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RESUMO

Artrite € uma doenca inflamatéria que afeta as articulages sinoviais. Os sintomas mais
comuns sdo o aumento da sensibilidade a dor nas articulagcbes (hiperalgesia ou
hipernocicepcdo) e edema. Uma alternativa para o tratamento da doenga é a inclusdo de
plantas medicinais. O 6leo extraido dos frutos do pequi (Caryocar coriaceum Wittm), tem
ampla aplicabilidade na medicina popular. Ensaios pré-clinicos demonstraram propriedades
terapéuticas do o6leo, tais como anti-inflamatoria, gastroprotetora e cicatrizante. Com base
neste contexto, o objetivo do presente estudo foi investigar a atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria do 6leo de pequi (OPCC) na artrite induzida por zymosan em ratos. O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara (n°
83/11). A artrite foi induzida por uma injecdo intrarticular, no joelho direito, de zymosan
(Img/50uL) e foram avaliados a incapacitacdo articular (hipernocicepgdo), edema articular,
migracdo de leucdcitos, liberacdo de citocinas e expressdo de mediadores inflamatdrios. Os
animais foram pré-tratados, por via oral, com OPCC (100, 200 e 400mg/kg) ou veiculo
durante 7 dias consecutivos ou em dose Unica, 45 minutos, antes da inducdo de artrite.
Dexametasona, indometacina ou dipirona foram utilizadas como controles positivos. A
incapacitacdo articular foi avaliada durante 4 horas ap0s a injecdo de zymosan. Em seguida 0s
animais foram eutanasiados, procedendo-se a lavagem da cavidade articular com EDTA em
PBS para avaliacdo de infiltracdo de leucdcitos, atividade de mieloperoxidase e dosagem de
citocinas. O tecido sinovial foi colhido para analise imunohistoquimica de TNF-a e COX-2.
Também foram avaliados o edema (didmetro transversal da articulacdo) e o aumento da
permeabilidade vascular pelo método de extravasamento do Azul de Evans. O efeito
antinociceptivo foi avaliado ainda através do teste de hiperalgesia mecanica plantar (Von Frey
eletronico) utilizando carraginia e PGE,. Os resultados demonstraram uma diminui¢do
significativa (p<0,05) da incapacita¢do articular de todos os grupos tratados com OPCC
durante 7 dias, no entanto com a dose Unica apenas as doses maiores foram eficazes. Em
relacdo a migracdo de leucdcitos para o liquido sinovial todos os grupos tratados com o
OPCC (dose Unica e doses diarias) apresentaram significativa redugdo (p<0,05) do numero de
leucdcitos no lavado articular, acompanhada de uma diminuicdo (p<0,05) na atividade da
mieloperoxidase. Observou-se uma diminuicdo (p<0,05) da liberacdo de citocinas (TNF-a e
IL-1B) no liquido sinovial, assim como expressdo de TNFo ¢ COX-2 no tecido sinovial. O
edema foi inibido (p<0,05) com o tratamento com OPCC em todas as doses administradas
diariamente. Além disso, os grupos tratados com 100 e 400mg/kg de OPCC apresentaram
uma reducdo significativa (p<0,05) da permeabilidade vascular. Os resultados mostraram
ainda que a OPCC reduziu significativamente (p < 0,05) a hipernocicepc¢do induzida pela
carragenina e PGE2. Os dados sugerem que o OPCC exibe efeito anti-inflamatério
evidenciado pelo modelo de artrite induzida por zymosan em ratos, que pode ser associada
com a inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-o e IL-1p). Aparentemente
essa acao pode estar envolvida com a inibicdo da migracdo de neutrofilos. Sugerimos ainda
que o OPCC previne o desenvolvimento da hipernocicepcao inflamatéria mecénica evocada
por carragenina e PGE2 (blogueio direto da hipernocicepcao) em ratos.

Palavras-chave: Caryocar coriaceum Wittm; Pequi; Dor; Artrite; Zymosan; Nocicepcao.



