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RESUMO

A dor e a inflamacdo séo sinais de protecdo do organismo nas situacGes de perigo e dano
tecidual. Porém, em carater exacerbado, mecanismos celulares e moleculares levam a uma
persistente dor inflamatoria consequente da intensa sensibilizacdo dos nociceptores,
comprometendo a qualidade de vida de muitas pessoas. Devido aos efeitos adversos,
dependéncia quimica e tolerancia relacionados aos atuais medicamentos, a busca por novas
alternativas é necessaria. Nesse contexto, a importante biodiversidade Amazonica fornece
fontes de novos produtos terapéuticos, uma vez que muitas plantas séo usadas pela populagéo
local para tratar suas doencas, mas pouco foram estudadas cientificamente. Uma dessas espécies
é a Caryocar villosum, conhecida como piquia, cujo 6leo do fruto € tradicionalmente aplicado
para o tratamento de dores musculares e reumatismo. Escassos trabalhos relatam as atividades
farmacoldgicas do 6leo do piquia na dor e inflamacao, efeitos relacionados com 0s compostos
fendlicos. Posto isto, objetivou-se avaliar as atividades antioxidante, antinociceptiva e anti-
inflamatdria de extratos obtidos de outras partes do piquia. Foi avaliada a atividade sequestrante
dos radicais ABTSe+ e DPPHe in vitro. Para as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria
in vivo, foram executados os testes de contor¢des abdominais induzidas por acido aceético,
hiperalgesia mecénica induzida por carragenina, formalina e edema de pata induzido por
carragenina. A atividade locomotora foi avaliada no teste de rota-rod. Os experimentos
realizados foram aprovados mediante protocolo de aprovacdo do Comité de Etica n° 042/2016.
O extrato etanolico das cascas do fruto da Caryocar villosum, EECv (cascas), apresentou a
menor Clso (5,33 pg/mL) frente ao radical DPPHe dentre todos os extratos. Além disso, 0 EECv
(cascas), administrado por via oral na dose de 300 mg/Kg, inibiu significativamente o nUmero
de contorg¢des abdominais, o tempo de lambida da pata na segunda fase do teste da formalina e
a hiperalgesia mecanica, quando comparado ao grupo ndo tratado. O efeito biologico foi
revertido pela administracdo prévia de naloxona. O EEcv (cascas) também reduziu
significativamente o volume do edema formado na fase tardia, quando comparado com o grupo
ndo tratado. Estes efeitos farmacoldgicos foram atribuidos a presenca de compostos fenélicos
e flavonoides no extrato, sendo o acido galico e o acido p-coumaroilquinico as substancias
majoritarias. Portanto, sugere-se que o EECv (cascas) possui atividades anti-inflamatoria, por
inibicdo da sintese de prostaglandinas, e antinociceptiva periférica com a modulacdo da via
opioidérgica. Atesta-se assim o uso medicinal das cascas do fruto da Caryocar villosum para o
tratamento da dor e inflamac&o, além do seu 6leo, bem como a possibilidade tecnoldgica para
a obtencdo de um novo fitomedicamento.

Palavras-chave: Caryocar villosum, piquia, nocicepcéo, inflamacéo, etnofarmacologia



ABSTRACT

Pain and inflammation are organism protection signs in situations of danger and tissue damage.
However, in an exacerbated way, molecular and cellular mechanisms lead to a persistent
inflammatory pain resulting from the intense nociceptors sensitization, compromising the life
quality of many people. Due to the adverse effects, chemical dependence and tolerance related
to the current medicines, the search for new alternatives is necessary. In this context, the
important Amazonian biodiversity provides sources of new therapeutic products, since many
plants are used by the local population to treat their diseases, but few were scientifically studied.
One of these species is Caryocar villosum, known as piquia, which fruit oil is traditionally
applied for the treatment of muscular pain and rheumatism. Scarce works report the
pharmacological activities of piquia oil in pain and inflammation, effects related to phenolic
compounds. Therefore, the aim of this study was to evaluate the antioxidant, antinociceptive
and anti-inflammatory activities of extracts obtained from other parts of piquié. The scavenging
activity of ABTS++ and DPPH- radicals were evaluated in vitro. For the antinociceptive and
anti-inflammatory activities in vivo, the tests of acetic acid-induced writhing, carrageenan-
induced mechanical hyperalgesia, formalin and carrageenan-induced paw edema were
performed. The locomotor activity was assessed by rota-rod test. The experiments carried out
were approved by protocol of approval of the Ethics Committee n°® 042/2016. The ethanolic
extract of the Caryocar villosum fruit peels, EECv (peels), presented the lowest ICso (5,33
ug/uL) against the DPPHe radical among all extracts. In addition, EECv (peels), given orally at
dose of 300 mg/Kg, significantly inhibited the number of abdominal contortions, the paw
licking time in the second phase of the formalin test and the mechanical hyperalgesia, when
compared to the untreated group. The biological effect was reversed by prior administration of
naloxone. EECv (peels) also significantly reduced the edema volume formed in the late phase,
when compared to the untreated group. These pharmacological effects were attributed to the
presence of phenolic compounds and flavonoids in the extract, as gallic and p-coumaroylquinic
acids being the major substances. Therefore, it is suggested that EECv (peels) has anti-
inflammatory activity, by inhibition of prostaglandins synthesis, and peripheral antinociceptive
activity with opioid pathway modulation. This attests the medicinal use of the Caryocar
villosum fruit peels for the treatment of pain and inflammation, besides its oil, as well as the
technological possibility to obtain a new phytomedicine.

Keywods: Caryocar villosum, piquid, nociception, inflammation, ethnopharmacology
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1. INTRODUCAO

A dor é um problema mundial de satde publica e seu manejo clinico uma prioridade,
tendo em vista que o alivio para esta condi¢cdo ja é considerado um direito humano bésico
(SREEKEESOON ¢ MAHOMOODALLY, 2014; XIAO et al, 2016). Uma vez que a dor
compde uma experiéncia multidimensional ao envolver diversos aspectos, a sua percepgao e
transmissdo ocorrem por meio de mecanismos periféricos e centrais (SARMENTO-NETO et
al, 2016; XIAO et al, 2016).

Uma parte consideravel da populacéo ¢ afetada por algum tipo de dor, o que resulta na
perda da qualidade de vida e, consequentemente, reflete em demasiado consumo de
medicamentos (OLIVEIRA et al, 2014). Juntamente com a inflamacéo, a dor pode resultar em
situacOes criticas para 0 paciente, como 0 estresse e a perda da capacidade cotidiana (RAZIQ
et al, 2016). Nas situacGes crbnicas, o tratamento, a avaliacdo e o manejo da dor sdo
desafiadores para mais de 1,5 bilhdes de doentes que sofrem de diversas condi¢des, como a dor
lombar, dor do cancer, cefaleia, fibromialgia e artrite dolorosa (SREEKEESOON e
MAHOMOODALLY, 2014).

Nos diferentes tipos de dor associada com a inflamacdo, os agentes anti-inflamatdrios
néo esteroidais (AINES) se destacam por reduzir eficientemente a dor e a inflamacéo, efeitos
esses associados a inibicdo da cicloxigenase 2 (COX-2) (LAJILI et al, 2016). Alem de AINES,
opioides, anestésicos locais, acetaminofeno (paracetamol), anticonvulsivantes, antidepressivos,
canabinoides e outros agentes farmacoldgicos também sdo utilizados para o seu tratamento
(FLORES et al, 2012; FERREIRA et al, 2014).

Apesar da variabilidade de terapias, existem dificuldades para o seu uso, como a
limitada eficacia a longo prazo e efeitos adversos (SREEKEESOON e MAHOMOODALLY,
2014). Além disso, problemas relacionados a tolerancia a opioides s&o comuns entre 0s
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pacientes e a eficicia desses medicamentos varia para cada tipo de dor (MORGAN e
CHRISTIE, 2011; PASTERNAK, 2014). Portanto, faz-se necessaria a pesquisa por novos
compostos terapéuticos, haja visto as reacfes adversas, dependéncia fisica e tendéncia de abuso
dos medicamentos atuais disponiveis (XIAO et al, 2016).

Por outro lado, o uso de medicamentos de procedéncia natural demonstra eficacia no
manejo de diversas condi¢cbes inflamatorias e dolorosas, com menos efeitos adversos e
beneficios tdo eficazes quanto os medicamentos vigentes (RAZIQ et al, 2016). Nesse contexto,
0s produtos naturais representam uma fonte primordial para a pesquisa de substancias com agéo
analgesica. Assim, o Brasil possui privilégio por deter grande diversidade bioldgica, que se
traduz em riqueza de espécies com potencial medicinal para a producao de novos fitoterapicos
(SILVA et al, 2013).

As espécies presentes no clima tropical sdo produtoras de metabdlitos secundarios
diversos, que sao substancias utilizadas para a protecdo destas plantas contra situacdes adversas
referentes as variagdes de temperatura, degradacdo ultravioleta, presenca de herbivoros e
outros. Tais metabdlitos secundarios tornam essas espécies endémicas atrativas e consolidadas
como tratamentos medicinais vidveis (SILVA e TEIXEIRA, 2015). Muitas espécies medicinais
do Brasil sdo pouco estudadas e o investimento na pesquisa sustentavel da biodiversidade
amazonica certamente rendera produtos naturais potencialmente importantes (NUNOMURA et
al, 2009; TACON e FREITAS, 2013).

Como resultado da pesquisa de plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios com
acdo analgésica e anti-inflamatoria, o Acheflan® foi o primeiro fitoterapico nacional
introduzido no mercado, apresentando boa aceitacdo pela comunidade médica (OLIVEIRA et
al, 2014).

Aos flavonoides sdo atribuidas propriedades anti-inflamatdria e analgésica. Muitas

plantas que possuem flavonoides em sua composicdo sdo utilizadas visando esses efeitos na
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medicina popular (XIAO et al, 2016). Uma delas é a Caryocar villosum, conhecida como piquia
(CHISTE et al, 2014), cujo 6leo do fruto é bastante utilizado pela populacdo local da
comunidade de Piquiatuba, no estado do Para, para o alivio de dores musculares, além de
reumatismo, erisipela e asma, que sdo doencas de natureza dolorosa e/ou inflamatéria
(GALUPPO, 2004; CLAY et al, 2010).

Em laboratorio, foi demonstrado que o 6leo do fruto do piquia possui atividades anti-
inflamatdria sistémica, anti-inflamatdria topica e antinociceptiva, todas verificadas em testes
animais (GALUPPO, 2004; XAVIER, 2011; XAVIER et al, 2011), além da atividade anti-
inflamatdria in vitro para extratos obtidos das sementes, polpa e cascas do fruto (YAMAGUCHI
etal, 2017).

As atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato dessa espécie nunca foram
avaliadas antes em modelos animais. Portanto, devido a necessidade de terapias
complementares para o tratamento da dor e inflamacgéo, no presente trabalho foram avaliadas
as atividades antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatdria de extratos obtidos das cascas do
fruto e de um pool de sementes e polpa da Caryocar villosum, utilizando ensaios in vitro e in

Vivo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A espécie Caryocar villosum

A familia Caryocaraceae, pertencente a ordem Theales, divide-se em dois géneros,
Caryocar e Anthodiscus, e possui ao todo 26 espécies presentes nas regides tropicais e
neotropicais da América, o que engloba desde a Costa Rica até o sudeste brasileiro. Essas
espécies sdo compostas por arvores de grande e médio porte, com folhas trifolioladas,
estipuladas, opostas ou alternadas, e flores actinomorficas (MAGID et al, 2006a; MARTINS e
GRIBEL, 2007; XAVIER et al, 2011; VALENTE, 2012).

As 16 espécies componentes do género Caryocar estdo distribuidas desde a Costa Rica
até o Paraguai. De todas elas, 12 estdo presentes no Brasil e ocorrem em maior abundéancia na
Regido Amazonica (XAVIER et al, 2011; VALENTE, 2012; LEAL et al, 2016).

A C. villosum, conhecida popularmente como piquia, alcanca de 35 a 50 metros de altura
e se trata de uma das maiores arvores oleaginosas. Além do nome popular brasileiro, pode
também ser chamada de pikia, pekea ou pékéya na Guiana Francesa (MAGID et al, 2006b;
XAVIER et al, 2011; MORAIS e GUTJAHR, 2012).

O piquia distribui-se predominantemente na regido firme do estuario, mas pode ocorrer
em toda a extensdo da Bacia Amazonica, além de uma parte da regido nordestina. Apesar de
haver a exploracdo continua da espécie, 0 que possibilita a sua escassez em algumas regides,
ainda ndo é considerada em risco de extingdo (MAGID et al, 2006a; ALMEIDA et al, 2012;
MORAIS e GUTJAHR, 2012).

O morcego da espécie Lonchophylla thomasi é importante para a polinizagdo do piquia.
A ocorréncia de queimadas na floresta afasta a presenca do L. thomasi, o que desfavorece a C.
villosum. Outras espécies de morcegos como Phyllostomus discolor e pertencentes a subfamilia
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Glossophaginae, além de outros animais, também participam da etapa de polinizacao da arvore
(MARTINS e GRIBEL, 2007; VALENTE, 2012).

O piquia representa uma notoria importancia econdmica para as familias ribeirinhas e
pessoas de diversas areas, devido as inimeras aplicacdes das variadas partes da arvore que
abrangem desde a culinaria até a construcdo. Ademais, o piquia possui grande valor nutritivo e
reine em sua composicdo substancias responsaveis por atividades biologicas, como as
saponinas, compostos fendlicos, flavonoides, carotenoides e vitaminas C e E (VALENTE,

2012; CHISTE et al, 2014; LEAL et al, 2016).

Figura 1 — Frutos da Caryocar villosum (piquid). Fonte: Gutemberg Soares, Abril de 2018.

Entre os meses de julho e novembro ocorre a floragdo do piquiazeiro. N&o ocorre a
frutificagdo da espécie em todos os anos, mas, quando acontece, 350 frutos em média séo
produzidos durante o periodo de amadurecimento entre os meses de fevereiro e maio. Com peso
médio de 280 gramas, o fruto do piquia tem de 7 a9 cm de didmetro e possui uma forma redonda
irregular oblongo-globoso. A polpa corresponde a 23% do total do fruto, enquanto que a
améndoa equivale a 6% (MARX et al, 1997; MAGID et al, 2006a; MORAIS e GUTJAHR,
2012).

Do fruto e da améndoa, extrai-se um 0leo muito apreciado, pois pode ser utilizado na

cozinha regional, industria cosmética e producédo de sab&o; nesta ultima aplicacédo as sementes
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e cascas do fruto também séo utilizadas. O hexano é utilizado no processo de extracdo do 6leo,
0 que confere um rendimento de aproximadamente 46% para a polpa e 42% para as améndoas
(MAGID et al, 2008; XAVIER et al, 2011; MORAIS e GUTJAHR, 2012; CHISTE et al, 2014).

As sementes do fruto sdo comestiveis, a fresco ou processadas, e podem ser utilizadas
como afrodisiaco. S&o oleosas, brancas e apresentam uma massa carnuda e aromatica, rica em
nutrientes como caroteno, fdésforo, cobre, ferro e riboflavina. A retirada das sementes do
endocarpo ¢é dificil, visto a presenca de espinhos finos nessa estrutura (MARX et al, 1997;
VALENTE, 2012; ASCARI et al, 2013).

A aplicacdo do piquia na industria cosmética diz respeito a producdo de logoes, cremes
para pele, sabonetes, xampus, condicionadores, sais de banho, cremes pds-depilacdo e
maquiagem. O Gleo extraido da améndoa possui ponto de fusdo semelhante ao da pele humana
e, por isso, é utilizado em formulacdes dermatoldgicas (MORAIS e GUTJAHR, 2012).

O fruto pode ser cozido em &gua e sal para 0 consumo e também € utilizado para sucos
e licores. Grande teor de &cido oleico esta presente em seu 6leo, 0 que o torna comestivel, vidvel
para frituras e uma alternativa a manteiga. De suas cascas pode-se obter uma tinta usada na
escrita e na coloracdo de fios e redes. O tronco da arvore fornece material para a construcao
civil e naval, pois sua matéria-prima € bastante resistente a insetos que se alimentam de madeira.
A populagéo local utiliza as cascas do tronco e o fruto como um veneno para peixes. Esse efeito
toxico esta relacionado a presenca de saponinas (MAGID et al, 2006a; MAGID et al, 2006b;
XAVIER et al, 2011; MORAIS e GUTJAHR, 2012).

Quanto ao uso popular medicinal da espécie, as tribos indigenas do Brasil, Venezuela,
Guiana Francesa e Colémbia utilizam as cascas do caule e o fruto para tratamento de tumores
externos, filariose e micoses. Assim como o 0leo de pequi (Caryocar brasiliense), o 6leo de
piquid é utilizado contra dermatofitoses na regido Nordeste do Brasil (MAGID et al, 2006b;

MAGID et al, 2008; CHISTE et al, 2012).
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O oleo também ¢é tradicionalmente aplicado como um anti-inflamatoério natural para
prevenir bronquite, febre, tosse, resfriados e enfermidades no figado, além de combater dores
musculares e reumatismo. Como fonte de vitamina A, o fruto é ingerido para tratamento e
prevencdo de problemas na visao. O tratamento de frieiras também ¢é realizado com as cascas

do fruto (XAVIER et al, 2011; MORAIS e GUTJAHR, 2012; ASCARI et al, 2013).

2.1.1 Estudos fitoquimicos da C. villosum

A quantificacdo de taninos totais presentes em extratos obtidos da polpa do piquia por
diferentes solventes foi feita por Chisté et al (2014). Como resultado, o extrato hidroetandlico
atingiu a maior concentracdo desses compostos.

Além de taninos, compostos fendlicos, carotenoides e flavonoides também estdo
presentes na polpa do fruto (ALMEIDA et al, 2012). Barreto et al (2009) demonstrou que o
piquia foi o fruto que apresentou as maiores concentracdes de compostos fendlicos e
flavonoides em um trabalho feito com 18 polpas diferentes. Outro trabalho, também realizado
com a polpa de piquia, definiu o extrato hidroetanélico como o maior detentor de compostos
fendlicos e flavonoides; enquanto que o extrato etandlico exibiu a maior concentracdo para 0s
carotenoides (CHISTE et al, 2014).

Entre os estudos que quantificaram os compostos fenolicos presentes na polpa, o acido
galico, acido elagico ranosideo, acido elagico desoxihexosideo e &cido elagico foram tidos
COMO 0s compostos majoritarios desta classe no extrato (ALMEIDA et al, 2012; CHISTE et al,
2012). Chisté e Mercadante (2012) também obtiveram resultados semelhantes, uma vez que o
composto majoritario encontrado foi o acido galico, seguido por acido elagico desoxihexosideo

e acido elagico.
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Yamaguchi et al (2017) quantificaram os compostos fendlicos e flavonoides em extratos
etanolicos e hidroetandlicos obtidos a partir das cascas do fruto, polpa e sementes. Como
resultados, os extratos feitos com a polpa foram os que apresentaram as maiores concentracfes
desses compostos. Alem disso, a analise cromatogréafica dos extratos obtidos da polpa e cascas
do fruto exibiu o mesmo perfil para os compostos majoritarios detectados, acido galico e acido
elagico, porém em quantidades diferentes, sendo que os extratos obtidos da polpa continham
maiores concentracdes dessas substancias.

Isolou-se do extrato metandlico das cascas do caule do piquia sete novos glicosideos
fenolicos em um estudo feito também com a Caryocar glabrum. Tempo depois, 0 grupo de
pesquisa teve éxito na identificacdo de mais 15 compostos na fracdo metanolica menos ativa
(MAGID et al, 2008).

Magid et al (2006a) isolaram e identificaram a estrutura quimica de 24 cariocarosideos,
um tipo de saponina, a partir da polpa e cascas do fruto. Desse total, 14 eram substancias
inéditas. Em trabalho posterior, Magid et al (2006b) analisaram as cascas do caule da espécie e
isolaram 7 cariocarosideos, sendo 5 deles novos compostos.

Com relacdo aos carotenoides, os principais detectados na polpa do piquia foram a
anteraxantina e a zeaxantina. A neoxantina, violaxantina, f-caroteno e a luteina também foram
encontrados (ALMEIDA et al, 2012). Chisté e Mercadante (2012) e Chisté et al (2012)
obtiveram resultados semelhantes, em que os principais compostos foram a trans-anteraxantina,
a trans-zeaxantina, a trans-neoxantina e a luteina. Outros carotenoides também encontrados no
fruto foram cis-p-criptoxantina e a-caroteno (GODOY, 1993). Galuppo (2004) realizou a
prospeccdo fitoquimica do oOleo do fruto do piquid e foram detectadas a presenca de
carotenoides, além de esteroides e triterpenoides.

O o-tocoferol foi o unico tocoferol ja detectado na polpa da C. villosum. Substancias

como o acido oleico, esteroides e substancias volateis como o B-bisaboleno, 2-heptadona, (E)-
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nerolidol e furfural, ja foram encontradas no fruto (MARX et al, 1997; ALMEIDA et al, 2012,;
CHISTE et al, 2014; LEAL et al, 2016).

A cromatografia gasosa foi utilizada para deteccdo e quantificacdo de acidos graxos
presentes no Oleo de piquid. Entre os achados, o &cido linoleico se mostrou com maior teor,
seguido pelo &cido oleico e acido palmitico (POLONINI et al, 2012).

Marx et al (1997) estiveram a frente de um estudo abrangente sobre a composicéo
quimica da polpa do piquia. Mais de 50% do teor dos acidos graxos encontrados eram
representados pelos &cidos palmitico e oleico. O 7,25-stigmastadienol, p-sitosterol e
estigmasterol foram os principais componentes esterois encontrados. Com relagdo aos minerais
analisados, o célcio, magnésio e o fosforo se destacaram com valores de 83, 52 e 41 mg/100g,
respectivamente. Por fim, o acido y-aminobutirico foi o0 aminoacido ndo proteico de maior
concentracdo, e a taurina e a o-fosfoetanolamina foram as aminas biogénicas mais abundantes.

O oleo possui grande quantidade de acidos graxos e vitaminas A, C e do complexo B,
bem como fitosterois, sitosterois, estigmasterol, lanosterol, esteroides e triterpendides
(XAVIER et al, 2011; MORAIS e GUTJAHR, 2012). Apds anélise do 6leo por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, foram identificados os principais ésteres de acido
graxo hexadecanoato de metila, octadecanoato de metila e (E)-octadecenoato de metila

(XAVIER et al, 2011).

