidos por células mononucleares fagociticas e linfocitos T (POBER e
SESSA, 2007). A reducao da migracdo de macréfagos, neutrdfilos e linfécitos para o
sitio de inflamag&do por um determinado composto € importante na reversdo do
processo inflamatério cronico. Ainda que os PMN ndo sejam o0s principais tipos
celulares envolvidos na resposta inflamatdria crénica, a reducdo do numero dos
PMN no tecido promovido pelo tratamento com o OEO pode contribuir na resolucao
da resposta inflamatoria, considerando que os neutréfilos liberam radicais livres,
mediadores inflamatérios e enzimas proteoliticas (ARNHOLD, 2003; BRADLEY et
al., 1982).

A inibicdo da migracdo dos leucdcitos para cavidade peritonial pode se dar
por duas hipéteses: a inibicdo da producdo de substancias quimiotaticas e/ou a
inibicho da expressdo de moléculas de adesdo, haja vista que os leucdcitos
requerem substancias quimiotaticas que facilitem sua migracdo para o local onde

\

esta ocorrendo a injuria, inflamacao, para entdo desencadearem seus efeitos na
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tentativa de destruir o agente agressor, dentre essas substancias quimiotéaticas, cita-
se 0 LTB4 (SHERWOOD e TOLIVERKINSKY, 2004).

Os granulomas sdo ndédulos de tecido de granulacdo, compostos por
fibroblastos, capilares e macrofagos modificados. Ainda, pode ser encontrada
necrose central. Na formagcdo do granuloma, inicialmente, ocorre proliferacdo de
macrofagos, que podem vir a sofrer fusdo originando células multinucleadas,
ocupando a porgdo central do granuloma. Na periferia, encontram-se linfocitos T,
responsaveis pela hipersensibilidade tardia. Vasos sanguineos e fibroblastos
proliferam na periferia do granuloma para nutri-lo e dar suporte a estrutura
(TROWBRIDGE, 2002).

Existem trés fases apdés a implantacdo dos pélets. A primeira fase,
denominada fase transudativa, compreende as primeiras trés horas apés a
implantacdo; a segunda, denominada de fase exsudativa, ocorre entre trés e setenta
e duas horas; e a terceira, denominada de fase proliferativa, se da de setenta e duas
horas até o sexto dia. (SWINGLE e SHIDEMAN, 1972).

Diante de todas as descricbes acima expostas, 0 ensaio do granuloma
representa um modelo inflamatério crénico, em que o processo de desenvolvimento
pode ser inibido por drogas anti-inflamatorias especificas, tais como as esteroidais.
No teste do granuloma, com o tratamento diério por via oral de 1226,8mg/kg, foram
observados resultados inibitérios altamente significativos (p < 0,01) quando
comparado com o grupo controle, ndo havendo diferenca significativa com o grupo
tratado com a dexametasona, demonstrando assim, que o OEO atua de forma
semelhante aos anti-inflamatérios esteroidais.

Estas trés fases estdo relacionadas com os fendmenos ocorridos durante o
processo inflamatério. Os fendmenos béasicos sdo comuns a qualquer tipo de
inflamacéo, independentes do agente inflamatério. S&o divididas em cinco etapas,
admitindo ocorrem silmutdneamente. A fase transudativa corresponde a fase
irritativa e a vascular. A fase exsudativa caracteriza-se por exsudato celular
plasmatico. Apresenta, ainda, uma quarta fase, degenerativa-necroética e uma quinta,
correspondente a proliferativa (produtiva-reparativa). A inflamagéo crbénica aparece
guando o agente inflamatério ndo foi vencido, caracterizando-se pela presenca de
elementos proliferados na area inflamada, tais como linfécitos, plasmadcitos,

mastécitos, mondcitos e histiécitos. Além deles, proliferam no local inflamado
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fibroblastos, capilares sanguineos e outros tecidos de reparo (SANTOS JUNIOR,
2003).

Os agente anti-inflamatérios provocam a modificacdo da reacdo inflamatéria,
em geral, ao inibir a araquidonato ciclooxigenase (COX) e, portanto inibindo a
producéo de tromboxanos e prostaglandinas.
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, aqui demonstrados e discutidos, referentes a
composigdo quimica do OEO juntamente com o embasamento dos mecanismos ja
descritos na literatura, pode-se sugerir o possivel envolvimento dos componentes do
Oleo fixo de Euterpe oleracea sobre o processo inflamatorio através da inibicdo de
mediadores derivados da acido araquiddnico, sendo que pode-se sugerir a hipotese
de que o dleo fixo de Euterpe oleracea age tanto em processo inflamatoério agudo,
quanto em processo inflamatorio crénico. Portanto, o 6leo fixo de Euterpe oleracea
possui atividade anti-inflamatéria e anti-algica, no entanto, faz-se necessario ainda,
maior exploracdo dos mecanismos desencadeados pelos principios ativos

envolvidos nestas atividades.
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