ABSTRACT

Anrthritis is an inflammatory disease that affects synovial joints. The most common symptoms
are increased sensitivity to joint pain (hyperalgesia or hypernociception) and edema. An
alternative to treating the disease is the inclusion of medicinal plants. The oil extracted from
the fruits of Pequi (Caryocar coriaceum Wittm) has wide applicability in popular medicine.
Pre-clinical tests have demonstrated the therapeutic properties of the oil, such as anti-
inflammatory, gastroprotective and healing. Based on this background, the objective of this
study was to investigate the antinociceptive and anti-inflammatory oil Pequi (OPCC) in
zymosan-induced arthritis in rats. The study was approved by the Ethics Committee on
Animal Research of the Federal University of Ceara (n°® 83/11). Arthritis was induced by
intraarticular injection in right knee of zymosan (1mg/50uL) and evaluated the articular
incapacitation (hypernociception), joint swelling, leukocyte migration, cytokine release and
expression of inflammatory mediators. The animals were pretreated orally with OPCC (100,
200 e 400mg/kg) or carrier for 7 consecutive days either as a single dose 45 minutes before
the induction of arthritis. Dexamethasone, indomethacin or dipyrone were used as positive
controls. The articular incapacitation was assessed 4 hours after injection of zymosan. Then
the animals were euthanized, proceeding to wash the joint cavity EDTA in PBS for evaluation
of leukocyte infiltration, myeloperoxidase activity and cytokine. The tissue synovial fluid was
harvested for immunohistochemical analysis of TNF-a and COX-2. We also evaluated edema
(transverse diameter of the joint) and increased vascular permeability by the method of Evans
blue extravasation. The antinociceptive effect was evaluated further by testing plant
mechanical hyperalgesia (von Frey electronic). The results showed a significant decrease (p
<0.05) joint of disability in all groups treated with OPCC for 7 days, but with only a single
dose, higher doses were effective. Compared to the migration of leukocytes into the synovial
fluid all groups treated with the OPCC (single dose and daily doses) showed a significant
reduction p <0.05) in the number of leukocytes in the BAL joints, accompanied by a decrease
(p <0.05) in myeloperoxidase activity. There was a decrease (p <0.05) cytokine release (TNF-
a and IL-1pB) in the synovial fluid as well as expression of TNF and COX-2 in synovial tissue.
The edema was inhibited (p <0.05) treatment with all doses in OPCC. Moreover, the groups
treated with 100 and 400mg/kg of OPCC showed a significant reduction (p <0.05) in vascular
permeability. The results also showed that the OPCC significantly reduced (p <0.05)
hypernociception and PGE2 induced by carrageenan. The data suggest that the OPCC exhibits
anti-inflammatory effect evidenced by arthritis model in rats induced by zymosan, which can
be associated with the inhibition of the production of proinflammatory cytokines (TNF-o and
IL-1B). Apparently this action may be involved in the inhibition of neutrophil migration. We
also suggest that the OPCC hypernociception prevents the development of carragenan-evoked
inflammatory mechanical and PGE2 (direct blockade of hypernociception) in rats.

Keywords: Caryocar coriaceum Wittm. Pequi. Pain. Arthritis. Zymosan. Nociception.
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Artrite € uma doencga inflamatoria que afeta as articulagdes sinoviais. Tem efeito
social em termos de custo, incapacidade e perda de produtividade. Tem sido relatado que as
citocinas pro-inflamatorias, tais como 0 TNF-a, a IL-1p, e a IL-6 sdo importantes mediadores
da perpetuacdo da doenca. Além das convencionais estratégias de tratamento com anti-
inflamatorios ndo esteroidais, drogas modificadoras da doenca e glicocorticoides, novas
drogas mais seguras estdo continuamente sendo pesquisadas. Como o uso a longo prazo
destas drogas resultou em desordens hepatica e gastrointestinal, uma alternativa para o
tratamento da doenca € a inclusdo de plantas medicinais (RATHORE et al., 2007). Estas sdo
utilizados para tratar uma vasta variedade de doencas clinicas. E ndo fugindo a essa regra as
formulas a base de plantas, tem sido amplamente utilizado para o tratamento de artrite ao

longo da histéria na China, Japéo e outros paises asiaticos (WANG et al., 2013).

Esse trabalho mostra pela primeira vez o efeito, por via oral, do éleo de polpa de
pequi Caryocar coriaceum Wittm (OPCC) em modelo de artrite experimental. O OPCC,
extraido do fruto do pequi (Caryocar coriaceum Wittm), é bastante utilizado na medicina
popular para o tratamento de gripes e resfriados (FRANCO e BARROS, 2006), além de
tratamento de reumatismo, Ulceras externas, dores musculares e inflamagdes (AGRA et al.,
2007). Também ¢ relatado seu uso como afrodisiaco, bem como em uso veterinario
(FIGUEIREDO, MAIA e FIGUEIREDO, 1989). No entanto, poucos estudos disponiveis na
literatura comprovam os efeitos atribuidos ao OPCC. Matos (2007) relata que a aplicacdo por
varios anos e a comprovacao popular da eficacia de um produto natural ja& demonstram sua
relevancia como um importante agente natural. No entanto, observa-se que os estudos acerca
do possivel potencial farmacolégico do OPCC sédo incipientes, sendo encontrados na
literatura, até 0 momento deste estudo, poucos relatos sobre seu potencial anti-inflamatorio,
eles referem-se ao efeito anti-inflamatério topico (SARAIVA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2010), gastroprotetor (QUIRINO et al., 2009), cicatrizante (QUIRINO et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; BATISTA et al., 2010) e atividade antimicrobiana (COSTA et al.,
2011; SARAIVA et al., 2011).