2.1.2 Atividades bioldgicas da C. villosum

Nas folhas, cascas do caule e polpa do fruto do piquia estdo contidos taninos que
contribuem para varias atividades biologicas, como a antimicrobiana, antioxidante, antitumoral
e inseticida, uma vez que essas substancias podem se ligar a proteinas, polissacarideos,

alcaloides e ions (VALENTE, 2012).
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A atividade fungicida frente ao fungo da espécie Fusarium sp foi avaliada por Valente
(2012), que avaliou os extratos aquoso e alcoolico obtidos a partir das folhas da C. villosum.
Na pesquisa, 0 extrato etandlico a quente obteve o melhor desempenho em inibir linearmente o
crescimento microbiano do micélio em funcdo do aumento da concentragdo. Por outro lado, o
extrato aquoso a frio ndo alcancou diferenca significativa no crescimento microbiano para
nenhuma das concentracgdes testadas, quando comparados aos extratos etanolico e metanolico.
Para o teste de inibicdo da germinacao de conidios, o0 extrato etanolico a quente apresentou
maior eficécia.

Para a atividade antioxidante, a polpa do fruto se destaca por possuir substancias com
atividade capturadora de radicais livres, como os compostos fendlicos e os flavonoides. Em um
estudo comparativo, o0 piquia apresentou dentre 18 polpas de frutos, o melhor desempenho
guanto a atividade antioxidante, expressa em valor de capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox® (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) para a captura de radicais
livres (BARRETO et al, 2009; ALMEIDA et al, 2012).

Diferentes extratos obtidos a partir da polpa do piquia foram submetidos a testes para
verificar a capacidade de capturar espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNs). Como resultado, os menores valores de concentragdo inibitoria de 50 %
(Clso) contra o acido hipocloroso (HOCI), 6xido nitrico (NOe) e peroxinitrito (ONOO") foram
obtidos pelos extratos aquoso e hidroetanolico. O extrato hidroetandlico obteve 37% de inibigéo
de radical superdxido (O2¢7), enquanto que para o extrato aquoso o resultado foi de 15%. Mesmo
testados nas maiores concentracdes, 0s extratos etandlico, etanol/acetato de etila e acetato de
etila ndo apresentaram qualquer efeito para a atividade avaliada (CHISTE et al, 2012).

Chisté et al (2014), em um estudo utilizando extratos obtidos da polpa do piquia,
verificaram que o extrato hidroetandlico, quando comparado aos demais, foi 0 mais eficaz no

teste de captura de radicais peroxil (ROOe). Um resultado diferente do esperado foi observado
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no ensaio de extingdo do oxigénio singlet (*0z), no qual os extratos aquoso e hidroetanélico
exibiram os melhores resultados, sendo o extrato hidroetanolico o mais ativo. Apesar do extrato
etanolico ter apresentado maior concentracdo de carotenoides, substancias reconhecidas como
melhores extintores desse tipo de radical, ndo obteve melhor desempenho frente aos demais.

O extrato etanolico, obtido das cascas do fruto do piquia, apresentou os menores valores
de Clso para os ensaios de atividade antioxidante por radical acido 2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTSe+) e por radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPHe)
dentre todos os extratos feitos a partir das sementes, polpa e cascas do fruto da espécie.
Ademais, os extratos exibiram percentagens de inibicdo da producdo de EROs que variaram de
70 a 80 % em ensaio de atividade antioxidante celular (YAMAGUCHI et al, 2017).

A atividade larvicida do piquia foi constatada por meio de ensaio de toxicidade com
Artemia salina, uma espécie de crustaceo. Os autores analisaram tanto os extratos metandlicos
obtidos a partir das cascas do fruto e da polpa quanto a fracdo bruta de saponinas. A fracao de
saponinas demonstrou o melhor resultado, porém os outros extratos também apresentaram uma
atividade larvicida eficaz, sendo o extrato metandélico obtido da polpa mais ativo que o obtido
das cascas do fruto. Com isso, ha a fundamentacdo do uso de partes da planta como veneno
para peixe, bem como o uso potencial do piquia como pesticida e agente antitumoral (MAGID
et al, 2006a).

A atividade citotoxica de duas saponinas cariocarosideas, isoladas do extrato das cascas
do caule do piquid, contra queratindcitos humanos foi realizada por Magid et al (2006b), que
constataram uma moderada atividade. Posteriormente, o extrato das cascas do caule apresentou
atividade de inibicdo da tirosinase em ensaio in vitro (MAGID et al, 2008). J& os extratos
etanolicos e hidroetandlicos obtidos da polpa, sementes e cascas do fruto do piquia ndo exibiram

citotoxicidade contra fibroblastos humanos. Porém, os extratos obtidos das cascas do fruto

26



demonstraram citotoxicidade para células de linhagem cancerigena (YAMAGUCHI et al,
2017).

O oleo do piquia, juntamente com os 0leos analisados de outras espéecies, apresentou um
baixo fator de protecdo solar. Sendo assim, a C. villosum ndo demonstrou atividade
fotoprotetora satisfatdria contra os raios solares (POLONINI et al, 2012).

Porém, uma atividade fotoprotetora positiva do extrato, obtido a partir das cascas do
fruto, foi relatada por Yamaguchi et al (2016) em um trabalho que visou medir a absor¢cdo nos
comprimentos de ondas referentes as absor¢oes nas regides ultravioleta A, B e C, componentes
da radiacdo UV, que é responsavel por problemas decorrentes da exposi¢do demasiada ao sol.
Como resultado, os extratos etandlico e hidroetandlico do piquid apresentaram 0s maiores
valores de comprimento de onda maximo, o que resultou em uma étima acdo fotoprotetora
semelhante aos compostos utilizados em protetores solar, como o &cido p-aminobenzdico,
mesmo quando os extratos foram diluidos. Esta propriedade esta relacionada com a presenca
de compostos fendlicos e flavonoides, que sdo responsaveis pela protecdo de plantas contra a
radiacéo ultravioleta.

A polpa do fruto do piquia demonstrou uma atividade antigenotéxica em uma pesquisa
realizada por Almeida et al (2012). No referido estudo, todas as doses avaliadas apresentaram
um efeito protetor no teste do micronucleo, quando células da medula 0ssea receberam
tratamento prévio com a polpa do piquid antes de serem tratadas com a doxorrubicina. Da
mesma forma, no mesmo estudo, a polpa do piquid diminuiu 0 dano no DNA induzido pelo
efeito genotdxico da doxorrubicina, principalmente em celulas cardiacas e hepaticas. O
mecanismo sugerido para essa atividade pode estar relacionado com a presenca de substancias
antioxidantes na polpa do piquia, como os carotenoides e 0s compostos fendlicos, 0s quais

foram detectados no fruto (ALMEIDA et al, 2012).
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O oleo do piquia foi avaliado quanto ao seu efeito antinociceptivo nos testes de
contorcdes abdominais induzidas por acido acético e placa quente. Devido ao pré-tratamento
por via oral dos animais com o composto, houve uma reducdo significativa do numero de
contorcdes durante a resposta nociceptiva. Porém, o 6leo ndo mostrou acéo bioldgica no teste
da placa quente, o que levou os autores a concluirem que 0 mesmo possui apenas a¢ao periférica
e ndo central (GALUPPO, 2004).

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatdria in vitro, todos os extratos etandlicos e
hidroetandlicos obtidos a partir das sementes, polpa e cascas do fruto do piquia foram eficazes
em diminuir a producdo de oOxido nitrico (NO) em macréfagos estimulados por
lipopolissacarideo (LPS), uma substancia que desencadeia o processo inflamatério, sendo
considerados os extratos obtidos das cascas do fruto os mais eficazes (YAMAGUCHI et al,
2017).

Foi avaliada a atividade anti-inflamatdria do 6leo do piquid por meio dos ensaios de
edema de pata induzido por dextrana e edema de pata induzido por carragenina em ratos. Como
resultado, o 6leo administrado por via oral foi capaz de reduzir significativamente o volume do
edema formado na pata dos animais em ambos os testes (GALUPPO, 2004).

O dleo fixo extraido do piquia foi avaliado quanto a atividade anti-inflamatoria topica
em modelos animais. No teste do granuloma, todas as doses administradas por via tdpica
inibiram significativamente a formacdo de tecido granulomatoso de uma forma dose-
dependente, quando comparadas ao grupo controle positivo dexametasona. Para o teste de
edema de pata, o 6leo, aplicado topicamente, reverteu a formacao do edema, tendo sua maior
acao apos 4 horas da administracdo da carragenina. Enquanto que no teste da permeabilidade
vascular, a dose aplicada do 6leo pela via topica reverteu a resposta a histamina em 40%, sendo
significativo se comparado ao controle positivo. Segundo os autores, os efeitos constatados

estdo relacionados com os ésteres de acido graxo encontrados no oOleo fixo de piquia, que
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possuem a capacidade de modular a resposta inflamatoria aguda e crénica (XAVIER et al,

2011).

2.2 Dor, nocicepcéo e via ascendente

Uma das funcBes mais importantes do nosso organismo € o fornecimento de
informacdes necessarias para reacdo as ameacas. Dentre esses mecanismos, pode-se citar, por
exemplo, a dor. A percepcdo da dor é um processo essencial e atua como sinal protetor, mas
que, se exacerbado, transforma-se em uma doenca dolorosa (VERMA et al, 2015). Segundo a
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), dor é definida como uma experiéncia
emocional e sensorial desagradavel associada a ameacas potenciais ou reais (KLAUMANN et
al, 2008).

Tao importante quanto a dor, o termo “nocicep¢ao” tem origem do latim “nocere”, que
significa “ferir”. A palavra se refere a um fendomeno sensorial psicologico e foi introduzida no
século 20 por Sherrington (COUTAX et al, 2005). De fato, a nocicep¢do esta relacionada com
0 reconhecimento da dor pelo sistema nervoso central (SNC), porém sem envolvimento de
componente emocional, que esta incluido na subjetividade da dor. A nocicepcdo, portanto, é
empregada comumente para 0s animais, enquanto que a dor € melhor aplicada aos humanos
(KLAUMANN et al, 2008).

O entendimento e compreensdo a respeito da dor avancaram bastante nas Gltimas
décadas. Tecnicas moleculares e de imagens funcionais permitiram entender 0s mecanismos
nociceptivos a nivel celular, bem como o papel do cértex cerebral na percepcdo da dor
(JOHNSON, 2016).

Com o inicio dos estudos, descobriu-se que nas terminacfes nervosas livres de

neurdnios sensoriais primarios (neurdénios de primeira ordem) existem o0s nociceptores, um tipo
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de receptor sensorial especializado que ¢ ativado ap0s estimulo capaz de causar dano tecidual,
iniciando assim o processo de percepcao da dor (JULIUS e BASBAUM, 2001; KLAUMANN
et al, 2008). A relacdo entre as propriedades dos nociceptores e a percepc¢do da dor se mostrou
valida mediante vérias abordagens experimentais durante mais de um século de pesquisas,
porém, evidéncias também apontam que esses receptores podem ser ativados na auséncia de
percepcéo da dor (BALIKI e APKARIAN, 2015).

Os nociceptores sdo componentes heterogéneos e podem ser classificados de diversas
formas, observando algumas caracteristicas como a mielinizacdo, contetdo peptidérgico,
expressao de canais de sodio voltagem dependente e expressao de moléculas transdutoras. Além
disso, tipos diferentes de nociceptores determinam modalidades nociceptivas distintas, como
dores mecanicas ou térmicas; e também subtipos de nociceptores contribuem para estados
diferentes na dor cronica, como a dor neuropatica ou inflamatoria. Conhecer tais
particularidades na transmisséo da dor e diferencia-las pode propiciar uma terapia estratégica
no tratamento clinico (CARR e ZACHARIOU, 2014).

Quando séo ativados, os nociceptores liberam o glutamato como neurotransmissor
primario, mas outras substancias excitatorias também sédo liberadas como a substancia P, fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
e a somatostatina. Todos esses componentes sdo importantes tanto na sinalizacdo sinaptica
central quanto na sinalizacao eferente cutanea (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010; KWON et
al, 2014).

A funcdo dos nociceptores é captar as informacdes advindas da periferia, quando um
agente lesivo interrompe a integridade tecidual, e transmiti-las por meio de sinapses quimicas
e consequente liberacdo de neurotransmissor para 0s proximos neur6nios. Para que iSso ocorra,
a atividade elétrica neuronal dispara potenciais de a¢do que levam a uma mudanca do potencial

de membrana do nociceptor denominada de potencial de receptor (FEIN, 2011).
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Esses eventos que geram a transducdo do sinal podem ser decorrentes basicamente de
trés tipos de estimulos no tecido lesado. Nos estimulos proprios ocorre uma alteracdo
conformacional da comporta de canais idnicos. Ou seja, 0 proprio efeito lesivo externo pode
regular diretamente a abertura de canais ibnicos, que geram 0s potenciais de acdo necessarios
para a transducdo do sinal. Uma outra forma de gerar o potencial receptor diz respeito a
moléculas, antes contidas dentro de células, que sdo expostas ao meio extracelular apos a leséo
e se ligam nos receptores presentes nos nociceptores, o que resulta nos potenciais de acéo.
Finalmente, moléculas geradas por meio da resposta inflamatoéria do organismo ao agente lesivo
sdo liberadas no foco reativo e se ligam aos seus receptores presentes na membrana do
nociceptor (FEIN, 2011).

Portanto, o processo da nocicep¢do ocorre com a transmissao da sensacdo dolorosa
captada pelos nociceptores na periferia e transmitida para a medula espinhal por meio de
neurdnios de primeira ordem (KLAUMANN et al, 2008; AICH et al, 2015). Os neurdnios de
primeira ordem sdo divididos em grupos, visando seu diametro, grau de mielinizagdo e
velocidade de conducao do impulso nervoso. As fibras A, Ad e C sdo as representantes desses
componentes. Cada classe de fibra também pode ser subdividida em outros tipos
(KLAUMANN et al, 2008).

As fibras AP possuem didmetro de 10 a 12 pm com uma camada mielinizada de 2 a 5
um. Viabilizam condugdes rapidas em velocidade maior que 10 m/s. Esses neurdnios sao
responsaveis pela captacdo de sensagdes indcuas mecanicas, como toque, propriocepcao e
vibragdes. Um subconjunto de fibras AP engloba os mecanossensores de adaptagdo rapida, que
respondem a estimulos mecanicos com limiar de 1 mN e comp&dem 10% dos neurdnios. Nestes
mecanossensores h& combinagdes de canais i0nicos responsaveis por hiperpolarizar
rapidamente os neurénios, inibindo assim novas estimulacfes sensoriais. Os mecanoceptores

de adaptacdo lenta sdo um outro subconjunto de fibras AP, representam 12% dos neurdnios e
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sdo responsaveis por estimulos com limiares de 1,5 mN para a despolarizacdo (BARANIUK,
2012).

As fibras Ao apresentam didmetro de 6 um com camada de mielina de 2 pm. Conduzem
impulsos a velocidade de 2 a 10 m/s. Entre essas fibras, encontram-se 0s mecanonociceptores
Ad (12% dos neurdnios) com fungdo sensorial mecénica (<5 mN) e outro conjunto de fibras
altamente mecanossensiveis, que apresentam limiar de ativagdo <0,5 mN e representam 6%
desses neurdnios (BARANIUK, 2012).

As fibras C s3o amielinizadas, possuem didmetro de 1 a 5 pm, o que desencadeia
velocidades de conducdo menores que 1,5 m/s. Essas sdo as mais numerosas e representam
cerca de 50% dos neurdnios nervosos perifericos. As fibras C sdo divididas em quatro classes:
nociceptores polimodais, o subconjunto C M/MH/MC/H, as fibras de baixo limiar do tipo C e
os silenciados (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010).

Os nociceptores polimodais sdo 30% do total de fibras C e sdo ativados por pressao
mecanica (10 mN), faixas diversas de temperaturas frias e quentes e substancias quimicas e
inflamatdrias enddgenas. O subconjunto C M/MH/MC/H representa 20% dos neurdnios e
combinam nociceptores mecanico (M), mecanico e térmico (MH), mecéanico e frio (MC) e
apenas térmico (H). As fibras de baixo limiar do tipo C englobam 5% dos neurdnios e sao
altamente sensitivas as pressoes leves (<0,5 mN). As fibras C silenciadas representam 5% dos
neurdnios, sdo sensiveis ao calor e ativadas somente em coordena¢do com outros neurdnios
(DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). Normalmente estas fibras ndo sdo excitadas, mas
condi¢Bes inflamatdrias as recrutam para desenvolver sua fungdo na dor nociceptiva
(RAHMAN e DICKENSON, 2013).

Os principais nociceptores sdo as terminag0es nervosas provenientes das fibras aferentes
Ad e C, ambas de pequeno didmetro, ¢ que podem ser ativados mediante estimulo mecanico,
quimico ou térmico (CORTELLI et al, 2013). Sendo assim, as fibras Ad e C sdo responsaveis
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por transmitir a informacgdo nociceptiva, enquanto que as fibras AP somente transmitem
informacdes referentes a estimulos indcuos (KLAUMANN et al, 2008). As fibras Ad e C
inervam todos os tecidos do corpo humano e ligam-se principalmente a lamina | (camada mais
superficial do corno dorsal espinal e trigémeo) e a lamina V (CORTELLI et al, 2013). Assim,
a informacéo é levada ao tdlamo por meio de neurbnios secundarios ou de segunda ordem
presentes na medula espinal, que ascendem ao longo da sua extensdo. Finalmente, 0s neurdnios
de terceira ordem projetam-se para o cOrtex cerebral e outras partes do cérebro (KLAUMANN
et al, 2008; AICH et al, 2015).

Vérias regides cerebrais que recebem o potencial de acdo dos neurdnios de terceira
ordem sdo ativadas. Entre elas estdo o cOrtex somatossensorial, o cortex parieto-insular, o cortex
cingulado anterior (FRIAS e MERIGHI, 2016), o cortex pré-frontal, a insula, a amigdala, o
talamo, o cerebelo e o circuito de recompensa mesolimbico, que incluem o nucleus accumbens
e a area tegmental ventral (OSSIPOV et al, 2014).

Além das outras funcGes ja conhecidas, acredita-se que o cortex somatossensorial € a
insula possuem funcdo de ler e traduzir as caracteristicas sensoriais da dor, como por exemplo
a natureza (picada ou queimacao), a duracdo e o local acometido. J& as regifes do sistema
limbico e pré-frontal codificam as caracteristicas emocionais e motivacionais da resposta e

estdo relacionadas com as questdes afetivas e emocionais da dor (OSSIPOV et al, 2014).

2.3 Controle medular e via descendente da dor

O conhecimento a respeito da natureza e modulacéo da dor sempre foi alvo de estudos
e controvérsias, poréem, foi no século 19 que a chamada “Teoria de Controle da Comporta”,
proposta por Melzack e Wall em 1965, revolucionou o entendimento e manejo da dor (KATZ

e ROSENBLOOM, 2015).
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A Teoria da Comporta prop06s que a substancia gelatinosa do corno dorsal da medula
espinhal atuasse como um mecanismo de portdo em que ocorre 0 aumento ou diminuicdo dos
impulsos nociceptivos provenientes das fibras periféricas, antes que esses impulsos cheguem
as células centrais de transmisséo, responsaveis pela percep¢éo e reacdo a dor. Portanto, se uma
quantidade maior de informacéo passar pelo portdo de forma exacerbada, a mesma sera lida,
interpretada e transformada em dor (MELZACK e WALL, 1965).

Melzack e Wall (1965) também determinaram a participacéo das fibras aferentes nesse
processo. Sendo assim, as fibras de maior calibre ativam a acgdo inibitéria da substancia
gelatinosa sobre as células centrais de transmissdo, impedindo assim o processo nociceptivo.
Por outro lado, as fibras de menor calibre desencadeiam o efeito contrario, o que leva a
facilitacdo da transmissdo nociceptiva.

Atualmente, sabe-se que as respostas ao sinal nociceptivo ocorrem em diversas partes
do SNC, direta ou indiretamente. O complexo nuclear da amigdala, por exemplo, pode
desencadear respostas autbnomas, motoras e endocrinas, incluindo também o medo
condicionado na percepc¢ao a dor, por meio de sua interagdo com outras estruturas, tais como o
hipotalamo, tronco e o nlcleo de leito da stria terminalis. Por sua vez, as areas posterior e lateral
do hipotalamo séo importantes na integracdo das respostas autondmicas e enddcrinas que levam
a homeostasia e adaptagé@o aos estimulos internos e externos (CORTELLI et al, 2013).

Mais compartimentos também influenciam nestes processos, como o cortex pré-frontal,
cortex cingulado anterior, cortex insular, pontes dorsolaterais, entre outros (KWON et al, 2014).
Algumas doengas cronicas dolorosas estdo relacionadas com a alteragdo no controle enddgeno
da dor em algum desses sitios reguladores, alterando assim a sua percepcdo (HEMINGTON e
COULOMBE, 2015).

O tronco encefélico é uma estrutura anatbmica que se destaca por possuir regides

importantes na modulacdo descendente da dor, que regulam e controlam a mesma ao nivel da
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medula espinhal. Entre essas regifes podemos citar a substancia cinzenta periaquedutal (PAG),
a medula ventromedial rostral (RMV), a por¢cdo mais lateral e caudal do nucleo reticular dorsal
e a medula ventrolateral (LIU et al, 2014).

A modulacdo descendente da dor se refere a acdo em que vias descendentes originadas
do tronco encefalico modulam a transmissdo nociceptiva ascendente na medula espinhal
(CHAKIATH et al, 2015). Uma das vias mais conhecidas € a via descendente inibitéria PAG-
RMV-medula espinal, que se inicia na PAG e se projeta até o corno dorsal da medula espinhal
por meio da RVM, culminando na inibicdo da transmissdo nociceptiva ascendente (LAU e
VAUGHAN, 2014). As projecGes descendentes iniciadas na PAG, e que chegam até o corno
da medula espinhal, ocorrem mediante conexdes excitatérias com neurdnios noradrenérgicos e
serotoninérgicos. Em seguida, conexdes inibitorias ocorrem com neurénios das laminas I, Il e
V, diminuindo a transmissao de impulsos dolorosos na medula espinhal, e dessa forma, a dor
(KLAUMANN et al, 2008).

A RMV ¢ formada pelo nucleo magno da rafe (NRM), nicleo reticular gigantocelular
(NGC), nacleo reticular gigantocelular-para alfa e ndcleo reticular paragigantocelular
(OSSIPOV et al, 2010; OSSIPOV et al, 2014). Foi demonstrado que 0 NRM e 0 NGC possuem
uma importante modulacgéo descendente da dor, pois a lesdo quimica seletiva do NRM produziu
uma hiperalgesia térmica e o dano neurotdxico ao NGC produziu efeito contrério, atenuando a
hiperalgesia (WEI et al, 1999).