O uso e as observacdes de produtos naturais na medicina popular para o
tratamento de doencas de carater inflamatdrio sugere que essas substancias possuem
constituintes com principios ativos importantes para o desenvolvimento de novos farmacos

com agéo anti-inflamatdria e analgeésica.



22

1.1 Artrite

Artrite inclui mais de 100 diferentes condicdes de doencgas reumaticas e possuem
como sitomas tipicos a dor, que pode se tornar cronica, edema e rigidez nas articulagdes. E
mais comum entre os adultos com 65 anos ou mais. As mulheres (24,3%) sdo mais afetadas
do que os homens (18,7%) em todas as faixas etarias. Também & mais comum entre os adultos
que sdo obesos do que aqueles que estdo com peso normal ou abaixo do peso (National
Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion, 2013). Estima-se que 50
milhdes de adultos norte-americanos possuem artrite. Com o envelhecimento da populacéo,
espera-se que 0 numero de adultos com artrite aumente drasticamente para 67 milhdes em
2030 (National Center for Chronic Disease Prevention and Health Promotion, 2013).

As principais artropatias inflamatorias que sdo encontrados na pratica clinica séo
artrite reumatoide, artrite psoriatica, artrite reativa e espondilite anquilosante, além da artrite
gotosa, que é uma doenca bem descrita na literatura desde os tempos antigos. A apresentacédo
classica é o inicio subito de sintomas como dor intensa, vermelhidao e inchaco sobre o halux
de pacientes de meia-idade. As trés primeiras s&0 mais comumente apresentadas como
doenca periférica afetando mdultiplas articulagcbes. A espondilite anquilosante, no entanto,
geralmente afeta o esqueleto axial, com dores na regido lombar, sendo a apresentacdo mais
comum no inicio. Radiograficamente, todas essas patplogias compartilham caracteristicas
como sinovite, erosdo e perda uniforme da cartilagem articular, mas a distribuicdo e os
achados radioldgicos especificos ajudam a diferencia-las (FLEMMING e BERNARD, 2013).

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatdria autoimune das articulacbes
sinoviais que afeta cerca de 1% da populacdo. Os sintomas incluem inchaco das articulacdes,
vermelhidao e dor com deformidade articular progressiva em alguns casos, além da destruicdo
do tecido sinovial e remodelacdo. A AR também apresenta manifestacfes extra-articulares,
tais como vasculite, amiloidose, doenca pulmonar e complicacGes cardiacas, que incluem
entre outros, pericardite, miocardite, doenca valvular, doenca isquémica cardiaca e
insuficiéncia cardiaca. Pacientes com AR tém uma expectativa de vida reduzida,
principalmente devido ao aumento da morbidade cardiovascular em comparacdo com a
populacdo em geral (MAVROGENI, et al., 2013; ATHANASAKIS, PETRAKIS e
KYRIOPOULOS, 2013). A AR é caracterizada por um aumento da infiltracdo de células
imunes (incluindo neutréfilos, macrofagos, células T e B) na membrana sinovial, cavidade

articular e tecidos periarticulares. Um dos sintomas mais prevalentes da AR é o0 aumento da
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sensibilidade a dor articular (hiperalgesia), que provoca limitagdes nos movimentos (PINTO
etal., 2010).

Dentre as artropatias cronicas inflamatdrias, a AR é a mais prevalente e a maior
responsavel por invalidez, seja temporaria ou permanente. A AR tem etiologia ainda
desconhecida. Embora se tenha avancado na compreensdo da etiopatogenia dessa doenca,
muito dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos ainda estdo por ser elucidados. Sabe-se
que citocinas desempenham um papel importante na conducdo da ativacdo das células
sinoviais que resulta em inflamacéo e destruicdo do osso condral durante a artrite. O tecido
sinovial de pacientes com AR ¢ caracterizado por infiltracdo de células mononucleares,
proliferacdo e neovascularizagdo da sinovia e fibroblastos (HAMILTON, 1983). Ocorre a
formacdo de "pannus”, um tecido localmente invasivo, que é uma caracteristica importante da
artrite na articulacdo. Este "pannus” é formado por células mononucleares e fibroblastos que
se transforma em pannus fibroso formado de camada vascularizada (COURTENAY et al.,
1980).

A fisiopatologia da AR €é complexa e parece ser iniciada quando o sistema
imunitario adaptativo (celular ou humoral) reconhece antigenos, o que desencadeia uma série
de mecanismos inflamatorios efetuadores distintos, que incluem o recrutamento de leucécitos.
A maioria destes mecanismos é mediada por uma série de citocinas e quimiocinas (SILVA-
JUNIOR e ROCHA, 2006; PINTO et al., 2010; XU et al., 2013).