A compreensdo sobre a via descendente inibitoria PAG-RMV-medula espinhal se
fundamentou no estudo do papel do NRM. Inicialmente, sabia-se que a PAG nao se projetava
diretamente para a medula espinhal, mas que se projetava para 0 NRM. Além disso, a
estimulacdo do NRM produzia analgesia e achava-se que este componente do SNC possuia

neurdnios que se projetavam para a medula espinhal (BASBAUM et al, 1976).
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Fora entdo demonstrado, pela primeira vez, que a analgesia e a inibi¢do da dor a nivel
da medula espinhal, resultante da acdo de opioides e da estimulacdo da PAG, eram mediadas
pelo NRM. Sendo assim, o controle descendente enddgeno da dor inicia-se na PAG, projeta-se
para 0 NRM e chega até o corno dorsal da medula (BASBAUM et al, 1976). Mais tarde,
descobriu-se que a RMV, uma vez ativada pelas projec6es advindas da PAG, libera serotonina,
que faz conexBes com os interneurénios inibitérios do corno dorsal da medula. Os
interneurdnios inibitdrios, por sua vez, liberam peptideos opioides endégenos, principalmente
a encefalina, para dentro do corno dorsal da medula, de modo a inibir a transmisséo sinaptica
dos impulsos nociceptivos para os neurénios de segunda ordem (WATKINS e MAYER, 1982;
FIELDS e BASBAUM, 1999).

Portanto, este circuito modulador inibitério bloqueia o0s neurdnios nociceptivos
ascendentes na medula espinhal em uma acéo direta por inibicdo de interneurénios excitatorios
ou estimulacdo de interneurénios inibitorios. Estas projecdes descendentes também promovem
sinapses com terminais de neurdnios aferentes primarios, de modo a diminuir a liberagdo de
glutamato, principal neurotransmissor excitatério (KLAUMANN et al, 2008).

A PAG é tida como o centro da modulacdo descendente da dor, sendo importante para
a analgesia produzida pela morfina. A estimulacéo elétrica dessa regido resultou na inibicdo de
resposta ao estimulo nocivo em ratos (REYNOLDS, 1969). Quando a PAG integra informacoes
nociceptivas advindas do SNC superior (hipotdlamo, amigdala e cortex insular) e das regides
periféricas, a mesma projeta-se para a RMV, de onde vias descendentes se projetam para a
medula espinhal por meio do funiculo dorsolateral (KWON et al, 2014; TOMIM et al, 2016).

Além da RMV, a PAG também utiliza o tegmento pontino dorsolateral para que ocorra
a modulacdo da dor, porém, essa estrutura ndo se projeta diretamente para o corno dorsal da
medula espinhal (KWON et al, 2014). A RMV pode receber projecbes do talamo, do locus

coeruleus noradrenérgico e da regido parabraquial, e € considerada a estrutura final comum na
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modulacdo descendente da dor, recebendo informacbes das diversas regides do SNC e
projetando-as tanto para o corno dorsal da medula espinal quanto para a regido nucleus caudalis
trigemial (OSSIPQV et al, 2014).

O locus coeruleus compreende as principais projecdes noradrenérgicas descendentes.
Os neurdnios presentes nessa regiao expressam predominantemente receptores de orexina do
tipo 1 (OX1R) e recebem inervacdes dos neurbnios de orexina, que é um peptideo derivado da
pré-pro-orexina. A administracdo central de orexina resultou em reducdo da resposta
nociceptiva em ratos submetidos a modelo de dor visceral, térmica e inflamatéria. Da mesma
forma, a PAG é inervada por neurdnios produtores de orexina e a presenca de OX1R na mesma
indica esse mecanismo de antinocicepc¢do (INUTSUKA et al, 2016).

As divisdes da PAG sdo as regides dorsomedial (dmPAG), dorsolateral (dIPAG), lateral
(IPAG) e ventrolateral (VIPAG). A dmPAG recebe projecGes advindas do nucleo da amigdala
central. Os nervos aferentes do cortex pré-frontal medial e da amigdala basolateral se projetam
para a dIPAG. Ja a IPAG recebe projecbes do cortex dorsomedial, cortex cingulado e da
amigdala basolateral, enquanto que a VIPAG recebe das regides do cortex orbital e também da
amigdala basolateral (LINNMAN et al, 2012).

Além da modulacdo da dor, todas essas regides estdo envolvidas em processos como
ansiedade, comportamento reprodutivo, medo, vocalizagéo e funcéo cardiovascular. A IPAG e
a dIPAG estdo relacionadas com a analgesia ndo-opioide. A VIPAG estd envolvida com a
analgesia opioide (LINNMAN et al, 2012). De fato, a PAG e a RVM séo os maiores alvos da
acao de opioides e canabinoides, substancias que exercem efeito analgésico (LAU e
VAUGHAN, 2014).

Os receptores canabinoides do tipo 1 (CB1) estdo presentes na PAG e estudos
demonstram efeitos no alivio da dor decorrentes da ativacado desses receptores (CHIOU et al,

2013), tendo sido esse efeito anulado com a utilizacdo de um antagonista do receptor CB;
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(VANEGAS, 2013). Ademais, ja foi demonstrado que a microinjecdo de opioides na PAG
desencadeia analgesia, possuindo seu efeito revertido pela naloxona, antagonista ndo-especifico
dos receptores opioides (OSSIPQV et al, 2014).

Uma vez que a projecdo advinda da PAG alcance a RVM, esta, entdo, pode executar um
controle bidirecional no processamento nociceptivo espinhal da medula por meio de dois tipos
celulares: as células OFF e células ON (CRISTINO et al, 2016). Estas células sdo neurénios
gue executam o equilibrio da estimulacdo e inibicdo nociceptiva. As células OFF séo ativadas
por opioides e inibidas por estimulo nocivo, sendo responsaveis por inibir a transmissao de
impulsos dolorosos na medula espinhal. As células ON, que séo ativadas por estimulo nocivo e
inibidas por opioides, produzem respostas nociceptivas e promovem a facilitacdo da dor

(KWON et al, 2014).

2.4 Sistema opioidérgico

Existem registros antigos de que o 6pio ja era utilizado por diversos povos, como 0s
chineses, arabes, assirios, egipcios, sumérios, gregos e romanos, tanto de forma recreativa
quanto medicinal. Conhecer os componentes quimicos das diferentes substancias que compde
0 Opio, bem como 0 mecanismo de acéo e os receptores enddgenos, foi possivel com o avanco
da ciéncia, e hoje, o sistema opioidérgico se define como uma importante parte da farmacologia
em que a pesquisa avanca e contribui com novas aplicacbes (MARTINS et al, 2012).

Opioides sdo importantes analgésicos utilizados clinicamente para a dor cronica e
aguda, estando notavelmente entre os medicamentos que causam constantes quadros de
dependéncia quimica (LEE e HO, 2013). Outros efeitos indesejaveis, alem da dependéncia

quimica, sdo nauseas, vOmitos, constipacao, tolerancia, etc. Esforcos tém sido realizados, de
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modo a reduzir as desvantagens dos opioides e manter sua eficacia terapéutica (SHANG e
FILIZOLA, 2015).

O termo “opiaceo” refere-se ao ligante do sistema opioidérgico que se obtém de fontes
naturais, enquanto que “opioides” englobam tanto as substancias naturais quanto as sintéticas
(NASH e MEUCCI, 2014). O principal exemplo de opioides que podemos citar é a morfina,
obtida a partir da Papaver somniferum (MATTQOS, 2014). Outra planta que deu origem a um
opioide é a Salvia divinorum, de onde se obtém um diterpeno denominado Salvinorina A, que
possui efeito anti-inflamatorio (SOBCZAK et al, 2014).

De modo a combater a dependéncia a morfina, posteriormente foi criada a heroina
(diacetilmorfina) por meio de acréscimo de dois grupos acetil a estrutura quimica. Quando
surgiu, a heroina se consolidou como o primeiro opioide ndo vicioso para o tratamento da asma
e tosse. Porém, mais tarde percebeu-se a grande dependéncia quimica associada ao seu uso,
sendo por fim proibida, juntamente com o 6pio (MERRER et al, 2009).

Além dos opioides, outras substancias naturalmente produzidas pelo nosso organismo
desempenham variadas fun¢des na homeostasia da membrana celular, sistema imunoldgico,
funcdo gastrintestinal, neuromodulagdo e outras. Existem em torno de 10 opioides enddgenos,
que diferem entre si a respeito da afinidade e especificidade para os seus receptores. Os trés
principais tipos de opioides enddgenos, tambem chamados de peptideos opioides, sdo as
encefalinas, as dinorfinas e endorfinas (NASH e MEUCCI, 2014).

Juntamente com os principais opioides enddgenos, as endomorfinas, soymorfinas e a
casoxina 4 também fazem parte desse grupo de compostos (SOBCZAK et al, 2014). Os
peptideos opioides enddgenos, bem como seus receptores, sdéo amplamente expressos ao longo
de todo o SNC, principalmente nas areas relacionadas com a motivacdo, 0 estresse e 0

aprendizado (BEFORT, 2015).
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O sistema opioidérgico € um dos principais complexos envolvidos nos mecanismos de
evolucdo, como a percepcdo e modulacdo da dor, o sistema de recompensa, 0 Vvicio e 0
comportamento de medo, entre outros (LESNIAK e LIPKOWSKI, 2011). De fato, o sistema
opioidérgico pode atuar em diferentes tipos de estresse, seja emocional, fisico ou metabdlico,
promovendo uma resposta de adaptacdo em um oOrgdo especifico ou sistema (HEADRICK et
al, 2015). A funcédo de regulacdo do sistema se comporta como uma importante chave para
varias situacoes psicolégicas (BEFORT, 2015).

As diferentes respostas observadas com a administracdo de morfina e cetociclazocina
em um modelo animal levaram a conclusdo de que existiriam receptores especificos para cada
opioide (STEVENS, 2009). Os receptores opioides, aos quais 0s opioides se ligam para realizar
seus efeitos, foram demonstrados no corpo humano pela primeira vez em 1973, e estdo
abundantes ao longo de todo o SNC e nos tecidos periféricos (NOBLE et al, 2015). Estdo
presentes principalmente nas regides subcorticais do cérebro, como o tdlamo, a PAG e o locus
coeruleus, no corno dorsal espinhal, como nas laminas | e Il e também nas fibras aferentes pré-
sinapticas, interneur6nios e neurdnios de projecdo pds-sindpticos (TRANG et al, 2015). Esses
receptores fazem parte da familia de receptores acoplados a proteina G e sdo divididos em
classicos e ndo classicos. Os receptores classicos e majoritarios sdo 0s receptores opioides p, k
e 8 (NINKOVIC e ROY, 2013).

A nomeacdo dos receptores opioides ocorreu em razao da letra grega correspondente
inicial das substancias que foram capazes de ativa-los. Sendo assim, p (mu) para a morfina e k
(kappa) para a cetociclazocina (em inglés “ketocyclazocine™). Ja o receptor 6 (delta) teve essa
nomeacéo devido a utilizagdo de camundongo vas deferens durante a sua descoberta (LAW et
al, 2013).

Estruturalmente, os receptores opioides sdo proteinas de membrana integrais acopladas

as proteinas Gip heterotriméricas. Eles possuem dez dominios transmembranares, sendo sete
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deles hidrofébicos (TM 1-V1I) e trés hidrofilicos (i1-13). Compostos também por trés lacos
extracelulares (e1-e3), um terminal carboxil e outro de amina glicosilada. A regido i3 possuli
sequéncia idéntica de 20 a 23 aminoacidos entre os trés receptores. Ja a regido terminal
carboxila € formada por 59, 51 e 47 aminoacidos para 0s receptores L, 6 € K, respectivamente;
essa regido também possui sequéncia idéntica de 10 a 12 aminoacidos entre 0s receptores
(SOBCZAK et al, 2014).

O receptor 6, 0 primeiro a ser clonado, é ativado pela deltorfina e pelo SIOM (uma
substancia derivada da naltrexona), e possui como antagonista o naltrindol, também derivado
da naltrexona. O primeiro agonista identificado para o receptor «k foi a cetociclazocina, porém
¢ antagonizado potencialmente pela nor-binaltorfimina. Da mesma forma, a morfina é
reconhecida como o primeiro agonista do receptor p, que possui COMo antagonista a naloxona
(MARTINS et al, 2012). A naloxona, na verdade, é um antagonista ndo-especifico para os trés
tipos de receptores, porém possui maior afinidade para o receptor u (SUBIRAN et al, 2011).
No entanto, o cloccinamox ¢ o antagonista especifico irreversivel para os receptores L
(PEREIRA et al, 2004).

Os receptores opioides p foram encontrados em maior quantidade no cerebelo, ndcleo
caudado e ndcleo accumbens, estando mais relacionados com as funcées de nocicepcao, ciclo
respiratorio e transito intestinal. Os receptores opioides & estdo mais concentrados no
hipocampo, cortex cerebral, putdmen, nucleo caudado, nacleo accumbens e lobo temporal,
cabem a eles a funcdo de analgesia, func¢des cognitivas e dependéncia fisica. Ja os receptores
opioides k s80 mais presentes no nucleo caudado, nucleo accumbens, nucleo hipotalamico e
putdmen, regulando as funcdes de nocicepcao, termorregulagéo, diurese e secrecdo enddcrina
(MARTINS et al, 2012; SOBCZAK et al, 2014).

Os receptores ndo classicos foram frutos de décadas de estudo e entre eles esta o receptor

do tipo opioide 1 (ORL-1, do inglés “opioid receptor like-1), Unico clonado desta classe. Este
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receptor, também chamado de receptor orfanina 1 ou nociceptina, é bastante homologo aos
receptores opioides classicos (SUBIRAN et al, 2011; NINKOVIC e ROY, 2013).
Diferentemente dos outros receptores classicos, 0 ORL-1 é insensivel ao antagonismo da
naloxona, porém ele ¢ ativado pela nociceptina ou orfanina FQ, um peptideo opioide enddgeno
originado a partir da pro-nociceptina (BERRENDERO et al, 2010; SUBIRAN et al, 2011;
TRANG et al, 2015). Outro receptor que apresenta evidéncia de ser ligado pelos opioides é o
receptor do tipo toll 4, um importante componente do sistema imunologico inato (TRANG et
al, 2015).

Inicialmente, o receptor ¢ (sigma) foi descrito como receptor opioide, mas estudos de
sua estrutura mudaram tal classificacdo. Outros receptores foram ditos opioides com base no
perfil farmacoldgico, como os receptores € (épsilon), { (zeta) e A (lambda), porém ndo partilham
nenhuma de outras caracteristicas dos receptores classicos e até hoje foram pouco
caracterizados. A priori, apenas 4 receptores foram clonados, porém, evidéncias apontaram que
variacdes de subtipos também ocorressem entre os receptores opioides (NINKOVIC e ROY,
2013).

Os subtipos de receptores sdo i3, k13 € 061-2. Os diferentes subtipos explicariam as
diferentes afinidades e especificidades para os agonistas, bem como efeitos farmacol6gicos. Por
exemplo, o receptor p1 € responsavel pela acdo antinociceptiva, enquanto o receptor L2 causa
depressdo respiratoria quando ativado. O conhecimento a respeito dos subtipos levou ao
refinamento da busca por drogas mais especificas e com menos efeitos adversos (LAW et al,
2013).

A ativacdo dos receptores opioides desencadeia a dissociacdo da proteina G em suas
subunidades, o que causa agdes celulares. A subunidade Ga inibitdria inibe a adenilato ciclase,
ndo havendo assim a producdo de adenosina 3’5’-monofosfato ciclico (AMPCc) necessario para

a fosforilagao de proteinas, via ativagdo de quinases, e abertura de canais para Ca®* controlados
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por voltagem. J4 a subunidade GPy inibe os canais para Ca®* controlados por voltagem e abre
os canais retificadores para K™ associados a proteina G. O impedimento do influxo de ions
calcio e o efluxo de ions potassio causam hiperpolarizacdo da membrana, diminuindo a
excitabilidade neuronal e a liberacdo de neurotransmissores (RANG e DALE, 2012;
SOBCZAK et al, 2014).

Ap0s a atuacdo dos agonistas, 0s receptores opioides 6 sdo internalizados e lisossomas
os degradam, de modo a dessensibilizar a célula para uma nova ativacao. Os receptores opioides
u, porém, ndo séo digeridos por lisossomas; antes, eles sdo internalizados e entdo reciclados
para a superficie da célula (KLENOWSKI et al, 2015).

Com relacdo aos peptideos enddgenos, as dinorfinas sdo originadas a partir de pro-
dinorfina e ligam-se especificamente ao receptor k. J& as endorfinas derivam da pro-
opiomelanocortina (POMC) e possuem maior afinidade pelos receptores p que pelos receptores
o e reduzida afinidade por receptores k (FONT et al, 2013). A POMC também é capaz de
originar outras moléculas como o hormonio corticotréfico, melanotropinas a ¢ p e as
lipotropinas o, B ¢ y (SUBIRAN et al, 2011). Entre as dinorfinas, estdo as dinorfinas A e B e as
neomorfinas o e B. As principais endorfinas sdo as endorfinas a e f (SOBCZAK et al, 2014).

As encefalinas produzidas a partir de pro-encefalina sdo a [Leu®]encefalina,
[Met]encefalina, [Met’]encefalina-Arg®-Gly’-Leu® e [Met®]encefalina-Arg®-Phe’. Essas
substancias sdo pequenos peptideos produzidos na hipdfise, glandulas adrenais, pancreas e
tambem sdo encontradas nas células endocrinas do intestino e em leucocitos. A
[Leu’]encefalina e a [Met]encefalina sdo as duas principais representantes desse grupo e,
mesmo apresentando potente afinidade pelos receptores opioides 6, também demonstram
alguma afinidade pelo receptor p. Baseando-se na estrutura das encefalinas, foi sintetizado um

agonista do receptor u denominado DAMGO. Este sintético demonstrou maior poténcia que a
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morfina na reducdo da dor visceral em modelo animal (SOBCZAK et al, 2014; AL-
KHRASANI et al, 2012).

As endomorfinas principais sdo a endomorfina-1 e a endomorfina-2. Sdo tetrapeptideos
isolados do cérebro humano e seu precursor € desconhecido. Possuem a maior afinidade pelos
receptores opioides p dentre todos os opioides endogenos. As soymorfinas 5, 6 e 7 possuem
como precursor a -conglicinina e sdo agonistas do receptor p. A casoxina 4 foi isolada da
fracdo de k-caseina do leite bovino e se comporta como um antagonista do receptor ,
revertendo a acdo da morfina de inibir a contracdo intestinal induzida eletricamente em modelos

animais (SOBCZAK et al, 2014).

2.5 Mecanismos celulares e moleculares da inflamacéo na dor

O estudo acerca da inflamacéo data desde os tempos remotos, visto que se trata de uma
das reacdes fisiologicas protetoras mais importantes do organismo. Inicialmente, Hipdcrates
demonstrou os primeiros sinais da inflamacgdo, que posteriormente foram articulados por
Celsius. Estes eram o rubor (rubor), calor (calor), dor (dolor) e edema (tumor). O quinto sinal,
perda da funcdo (functio laesa), foi proposto por Galeno. Depois de muito tempo, no século 19,
a acidose foi demonstrada como mais um sinal inflamatorio (KUPRASH e NEDOSPASOQV,
2016).

A dor funciona como um sinal precoce de alerta que € iniciado apos a acéo de algum
estimulo nocivo e potencialmente perigoso, de modo a evitar o dano tecidual no local
acometido. Este processo inicial € denominado dor nociceptiva ou neurogénica e ocorre por
meio da ativacdo dos nociceptores periféricos. Porém, quando hd o aumento da sensibilidade

desse sistema nociceptivo inicial, mediante a interrupcdo da integridade do tecido por trauma,
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toxinas, respostas imunes inadequadas, calor, infeccdo ou outros fatores, desenvolve-se a
chamada dor inflamatoria (CHEN et al, 2013).

Ha uma grande evidéncia da interacao entre o sistema imune e 0s neurénios nociceptivos
na regulacdo da inflamacdo e da dor aguda ou cronica. As células imunes presentes nos
terminais dos nervos periféricos e na medula espinhal liberam mediadores que controlam a
sensibilidade mecénica e térmica. Por outro lado, os nociceptores liberam neuropeptideos e
neurotransmissores nos terminais nervosos que modulam as respostas vasculares, inatas e
adaptativa das células imunes (PINHO-RIBEIRO et al, 2017).

Apés a injaria local do tecido, células danificadas ou estressadas liberam mediadores
inflamatérios (MOMIN e MCNAUGHTON, 2009). Bradicinina, prostaglandinas, serotonina,
fator de crescimento neural (NGF), proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1) e citocinas
como ainterleucina (IL)-1p, IL-6 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-o.) sdo exemplos desses
agentes inflamatorios que sensibilizam e ativam os nociceptores periféricos, desencadeando a
dor inflamatdria. Essas substancias sdo acumuladas no tecido danificado, o que pode causar
rubor, calor e edema, além de uma dor espontanea e uma regido sensivel (RAHMAN e
DICKENSON, 2013; LIM et al, 2015).

Outros componentes que também podem causar a sensibilizacdo de neurdnios
sensoriais, ou seja, a diminui¢éo do seu limiar para ativagéo, sdo os tromboxanos, leucotrienos,
fator de ativacdo plaquetaria, prétons H*, K*, NO e purinas e seus derivados como a adenosina
e a adenosina trifosfato (MOMIN e MCNAUGHTON, 2009; SERHAN et al, 2011; VERMA
et al, 2015).

Os mediadores inflamatdrios liberados pelas células imunes se ligam a canais i6nicos
expressos Nnos terminais nervosos nociceptivos, como o receptor de potencial transitério
vaniloide do tipo 1 (TRPV1), receptor de potencial transitorio relacionado a proteina anquirina

do tipo 1 (TRPAL) e canais para sédio dependentes de voltagem Nay1.7, Nay1.8 e Nay1.9, de
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modo a processar e traduzir o estimulo nocivo em dor por meio da geracdo de potenciais de
acao (PINHO-RIBEIRO et al, 2017). O TRPV1 e TRPAL sdo considerados os principais
agentes nos mecanismos nociceptivos inflamatdrios, pois podem ser ativados por numerosos
mediadores inflamatorios, inclusive influenciando indiretamente na liberacdo dos mesmos
(FISCHER et al, 2017).