Quanto as citocinas pro-inflamatérias envolvidas na inflamacdo e destruicdo
tecidual na AR, destacam-se 0 TNF-a, IL-1 e IL-6. Demonstrou-se que elas aumentam a
expressdo de moléculas de adesdo nas células endoteliais, favorecendo a migracdo de
leucdcitos para o local da inflamag&o. Ainda, contribuem para a neovascularizagdo e induzem
a sintese e liberacdo de metaloproteinases (MMP) por fibroblastos sinoviais e condrocitos
articulares, levando a destruicdo da cartilagem através da degradacdo de proteoglicanos
(DREXLER et al., 2008). Estudos sugerem que a IL-17 é uma citocina pré-nociceptiva na
artrite, que atua causando dor dependente de neutréfilos, liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-
1B), ligantes de quimiocinas, MMP, endotelinas, prostaglandinas e aminas simpaticas (PINTO
et al., 2010). Estudos também sugerem que a IL-33 pode, em parte, contribuir para o
patogénese da AR (XU et al., 2013).

Drogas modificadoras da doenca (DMARDSs) representam a escolha para o
tratamento da AR. Corticosterdides e AINES sdo também empregados, principalmente em
curto prazo. Com base nos dados experimentais, foi proposto o uso de agentes bloqueadores

especificamente do TNF como forma de tratamento na AR. Infliximab, adalimumab,
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golimumab, pegol e etanercepte sdo antagonistas do TNF licenciados para RA. Infliximab,
adalimumab, e golimumab sdo anticorpos monoclonais. Etanercept é um receptor soltvel de
TNF (TNFR) compreendendo dois dominios extracelulares dos TNFR humano fundido com o
fragmento da regido constante da 1gG1. Vale ressaltar que esses compostos tém sua resposta
terapéutica fortemente influenciada pelo uso concomitante do metotrexato, uma vez que a sua
eficdcia como droga isolada é no méximo moderada, sendo semelhante a do metotrexato
isolado. Embora estas drogas tradicionais juntamente com DMARDs, tais como sulfassalazina
e leflunomida, tém ajudado a reduzir a incidéncia de manifestacGes extra-articulares graves e
amiloidose, reduzir a inflamagé&o e retardar o dano articular, eles ndo foram capazes de deter a
progressdo da destruicdo articular e reverter a deficiéncia, duas das principais marcas da AR
que a distinguem de todos outras artrites cronicas (SALGADO et al., 2013; SMOLEN, 2009;
ATHANASAKIS, PETRAKIS e KYRIOPOULOS, 2013).

Como a AR é a mais prevalente e a maior responsavel por invalidez, dentre as
artropatias, ela torna-se um campo de investigacdo amplo para elucidacdo de sua
fisiopatologia, que se encontra ainda obscura, bem como a investigacdo de mecanismos que
possam prevenir ou reverte-la. Para isso, foram desenvolvidos modelos animais que se
assemelham a AR em humanos. No entanto, a ndo existéncia de AR, em outras espécies como
em humanos, ndo ocorre em outras espécies, representando uma dificuldade técnica no estudo
da AR. Todavia, modelos animais foram desenvolvidos e empregados como ferramentas Uteis
na compreensdo dos mecanismos de lesdo em artrites. Alguns modelos experimentais foram
padronizados e representam uma ferramenta importante na investigacdo de agentes biologicos
na terapéutica da AR. A investigacdo da hiperalgesia (hipernocicepg¢ao) tem uma posicao de
destaque nesses modelos, tendo em vista que a dor é um dos principais motivos de
incapacidade gerada pela AR (SILVA-JUNIOR e ROCHA, 2006). E amplamente aceito que
hipernocicepcao articular resulta principalmente, de efeitos direto e indireto de mediadores
inflamatorios na sensibilizacdo (aumento da excitabilidade) de fibras nociceptivas primarias
que inervam as articulagdes inflamadas. As prostaglandinas e aminas simpéaticas sdo 0s
mediadores principais deste processo e a sua liberacdo é geralmente estimulada pela liberacéo
de cascatas de citocinas (TNF-a, IL-1p e quimiocinas) um processo que parece ser dependente
de neutrdfilos (CUNHA TM et al., 2008). Além disso, outros mediadores, tais como a
endotelina-1 (ET-1), atua direta ou indiretamente, também sensibilizando o neurdnio
nociceptivo primario (FERREIRA, ROMITELLI e NUCCI, 1989).