Na dor neurogénica ocorre a acdo de alguns neuropeptidios, como a substancia P,
somatostatina, CGRP, galanina, polipeptideo intestinal vasoativo e BDNF. Essas substancias
sdo liberadas pelos nervos periféricos em suas terminag6es sensoriais, apds a ativacao de canais
ibnicos por mediadores inflamatorios, e propiciam a vasodilatacdo, migracdo e recrutamento de
macrofagos e polimorfonucleares, extravasamento de plasma e a degranulacdo de mastdcitos,
agravando assim a injdria tecidual e, consequentemente, a inflamacdo (KWON et al, 2014;
VERMA et al, 2015).

Um exemplo de sinalizacdo mecanistica na dor neurogénica é constatado quando ha a
liberacdo de substancia P mediante a ativacdo de canais TRPAL presentes em fibras C. Em
seguida, a substancia P medeia uma resposta neuroimune por meio da ativacdo de receptores
de neurocinina 1 (NK1) presentes em mastdcitos, o que resulta na sua degranulagdo, bem como
na liberagdo de histamina e serotonina em seguida (FISCHER et al, 2017).

A acdo dos mediadores inflamatorios sobre os neurdnios aferentes de primeira ordem
sensibiliza-os de tal forma que ocorre uma diminuicdo do limiar da dor, além de uma maior
responsividade aos estimulos nocivos e disparos neuronais espontaneos (RAHMAN e
DICKENSON, 2013). Em condicGes patoldgicas, essas respostas exacerbadas do sinal
nociceptivo podem levar ao fenémeno de hiperalgesia, em que h& uma sensibilidade da dor
maior que o normal, ou alodinia, quando ocorre dor a partir de estimulos normalmente néo
nocivos. Ambos os cendrios sdo a base de doencas cronicas dolorosas, como a artrite (LINLEY

et al, 2010).
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Todos esses processos e outros componentes presentes na resposta inflamatéria a dor
ocorrem de forma dindmica, complexa e multimediada, para que eventos bioquimicos e
celulares restaurem a normalidade e contenham o desequilibrio causado pela injuria celular
(CARVALHO e LEMONICA, 1998; LIM et al, 2015). Diante disso, fica claro como essas
interacdes periféricas e centrais retém um papel chave na deteccéo, prevencao e reparo do dano
tecidual, restaurando assim a homeostase. Qualquer desregulacdo nesse dinamico controle pode
desencadear a base de diversas doencas dolorosas e inflamatorias. Da mesma forma, é essencial
desvendar em sua totalidade como todos esses fatores interagem e modulam as respostas
nociceptivas, de modo a propiciar eficientes abordagens terapéuticas com novos mecanismos
de acdo e menos efeitos adversos envolvidos (PINHO-RIBEIRO et al, 2017).

Para a compreensdo desse dinamismo, € necessaria uma breve explanacdo de como

alguns dos envolvidos nesse processo atuam em suas diferentes funcdes.

Citocinas

Expressas ao longo de todo o organismo humano, as citocinas sdo moléculas
sinalizadoras e promotoras da dor inflamatdéria. Normalmente estdo em baixas concentragdes,
porém, em ambientes de inflamacéo, sua concentracdo aumenta em ate trés ordens de grandeza
(KRUSTEV et al, 2015). Esses pequenos polipeptideos podem ser liberados por neurdnios,
células da microglia, monocitos, macrofagos, linfocitos T, linfdcitos B e neutréfilos, apos haver
0 recrutamento desses componentes para o sitio de lesdo celular. As células ndo imunes também
podem libera-los, como as células endoteliais e os fibroblastos (KRUSTEV et al, 2015;
BJURSTROM et al, 2016).

Muitas citocinas ja foram descobertas e subdivididas de acordo com diferentes

propriedades, mas as principais envolvidas em resposta a leséo periférica séo as IL-1p, IL-6,
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IL-8 e TNF-a, cujas fungdes incluem a modulacdo e expressdo de outras citocinas pro-
inflamatdrias, ativacdo de células gliais, disparo de cascatas moleculares e sensibilizacdo de
neuronios (BJURSTROM et al, 2016).

Cada citocina pode desencadear atribuicGes mais especificas. A IL-1B, por exemplo,
possui funcbes de ativacdo da microglia, inducdo de liberacdo de substancia P, regulacdo da
expressao de NGF, aumento da excitabilidade dos neurdnios do corno dorsal, aumento da
atividade no receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), aumento da transmissdo glutamatérgica e
diminuicdo das sinapses de transmisséo inibitdria. O TNFa, por sua vez, além de promover a
sensibilizag¢do dos neurénios, induz as celulas gliais do corno dorsal a liberar IL-1p e IL-6 e 0s
astrocitos a liberar o MCP-1. (BJURSTROM et al, 2016). Juntamente com a IL-1, 0 TNF-a
também pode fazer com que células endoteliais produzam selectinas para o processo de adesdo
celular (CARVALHO e LEMONICA, 1998).

As células microgliais no SNC podem liberar IL-12, EROs, NO, prostaglandinas e
outras quimiocinas, além de IL-1B e TNF-a, de modo a recrutar mais células para o foco
inflamatério, aumentando a resposta. E interessante citar que também existe um mecanismo
contrario que atua quando o estimulo nocivo é resolvido e a resposta inflamatdria deve ser
atenuada. Nesse caso, mediadores anti-inflamatérios sdo lancados, como a IL-10 e o fator de
crescimento transformador beta, e ocorre 0 aumento da expressdo de arginase-1. Esses
compostos inibem a liberacéo de citocinas pro-inflamatdrias, facilitando a regeneracéo tecidual
e a recuperagdo homeostatica (CARNIGLIA et al, 2017). A IL-10, em especial, atua inibindo
o fator nuclear kappa B (NF-«B), 0 que desfavorece a sintese de IL-1, IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-
a e interferon-gama (IFN-y) (COBELLI et al, 2011; BJURSTROM et al, 2016).

Um outro exemplo desse balanco na resposta inflamatoria pode ser visto nos linfocitos
T. Enquanto os linfocitos Thl possuem expressdo aumentada de IL-2, TNF-a e IFN-y durante

o0 processo inflamatdrio, os linfocitos Th2 estdo com as citocinas anti-inflamatorias IL-4, 1L-10
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e IL-13 diminuidas. Porém, na etapa de resolucédo da inflamacao para o reparo tecidual e a
homeostasia, os linfocitos Th2 expressam em maiores concentragdes as IL-4, 1L-10 e 1L-13,

inibindo assim a atuacédo de citocinas pro-inflamatérias (KULMATYCKI e JAMALL, 2007).

Prostaglandinas

As prostaglandinas E2 (PGEz) e |2 (PGI2) (prostaciclina), identificadas em 1972, sdo
mediadoras inflamatorias importantes para o processo de sensibilizacdo do nociceptor. Ambas
atuam ativando receptores acoplados a proteina G nos neurdnios sensoriais, de modo a aumentar
a liberacdo de substancia P e CGRP (PIOMELLI e SASSO, 2014). As ac¢des da PGE; e PGl
sd0 essenciais nas respostas vasculares da inflamacdo, e juntamente com as funcdes de adesao
e quimiotaxia dos leucotrienos LTBa4, permitem a saida de mondcitos e neutrofilos de vénulas,
por meio da diapedese, em direcdo ao foco inflamatério (SERHAN, 2014).

A producdo de prostaglandinas inicia quando citocinas pré-inflamatorias liberadas por
células do sistema imune desencadeiam a quebra de fosfolipides de membrana
(KULMATYCKI e JAMALL, 2007). Esta acdo nos fosfolipides ocorre pela acdo da fosfolipase
Az, 0 que resulta na producéo de acido araquiddnico. Este, por sua vez, atua como substrato de
cicloxigenases, lipoxigenases e epoxigenases, resultando em prostaglandinas, leucotrienos e

acidos epoxi-eicosatriendicos, respectivamente (CHEN et al, 2013).

Cicloxigenase

As enzimas cicloxigenase 1 (COX-1) e COX-2 metabolizam o &cido araquid6nico em
prostaglandina Hz, um intermediario precursor de todas as prostaglandinas, a saber PGE», PG,

prostaglandina D, prostaglandina F alfa (PGF2,) e tromboxano Az (TXA2). Esse ponto da
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cascata inflamatoria se mostrou como um importante alvo para a acdo de AINES, pois uma vez
que eles inibem a acdo da cicloxigenase, ocorre a reducédo da sensibilizacdo periférica e da dor
inflamatdria ao inibirem a sintese de prostaglandinas (CHEN et al, 2013; PIOMELLI e SASSO,
2014).

As citocinas e 0 NO influenciam na atuacdo da cicloxigenase, e consequentemente das
prostaglandinas. Exemplo disso pode ser constatado por meio da IL-1, expressa em quantidades
maiores em resposta a estimulo nocivo e invasivo (WUERTZ e HAGLUND, 2013). A IL-1 é
um mediador que aumenta a transcricdo de COX-2 e de PGE2 (VERMA et al, 2015). Com
relacdo ao NO, foi demonstrado que essa substancia aumentou a expressdo e ativacdo da COX-
1 na fase aguda do teste da inflamacédo induzida por carragenina, enquanto que na fase tardia
houve aumento da expressdo da COX-2, o que levou a producdo de PGE2 e PGI; e ao agravo

da inflamacéo tecidual (TORIYABE et al, 2004).

Bradicinina

A bradicinina é um autac6ide componente da familia das cininas, importante na
formacdo da dor inflamatéria. Além do dano tecidual, ela est4 envolvida em outros processos
como as reacgoes alérgicas e infecgdes virais e bacterianas. Em todos estes, reacfes levam a
formacéo de bradicinina que, por sua vez, estimula os nervos aferentes primarios e sensibiliza
0s nociceptores. Os efeitos da bradicinina ocorrem por meio da ativacdo dos receptores B1 e Ba,
ambos metabotropicos acoplados a proteina G, o que leva a vasodilatagdo, aumento da
permeabilidade vascular e recrutamento de leucécitos (CAYLA et al, 2012; BUJALSKA-
ZADROZNY et al, 2013).

Os receptores By estdo presentes em todos os tipos de tecido, inclusive nociceptores, e

desenvolvem a dor aguda quando ativados. Os receptores B1 estdo presentes nas terminacoes
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nervosas dos neurénios aferentes primarios, mas ndo estdo abundantes em todos os tecidos
como os receptores B,. Em condicGes de inflamacao, os receptores B; podem ter sua expressao
induzida por influéncia de citocinas e outros mediadores inflamatdrios e sdo responsaveis por
aumentar os efeitos das prostaglandinas e citocinas (KAUFMAN et al, 2011; BUJALSKA-

ZADROZNY et al, 2013).

NGF

O NGF é produzido em diferentes tipos celulares, como os queratindcitos e as células
epiteliais viscerais, porém, em condi¢6es inflamatorias, a sua expressao aumenta por parte dos
macrofagos, mastocitos e células de Schwann. O papel do NGF e de seu receptor é crucial, visto
gue a sua auséncia ou mutacdo em camundongos podem causar neuropatias sensoriais e
simpaticas severas, como por exemplo a insensibilidade congénita parcial ou total a dor
(BJURSTROM et al, 2016).

Quando liberado na periferia, 0 NGF atua como um mediador inflamatério algogénico.
Porém, ele também modula indiretamente a dor central, efeito observado com a administracéo
intratecal do NGF, o que causa dor e hiperalgesia térmica (BJURSTROM et al, 2016).

Uma vez liberado, os efeitos desencadeados pelo NGF ao se ligar no complexo receptor
de tirosina quinase A/receptor neurotrofico p75 séo resultantes de uma via de sinalizagdo que
aumenta a expressdo de neuropeptidios (como a calcitonina e a substancia P), canais idnicos
controlados por ligantes (como o TRPVL1 e receptor B> de bradicinina) e canais idnicos
controlados por voltagem (como Nay 1.8 e Nay 1.9). Ocorre também a sensibilizacdo de
nociceptores diretamente, e indiretamente por meio da ativacdo de macrofagos e mastdcitos

(BJURSTROM et al, 2016).
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Adenosina

A adenosina é um nucleosideo que parece deter um papel na regulacéo da inflamacao
periférica, pois ja foi demonstrada a liberacdo dessa substancia em respostas a administracao
de formalina e glutamato em animais nos modelos in vivo, sendo que 0s mastdcitos nédo
contribuiram com a sua liberacdo na inflamacéo induzida por formalina (HERSINI et al, 2014).

Nestes processos, houve a participacéo de receptores de glutamato, que desenvolveu o
aumento da sensibilizacdo e da nocicepcdo, e de receptores de capsaicina, que permitiu maior

liberacdo de adenosina (HERSINI et al, 2014).

Proteinas quinases e AMPc

A estimulacdo dos nociceptores pode ser acentuada por meio da ativacdo de proteinas
quinases, que também é propiciada pela sinalizacdo de mediadores pro-inflamatérios. As
principais enzimas envolvidas sdo a proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC) e
proteina quinase ativada por mitégenos (MAPK) (LIM et al, 2015). Juntamente com essas
quinases, 0 AMPc exerce um papel central na sensibilizacdo de nociceptores mediante estimulo
nocivo. O aumento de AMPCc esta relacionado com a ativagdo de PKA, bem como a PKC parece
ser ativada por AMPc. A PKCg, presente nos neurdnios ganglionares da raiz dorsal, é a unica
isoforma translocada e ativada por efeito nocivo. Por exemplo, ap6s a administracdo periférica
de carragenina, a PKCe contribui significativamente para uma hipernocicepcao e sensibilizagdo
(VILLARREAL et al, 2009).

A atuacdo da PKC ocorre ap0s a ligacdo da PGEy, liberada decorrente do estimulo
nocivo, ao seu receptor prostanoide EP:. Uma vez estimulados, os receptores EP; ativam a

fosfolipase C via proteina Gq, o que resulta na formacao de trifosfato de inositol e diacilglicerol
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(DAG). O DAG formado se liga ao seu sitio especifico na molécula da PKC, ativando-a. A
PKC, por sua vez, inicia a fosforilagdo de proteinas, o que abre os canais para Ca®* controlados
por voltagem, facilitando assim a despolarizacdo celular e consequente transmissdo do sinal

nociceptivo inflamatério na hipernocicepcdo (CLAUDINO, 2006; RANG e DALE, 2012).

Substancia P

A substancia P, liberada pelos nervos aferentes primarios na dor neurogénica, €
produzida a partir do gene pré-protagquinina A e tem sua expressao regulada pela IL-6. Nos
terminais centrais dos neurbnios de primeira ordem, a substancia P ativa receptores de
neurocinina presentes nas laminas | e 1l do corno dorsal da medula espinhal. Nos terminais
periféricos, a substancia P causa vasodilatacdo, proliferacdo linfocitaria e secrecdo de citocinas
por meio de células imunes (NAKAMURA et al, 2012; BJURSTROM et al, 2016). Esse
processo de vasodilatacdo e consequente extravasamento de mediadores inflamatérios também
ocorre devido a producdo de NO, estimulada pela substancia P, no vaso endotelial
(CARVALHO e LEMONICA, 1998).

Nakamura et al (2012) utilizaram a técnica de radioimunoensaio a fim de demonstrar
que a liberacdo de substancia P ocorre por meio da ativacdo de TRPAL por isotiocianato nos
neurdnios aferentes primarios terminais e centrais, 0 que resulta em respostas inflamatorias e
nociceptivas significativas. Por outro lado, as respostas inflamatorias mediadas por receptores
NK1 (sitio de ligacao da substancia P) nos tecidos periféricos, que incluem edema e hiperalgesia
térmica, ocorrem por meio da ativacdo de TRPAL. Nesse processo, a quantidade liberada de
substancia P é dependente de influxo de Ca?* extracelular e da consequente fosforilagio de

MAPK p38.

53



BDNF

O BDNF é um neuropeptideo liberado nas terminagdes nervosas dos neurdnios aferentes
primarios durante o processo inflamatorio (KWON et al, 2014). Faz parte da familia dos fatores
de crescimento neurais e inicialmente foi associado ao desenvolvimento e regeneracdo do
sistema nervoso, porém, possui papel importante na modulacdo da transmissao sinaptica da
nocicepc¢do. Na inflamacdo periférica, o BDNF esta presente em altas concentracdes, o que leva
a uma hiperalgesia somatica, que pode ser revertida com a administracdo de anticorpos anti-
BDNF (YANG et al, 2010). Na sensibilizacdo central, o0 BDNF aumenta a transmissao

glutamatérgica por meio da fosforilacédo de receptores NMDA (BJURSTROM et al, 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades farmacologicas antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatoria

de extratos de Caryocar villosum (piquia).

3.2 Objetivos especificos

v Obter extratos aquosos e organicos de diferentes fracdes a partir das cascas do fruto e
de um pool de sementes e polpa da Caryocar villosum;

v Quantificar o teor de compostos fendlicos totais e flavonoides dos extratos obtidos;

v Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos obtidos;

v' Identificar as classes de compostos fitoquimicos e as substancias isoladas presentes no
extrato mais bioativo;

v Avaliar a influéncia do extrato mais bioativo na coordenacdo motora de camundongos;

v Avaliar a atividade antinociceptiva in vivo do extrato mais bioativo;

v Auvaliar a atividade anti-inflamatoria in vivo do extrato mais bioativo;

v" Investigar a participacdo da via opioidérgica no mecanismo de acgao antinociceptivo do

extrato mais bioativo.
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4. METODOLOGIA

Na Figura 2 encontra-se o fluxograma representando todo o delineamento experimental

deste trabalho.

[ Obtencéo dos extratos de C. villosum ]

Atividade sequestrante Quantificagdo do teor de compostos Atividade sequestrante
dos radicais ABTSe+ fenolicos totais e flavonoides dos radicais DPPH-

[ Extrato mais bioativo ]
|
| |

[ Estudos quimicos ] [ Ensaios in vivo

[ Prospecgao fitoquimica ] [ Coordenacio motora ]

[ ESI-MS ] [ Contorgdes abdominais induzidas por acido acético ]

[ Edema de pata induzido por carragenina ]

[ Hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina ]

[ Teste da formalina ]

Figura 2 — Fluxograma das etapas metodoldgicas do presente trabalho. Apds a obtengdo dos extratos de C.
villosum, os mesmos foram submetidos aos ensaios de quantificacdo de compostos fenolicos totais e flavonoides
e atividade antioxidante. Apoés isso, 0 extrato mais bioativo prosseguiu nos estudos quimicos e ensaios in vivo de

avaliacdo de atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria.

4.1 Obtencao da matéria-prima vegetal

Para a execucao do trabalho, foram utilizadas como matéria-prima vegetal as seguintes

partes da C. villosum: 1) cascas do fruto e 2) pool de sementes e polpa (1:1). Esse material foi
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cedido pelo banco de matérias-primas do Laboratorio de Atividade Bioldgica Biophar da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

Os frutos da C. villosum foram coletados na reserva Reserva Ducke em fevereiro de
2012. O registro da espécie se encontra depositado no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia sob o nimero de registro 73164 e a sua identificacdo ocorreu pela Dr.2
Raquel Medeiros.

Apbs a coleta dos frutos, suas cascas, sementes e polpas foram separadas. Entdo o
material foi seco em forno de circulagéo de ar a 40 °C, triturado em moinho e armazenado em

recipientes plasticos fora do alcance da luz.

4.2 Obtencao dos extratos

Para cada matéria-prima, foi realizada uma extracao fracionada por sistema Soxhlet
utilizando solventes de crescente polaridade na temperatura de 45 °C. Além da extracdo
fracionada, também foram preparados, para cada matéria-prima, 2 extratos hidroetanélicos,
sendo um seco por liofilizagdo e o outro por spray dryer.

Ao todo foram produzidos dez extratos provenientes das cascas do fruto e do pool de
sementes e polpa. No entanto, apenas um extrato, considerado o mais bioativo, prosseguiu nos
estudos quimicos e ensaios de atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva. Os critérios de
selecdo do extrato mais bioativo levaram em consideragdo o maior teor de compostos fenolicos
totais e flavonoides e também os menores valores de Clso nos ensaios de atividade antioxidante
(radicais ABTSe+ e DPPH?). Portanto, antecipa-se a informacéo de que o extrato etanolico das
cascas do fruto de Caryocar villosum — EECv (cascas) — foi eleito o extrato mais bioativo, de
acordo com os critérios pré-estabelecidos no presente trabalho, o que posteriormente sera

discorrido na secdo de resultados.
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Na Tabela 1 estdo presentes todos os extratos utilizados durante o trabalho com suas

respectivas siglas.

Tabela 1: Extratos obtidos a partir das matérias-primas do piquia

Cascas do fruto Pool de sementes e polpa
Extrato Sigla Extrato Sigla
Hexanico EHxCyv (cascas) Hexanico EHxCv (pool)
Acetato de etila EACcCv (cascas) Acetato de etila EACcCv (pool)
Etandlico EECv (cascas) Etandlico EECv (pool)
Hidroetandlico seco EHCv Hidroetandlico seco EHCv
por liofilizagéo (cascas/liofilizagdo) por liofilizacdo (pool/liofilizagéo)

Hidroetanolico seco EHCv (cascas/spray  Hidroetanolico seco ~ EHCv (pool/spray

por spray dryer dryer) por spray dryer dryer)

Fonte: Gutemberg Soares

4.2.1 Extracao fracionada

A matéria-prima foi pesada e transferida para a corneta do Soxhlet previamente vedada
no fundo com algoddo e gazes. A quantidade a ser transferida respeitou o limite da altura do
sifdo, sem ultrapassagem. Portanto, foram transferidos 280 gramas de cascas do fruto e 142
gramas do pool de sementes e polpa. Em seguida, a extragdo ocorreu utilizando 500 mL de cada
solvente, iniciando com o hexano, em seguida o acetato de etila e por fim, concluindo com o
etanol. Para cada solvente, a extragdo ocorreu em 5 ciclos extrativos ou até que a cor do extrato
se tornasse estavel.

Finalizada a extracdo de cada fracdo, o extrato passou por processo de filtracdo a vacuo
e foi seco por rotaevaporador a 45 °C. O produto resultante foi depositado em pote de vidro

previamente pesado e deixado em capela com fluxo de ar até a secagem completa do extrato.
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Terminado isso, foi feito a pesagem do pote com seu contetido para calculo de rendimento e o

extrato foi armazenado em geladeira até o inicio das proximas analises.

4.2.2 Extratos hidroetanélicos

O extrato foi preparado por maceracdo utilizando solucdo hidroetanolica 8:2
(etanol:agua destilada) com a relacdo droga:solvente de 10% (p/v). Apb6s pesagem da
quantidade de matéria-prima necessaria, esta, juntamente com a soluc¢éo hidroetandlica, foram
transferidas para Erlenmeyer.

Logo depois da homogeneizacdo do contetido, o Erlenmeyer foi tampado e deixado em
ambiente longe da luz por 72 horas. Sequencialmente, o contetudo do Erlenmeyer foi submetido
a processo de filtracdo a vacuo e o extrato filtrado foi levado ao rotaevaporador a 45 °C.

Nesse ponto, para obtencdo de um extrato seco por liofilizacdo e outro seco por spray
dryer de cada matéria-prima seguiram-se procedimentos diferentes, 0s quais estdo descritos a

sequir.

4.2.2.1 Secagem por liofilizacao

Ap0s a rotaevaporacgéo, o extrato foi depositado em um recipiente de plastico e levado
ao refrigerador para o seu congelamento. O extrato congelado passou por processo de secagem
por liofilizador durante uma semana ou até que ocorresse a secagem total do mesmo. O produto
resultante foi depositado em pote de vidro previamente pesado e foi feito pesagem do pote com
seu conteudo para célculo de rendimento. O extrato foi armazenado em geladeira até o inicio

das proximas analises.
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4.2.2.2 Secagem por spray dryer

Ap0s a rotaevaporagdo, o extrato foi colocado em recipiente de vidro adequado e
submetido a secagem por spray dryer na temperatura de 85-90 °C durante 2 horas. O extrato
seco foi coletado e transferido para um pote de vidro previamente pesado e foi feito pesagem
do pote com seu contetido para calculo de rendimento. O extrato foi armazenado em geladeira

até o inicio das proximas analises.

4.3 Ensaios in vitro

4.3.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Para determinacdo de compostos fenodlicos totais, foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu com modificacOes, conforme descrito por Ainsworth e Gillespie (2007). Os extratos
foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), de modo a alcangar a concentracdo de 1
mg/mL. Em cada cavidade da microplaca de 96 pocos, foram adicionados 10 uL de cada extrato
e 50 uL da solucéo de Folin 10%. A placa foi incubada em ambiente escuro durante 8 minutos.
Para finalizar, foram adicionados 240 pL de carbonato de so6dio em cada poco e uma nova
incubagdo de 3 minutos ocorreu. No final, a absorbancia da reagdo foi medida em leitor de
microplaca a 620 nm. Como padrao foi utilizado o acido galico. Os ensaios foram feitos em
triplicata e o calculo da percentagem do teor de compostos fenolicos totais foi baseado na

seguinte férmula:

% fendis = (Absorbancia da Amostra / Absorbancia do Padrdo) * 100
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4.3.2 Determinacao de flavonoides

A metodologia empregada foi a utilizada por Chang et al (2002), com modificacdes.
Inicialmente, 30 uL de cada extrato, concentracdo de 1 mg/mL previamente diluido em DMSO,
foram adicionados em cada poco da placa. Em seguida, 90 puL de etanol também foram
adicionados e ocorreu a primeira leitura em leitor de microplaca a 405 nm. Por fim, foram
adicionados em cada pogo 6 pL de cloreto de aluminio 10 %, 6 uL de acetato de potassio 1 M
e 168 puL de etanol. Entéo, a placa foi incubada em ambiente escuro por 30 min, e em seguida,
foi feita a segunda leitura da placa. Como padréo foi utilizada a quercetina. Os ensaios foram

feitos em triplicata e o calculo do teor de flavonoides foi baseado na seguinte formula:

% flavonoides = (Absorbancia da Amostra / Absorbancia do Padrdo) * 100

4.3.3 Atividade antioxidante

4.3.3.1 Atividade sequestrante dos radicais ABTSe+

Para avaliacdo da atividade sequestrante do radical ABTSe+, foi utilizada a metodologia
descrita por Santos et al (2014), com modificacdes. Inicialmente, o sal de ABTS foi diluido em
agua Milli-Q® de modo a alcangar a concentragdo de 2 mg/mL. Esta solucdo foi oxidada sob
agitacdo durante 4 horas com persulfato de potassio a 5 mM em ambiente longe da luz. Em
cada poco da microplaca foram adicionados primeiramente 30 uLL do extrato na concentragdo
de 1 mg/mL, e em seguida 270 puL do radical ABTSe+. A placa foi incubada em ambiente escuro

durante 15 minutos e foi processada posteriormente em leitor de microplaca a 630 nm. O acido
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galico foi tido como o padrdo e como controle negativo foi usado 0 DMSO. Os ensaios foram

feitos em triplicata e a percentagem de inibicéo foi calculada segundo a formula:

% inibicdo = 100 - (Absorbéancia da Amostra / média absorbancia do Padrdo) * 100

Inicialmente, o ensaio ocorreu com a concentracdo do extrato em cada poc¢o sendo 100
pg/mL. Porém, para se obter uma curva de inibicéo, os extratos que apresentaram efeito foram
diluidos e testados em triplicata nas concentragdes de 50 ug/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25
pg/mL, 3,125 pg/mL, 1,5625 pg/mL, 0,78125 pg/mL e 0,390625 pg/mL. Para as novas
concentracgdes testadas, o acido galico foi utilizado como controle positivo. A Clso foi calculada

com base na equacdo da reta obtida.

4.3.3.2 Atividade sequestrante dos radicais DPPH«

O ensaio foi realizado segundo o procedimento de Molyneux (2004), com alteracdes.
Em cada pogo da microplaca foram adicionados primeiramente 30 pul do extrato na
concentracdo de 1 mg/mL, e em seguida 270 uL de solugdo de radical DPPHe+ na concentragédo
de 2mg/12 ml em etanol. A placa foi incubada em ambiente escuro durante 30 minutos e foi
lida posteriormente em leitor de microplaca a 492 nm. O &cido galico foi tido como o padrdo e
como controle negativo foi usado o DMSO. Os ensaios foram feitos em triplicata e a

percentagem de inibic&o foi calculada segundo a formula:

% inibigdo = 100 - (Absorbancia da Amostra / média absorbancia do Padréo) * 100
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Como no teste do radical ABTSe+, no radical DPPHe 0 ensaio ocorreu com a
concentragdo do extrato em cada pogo sendo 100 pg/mL. Porém, para se obter uma curva de
inibicdo e se obter a Clsp, 0s extratos que apresentaram efeito foram diluidos e testados em

triplicata em novas concentracgdes e utilizando-se o &cido galico como controle positivo.

4.4 Estudos quimicos

4.4.1 Prospeccao fitoquimica

A prospeccéo fitoquimica preliminar foi empregada com o intuito de detectar a presenca
de grupos biologicamente ativos no EECv (cascas) decorrentes do metabolismo vegetal, como
compostos fendlicos, triterpenos, esteroides e nitrogenados. Na busca de diferentes classes,
foram utilizadas as metodologias propostas por Matos (1997), Costa (2002) e Simdes (2010),
que baseiam o procedimento operacional padrdo (POP) de triagem fitoquimica do Laboratério
de Produtos Naturais e Semissintese Fitophar da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas.

Os métodos utilizados durante a triagem fitoquimica englobam reagdes quimicas e
reagentes detectores em tubos de ensaio e placas de toque, os quais revelam qualitativamente a
presenca de substancias especificas por meio da mudanca de coloracao, formacédo de espuma e

precipitacdo de proteinas (SOARES et al, 2016).

4.4.2 Espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS)

A espectrometria de massas foi aplicada para a deteccdo de compostos isolados

presentes no EECv (cascas). Os espectros foram adquiridos usando um espectrémetro ion trap
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LCQ FleetTM (Thermo Scientific) equipado com uma fonte de eletrospray, operando no modo
negativo e programado para monitorar a faixa de m/z 100-1000. O extrato foi diluido a 5 ppm
em metanol grau HPLC e aplicado por insercao direta através da bomba seringa do proprio
equipamento. Para aumentar a sensibilidade na andlise tandem, foram adicionados 4 pL de
acido acetico glacial a 10 mL da solucéo diluida, sendo a concentracdo final de acido acético
no solvente de 0,04%. Para analisar as fracdes, utilizaram-se 0s seguintes parametros de
operacdo: spray voltage: 5 kV; sheath gas: 5 arb; aux gas: 5 arb; sweep gas: 5 arb; capilary

temp: 175 °C; capilary voltage: 45 V; tube lens: 115 V; syringe pump: 10 uL min-1.

4.5 Ensaios in vivo

O uso de animais de laboratério no presente estudo encontra-se aprovado, pois este
trabalho é parte do projeto intitulado “Avaliagdo farmacologica de plantas medicinais em
modelos in vivo de inflamagio e nocicepgdo”, que obteve aprovacio na Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) por meio do
processo n° 042/2016. O parecer de aprovacdo estd anexado ao trabalho (ver ANEXO).

Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos adultos machos da linhagem
Balb/C (peso entre 20 e 30 gramas) e da linhagem Swiss (peso entre 35 e 40 gramas). Antes dos
ensaios, 0s animais foram mantidos dentro de gaiolas padronizadas (4 animais por gaiola) em
sala com controle de temperatura (22 £ 2°C), ciclo claro/escuro (12:12 h) e livre acesso a comida
e agua.

Para avaliar a atividade antinociceptiva do EECv (cascas) foram realizados o teste das
contorcdes abdominais induzidas por &cido acetico, o teste de hiperalgesia mecanica induzida
por carragenina e o teste da formalina. O teste de coordenacdo motora também foi avaliado,

uma vez que substancias que promovem relaxamento muscular ou sedacdo pudessem estar
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presentes no extrato, interferindo assim na avaliacdo da acdo antinociceptiva. Ja a atividade
anti-inflamatoria foi avaliada por meio do teste de edema de pata induzido por carragenina.
Todos os ensaios in vivo foram executados no Biotério Central do INPA e em parceria com a
Universidade Federal de Minas Gerais no Departamento de Farmacologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, cujos ensaios foram realizados no Laboratério de Dor e Analgesia, sob
responsabilidade da professora Andrea de Castro Perez.

Nos ensaios de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, edema de pata
induzido por carragenina e formalina foram utilizados camundongos Balb/C, enquanto que nos
testes de coordenacdo motora e hiperalgesia mecanica induzida por carragenina foram
utilizados animais Swiss. Em todos os ensaios cada grupo experimental consistiu de 4 a 6
animais e, nos ensaios que requeriam aparelhos especificos (coordenacdo motora e hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina), os animais foram submetidos previamente a ambientacao
necessaria aos mesmos.

Para os ensaios onde ocorreu a administracdo de substancias por via oral, 0s animais
foram submetidos a um jejum de 4 horas antes de qualquer procedimento. ApGs 0s ensaios, 0s
animais foram anestesiados com solucéo de cloridrato de xilazina a 2 % e cetamina (1:1) no
volume de 2 mL/Kg, via intraperitoneal, e sacrificados por deslocamento cervical para posterior

descarte, seguindo todas as normas da CEUA do INPA.

45.1 Teste de coordenacdo motora

A coordenacdo motora foi avaliada por meio do tempo em que o animal permaneceu
caminhando no rota-rod durante 2 minutos (tempo de corte), segundo a metodologia descrita
por Dunham e Miya (1957), com alteracGes. O rota-rod se trata de uma barra giratoria

horizontal, revestida de plastico antideslizante, suspensa a uma altura de 25 a 30 cm e com
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rotacdo constante de 16 rpm. Os camundongos Swiss foram divididos em 3 grupos
experimentais, que receberam pré-tratamento conforme descricao a seguir. O grupo 1 recebeu,
via oral, o veiculo (solucédo de etanol 70 % a 5 % em salina) no volume de 10 mL/Kg. O grupo
2 recebeu, via subcutanea, a xilazina na dose de 2 mg/Kg. O grupo 3 recebeu, via oral, 0o EECv
(cascas) na dose de 300 mg/Kg. A coordenacdo motora foi avaliada imediatamente antes
(basal), 30, 60 e 120 minutos apos o pré-tratamento com o auxilio de cronémetro. Os animais
foram submetidos a trés sessdes de treinamento no dia que antecedeu o experimento para haver

a habituacdo ao aparelho.

4.5.2 Contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

Como descrito previamente por Koster et al (1959), acido acético a 0,9 % foi injetado
(volume de 10 mL/Kg) na cavidade peritoneal dos camundongos Balb/C ap0s estes receberem
0 pré-tratamento conforme cada grupo experimental. No grupo 1, os animais receberam o
veiculo (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina), via oral, no volume de 10 mL/Kg. O grupo
2 recebeu a indometacina, via oral, na dose de 10 mg/Kg. Nos grupos 3 e 4, 0s animais
receberam por via oral 0 EECv (cascas) nas doses de 100 mg/Kg e 300 mg/Kg, respectivamente.
O 4cido acético a 0,9% foi administrado 1 hora depois do pre-tratamento em todos 0s grupos
experimentais pela via intraperitoneal. Apos a injecdo, 0s animais foram colocados em uma
caixa de plastico transparente com paredes fechadas, permitindo assim a observagdo pelo
experimentador, e a intensidade do comportamento nociceptivo foi quantificada por meio da
contagem do numero total de contor¢es abdominais, caracteristicas do comportamento
nociceptivo, que ocorreram entre 0 a 20 minutos. A resposta contorsiva consistiu de contragéo
do musculo abdominal com o estiramento dos membros posteriores. A resposta nociceptiva foi

expressa como 0 numero de contor¢cdes abdominais durante o periodo de observacéo.
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4.5.3 Edema de pata induzido por carragenina

Segundo a metodologia descrita por Levy (1969), com modificacbes, foi administrado
aos camundongos Balb/C pela via intraplantar na pata posterior direita uma dose de carragenina
(300 ug/30 uL). Esta administracao ocorreu 1 hora apds o pré-tratamento por via oral dos grupos
experimentais, conforme descrito em seguida. O grupo 1 recebeu o veiculo (solugéo de etanol
70 % a 5 % em salina) no volume de 10 mL/Kg. O grupo 2 recebeu a indometacina na dose de
10 mg/Kg. O grupo 3 recebeu o0 EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg.

O edema de pata foi avaliado em um hidropletismémetro elétrico (Panlab, SLU). Este
aparelho mede o volume liquido deslocado e o traduz de forma digital. O volume basal da pata
posterior direita foi determinado antes da administracdo de qualquer substancia. O volume da
pata foi medido 1, 2, 3 e 4 horas apds a injecdo da carragenina. Os resultados foram

apresentados como a variagdo do volume da pata (uL) em relagdo ao valor basal.

4.5.4 Hiperalgesia mecanica induzida por carragenina e avaliagdo da participagdo

da via opioidérgica

O teste ocorreu tendo em vista o trabalho introdutério de Randall e Selitto (1957) e
adaptado para camundongos por Kawabata et al (1992). Primeiramente, no grupo 1 os
camundongos Swiss foram pré-tratados, por via oral, com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a
5 % em salina) no volume de 10 mL/Kg. No grupo 2 os animais foram pré-tratados, por via
oral, com o EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg. Apos 1 hora do pré-tratamento a hiperalgesia
foi induzida por meio da administracdo intraplantar de carragenina (200 pg/20 pL) na pata

posterior direita. Um analgesimetro foi utilizado para determinar o limiar nociceptivo, definido
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COMO 0 Peso em gramas necessario para causar resposta nociceptiva (retirada da pata). O valor
de corte de 160 gramas foi usado para evitar lesdes nas patas.

As leituras ocorreram em triplicata (obtendo-se a sua média) antes do pré-tratamento
(leitura basal) e na terceira hora ap0s a injecéo de carragenina, que é o seu tempo maximo de
resposta, e foram expressas como valor A do limiar nociceptivo, sendo este valor a diferenca
entre as médias obtidas. O valor A do limiar nociceptivo superior a 0 indica a¢do hiperalgésica
induzida pela carragenina e a sua diminuicdo indica acdo antihiperalgésica.

Para verificar o envolvimento da via opioidérgica, o ensaio foi refeito com o grupo 1
recebendo o veiculo da naltrexona (salina, via intraperitoneal) 30 minutos antes de receber o
veiculo do extrato (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina), no volume de 10 mL/Kg cada
veiculo; o grupo 2 recebeu o veiculo da naltrexona, via intraperitoneal, no volume de 10 mL/Kg
30 minutos antes da administracdo do EECv (cascas), via oral, na dose de 300 mg/Kg; o grupo
3 recebeu a naltrexona, via intraperitoneal, na dose de 5 mg/Kg 30 minutos antes da
administracdo do EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg. As leituras foram realizadas da mesma
forma, antes e depois da injecdo de carragenina, como descrito anteriormente para verificar se
o0 possivel efeito antinociceptivo é revertido pela naltrexona, um antagonista nao especifico dos

receptores opioides.

455 Teste da formalina

Para o teste da formalina, foi adotada a metodologia de Hunskaar et al (1985), uma
adaptacdo para camundongos do trabalho introdutério de Dubuisson e Dennis (1977), com
modificagdes. Os camundongos Balb/C foram primeiramente pré-tratados e, algum tempo
depois, receberam uma injecdo intraplantar (30 pL/pata) de formalina 2,5 % na pata posterior

direita. No grupo 1, os animais receberam o veiculo (solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina),
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via oral, no volume de 10 mL/Kg. O grupo 2 recebeu a indometacina, via oral, na dose de 10
mg/Kg. O grupo 3 recebeu a morfina, via oral, na dose de 10 mg/Kg. Por fim, o grupo 4 recebeu
0 EECVv (cascas), via oral, na dose de 300 mg/Kg. Todos os grupos receberam a formalina apés
1 hora do pré-tratamento. Em seguida, foi avaliado o tempo em segundos no qual o animal se
manteve lambendo a pata injetada (licking time) durante dois intervalos de tempo apds a
administracdo da formalina: 0-5 minutos, definida como primeira fase ou dor neurogénica, e

15-30 minutos, definida como segunda fase ou dor inflamatdria.

4.6 Analise estatistica

Para os ensaios in vitro, os resultados obtidos foram processados no programa Excel e
expressos como média + desvio padrdo da média (DPM). Nos ensaios in vivo, os resultados
obtidos foram analisados por meio do programa GraphPad 6.0 e expressos como média + DPM.
As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais foram calculadas por andlise de
variancia (ANOVA) e em seguida pelo teste de Bonferroni (p < 0,05 foi considerado

significativo).
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5. RESULTADOS

5.1 Rendimentos dos extratos obtidos

Ap0s a extracdo, os rendimentos dos extratos foram calculados tomando-se como base

0 peso dos recipientes de armazenamento com e sem o produto, bem como a massa de matéria-

prima utilizada no processo extrativo. Os valores estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimentos dos extratos obtidos de piquia

Extrato Massa de matéria- Rendimento  Massa final
prima utilizada (g) (%) do extrato (g)

EHxCv (cascas) 280 2,36 6,61

EACcCv (cascas) 280 2,53 7,09

EECv (cascas) 280 27,41 76,75

EHCv (cascas/liofilizacao) 150 33,27 49,9

EHCv (cascas/spray dryer) 100 18,65 18,65

EHxCv (pool) 142 20,62 29,28

EACcCv (pool) 142 9,44 13,41

EECv (pool) 142 5,04 7,16

EHCv (pool/liofilizacéo) 150 7,76 11,64
EHCv (pool/spray dryer) 100 3 3

Fonte: Gutemberg Soares

Como observado na Tabela 2, o EHCv (cascas/liofilizacdo) foi o extrato que obteve o

maior rendimento (33,27 %), seguido do EECv (cascas) (27,41 %) e do EHxCv (pool) (20,62

%). Por outro lado, o extrato com o menor rendimento foi o EHxCv (cascas) com um valor de

2,36 %.
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5.2 Ensaios in vitro

5.2.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais

Os valores obtidos para a percentagem de compostos fendlicos totais, bem como os

valores de equivalente ao acido galico (Eg. acido Galico) estdo expressos na Tabela 3.

Tabela 3: Teor de compostos fendlicos totais nos extratos obtidos de piquia

Extrato (1 mg/mL) % fendis (média) Eq. acido galico (ng) (média)
+ DPM + DPM
EHXCv (cascas) 3,73+£0,29 23,20 £ 2,98
EACcCv (cascas) 36,32 £ 0,28 349,16 £ 2,81
EECv (cascas) 36,78 £ 1,43 353,72+ 14,31
EHCv (cascas/liofilizacao) 37,67+1,73 362,66 + 17,35
EHCv (cascas/spray dryer) 37,10+ 0,23 357 £ 2,38
EHXxCv (pool) 2,54 0,15 11,35+ 1,55
EACCv (pool) 2,71+0,21 13+2,16
EECv (pool) 6,95 + 0,61 55,47 + 6,10
EHCv (pool/liofilizacéo) 10,99 £ 0,53 95,81 +5,38
EHCv (pool/spray dryer) 11,91+£0,11 105+1,13

Fonte: Gutemberg Soares

Por meio da Tabela 3, verifica-se que 0 extrato que possuiu 0 maior teor de compostos
fendlicos totais foi o EHCv (cascas/liofilizagdo) (37,67 %), seguido do EHCv (cascas/spray
dryer) (37,10 %) e do EECv (cascas) (36,78 %). Em contrapartida, os extratos que apresentaram
0s menores valores foram o EHxCv (pool), EAcCv (pool) e EHxXCv (cascas), com valores

variando de 2,54 a 3,73 %.
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Tambeém ¢é possivel constatar que, de modo geral, os extratos obtidos a partir das cascas

do fruto obtiveram teores maiores que os obtidos do pool de sementes e polpa, com excecao do

EHXCv (cascas).