A espondilite anquilosante (EA) é uma doenca reumatica e suas manifestacdes

clinicas incluem inflamacdo lombar e entesites, bem como o aumento da rigidez e perda de
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mobilidade da coluna vertebral. A inflamacgé&o pode levar a uma completa anquilose da coluna
vertebral, além de envolver estruturas extra-articulares, incluindo os olhos, sistema
cardiovascular, os pulmdes, a pleura, intestino, rim, préstata e sistema nervoso. A EA ¢
caracterizada por inflamacao do tecido acompanhada de danos estruturais e fibrose. Danos
estruturais em EA sdo caracterizados por formacdo dssea excessiva, com sindesmofitos
(saliéncias geralmente dsseas em um ligamento) como lesdo tipica. Drogas anti-inflamatdrias
ndo-esteroidais (AINES) sdo a primeira linha de tratamento farmacologico. Ao contrario de
artrite reumatdide (AR), os beneficios da terapia com inibidor de TNF e farmacos
modificadores da doenca, bem como injecOes intra-articulares periféricas de glicocorticdides
ndo foram demonstrada. A Unica terapia que mostrou efeito foram os farmacos anti-
inflamatdrios ndo-esteroidais. (MACHADO, 2013; MACHADO et al., 2013; HAROON et
al., 2013).

A artrite psoriatica (AP) esta inclusa no grupo das espondiloartropatias. A artrite
pode preceder o aparecimento de doenca de pele em até 19% dos pacientes. A doenca €
frequentemente associada com o reparo 0sseo, incluindo ma formacdo Ossea adjacente a
interrupcado cortical e reacdo periosteal (BHUTANI et al., 2013; FLEMMING e BERNARD,
2013). As articulagdes envolvidas apresentam inchaco, vermelhidao, e deformidade, que sdo
geralmente periféricas (principalmente articulagdes distais), articulagfes sacriliacas sdo menos
afetadas. Embora a fisiopatologia da AP ainda ndo esteja totalmente elucidada, estudos
indicam que os elementos caracteristicos da AP incluem hipervascularizacdo e aumento da
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares que se assemelha a de espondiloartrite ao invés
de AR (YAMAMOTO, 2013).

Artrite reativa (ARe) refere-se a uma infecgdo sistémica, caracterizada por um
envolvimento articular inflamatdrio predominantemente nos membros inferiores. Ocorre em
pacientes geneticamente predispostos com uma infeccdo bacteriana localizada num
orgdo/sistema distante. Embora a ARe seja considerada uma artrite estéril, evidéncias
acumuladas demonstraram que os produtos de degradacdo bacteriana e ainda DNA bacteriano
estdo presentes na membrana sinovial de pacientes com esta doenca. Além disso, a deteccao
do antigeno bacteriano persistente no interior da articulacdo fortalece ainda mais a nogédo de
um papel ativo dos microrganismos na patogénese deste grupo de doencas. A ARe pertence
ao grupo das artrites conhecidas como espondiloartropatias. A sindrome classica apresenta
uma triade de sintomas, incluindo a uretrite, conjuntivite e artrite, no entanto, a maioria dos
pacientes ndo apresentam este triade classica. ARe é um dos os tipos de artrite conhecida por

afetar principalmente homens jovens, pois ela pode ser uma complicacdo de infeccOes
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sexualmente transmissiveis. Embora a doenga seja geralmente auto-limitante, os pacientes
com ARe podem ter recaidas, desenvolver artrite cronica, espondilite, complicacdes cardiacas
ou outras complicacbes (FLORES et al., 2003; CARTER e HUDSON, 2009; KIM,
KLAUSMEIER e ORR, 2009). Farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais séo a terapia de
escolha. Ensaios de antibioticoterapia de longo prazo em ARe tém mostrado pouca eficécia.
Existem poucos dados sobre o uso de drogas modificadores da doenca anti-reumaéticas e
terapia biolégica molecular.

Aurtrite gotosa € uma doenca inflamatdria dolorosa caracterizada pela deposicédo de
cristais de urato monossodico nas articulagfes, como resultado da hiperuricemia causada pela
diminuicdo da excrecdo ou reabsor¢do renal de &cido Urico ou superproducdo de urato
(CURIEL e GUZMAN, 2012). A incidéncia e prevaléncia de gota variam muito entre as
populacdes e pode estar aumentando ao longo do tempo devido ao aumento da longevidade, a
mudanga na dieta e estilo de vida moderno, e aumento do uso de certos medicamentos, como
diuréticos. As taxas de prevaléncia de gota em homens variam de baixas frequéncias em
paises Africanos (0,03% em homens nigerianos), a cerca 1-2% nos paises ocidentais, e alta
frequéncias nas populacbes indigenas (15,2% em Aborigines de Taiwan) (KLOOSTER,
VONKEMAN e LAAR, 2012).