5.2.2 Determinacao de flavonoides

Os valores obtidos para a percentagem de flavonoides, bem como os valores de

equivalente a quercetina (Eq. quercetina) estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Teor de flavonoides nos extratos obtidos de piquia

Extrato (1 mg/mL)

% flavonoides (média)

Eq. quercetina (ng)

+ DPM (média) + DPM
EHXCv (cascas) 1,36 + 0,26 1,83+1,41
EACcCv (cascas) 3,15+£0,13 11,45+0,73
EECv (cascas) 11,27 £ 0,20 55,25+ 1,10
EHCv (cascas/liofilizacao) 9,41+0,22 45,22 +1,20
EHCv (cascas/spray dryer) 8,69 £ 0,51 41,34+ 2,79
EHXxCv (pool) 0,71 0,09 -1,70 £ 0,53
EACCv (pool) 2,44 + 0,43 7,66 + 2,33
EECv (pool) 2,39 +0,69 7,39+ 3,74
EHCv (pool/liofilizac&o) 3,43+0,05 12,98 + 0,31
EHCv (pool/spray dryer) 3,83+0,31 15,14 + 1,68

Fonte: Gutemberg Soares

O extrato que obteve o maior teor de flavonoides conforme a tabela anterior foi o EECv
(cascas), com um valor de 11,27 %. Em seguida, o EHCv (cascas/liofilizagdo) e o EHCv
(cascas/ spray dryer) apresentaram teores de 9,41 e 8,69 %, respectivamente. O extrato com

menor resultado obtido foi 0 EHxCv (pool) (0,71 %).
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5.2.3 Atividade antioxidante

5.2.3.1 Atividade sequestrante dos radicais ABTSe+

Os valores obtidos para a atividade sequestrante dos radicais ABTSe+ estdo expressos

na tabela a seguir:

Tabela 5: Atividade sequestrante dos radicais ABTSe+ dos extratos obtidos de piquia

Extrato (100 pg/mL) % inibicdo (média) £ DPM
EHXCv (cascas) -2,45+2,13
EACcCv (cascas) 96,14 + 0,1

EECv (cascas) 95,74 + 0,05
EHCv (cascas/liofilizacao) 95,6 £ 0,08
EHCv (cascas/spray dryer) 95,42 £ 0,12

EHxCv (pool) -15+1,6

EAcCv (pool) -1,45 + 1,05

EECv (pool) 78,88 £ 2,12

EHCv (pool/liofilizagéo) 94,80 + 0,15

EHCv (pool/spray dryer) 95,44 +£0,14
DMSO 0+1,12

Fonte: Gutemberg Soares

Como observado na Tabela 5, a maioria dos extratos de piquia foram capazes de inibir
os radicais ABTSe«+, com percentagens de atividade variando de 78,88 a 96,14 %. As maiores
taxas de inibicdo foram provenientes de extratos obtidos a partir das cascas do fruto, a saber o
EACcCv (cascas) (96,14 %), o EECv (cascas) (95,74 %) e o EHCv (cascas/liofiliza¢ao) (95,6

%)
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Porém, os extratos mais polares provenientes do pool de sementes e polpa também
apresentaram atividade satisfatoria.

Uma vez analisados na concentracdo de 100 pug/mL, constatou-se que o EHxCv (cascas),
0 EHXCv (pool) e o EAcCv (pool) ndo foram eficazes em inibir o radical ABTSe+, se
comparados aos demais. Portanto, os demais extratos foram diluidos e testados nas
concentragoes de 50 ug/mL, 25 ug/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL, 1,5625 pg/mL,
0,78125 pg/mL e 0,390625 pg/mL de modo a se obter uma curva concentragao-efeito e assim

calcular a Clso. Os resultados estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Valores de Clso dos extratos obtidos de piquia para o radical ABTSe+

Extrato Clso (ug/mL) (média) £ DPM

EAcCv (cascas) 8,65 £ 0,03
EECv (cascas) 9,76 + 0,01
EHCv (cascas/liofilizagdo) 9,76 0,1
EHCv (cascas/spray dryer) 6,33 + 0,58

EECv (pool) 50,83 £ 0,94

EHCv (pool/liofilizagéo) 22,40 + 2,51

EHCv (pool/spray dryer) 16,18 £ 0,26
Acido galico 3,54 + 0,06

Fonte: Gutemberg Soares

De acordo com a Tabela 6, os menores valores de Clso foram alcangados pelo EHCv
(cascas/spray dryer) (6,33 pug/mL) e pelo EAcCv (cascas) (8,65 pg/mL). O EECv (cascas) e 0
EHCv (cascas/liofilizagdo) obtiveram o mesmo valor de 9,76 pg/mL.

Os demais extratos obtidos a partir do pool de sementes e polpas apresentaram valores
de Clsp maiores, quando comparados aos extratos provenientes das cascas e o0 acido gélico

(controle positivo).
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5.2.3.2 Atividade sequestrante dos radicais DPPH«

Os valores obtidos para a atividade sequestrante dos radicais DPPH« estdo expressos na

Tabela 7.

Tabela 7: Atividade sequestrante dos radicais DPPHe dos extratos obtidos de piquia

Extrato (100 pg/mL) % inibicdo (média) + DPM
EHXCv (cascas) -453+1,27
EACcCv (cascas) 83,22 £ 0,49

EECv (cascas) 81,5+ 0,37
EHCv (cascas/liofilizacao) 79,41 +£0,91
EHCv (cascas/spray dryer) 80,72 £ 0,27

EHXCv (pool) -3,41 £ 0,53

EAcCv (pool) 72111

EECv (pool) 68,78 £ 3,42

EHCv (pool/liofilizagéo) 79,12+ 1,29

EHCv (pool/spray dryer) 79,52 £ 0,16
DMSO 0+0,7

Fonte: Gutemberg Soares

Segundo os resultados expressos na Tabela 7, os maiores valores de inibicao do radical
DPPH- foram alcancados pelo EAcCv (cascas) (83,22 %), pelo EECv (cascas) (81,5 %) e pelo
EHCv (cascas/spray dryer) (80,72 %). Assim como 0s demais extratos, o EHCv
(cascas/liofilizacdo) e os extratos mais polares provenientes do pool também apresentaram
atividade eficaz com notaveis percentagens de inibicao.

A excecio do EHxCv (cascas), EHxCv (pool) e EAcCv (pool), que ndo foram eficazes
em inibir o radical DPPHe<, os demais extratos foram diluidos e testados nas concentracGes de

50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 6,25 ug/mL, 3,125 ug/mL, 1,5625 pg/mL, 0,78125 pg/mL
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¢ 0,390625 ug/mL de modo a se obter uma curva concentracdo-efeito e assim calcular a Clso.

Os resultados estao expressos na Tabela 8.

Tabela 8: Valores de Clsp dos extratos obtidos de piquia para o radical DPPHe

Extrato Clso (ug/mL) (média) £ DPM
EACcCyv (cascas) 543+0,1
EECv (cascas) 5,33+0,02
EHCv (cascas/liofilizagdo) 5,51 + 0,07
EHCv (cascas/spray dryer) 592+0,18
EECv (pool) 68,56 + 2,83
EHCv (pool/liofilizagéo) 34,33 +4,63
EHCv (pool/spray dryer) 2391+141
Acido galico 34+0,1

Fonte: Gutemberg Soares

De acordo com a Tabela 8, os menores valores de Clso foram alcangados pelo EECv
(cascas) (5,33 pug/mL), pelo EAcCv (cascas) (5,43 ug/mL) e pelo EHCv (cascas/liofilizagdo)
(5,51 pg/mL). Os demais extratos obtidos a partir do pool de sementes e polpa apresentaram
valores de Clso maiores, se comparados aos demais extratos e o acido galico (controle positivo).

Apés a realizacdo dos ensaios de determinacdo de compostos fendlicos totais,
determinacdo de flavonoides e os ensaios de atividade antioxidante (radicais ABTSe+ e
DPPHe), 0 extrato etanolico obtido a partir das cascas do fruto, EECv (cascas), foi considerado
0 mais bioativo por ter apresentado o maior teor de flavonoides e o menor valor de Clso para o
radical DPPHe dentre todos os extratos.

Nos outros dois fatores levados em conta para determinar o extrato mais bioativo, o
extrato hidroetanolico seco por liofilizacdo obtido a partir das cascas do fruto, EHCv

(cascas/liofilizacdo), foi 0 que apresentou o maior teor de compostos fenolicos totais. Por outro
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lado, o extrato hidroetandlico das cascas do fruto seco por spray dryer, EHCv (cascas/spray
dryer), foi 0 que apresentou o menor valor de Clso para o radical ABTSe+.

Portanto, dos quatro critérios selecionados para definicdo do extrato mais bioativo, o
EECv (cascas) atingiu dois (maior teor de flavonoides e menor valor de Clso para o radical

DPPHe), sendo definido como o extrato mais bioativo e prosseguindo para 0s demais ensaios.

5.3 Estudos quimicos

5.3.1 Prospeccao fitoquimica

Os ensaios de prospeccdo fitoquimica foram realizados de modo a detectar

qualitativamente a presenca de algumas classes de substancias no EECv (cascas), apresentadas

na Tabela 9.

Tabela 9: Classes de substancias encontradas no EECv (cascas)

Classe Presenca

Compostos fendlicos +

Antraquinonas livres -

Cumarinas -

Taninos condensados +

Antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavonéis, xantonas, chalconas, -

auronas e flavononais.

Flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas (livres ou seus +

heterosideos)

Saponinas +

Fonte: Gutemberg Soares
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Por meio da Tabela 9, verifica-se que no EECv (cascas) foram encontrados compostos

fenolicos, taninos condensados, flavonais, flavanonas, flavanondis, xantonas e saponinas.

5.3.2 Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS)

Ap0s obtencdo dos espectros, houve comparacdo com a literatura para a identificacdo

de alguns compostos presentes no EECv (cascas) por meio dos picos, conforme a Tabela 10.

Tabela 10: Compostos detectados no EECv (cascas) por ESI-MS

Compostos [M-H]™ (m/z2) Referéncias
Acido vanilico 167 Sun et al (2007)

Acido galico 169 Roesler et al (2008), Chisté et al (2012)
Xantoxilina 195 Malta et al (2013)
Brevifolina 247 Zhu et al (2015)

Carboxilato de brevifolina 291 Zhu et al (2015)
Acido elagico 301 Chisté et al (2012), Malta et al (2013)
Acido cafeoilchiquimico 335 Bastos et al (2007)
Acido p-coumaroilquinico 337 Chisté et al (2012), Malta et al (2013),
Zhu et al (2015)
Feruloilhexose 355 Malta et al (2013)
Quercetina-hexosideo 463 Malta et al (2013), Silva et al (2014)
Apigenina 577 Silva et al (2014)
desoxihexosilhexosideo
Quercetina galoil-hexosideo 615 Silva et al (2014)
Galoil hexahidroxidifenoil- 633 Chisté et al (2012), Zhu et al (2015)
hexosideo
Derivados monoacilicos de 761 Pereira et al (2015)
quercetina diglicosilada
Acido tetragaloilquinico 799 Pereira et al (2015)

Fonte: Gutemberg Soares
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Como mostrado na Figura 3, 0 extrato apresentou como compostos majoritarios o acido

galico (m/z 169) e o acido p-coumaroilquinico (m/z 337).
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Figura 3 — Espectros obtidos do EECv (cascas) por ESI-MS. A anélise espectrométrica ocorreu por meio de

injecdo direta do extrato através da bomba seringa do proprio equipamento. Modo operante negativo.

5.4 Ensaios in vivo

5.4.1 Teste de coordenagéo motora

Ao observar a Figura 4, visualiza-se que 0s animais pertencentes ao grupo 1 (controle

negativo) permaneceram caminhando na barra giratéria durante quase o tempo total de corte (2

minutos) antes de receberem o pré-tratamento com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a5 % em

salina, via oral, volume de 10 mL/Kg) e 30, 60 e 120 minutos ap0s o pré-tratamento. Ou seja,
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0s animais desse grupo ndo apresentaram nenhuma dificuldade locomotora para se manter no
aparelho.

Ja os animais pertencentes ao grupo 2 haviam recebido, como pré-tratamento, a xilazina
(via subcutanea, dose de 2 mg/Kg). Antes do pré-tratamento, esses animais permaneceram
caminhando na barra giratoria durante o tempo total de corte. Porém, ao serem colocados no
aparelho 30 e 60 minutos apds o pré-tratamento, o tempo de permanéncia no aparelho diminuiu
significativamente (p < 0,001) para cerca de 25 segundos, devido ao efeito central da xilazina
administrada. Apos 120 minutos do pré-tratamento, os animais desse grupo voltaram a
permanecer caminhando por quase o tempo total de 2 minutos.

Os animais do grupo 3 receberam o EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) e, da
mesma forma como no grupo 1, permaneceram caminhando por quase o tempo total na barra

giratoria antes e depois de 30, 60 e 120 minutos do pré-tratamento.

150~
E& Veiculo

m = - & Xilazina
2 100- = - = 5 &3 EECv300mghkg
> = = = =
(] ] — —] —
= E = = =
g 50 = = = =
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0- E = = =

Tempo (minutos)

Figura 4 — Efeito do EECv (cascas) e do seu veiculo no tempo de permanéncia no rota-rod em camundongos.
Animais pré-tratados com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg) no
Grupo 1, xilazina (via subcutanea, dose de 2 mg/Kg) no Grupo 2 e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg)
no Grupo 3. As leituras foram realizadas antes do pré-tratamento (leitural basal) e 30, 60 e 120 minutos ap6s o
pré-tratamento. Cada coluna representa a média £ DPM do tempo de permanéncia em segundos no rota-rod. ***

representa significancia estatistica P < 0,001, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo).
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5.4.2 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Como pode ser observado na Figura 5, os animais do grupo 2, que receberam como pré-
tratamento a indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg), apresentaram uma reducéo
significativa (p < 0,05) do numero de contor¢Bes abdominais induzidas pelo acido acético,
guando comparados com o0s animais do grupo 1 (controle negativo), que receberam o veiculo

(solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg) no pré-tratamento.
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Figura 5 — Efeito do EECv (cascas) no nimero de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético 0,9% em
camundongos. Animais pré-tratados com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de
10 mL/Kg) no Grupo 1, indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg) no Grupo 2, EECv (cascas) (via oral, dose de
100 mg/Kg) no Grupo 3 e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no Grupo 4. As leituras foram realizadas
depois de 1 hora do pré-tratamento, durante o tempo de 0-20 minutos logo ap0s a injecdo intraperitoneal de acido
acético a 0,9 %. Cada coluna representa a média = DPM do numero de contor¢des abdominais. * representa
significancia estatistica P < 0,05, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo). V: veiculo e INDO:

indometacina.
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Com relagdo ao EECv (cascas), apenas os animais do grupo 4, que receberam o extrato
na dose de 300 mg/Kg, apresentaram uma acao antinociceptiva ao reduzir significativamente
(p < 0,05) o numero de contor¢cdes abdominais, quando comparados ao grupo 1. O EECv
(cascas) na dose de 100 mg/Kg, que foi administrado aos animais do grupo 3, ndo foi eficaz em
reduzir o comportamento nociceptivo induzido pela acdo do &cido acético na cavidade
intraperitoneal. No referido ensaio, a indometacina e o0 EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg

apresentaram acdo semelhante em diminuir o nimero de contor¢es abdominais.

5.4.3 Edema de pata induzido por carragenina

A Figura 6 mostra as respostas dos diferentes pré-tratamentos durante o ensaio do edema
de pata induzido por carragenina.

No grupo 1 (controle negativo), no qual os animais foram pré-tratados com o veiculo
(solucéo de etanol 70% a 5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg), o volume do edema
produzido pela administracdo de carragenina (300 pg/30 pL) alcangou valor maximo ja na
primeira hora e se manteve praticamente semelhante ao longo de todo o ensaio.

O grupo 2, pré-tratado com a indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg), apresentou na
primeira hora um pico no volume do edema formado, seguido da diminuicéo significativa desse
valor na segunda (p <0,001), terceira (p < 0,001) e quarta horas (p <0,001), quando comparado
com o grupo 1. O efeito do extrato foi similar ao observado no grupo tratado com a
indometacina, uma vez que no grupo 3 também houve um pico no volume do edema formado
na primeira hora e subsequente diminui¢cdo do mesmo nas proximas horas.

A administracdo do EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no grupo 3 reduziu
significativamente o volume do edema de pata em relagdo ao grupo nao tratado durante a

segunda (p < 0,001), terceira (p < 0,001) e quarta horas (p < 0,001), quando comparado ao
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grupo 1. Portanto, o EECv (cascas) demonstrou uma acdo anti-inflamatoria e

antiedematogénica no modelo de edema induzido por carragenina.
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Figura 6 — Efeito do EECv (cascas) na inflamacdo no teste do edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. Animais pré-tratados com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de
10 mL/Kg) no Grupo 1, indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg) no Grupo 2 e EECv (cascas) (via oral, dose de
300 mg/Kg) no Grupo 3. As leituras foram realizadas antes do pré-tratamento (leitura basal) e 1, 2, 3 e 4 horas
apos a injecao intraplantar de carragenina (300 pg/30 pL) na pata posterior direita. Cada coluna representa a média
+ DPM do valor A da varia¢do de volume do edema expresso em mililitros. *** representa significancia estatistica

P < 0,001, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo). V: veiculo, Cg: carragenina e Indo: indometacina.

5.4.4 Hiperalgesia mecanica induzida por carragenina e avaliacdo da participacdo

da via opioidérgica

Conforme a Figura 7, a administracdo de EECv (cascas) por via oral na dose de 300
mg/Kg durante o pré-tratamento do grupo 2 produziu uma acdo antinociceptiva contra a
hiperagelsia induzida pela administracdo intraplantar de carragenina (200 pg/20 pL) na pata
posterior direita, uma vez que o efeito do extrato diminuiu significativamente (p < 0,01) o valor

A do limiar nociceptivo, quando comparado com o grupo 1 (controle negativo), que foi pré-
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tratado, por via oral, com o veiculo (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina, volume de 10

mL/Kg).
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Figura 7 — Efeito do EECv (cascas) na hiperagelsia induzida por carragenina em camundongos. Animais pré-
tratados com o veiculo (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg) no Grupo 1 e
EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no Grupo 2. As leituras foram realizadas antes do pré-tratamento
(leitural basal) e na terceira hora ap6s a inje¢do de carragenina (200 ug/20 pL) na pata posterior direita, que é o
seu tempo maximo de resposta. Cada coluna representa a média = DPM do valor A do limiar nociceptivo expresso
em gramas. ** representa significancia estatistica P < 0,01, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo). V:

veiculo e Cg: carragenina.

Por meio da Figura 8, é possivel visualizar que no grupo 2 houve uma acao
antinociceptiva, uma vez que o EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) administrado
reverteu significativamente (p < 0,001) a hiperagelsia induzida pela administracéo intraplantar
de carragenina (200 pg/20 pL), quando comparado com o grupo 1 (controle negativo), que
recebeu apenas os veiculos da naltrexona (salina, via intraperitoneal) e do extrato (solucéo de
etanol 70 % a 5 % em salina, via oral), ambos no volume de 10 mL/Kg. Sendo assim, os veiculos
da naltrexona e do extrato ndo interferiram na acdo antinociceptiva do EECv (cascas).

No grupo 3, a naltrexona (via intraperitoneal, dose de 5 mg/Kg), quando administrada
30 minutos antes do extrato, antagonizou o efeito do EECv (cascas) (via oral, dose de 300

mg/Kg). Isso ¢ observado pelo aumento do valor A do limiar nociceptivo, o que demonstra uma
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reversdo parcial do efeito antinociceptivo do extrato mediada por um antagonista ndo especifico

dos receptores opioides.

Portanto, € possivel sugerir que no mecanismo de agdo antinociceptivo do EECv

(cascas) ha a participacdo da via opioidérgica.
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Figura 8 — Avaliacdo da participagdo da via opioidérgica no mecanismo de a¢do antinociceptivo do EECv (cascas)
em camundongos. Animais pré-tratados com os veiculos da naltrexona (salina, via intraperitoneal, volume de 10
mL/Kg) e do extrato (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg) no Grupo 1, veiculo
da naltrexona (salina, via intraperitoneal, volume de 10 mL/Kg) e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg)
no Grupo 2 e naltrexona (via intraperitoneal, dose de 5 mg/Kg) e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no
Grupo 3. As leituras foram realizadas antes do pré-tratamento (leitural basal) e na terceira hora ap6s a inje¢do de
carragenina (200 pg/20 pL) na pata posterior direita, que € o seu tempo maximo de resposta. Cada coluna
representa a média + DPM do valor A do limiar nociceptivo expresso em gramas. *** representa significancia
estatistica P < 0,001, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo). V1: veiculo da naltrexona, V2: veiculo
do EECv (cascas), Cg: carragenina e NTX: naltrexona. ### representa significancia estatistica P < 0,001, quando

comparado ao Grupo 2.

5.45 Teste da formalina

As Figuras 9 e 10 mostram, respectivamente, a primeira e segunda fase do teste da
formalina. Na primeira fase (0-5 minutos apos a injecdo de formalina) os animais do grupo 2,
que receberam como pré-tratamento a indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg), nédo

demonstraram uma diminui¢cdo no tempo de lambida da pata posterior direita, quando
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comparados com o grupo 1 (controle negativo) tratado com o veiculo (solucédo de etanol 70 %
a5 % em salina, via oral, volume de 10 mL/Kg).

Ja os animais do grupo 3, que receberam como pré-tratamento a morfina (via oral, dose
de 10 mg/Kg), obtiveram uma reducao significativa (p < 0,05) no tempo de lambida da pata,
quando comparados com o grupo 1.

De forma semelhante ao grupo 2, os animais do grupo 4, que receberam o0 EECv (cascas)
(via oral, dose de 300 mg/Kg) como pré-tratamento, ndo apresentaram uma diminui¢do no
tempo de lambida da pata posterior direita apds a administracdo da formalina, quando

comparados com o grupo 1.
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Figura 9 — Efeito do EECv (cascas) no tempo de lambida da pata dos camundongos na primeira fase do teste da
formalina. Animais pré-tratados com o veiculo (solucdo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10
mL/Kg) no Grupo 1, indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg) no Grupo 2, morfina (via oral, dose de 10 mg/Kg)
no Grupo 3 e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no Grupo 4. As leituras foram realizadas depois de 1
hora do pré-tratamento, durante o tempo de 0-5 minutos logo apdés a injecao intraplantar de formalina a 2,5 % na
pata posterior direita. Cada coluna representa a média £+ DPM do tempo de lambida em segundos. * representa

significancia estatistica P < 0,05, quando comparado ao Grupo 1 (controle negativo).
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No que se refere a segunda fase do teste (15-30 minutos apés a injecdo de formalina),
houve uma diminuic&o significativa no tempo de lambida da pata posterior direita nos mesmos
animais dos grupos 2 (p < 0,05), 3 (p <0,01) e 4 (p < 0,05), quando comparados com 0 grupo

1 (controle negativo).
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Figura 10 — Efeito do EECv (cascas) no tempo de lambida da pata dos camundongos na segunda fase do teste da
formalina. Animais pré-tratados com o veiculo (solucéo de etanol 70 % a 5 % em salina, via oral, volume de 10
mL/Kg) no Grupo 1, indometacina (via oral, dose de 10 mg/Kg) no Grupo 2, morfina (via oral, dose de 10 mg/Kg)
no Grupo 3 e EECv (cascas) (via oral, dose de 300 mg/Kg) no Grupo 4. As leituras foram realizadas depois de 1
hora do pré-tratamento, durante o tempo de 15-30 minutos logo ap6s a inje¢do intraplantar de formalina a 2,5 %
na pata posterior direita. Cada coluna representa a média + DPM do tempo de lambida em segundos. * representa

significancia estatistica P < 0,05 e ** P < 0,01, quando comparados ao Grupo 1 (controle negativo).
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No presente trabalho, o estudo possuiu como ponto de partida a Caryocar villosum,
conhecida popularmente como piquia. O uso medicinal dessa arvore se refere a aplicacédo do
fruto e das cascas do caule para o tratamento de algumas doencas, tais como micoses, filariose
e tumores externos (MAGID et al, 2008). Ndo menos importante, o 6leo do fruto é utilizado
para combater dermatofitoses no Nordeste brasileiro (CHISTE et al, 2012) e, além disso,
Galuppo (2004) documentou o seu uso tradicional para a cura de doencas dolorosas e
inflamatdrias na comunidade de Piquiatuba, localizada no estado do Para.