Varios modelos foram descritos com a finalidade de induzir artrite em animais
tentando reproduzir achados clinicos da AR. Silva-Junior e Rocha (2006) descrevem que para
um modelo animal ser considerado ideal de artrite, ele deveria preencher alguns requisitos,
tais como: ter achados clinicos, radiologicos e histopatoldgicos semelhantes aos observados
na AR; apresentar alteracfes minimas de artrite ndo reumatoide; ser de facil inducdo, baixo
custo, boa reprodutibilidade, utilizando animal de facil acesso; ter confiabilidade quanto ao
inicio, incidéncia e avaliacdo da gravidade das alterac6es; responder a agentes terapéuticos de
forma semelhante ao observado na AR humana; ter parametros de alteragfes imunoldgicas e
de atividade mensurdveis. Mas nenhum dos modelos atualmente disponiveis satisfaz
plenamente todas essas condi¢fes, embora, segundo 0 mesmo estudo, todos se aproximem
razoavelmente do objetivo desejado. Um modelo bastante utilizado € o de artrite experimental

induzida por zymosan em ratos, método utilizado para estudo do processo inflamatdrio.

1.2 Inflamacéo
A inflamacdo é considerada uma reacdo de defesa do organismo, que ocorre

especialmente nos tecidos vascularizados, e é desencadeada como resposta a estimulos
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lesivos. Microscopicamente, a reacdo inflamatoria envolve uma série de fenbmenos, que
incluem: dilatacdo de arteriolas, capilares e vénulas, com aumento de permeabilidade vascular
e fluxo sanguineo; exsudacdo de plasma, incluindo proteinas; e migracdo de leucdcitos para o
foco inflamatorio. A finalidade desse processo é remover o estimulo indutor da resposta e
iniciar a recuperacdo tecidual local (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Reacdes inflamatorias sdo caracterizadas por quatro sinais classicos: calor, rubor,
dor e edema, além de perda da funcdo do 6rgéo ou tecido lesado. Esses sinais surgem contra
traumas, lesdes térmicas, infeccOes, isquemia, reagcbes imunoldgicas a agentes externos e
processos autoimunes dos tecidos. Células inflamatorias, incluindo macrofagos, células
polimorfonucleares e linfocitos, sdo recrutadas para o local da lesdo, participando do processo
inflamatério bem como o endotélio no sitio da lesdo que também participa ativamente (KIM e
DEUTSCHMAN, 2000; CHOI, CHA e JEON, 2012).

A resposta imediata (aguda) ocorre em curto prazo e geralmente resulta em cura.
Envolve fendmenos vasculares e celulares que levam ao surgimento dos quatro sinais
cardinais da inflamacdo. O aumento da permeabilidade causado pela inflamacdo permite o
extravazamento de um liquido rico em proteinas para o intersticio. Este fato gera o acimulo
de liquido no intersticio promovendo edema (tumor). Além disso, ocorre vasodilatacdo a qual
leva ao aumento do fluxo sanguineo caracterizando o calor e o rubor. A resposta inflamatéria
aguda evolui a partir de uma fase vascular iniciada pelas células residentes no tecido
imediatamente ap6s o dano. Se a resposta inflamatéria aguda falha para eliminar o agente
patogénico, o processo inflamatdrio persiste e adquire novas caracteristicas. O infiltrado de
neutrofilos é substituido por macrofagos, e se o efeito destas células € ainda insuficiente, um
estado inflamatdrio cronico se segue, causando a destruicdo do tecido. A fase cronica, em
geral, é de longa duracdo e esta associada em termos histolégicos, a presenca de linfocitos e
de macrdfagos e a proliferacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese) e tecido conjuntivo.
Envolve ainda a formacéo de granulomas. (DRAYTON et al., 2006).