Diante dos registros a respeito do uso medicinal de diferentes partes da C. villosum,
objetivou-se avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatdria de um extrato obtido a
partir dessa espécie amazonica.

Sendo assim, foram obtidos dez extratos de duas diferentes matérias-primas da C.
villosum — cascas do fruto e pool de sementes e polpa —, 0s quais foram analisados quanto ao
seu teor de compostos fenolicos e flavonoides e quanto a sua atividade antioxidante, por meio
da atividade sequestrante dos radicais DPPHe ¢ ABTSe+. A eleicdo de um extrato, definido
como o0 mais bioativo, levou em consideracdo as maiores concentracbes das substancias
quantificadas, bem como os menores valores de Clso para 0s ensaios de agdo antioxidante.

Ap0s a realizacdo dos primeiros testes, 0 extrato etanolico obtido a partir das cascas do
fruto, EECv (cascas), foi declarado o mais bioativo dentre todos 0s extratos, pois apresentou o
maior teor de flavonoides (11,27%) (Tabela 4) e o menor valor de Clso para o radical DPPHe
(5,33 pg/mL) (Tabela 8).

A capacidade antioxidante do EECv (cascas) se fundamenta no fato de que no extrato
existem substancias doadoras de elétrons ou hidrogénio e que, por sua vez, sequestram o radical
DPPHe. A solucdo de radical DPPH+ possui uma cor violeta e que, na presenca de uma
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substancia antioxidante, se torna amarela, uma vez que a absorbancia da reagcdo diminui. 1sso
ocorre devido a captura dos elétrons desemparelhados dos atomos de nitrogénio, que estdo
presentes na solucdo do radical DPPHe, quando estes recebem atomos de hidrogénio oriundos
de compostos antioxidantes (SUCUPIRA et al, 2012).

Apesar do EECv (cascas) ndo ter alcangado o menor valor de Clso no teste do radical
ABTSe+, 0 mesmo também apresentou atividade antioxidante para esse ensaio. Da mesma
forma como para o radical DPPH«, ha no extrato substancias doadoras de elétrons e capazes de
capturar o cation ABTSe+, que naturalmente possui a cor azul esverdeada. Com isso, o cation
é reduzido a ABTS, o qual possui sua cor modificada devido a diminuicdo da absorbéancia na
reacdo (SUCUPIRA et al, 2012).

O efeito antioxidante do EECv (cascas) visualizado nos ensaios esta intimamente
relacionado com a presenca de compostos fendlicos (entre eles os flavonoides) no extrato e,
posteriormente, sera discorrido como esses metabdlitos secundarios presentes em plantas
desencadeiam suas propriedades farmacoldgicas, ndo apenas no que se refere a acdo
antioxidante, mas também anti-inflamatdria e antinociceptiva.

De fato, medicamentos com atividade anti-inflamatdria, antineoplasica, antidiabética,
antinecrotica, neuroprotetora e hepatoprotetora demonstram deter um efeito antioxidante como
parte do seu mecanismo de acdo (KUMAR e JAIN, 2014). Portanto, para a eleicdo do extrato
que viria a ser submetido aos ensaios farmacologicos in vivo, considerou-se o teor de compostos
fenolicos e flavonoides presentes no extrato e sua consequente atividade antioxidante.

Dessa forma, apos a definicdo do EECv (cascas) como o extrato mais bioativo, 0 mesmo
prosseguiu para a avaliacdo das atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva em modelos
animais. Nunca antes foram avaliadas as atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva in vivo
de um extrato obtido da Caryocar villosum. Sendo assim, o primeiro ensaio realizado foi o de

contorcdes abdominais induzidas por acido acético.
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O comportamento animal caracteristico presente no modelo de dor visceral, que envolve
contracdes abdominais, tor¢Bes dos muasculos dorsoabdominais e agitacdo do corpo, € induzido
apos a administracdo intraperitoneal de algum agente irritante, como o acido acetico. Tal
modelo experimental é Util para a deteccdo de analgésicos fracos gerais, mas possui baixa
especificidade, algo que pode ser melhorado com a execucgéo prévia do teste de coordenacao
motora para descartar substancias que influenciam na locomocao do animal (LE BARS et al,
2001).

Substancias que nao necessariamente possuem atividade analgésica, como bloqueadores
adrenérgicos, relaxantes musculares e anti-histaminicos, apresentam positividade neste ensaio.
Porém, uma vez que substancias analgésicas conseguem inibir as contragdes abdominais, tal
método é utilizado como um screening de atividade antinociceptiva (LE BARS et al, 2001).

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético € um modelo de dor
visceral utilizado para avaliar substancias antinociceptivas de acdo periférica em um processo
de dor inflamatdria aguda que acomete as camadas subcutanea e muscular da parede abdominal
e 0s 6rgdos viscerais subdiafragmaticos. Na modulacdo da dor, é possivel o estudo dos
mecanismos que envolvem a acao do sistema opioidérgico e a produc¢do de prostaglandinas via
cicloxigenase, por meio da liberacdo de acido araquidénico, apés lesdo tecidual por um agente
quimico (REICHERT et al, 2001; DE VASCONCELOS et al, 2011; MA et al, 2015).

As principais prostaglandinas produzidas e liberadas durante o processo nociceptivo
causado pelo &cido acético sédo a PGE2 e PGF»,, porém, outras substancias também sdo atuantes,
a exemplo da substéncia P, bradicinina, serotonina, capsaicina, aminas do sistema simpatico e
interleucinas, como a IL-1B e TNF-a. Todos esses componentes facilitam o estimulo dos
nociceptores (DERAEDT et al, 1980; DUARTE et al, 1988; RIBEIRO et al, 2000). Portanto,
a interferéncia na acdo dessas substancias pode resultar em acdo antinociceptiva, o qual é

visualizada por meio da diminui¢cdo do numero de contor¢bes abdominais durante o tempo
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analisado. Esse resultado é alcancado por meio do pré-tratamento com opioides, inibidores da
cicloxigenase e produtos naturais (GAWADE, 2012; PAVAO-DE-SOUZA et al, 2012).

Para avaliacédo do possivel efeito antinociceptivo do EECv (cascas), o extrato foi testado
por via oral nas doses de 100 mg/Kg e 300 mg/Kg. Apenas a dose de 300 mg/Kg apresentou
uma reducéo significativa (p < 0,05) do numero de contor¢des abdominais, quando comparada
com o grupo 1 (controle negativo), que recebeu o veiculo (Figura 5). A dose de 100 mg/Kg nédo
foi eficaz e ndo diferiu do grupo 1.

O mecanismo pelo qual o EECv (cascas) atuou possivelmente ocorreu devido a inibicdo
da sintese ou acdo de mediadores inflamatdrios. Isso seria provavel em relacdo as
prostaglandinas, ja que essas substancias exercem papel fundamental na génese da dor
inflamatdria aguda. Tal efeito poderia ser resultante da inibi¢cdo da cicloxigenase ou das
citocinas, moléculas responsaveis por acdes pro-inflamatdrias em geral, como o recrutamento
celular para o foco inflamatdrio e a quebra de fosfolipides de membrana para a producdo de
acido araquidonico, o substrato da sintese de prostaglandinas.

Além disso, a morfina, da classe dos opioides, tem efeito antinociceptivo no teste de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético (SMITH et al, 1982). Portanto, um outro
mecanismo pelo qual o EECv (cascas) atuou no mesmo teste poderia envolver a participacao
da via opioidérgica.

Em razdo dos métodos que avaliam a atividade antinociceptiva serem ensaios
comportamentais (SILVA et al, 2013), foi importante realizar o ensaio de coordenacdo motora
para o EECv (cascas).

O teste de rota-rod € o método tradicional para avaliar a coordenacdo motora de
camundongos e ratos, no qual os animais sdo colocados em uma barra suspensa giratoria e séo
analisados quanto ao tempo que permanecem caminhando sem cair. No que concerne aos testes

comportamentais em modelos animais, sabe-se que € preciso interpretar a resposta
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comportamental para avaliar a atividade bioldgica desejada. Entretanto, comportamento € visto
por meio de acdes e estas, por sua vez, exigem capacidade motora eficaz para serem executadas
(DEACON, 2013).

A reducdo na coordenacdo motora pode ser causada devido a presenca de compostos no
extrato que causam efeitos toxicos ou sedativos. Além do mais, sabe-se que substancias que
ndo possuem necessariamente acdo analgésica podem interferir na resposta motora, como
bloqueadores adrenérgicos e relaxantes musculares (LE BARS et al, 2001; JOANNA et al,
2014).

Sendo assim, o teste de coordenacdo motora foi realizado para verificar se 0 EECv
(cascas) possui em sua composicao algum componente que desencadeie incoordenacao motora,
comprometendo assim as respostas (como a lambida da pata no teste da formalina ou a retirada
da pata na hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina) nos ensaios que avaliam a atividade
antinociceptiva, excluindo assim a possibilidade do possivel efeito antinociceptivo do extrato
ser um falso positivo e decorrente de sedacéo ou relaxamento muscular.

Como observado pelos resultados, o EECv na dose de 300 mg/Kg ndo produziu
relaxamento muscular ou sedacdo, uma vez que 0S animais que receberam 0 extrato
permaneceram caminhando na barra giratdria antes e apds o pré-tratamento durante o tempo
total da avaliacdo motora, sem apresentar diferencas significativas com o grupo que recebeu
apenas o veiculo (controle negativo) (Figura 4). Da mesma forma, o veiculo utilizado no extrato
nédo desencadeou qualquer alteracdo motora.

Isso significa que a atividade antinociceptiva, anteriormente observada no ensaio de
contorgdes abdominais induzidas por acido acetico, ndo foi decorrente a presenca de algum
componente no EECv (cascas) que causasse incoordenacdo motora. Além disso, 0s possiveis
efeitos a serem observados nos ensaios comportamentais de atividade antinociceptiva

subsequentes ndo seriam associados a uma reducéo da capacidade motora por parte do extrato.
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De modo a verificar se acdo antinociceptiva do EECv (cascas), observada no ensaio de
contorcdes abdominais induzidas por acido acético, poderia ser decorrente de uma acéo anti-
inflamatdria, o ensaio de edema de pata induzido por carragenina foi realizado em seguida.

O edema de pata induzido por carragenina € um modelo de inflamacdo animal muito
consolidado no que diz respeito a busca por novos agentes anti-inflamatorios naturais ou
sintéticos. Esta metodologia ¢é bastante utilizada para o estudo dos mecanismos envolvidos na
inflamacéo e muitos AINES apresentam eficacia tanto nos modelos que utilizam camundongos
quanto naqueles que utilizam ratos (POSADAS et al, 2004; MUHAMMAD et al, 2012).

A inflamacdo € um processo natural de defesa do organismo, em resposta ao dano
celular e injuria tecidual, desencadeado para combater o agente nocivo e sua disseminacéo, bem
como remover as células e tecidos danificados para reestabelecer a homeostasia. Essa reacao
causa eritema, dor, edema, calor e perda da funcédo, mediante a liberacao de diversos mediadores
pré-inflamatorios e o aumento da permeabilidade vascular, que levam ao extravasamento de
liquido e migrag&o de células inflamatorias (HAFEEZ et al, 2013; GUPTA et al, 2015).

Essa sequéncia de eventos se inicia quando os leucécitos presentes na corrente
sanguinea reconhecem e respondem ao estimulo nocivo. Em seguida, moléculas de adesao séo
expressas ao longo da parede dos vasos e favorecem a migracdo de outras células inflamatorias
que estdo em outros sitios para o foco reativo (SILVA et al, 2011).

Associadamente, as células residentes liberam diversos mediadores inflamatdrios como
a PGE2, TXA,, IL-1B, IL-1, IL-6, TNF-a, leucotrienos LTD4, NO, entre outros, que causam a
vasodilatacdo por modificacdo do tdnus vascular. Logo apds, ocorre o recrutamento de
leucdcitos no local inflamado, devido a permeabilidade ampliada nos vasos sanguineos, e
consequente infiltracdo celular. Tais células migratorias também liberam mediadores

inflamatdrios que ajudam a manter este ciclo até a sua resolucéo (SILVA et al, 2011).
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Sendo assim, apds a injecdo subcutanea de carragenina nas patas dos animais, a resposta
a todos esses processos é visualizada por meio da medi¢do do edema formado, o qual pode ser
inibido por substancias que modulam o processo inflamatério (MORRIS, 2003).

A formacdo do edema neste modelo de inflamacdo animal ocorre de forma bifasica, no
qual a fase inicial, que ocorre até 2 horas depois da injecdo de carragenina, € caracterizada pela
vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e um edema ndo-fagocitico. A fase tardia
ocorre a partir da segunda hora ap6s acdo da carragenina e se manifesta por uma intensa
formacdo de edema. A primeira fase € mediada pela liberacdo de histamina, bradicinina e
serotonina, ao passo que a segunda fase ocorre devido a grande producdo de prostaglandinas
(MUHAMMAD et al, 2012).

Por meio dos resultados obtidos no ensaio do edema de pata induzido por carragenina,
a administracdo por via oral do EECv (cascas), na dose de 300 mg/Kg, reduziu
significativamente (p < 0,001) a formacdo do edema quando comparado ao grupo que recebeu
o veiculo (controle negativo) (Figura 6). Tal efeito foi observado a partir da segunda hora apds
a administracdo intraplantar de carragenina e perdurou até a quarta hora, sendo semelhante ao
efeito observado pela indometacina (controle positivo), um anti-inflamatério ndo esteroidal
inibidor da cicloxigenase.

Portanto, 0 EECv (cascas) apresentou atividade anti-inflamatdria e antiedematogénica
possivelmente devido a inibi¢do da sintese de prostaglandinas, efeito este decorrente da inibicéo
da cicloxigenase ou outra via da inflamagéo.

Conforme ja descrito anteriormente, a injecdo de carragenina na pata posterior direita
em modelos experimentais desencadeia a producdo e liberacdo de diversos mediadores,
sobretudo as prostaglandinas em uma fase mais tardia, que culminam em inflamagéo,
hiperalgesia e formacdo de edema. Sendo assim, AINES sdo eficazes em modular esses

processos (RAHMAN e DICKENSON, 2013; GUPTA et al, 2015).
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Também foi demonstrado que os opioides, como a morfina, por meio de mecanismos
diferentes das dos AINES, podem diminuir a hiperalgesia, hipertermia e a formacéo de edema,
0s quais foram decorrentes da injecdo de carragenina na pata de ratos. A administracao prévia
com naltrexona, um antagonista ndo seletivo dos receptores opioides, reverteu os efeitos da
morfina (JORIS et al, 1990).

Embora ja constatado o efeito anti-inflamatorio e antiedematogénico do EECv (cascas)
no teste do edema de pata induzido por carragenina, que contribuem também para a atividade
antinociceptiva demonstrada no ensaio de contor¢des abdominais induzidas por acido acético,
ndo se excluiu a possibilidade de que o mecanismo de acdo do efeito antinociceptivo do extrato
também envolvesse outras vias além das referentes aos processos inflamatorios. Em funcgéo
disso, foi visado o teste de hiperalgesia mecanica induzida por carragenina.

Ensaios que avaliam a atividade antinociceptiva por meio de estimulo mecénico
geralmente alvejam a pata do animal, e mais raramente a cauda, para receber uma pressao de
forca gradativa. O aparelho utilizado nesses testes permite medir as pressdes aplicadas e
interromper o processo quando um limite de forca é atingido, de modo a evitar lesdes no
membro do animal (LE BARS et al, 2001).

Uma vez que a pressao aumente ao ponto de ser capaz de estimular os nociceptores, é
possivel observar o comportamento caracteristico de reacdo a dor do animal, no qual
primeiramente ha um movimento reflexo de retirada da pata, seguida de movimentos na
tentativa de se libertar do aparelho e finalmente uma reagédo vocalizada. Porém, as primeiras
formas como o ensaio era realizado possuiam baixa sensibilidade e outras desvantagens
relatadas. Foi quando Randall e Selitto (1957) sugeriram comparar 0s resultados do teste
obtidos entre uma pata saudavel e outra previamente inflamada por meio da injecéo de algum

agente flogistico, principalmente a carragenina (LE BARS et al, 2001).
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Sendo assim, 0 modelo experimental de hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina
se baseia no fato de que a inflamacao diminui o limiar de reacéo a dor por meio da sensibilizacdo
dos neurbnios sensoriais, podendo essa reacdo ser modificada por meio de analgésicos
narcoticos e ndo-narcéticos (SILVA et al, 2013).

No presente estudo, o ensaio de hiperalgesia mecénica induzida por carragenina foi
utilizado com o objetivo de verificar se 0 mecanismo do efeito antinociceptivo do EECv
(cascas) envolvia a participacdo da via opioidérgica.

Como visto nos resultados, o pré-tratamento com o EECv (cascas) por via oral, na dose
de 300 mg/Kg, diminuiu significativamente (p < 0,01) o valor A limiar nociceptivo ap6s 3 horas
da administracdo intraplantar de carragenina, quando comparado com 0 grupo que recebeu
somente o veiculo como pré-tratamento (Figura 7). Logo, o EECv (cascas) foi capaz de reverter
a hiperalgesia causada pela carragenina.

Apds esse primeiro momento do ensaio, foi realizada a administracdo de naltrexona 30
minutos antes do pré-tratamento com o EECv (cascas) e, apds 1 hora do tratamento com o
extrato, foi administrada a carragenina.

Com a leitura realizada apds a terceira hora da administragdo da carragenina, foi possivel
verificar que o efeito antinociceptivo do extrato visualizado anteriormente foi revertido
parcialmente, uma vez que o limiar nociceptivo para o reflexo de retirada da pata diminuiu,
guando comparado com 0 grupo que nao recebeu a naltrexona antes do tratamento com o extrato
(Figura 8). Portanto, ficou demonstrado assim que a acdo antinociceptiva do EECv (cascas)
também envolve a participacao da via opioidérgica.

O avango das pesquisas tornou mais clara a interacdo entre receptores opioides
periféricos e a inflamagé@o durante a acdo analgésica. Nos processos inflamatorios, ocorre o

aumento da sintese de receptores opioides nos neurdnios ganglionares da raiz dorsal, além do
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aumento do transporte e acimulo desses receptores nos terminais periféricos dos neurénios
sensoriais (SEHGAL et al, 2011).

Além disso, peptideos opioides, como a B-endorfina e a Met-encefalina, estdo presentes
em células imunoldgicas, mastdcitos e queratinocitos, que apds influéncia de quimiocinas e
moléculas de adesdo, migram e se acumulam nos tecidos inflamados. ApGs chegarem nesses
sitios, outras substancias, como as citocinas, o fator de liberacdo de corticotropina e o proprio
estresse, induzem essas células a liberarem seus peptideos opioides. Apds se ligarem nos
receptores opioides periféricos, esses peptideos exercem acdo antinociceptiva ao diminuir a
excitabilidade neuronal e inibir a liberacéo de substancias, tais como a substancia P e 0 CGRP,
importantes na geracdo da dor (SEHGAL et al, 2011)

O efeito antinociceptivo do EECv (cascas) na via opioidérgica poderia ser decorrente a
uma acao direta de ativacdo dos receptores opioides periféricos ou de forma indireta, no qual
haveria a modulacdo dos eventos que estimulam a liberacdo de peptideos opioides enddgenos
no tecido inflamado.

Por fim, o teste da formalina foi conduzido para corroborar os resultados vistos nos
demais testes e também fornecer mais detalhes acerca dos mecanismos pelos quais 0 EECv
(cascas) atua.

O teste da formalina é utilizado para avaliar a resposta animal a uma dor moderada e
continua, decorrente de um dano tecidual. Uma vez administrada na pata posterior direita, a
formalina induz um comportamento bifasico bem caracteristico, no qual o animal lambe ou
morde a pata acometida. Tal comportamento acontece devido a um estimulo nocivo persistente
e que causa alteracdes locais no local da injecdo (KATSUYAMA et al, 2015).

Na primeira fase (dor neurogénica), que ocorre nos primeiros 5 minutos apos a
administracdo de formalina, ha a ativacdo direta dos nociceptores aferentes primarios pela

formalina, predominantemente das fibras C. Por outro lado, a segunda fase (dor inflamatoria),
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que ocorre entre 15 e 30 minutos apo6s a administracdo do agente nocivo, corresponde a uma
reacdo inflamatoria periférica mediada pela liberacdo de mediadores locais tais como
prostaglandinas, bradicinina, histamina e serotonina (TJALSEN et al, 1992; BATISTA et al,
2016).

Na primeira fase, o glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio liberado.
Porém, outras substancias importantes participam na sinaliza¢do nociceptiva como a substancia
P, 0 BDNF, 0 CGRP e a somatostatina (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010; KWON et al, 2014).
Uma vez ligada aos receptores Bi e By, a bradicinina desenvolve papel importante na
sinalizacdo da dor tanto na primeira quanto na segunda fase. O uso de antagonista dos receptores
de bradicinina resulta em acdo antinociceptiva em ambas as fases (CORREA e CALIXTO,
1993).

Os mediadores inflamatérios liberados na segunda fase também levam a uma
sensibilizacdo dos nociceptores periféricos, ou seja, ocorre a diminui¢do do seu limiar para
ativacdo. Como consequéncia haverd o aumento da resposta ao estimulo nocivo e o
desencadeamento de novas descargas. Todas essas a¢des reforcam ainda mais a transmissao
sinaptica no corno dorsal da medula e fecham a integracdo entre os nociceptores periféricos e a
sinalizacéo central espinal/supraespinhal (RAHMAN e DICKENSON, 2013; SUN et al, 2013;
BATISTA et al, 2016).