A quimiotaxia trata da locomocéo orientada ao longo de um gradiente quimico.
Existem quimiotaxinas enddgenas e exdgenas. As enddgenas sdo 0s componentes do sistema
complemento (C3a e C5a), ou metabdlitos do acido araquidénico (eicosanoides) e citocinas
produzidas pelos macrdéfagos que agem nos leucdcitos, sendo que as principais quimiotaxinas
exogenas sdo 0s produtos bacterianos (KUMAR; FAUSTO e ABBAS, 2010).
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As principais células efetoras da imunidade inata sdo: os macrofagos, mastdcitos e
neutréfilos. Os macrofagos pertencem ao sistema fagocitico mononuclear, que € um sistema
composto por células que apresentam caracteristicas morfologicas, imunolégicas e funcionais
semelhantes. Sdo formados na medula 6ssea, a partir de uma linhagem de células fagociticas
mononucleares, que alcangam os tecidos através da corrente sanguinea. No tecido conjuntivo
dos drgdos, estas células sdo chamadas de macrdfagos residentes (LASKIN e PENDINO,
1995). Encontram-se em praticamente todos os tecidos e fluidos do organismo (VAN FURT,
1988). Os mastdcitos sdo células derivadas de progenitores hematopoiéticos CD34" na
medula Ossea e, em geral, ndo sdo encontrados na circulagdo. Os mastocitos maduros
distribuem-se estrategicamente junto a vasos sanguineos, nervos e sob o epitélio da pele e
mucosas. Sao particularmente abundantes em areas de contato com o meio ambiente e
desempenham papel primordial nas reac6es inflamatérias agudas (ABBAS e LICHTMAN,
2012). Varios estudos histologicos tém relatado a presenca de mastdcitos na sindvia normal
humana e expansdo dessa populagédo na artrite reumatoide, gota e osteoartrose (NIGROVIC e
LEE, 2007). Os neutréfilos sdo células provenientes das células-tronco pluripotentes, as quais
dao origem as células brancas, células vermelhas e plagquetas circulantes na corrente
sanguinea. Os neutrdfilos sdo as principais células recrutadas para o sitio infeccioso,
fagocitam microorganismo, células mortas e restos celulares. Eles saem do interior do leito
capilar para o espaco extracelular. E um processo que envolve uma acgdo combinada de
maultiplas moléculas de adesdo celular. Estas moléculas séo classificadas em trés familias:
integrinas, imunoglobulinas e selectinas, que participam das interacdes entre leucocitos e
celulas endoteliais (CRONSTEIN e WEISSMAN, 1993). A migracdo de neutrofilos envolve
0S seguintes passos: marginacdo, rolamento, adesdo e diapedese (migracdo através do

endotélio).

Os indutores da inflamacdo desencadeam a producdo de numerosos mediadores
inflamatdrios, que por sua vez alteraram a funcionalidade de muitos tecidos e érgdos. Muitos
destes mediadores inflamatérios tém efeitos em comum na vasculatura e sobre o recrutamento
de leucocitos. Esses mediadores podem ser derivados de proteinas do plasma ou secretada por
células (MEDZHITOV, 2008). Alguns mediadores (tais como a histamina e serotonina) sdo
pré-formados e armazenada nos granulos de mastécitos, basofilos e plaquetas. Outros sdo pré-
formados e circulam como precursores inativos no plasma. Outros mediadores sao produzidos
diretamente em resposta a estimulacdo adequada por indutores da inflamacdo. As células

endoteliais ativadas podem expressar moléculas que promovem uma resposta atraves da



29

liberacdo de substancias vasoativas (PGl,) e quimioatrativas. As substancias quimioatrativas
podem ser produtos bacterianos, ou podem ainda ser liberados dos leucdcitos, como por
exemplo, leucotrieno B4 (LTB,), fator ativador de plaquetas (PAF), as quimiocinas IL-8; as
proteinas inflamatorias especifica de mondcitos (CCL-3 e CXCL2); a proteina quimioatrativa
de mongcito CCL2.

1.3 Nocicepcéao e Dor Inflamatdria

A diferenciacdo entre nocicepcao e dor deve ser considerada quando se utilizam
modelos animais nos estudos pré-clinicos. A Associacao Internacional para o Estudo da Dor
(International Association for the Study of Pain - IASP) define nocicep¢do como processos
neurais de codificacdo e processamento de estimulos nocivos enquanto que a dor é definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial (BARROT, 2012). A nocicepc¢do inclui mecanismos pelos quais estimulos nocivos
sdo detectados e codificados pelo sistema nervoso periférico. A detec¢cdo pode ser assegurada
por transdutores moleculares especificos suportados pelos neurdnios nociceptivos cujos
corpos celulares sdo agrupados nos ganglios da raiz dorsal ou trigeminal e sdo retransmitidas
via nervos do trato espinotalamico e trigeminal. Este sinal é depois transmitido por complexas
redes aferentes dentro do corno dorsal da medula espinal ou seu equivalente no tronco
cerebral. Estes nervos entdo transmitem informacGes ao cérebro para o processamento e
interpretacdo do estimulo (WEBER, 2012; TODD, 2010). Nociceptores sdo as primeiras
unidades de uma série de neurénios relacionados com dor. As terminacdes nervosas livres sdo
nociceptores periféricos, mielinizadas (fibras A) ou ndo mielinizadas (fibras C) (ZHU e LU,
2010). Geralmente, as fibras Ad possuem um diametro médio de 2-6pum, com uma velocidade
de conducdo de 12-30ms™. Em comparacdo, as fibras C que tem um didmetro pequeno,
medindo cerca de 0,4-1,2um, e sua velocidade de condugdo gira em torno de 0,5-2ms™
(HARPER e LAWSON, 1985; MILLAN, 1999). A velocidade de conducéo esta diretamente
relacionada ao diametro da fibra. Levando em consideracdo o parametro de velocidade de
condugdo das fibras Ad e C, as primeiras sdo ditas de condutibilidade répida e as segundas de
condutibilidade lenta em respostas a estimulos nocivos (JULIUS e BASBAUM, 2001). De
acordo com a resposta a diferentes estimulos, os nociceptores podem ser classificados como