E importante relatar que as diferentes fases no teste da formalina exibem diferentes
mecanismos pelos quais a nocicepcdo é gerada, uma vez que diferentes classes de
medicamentos agem em cada uma delas. Sendo assim, o tempo de lambida da pata na primeira
fase € inibido por analgesicos opioides de acdo central, como a morfina e a codeina, e ndo
opioides, como o nefopam. A segunda fase € inibida ndo somente por AINES, como a
indometacina, e corticoides, mas também por opioides de acdo central e periférica

(HUNSKAAR e HOLE, 1987; MALMBERG e YAKSH, 1992; OLUYOMI et al, 1992).
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O EECVv (cascas), ao ser administrado por via oral na dose de 300 mg/Kg, apresentou
acao antinociceptiva eficaz somente na segunda fase do teste da formalina, reduzindo
significativamente (p < 0,05) a dor inflamatdria. Levando em consideracdo que esse mesmo
extrato também demonstrou atividade anti-inflamatdria no teste do edema de pata induzida por
carragenina, o efeito antinociceptivo no teste da formalina se manifestou novamente
relacionado com uma acdo anti-inflamatoria, como, por exemplo, a reducdo da agdo ou
producdo de mediadores inflamatdrios, principalmente as prostaglandinas, por meio da inibicao
da cicloxigenase (FARSAM et al, 2000). Porém, outros componentes atuantes na segunda fase
poderiam estar sendo inibidos.

Ademais, tendo em vista que o EECv (cascas) apresentou efeito apenas na segunda fase
do teste da formalina, sugere-se que esse extrato ndo possua acao central como a morfina, mas
apenas acdo periférica (ROSLAND et al, 1990). Esse possivel efeito antinociceptivo periférico
do extrato € consistente com o fato de que, ao ser testado na dose de 300 mg/Kg, 0 mesmo
alcancou acdo antinociceptiva no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético.
Sabe-se que esse modelo de dor visceral permite a avaliagdo da acdo antinociceptiva por
mecanismos periféricos (REICHERT et al, 2001; SOUSA et al, 2012).

Muitos trabalhos em animais demonstram que o0s receptores opioides periféricos
desencadeiam ambas as agdes anti-inflamatoria e antinociceptiva em tecidos inflamados, uma
vez que 0 numero de receptores opioides periféricos parece aumentar frente a uma reagéo
inflamatdria. Além disso, a administracdo de agonistas opioides em tecidos inflamados
periféricos resulta no alivio da dor, acéo essa revertida pela naloxona (VADIVELU et al, 2011).
No presente trabalho foi constatada a participacdo da via opioidérgica no mecanismo de agéo
do EECv (cascas), uma vez que a agao antinociceptiva do extrato foi revertida parcialmente
com a administracdo prévia de naltrexona, um antagonista ndo especifico dos receptores

opioides, no ensaio de hiperalgesia mecancia induzida por carragenina.
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A busca por substancias que atuam seletivamente no sistema opioidérgico periférico
vem ganhando importancia, dado que a acdo de opioides sobre os receptores presentes no
cérebro desencadeia efeitos adversos, tais como constipacdo, nauseas e vomitos, além do
desenvolvimento de tolerancia e dependéncia quimica (VADIVELU et al, 2011). Sendo assim,
o efeito do EECv (cascas) sobre os receptores opioides periféricos resultaria em menos
problemas relacionados aos efeitos de nivel central.

Com tudo o que foi explanado até entdo, reforgou-se a proposicdo de que o EECv
(cascas) possui atividade anti-inflamatdria por inibicdo da sintese de prostaglandinas e
antinociceptiva por modulacdo de receptores opioides periféricos e peptideos opioides
enddgenos.

Os efeitos biologicos desencadeados por produtos naturais obtidos de plantas medicinais
ocorrem mediante a presenca de compostos presentes nos extratos, sejam eles um conjunto de
determinada classe fitoquimica ou substancias isoladas, que podem dar origem a novas
moléculas bioativas. Por isso, & importante a deteccdo de tais compostos e relaciona-los com o0s
ensaios farmacoldgicos (FILHO e YUNES, 1998).

De acordo com os resultados obtidos na prospeccao fitoquimica do EECv (cascas), as
classes de compostos de origem vegetal encontrados foram os compostos fendlicos e as
saponinas. Dentre os tipos de compostos fendlicos detectados estavam os taninos condensados
e os flavonoides, sendo este ultimo representado por flavondis, flavanonas, flavanondis e
xantonas (Tabela 9).

Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios, nos quais compostos fenolicos e
saponinas foram identificadas e/ou quantificadas em extratos feitos com a Caryocar villosum.
No que se refere aos extratos obtidos a partir das cascas do fruto (a mesma matéria-prima do
extrato submetido aos ensaios in vivo no presente trabalho), nos extratos etanolico e

hidroetandlico foram quantificados compostos fenolicos e flavonoides (YAMAGUCHI et al,
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2017). Saponinas também foram isoladas do extrato metanolico obtido a partir das cascas do
fruto (MAGID et al, 2006a).

Os demais trabalhos encontrados na literatura foram feitos com extratos obtidos da
polpa e das cascas do caule da C. villosum, matérias-primas diferentes das utilizadas para a
obtencdo do EECv (cascas). Porém, eles também observaram a presenca de compostos
fenolicos (ALMEIDA et al, 2012), saponinas (MAGID et al, 2006b), taninos e flavonoides
(CHISTE et al, 2014) na espécie.

Os compostos fenolicos, como os flavonoides e os taninos, estdo presentes em diversas
plantas e sdo estudados tendo em vista as suas propriedades farmacologicas, que envolvem as
atividades antioxidante, anti-inflamatdria, antiagregante plaquetaria, antitumoral, dentre outras.
Devido a isso, essa classe de metabolitos secundarios vegetais € visada para a prevencdo de
doencas cancerigenas, cardiovasculares e neuroldgicas (SILVA et al, 2010; CAROCHO e
FERREIRA, 2013).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos advém do fato de tais moléculas
serem boas doadoras de hidrogénio ou elétrons, interagindo assim com EROs e ERNs para
converté-los em produtos termodinamicamente mais estaveis, o que interrompe a formacao de
novos radicais livres (ANGELO e JORGE, 2007). Outros fatores relacionados a acédo
antioxidante dos compostos fendlicos se referem a sua estrutura quimica, que permite
estabilizar os radicais por deslocamento, e sua habilidade de quelar ions metalicos envolvidos
na producdo de radicais livres (PEREIRA et al, 2009).

Por fim, compostos fenolicos podem inibir enzimas envolvidas na formagéo de radicais
livres, tais como isoformas do citocromo P450, xantina oxidase, lipoxigenase e cicloxigenase.
Como consequéncia desse mecanismo de atividade antioxidante, os compostos fenolicos
também exercem acdo anti-inflamatoria, sendo essa atividade bioldgica bastante estudada entre

os flavonoides (PEREIRA et al, 2009).
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Para os flavonoides, em especifico, ja foi relatada sua acdo como agentes antioxidantes
e antinociceptivos, pois podem inibir diversas enzimas relacionadas com a producdo de EROs,
a exemplo da cicloxigenase, lipoxigenase, glutationa S-transferase, NADPH oxidase,
succinoxidase mitocondrial e monoxigenase microssomal (VELAZQUEZ-GONZALEZ et al,
2014).

A atividade antioxidante de flavonoides também esta associada com sua capacidade de
inibir a COX-2, fosfatidilinositol-3-quinase, fosfatidilinositol-5-quisane, tirosina quinase e
treonina quinase, todas essas enzimas atuantes no processo inflamatério e que modulam direta
ou indiretamente a sinalizacdo da dor (VELAZQUEZ-GONZALEZ et al, 2014).

Sendo assim, a acdo anti-inflamatoria dos compostos fendlicos esta relacionada a
prevencdo da producdo de EROs por leucécitos (AZUMA et al, 1986). No modelo de edema
de pata induzido por carragenina, ha o aumento da expressao de 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) via ativacdo do NF-kB, o que produz NO e varios outros radicais livres (formados a
partir da combinagdo com o NO). O resultado final desses eventos leva a formacdo do edema.
Porém, a inibicdo da sintese de NO reduz a inflamag&o induzida pela carragenina (KATAOKA
et al, 2012).

Com relacdo as saponinas, diversas atividades ja foram atribuidas a essa classe de
substancias, tais como antiflogistica, antialérgica, imunomoduladora, hipoglicemiante,
hipolipemiante, antineoplasica, antifingica, entre outras (LACAILLE-DUBOIS e WAGNER,
1996; THAKUR et al, 2011).

Alberto et al (2009) demonstraram que compostos fendlicos possuem a capacidade de
inibir a COX-1 e COX-2, enzimas relacionadas com a producdo de mediadores inflamatorios,
principalmente a PGE>. No mesmo trabalho, a inibicdo enzimatica das duas isoformas da
cicloxigenase foi proporcional ao aumento da concentracdo dos compostos fenolicos presentes

nos extratos testados. Além disso, no referido trabalho, os extratos exibiram atividade
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antioxidante como doadores de hidrogénio nos ensaios de atividade sequestrante dos radicais
ABTSe+ e DPPH?e, efeitos esses relacionados também com a presenca de compostos fendlicos.

Portanto, a acdo anti-inflamatoria do EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg (via oral),
observada no ensaio de edema de pata induzido por carragenina, pode ser relacionada com a
presenca de compostos fendlicos no extrato, como taninos condensados e flavonoides. Tal
atividade bioldgica seria decorrente da capacidade dessas substancias de inibir a cicloxigenase
(ALBERTO et al, 2009).

Além disso, a atividade antioxidante do extrato, também relacionada com a presenca de
compostos fenolicos, nos ensaios dos radicais ABTSe+ e DPPHe também colaboraria
parcialmente com uma atividade anti-inflamatoria, uma vez que espécies reativas sao liberadas
na inflamacao e, portanto, potencializam a resposta inflamatoria (CARNIGLIA et al, 2017).

Da mesma forma, o efeito antinociceptivo do EECv (cascas) na dose de 300 mg/Kg (via
oral), observado nos ensaios de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético, hiperalgesia
mecanica induzida por carragenina e na segunda fase do teste da formalina, pode ser decorrente
das atividade anti-inflamatdria e antioxidante exercidas por compostos fenélicos no extrato,
através dos mecanismos ja discutidos anteriormente e que envolvem a inibicao da producéo de
mediadores pré-inflamatorios como as prostaglandinas e os radicais livres.

Os resultados obtidos na analise por ESI-MS do presente estudo indicaram que as
substancias majoritarias presentes no EECv (cascas) foram o acido galico e o acido p-
coumaroilquinico (Figura 3), dois compostos fendlicos ja encontrados em extratos obtidos a
partir da polpa da Caryocar villosum (CHISTE et al, 2012).

O &cido galico, ou acido 3,4,5-trihidroxibenzoico, € um metabolito secundério presente
na maioria das plantas superiores e pode ser encontrado na forma livre ou complexado com
outras moléculas. Juntamente com seus derivados, esta contido em varias partes da planta, tais

como frutos, sementes, galhos, folhas, raizes, dentre outras. E conhecido por sua atividade
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antioxidante, porém também detém outras acdes como a anti-inflamatoria, anticancerigena e
antimicrobiana (DAGLIA et al, 2014; FERNANDES e SALGADO, 2016). Suas acoes
farmacologicas estdo relacionadas com a inibi¢do da via de sinalizacdo do NF-kB, COX-2,
histona acetiltransferase e o receptor potencial transitério canénico do tipo 5 (TREVISAN et
al, 2014).

E possivel encontrar na literatura pesquisas que fundamentam a contribuicio do &cido
galico para as atividades anti-inflamatoria e antinociceptiva do EECv (cascas) no presente
trabalho.

Fras et al (2018) verificaram o efeito antinociceptivo do extrato hidroetanélico das
folhas de Tocoyena formosa em camundongos. As doses administradas aos animais inibiram o
numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, o tempo de lambida da pata nas
duas fases do teste da formalina e a hiperalgesia mecénica induzida por formalina, além de
aumentarem o tempo de laténcia na placa quente. Na analise fitoquimica do extrato foi
detectada a presenca de acido galico e cido elagico, também presente no EECv (cascas), entre
outros compostos. Os autores também concluiram que a atividade antinociceptiva constatada
envolvia os sistemas opioidérgico, glutamatérgico, vanildide e NO/guanosina 3°5’-monofosfato
ciclico.

No trabalho realizado por Raafat e Samy (2014), camundongos foram submetidos a um
modelo de dor neuropatica diabética induzida por aloxana e avaliados quanto ao possivel efeito
antinociceptivo do extrato etandlico das cascas do fruto da Punica granatum e do acido galico,
que foi considerado o composto mais ativo do extrato por meio do fracionamento bioguiado.
Como resultados, tanto o extrato quanto o acido galico foram capazes de aumentar o tempo de
laténcia dos animais nos testes de placa quente e retirada da cauda, inibindo assim a hiperalgesia

decorrente da diabetes. Os efeitos do extrato foram atribuidos a presenca do acido galico, sendo
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considerada também a atividade antioxidante do extrato como parte do seu mecanismo
antinociceptivo.

As atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria para o extrato metandlico do fruto de
Bridelia retusa foram avaliadas por Kumar e Jain (2014) em modelos animais. A administracéo
do extrato diminuiu 0 nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético e o tempo
de lambida da pata apenas na segunda fase do teste da formalina. No que diz respeito a acao
anti-inflamatoria, o extrato inibiu a formacédo do edema nos testes de edema de pata induzida
por carragenina, histamina, serotonina, acido araquidonico e formalina; e no teste de edema de
orelha induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato.

Ademais, o numero total de leucdcitos na pata inflamada por carragenina reduziu nos
animais que foram pré-tratados com o extrato, como também houve uma diminuicdo da
atividade da mieloperoxidase (MPO), uma enzima presente em leucécitos envolvida na
producdo de EROs. Sendo assim, os efeitos farmacoldgicos do extrato metanolico do fruto de
Bridelia retusa foram fortemente atribuidos ao acido galico e &cido elagico presentes no extrato,
tidos como os principais contribuintes da atividade anti-inflamatoria (KUMAR e JAIN, 2014).

Um estudo realizado com o fruto da Punica granatum por BenSaad et al (2014)
verificou que o extrato etandlico produziu efeito antinociceptivo ao reduzir o nimero de
contorcdes no teste de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, aumentar o tempo
de laténcia no teste da retirada da cauda e diminuir a hiperalgesia induzida por carragenina. Tais
efeitos foram atribuidos a presenca de acido galico, acido elagico e punicalaginas A e B no
extrato.

Posteriormente, BenSaad et al (2017) isolaram o &cido gélico da fragdo em acetato de
etila do extrato etandlico do fruto da Punica granatum e o avaliaram quanto a sua atividade
anti-inflamatoria em teste in vitro de inflamacgéo induzida por LPS utilizando células. Como

resultado, as celulas tratadas com o &cido géalico apresentaram uma inibicdo da producédo de
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nitrito (um produto do NO), PGE; e IL-6, todos mediadores inflamatorios produzidos pela
presenca de LPS, que foram quantificados no meio celular.

Em um modelo de cistite hemorragica induzida por ciclofosfamida, o acido galico
administrado aos camundongos apresentou acdes antinociceptiva e anti-inflamatoria, reduzindo
a formacédo do edema e a hemorragia provocados pela ciclofosfamida, além de diminuir a
peroxidacdo lipidica no figado (BOEIRA et al, 2011).

Trevisan et al (2014) avaliaram a possivel a¢do antinociceptiva e antiedematogénica do
acido galico como um antagonista dos canais idbnios TRPA1 em modelos animais de dor. Sabe-
Se que esses receptores, presentes nos terminais nociceptores, sdo responsaveis por produzir
novos potenciais de acao e contribuir com a dor inflamatoria, uma vez que sao ligados por
diversos mediadores inflamatorios (FISCHER et al, 2017; PINHO-RIBEIRO et al, 2017).

Como resultados, o 4acido galico foi capaz de diminuir o influxo de Ca?* induzido por
cinamaldeido nos sinaptosssomas de camundongos. Tal efeito de antagonismo ndo foi
relacionado com a atividade antioxidante do acido galico, demonstrada pelo teste do radical
DPPHe. Foi demonstrada também a acdo do acido galico em reduzir a nocicep¢do espontanea
induzida por cinamaldeido e isotiocianato de alila, agonistas dos TRPA1, além da reducédo do
edema e nocicepcdo induzidos pela administracdo de peréxido de hidrogénio. Por fim, o
tratamento com o &cido galico nos animais levou a uma reducgéo da alodinia mecanica e edema
induzidos por carragenina em um modelo de dor inflamatério, bem como a alodinia mecanica
e térmica sensivel ao frio em um modelo de dor neuropatica (TREVISAN et al, 2014).

O efeito anti-inflamatorio do acido galico contribuiu para uma acgao gastroprotetora e
foi demonstrado no modelo de lesdo gastrica causada por isquemia/reperfusdo em ratos. A
analise dos tecidos da mucosa gastrica por western blotting revelou que os animais que
receberam o acido galico como pré-tratamento apresentaram uma diminuicdo da expresséo de

INOS, uma enzima pré-inflamatoria produtora de NO (MARD et al, 2015).
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Finalmente, os camundongos pré-tratados com acido galico apresentaram uma melhora
significativa dos sintomas no modelo de colite ulcerativa induzida por sulfato de sodio dextrana.
Tal resultado foi decorrente da diminuicdo da expressdo de mediadores inflamatérios, como a
INOS, COX-2 e citocinas pré-inflamatorias, além da diminuicdo da atividade da MPO
(PANDURANGAN et al, 2015).

Com relacéo ao acido p-coumaroilquinico, trata-se de um &cido fendlico pertencente a
classe dos 4acidos clorogénicos (CGAs). Os CGAs sdo ésteres formados entre acidos
hidroxicinamicos, como o cafeico, feralico e o p-cumarico, e o acido quinico. Além do p-
coumaroilquinico, outras estruturas conjugadas ocorrem, tais como como 0s acidos
cafeoilquinico, dicafeoilquinico e feruloilquinico (FARAH e DONANGELO, 2006; LIANG e
KITTS, 2016).

Séo encontrados principalmente nos grdos de café, mas também em outros vegetais,
frutas e ervas. Os efeitos benéficos decorrentes do consumo desses alimentos séo relacionados
em parte com a presenca de CGAs, 0s quais carregam evidéncias de possuirem atividades
bioldgicas como a anti-inflamatoria, antioxidante e antibacteriana (LIANG e KITTS, 2016).
Além disso, ja foi demonstrado que os seus derivados 1,5-y-quinolacténicos possuem atividade
hipoglicemiante e nos receptores opioides p e de adenosina (FARAH e DONANGELO, 2006).

Devido a sua estrutura quimica, todos os CGAs sdo potenciais antioxidantes atuantes
como doadores de atomos de hidrogénio, o que leva a erradicacdo da producdo de radicais
livres. Sendo assim, esses compostos podem capturar radicais DPPHe, ABTSe<+, hidroxila,
superdxido (O27) e peroxinitrito (ONOO’). Em seguida, os mesmos sofrem oxidagédo e &
formado o seu radical fenoxila, o qual é estabilizado por ressonancia (LIANG e KITTS, 2016).

Quanto as acdes anti-inflamatorias, ja foi demonstrado em diversos estudos que 0s

CGAs podem reduzir a expressdo e producdo de mediadores pro-inflamatorios, tais como IL-
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1B, IL-8, IL-6, entre outros, em células estimuladas com IFN-y, TNF-o e LPS. Também podem
inibir a expressdo de COX-2 por inibir a sinalizacdo via NF-kB (LIANG e KITTS, 2016).

A maioria dos trabalhos que demonstram a atividade antioxidante e anti-inflamatoria
dos CGAs utilizaram o acido 5-cafeoilquinico (LIANG e KITTS, 2016). Porém, os efeitos
antioxidante e anti-inflamatorio do EECv (cascas) constatados no presente trabalho, que
também contribuiram para a sua atividade antinociceptiva, podem estar relacionados ao acido
p-coumaroilquinico, devido as caracteristicas quimicas e farmacoldgicas relatadas para os
CGAs.

Portanto, as acdes antinociceptiva e anti-inflamatéria do EECv (cascas) estdo atribuidas
a presenca de compostos fenodlicos no extrato, principalmente o acido galico e &cido p-
coumaroilquinico, tidos como 0s compostos majoritarios e que contribuem para as acoes
farmacoldgicas observadas neste estudo. Tal proposicdo € valida, visto que 0os compostos
fenolicos modulam direta e indiretamente 0os mecanismos relacionados a dor, inflamacéo e

estresso oxidativo.
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7. CONCLUSAO

O extrato etandlico obtido das cascas do fruto da C. villosum apresentou atividade anti-
inflamatdria, ao reduzir a formacéo do edema na fase tardia do teste do edema de pata induzida
por carragenina, e antinociceptiva, ao inibir o nimero de contor¢des induzidas por &cido
acetico, a hiperalgesia mecéanica induzida por carragenina e o tempo de lambida da pata na
segunda fase do teste de da formalina.

Esses efeitos farmacoldgicos sdo provavelmente devido a inibicdo de mediadores
inflamatdrios, principalmente as prostaglandinas. J& a acdo antinociceptiva periférica pode
também ser decorrente da atividade anti-inflamatéria e também envolve a participacdo da via
opioidérgica, seja por ativacao direta de receptores opioides ou modulacdo da acéo de peptideos
opioides enddgenos. As atividades farmacoldgicas do EECv (cascas) estdo atribuidas a
presenca de compostos fendlicos, sendo os acidos galico e p-coumaroilquinico as principais
substancias detectadas.

Indubitavelmente, sdo necessarios o isolamento das moléculas presentes no extrato, para
esclarecer qual ou quais compostos sdo responsaveis pelos efeitos anti-inflamatorios e
antinociceptivos do EECv (cascas), bem como estudos mais especificos que elucidam e
comprovam 0s seus mecanismos de agdo envolvidos no processo nociceptivo e inflamatorio.

Os resultados obtidos neste trabalho atestam o uso popular medicinal ndo apenas do 6leo
da Caryocar villosum, mas também das cascas do seu fruto, podendo estas partes da planta
serem utilizadas para o tratamento e alivio de enfermidades de natureza dolorosa e inflamatéria,
0 que possibilita a essa espécie a oportunidade de ser estudada tecnologicamente para a

obtenc¢éo de um fitomedicamento.
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