mecanorreceptores de alto limiar, quimiorreceptores, receptores sensiveis a temperatura
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(calor/frio), nociceptores polimodais e nociceptores silenciosos (LEEM, WILLIS e CHUNG,
1993; ZHU e LU, 2010).

Todas as fungdes essenciais dos nociceptores dependem de canais i0nicos
(CATERINA et al., 1999; MCCLESKEY e GOLD, 1999), que sdo proteinas localizadas na
membrana da célula que seletivamente medeiam o transporte transmembranar de ions
especificos, ou moléculas. Os canais i6nicos sdo canais ativados por calor (CESARE e
MCNAUGHTON 1996; NAGY e RANG, 19994, b); ou dependentes de capsaicina (NAGY e
RANG, 1999a, b); ou de trifosfato de adenosina (ATP-dependentes) (BURNSTOCK
1996; BURNSTOCK e WOOD, 1996; HILLIGES et al., 2002); canais voltagem-dependentes
de Na* (WAXMAN et al., 1999) entre outros. Quando um estimulo nocivo é aplicado a um
nociceptor, o ion correspondente abre o0s canais 0 que induz uma corrente transmembranar e
aumento da voltagem da membrana. Quando a tensdo da membrana aumenta para o limiar,
canais de sddio especificos sdo abertos, de modo a gerar um feedback positivo resultando na
despolarizacdo da membrana, gerando eventualmente um potencial de acdo (ZHU e LU,
2010).

A sinalizacdo nociceptiva é crucial para evitar danos ao corpo e para a
sobrevivéncia. No entanto, sob circunstancias fisiopatoldgicas, esta sinalizacdo pode comecar
a deturpar a estimulacdo sensorial, causando respostas que ndo é mais benéfica para o
organismo. Esta deturpacdo pode ser parcial, neste caso, a estimulacdo dos terminais
sensoriais periféricos provocam respostas distorcidas ou exageradas causando respostas
nociceptivas a estimulos que antes normalmente ndo eram nocivos (alodinia), ou diminuindo
o limiar nociceptivo da membrana do nociceptor, fazendo com que estimulos que
normalmente precisariam ser maiores, causem respostas nociceptivas (hipernocicepcdo). Pode
haver casos em que a atividade dos nervos periféricos pode se tornar totalmente dissociada da
estimulacgdo sensorial, e neste caso, nociceptores periféricos comecam a disparar potenciais de
acao sem qualquer estimulo externo, causando resposta nociceptiva "espontanea”. Tanto
hipernocicepcao/alodinia e resposta nociceptiva espontanea podem se desenvolver sob certas
condigdes fisiopatologicas, tais como a inflamacéo, que pode persistir por meses ou anos,

como por exemplo, na artrite (LINLEY et al., 2010).

Como uma das sensacBes mais importantes, a dor tem sido estudada
extensivamente. Conforme a etiologia, a dor pode ser classificada como: dor nociceptiva, que

envolve a ativacdo ou sensibilizacdo de nociceptores periféricos; dor inflamatoria, onde
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celulas inflamatorias ou de um tumor liberam mediadores quimicos que ativam ou modificam
as propriedades de resposta de estimulo de nociceptores aferentes; e dor neuropética, que
resulta da lesdo ou anormalidades adquiridas de estruturas neurais periféricas ou centrais
(ZHU e LU, 2010). A via fisiologica da dor pode ser descrita em quatro processos. O primeiro
é a transducdo, quando um estimulo é aplicado ao tecido, 0s nociceptores que estdo
localizados nessa regido desencadeiam potenciais de acdo através da conversdo da energia a
partir de um estimulo nocivo; o segundo envolve o envio de sinais que sdo posteriormente
transmitidos na forma de potenciais de acdo de fibras nervosas através do sitio da transducédo
(periferia), para o ganglio da raiz dorsal, que entdo ativa o interneurdnio; o terceiro processo
envolve a percepcdo, onde a valorizagdo dos sinais chegam em areas especificas do cortex
cerebral, e o quarto processo envolve a modulacdo, onde estimulos inibitorios descendentes
facilitam a entrada no tronco cerebral e modula a transmissao nociceptiva da medula espinal
(ZHU e LU, 2010).

Apesar de nocicepcao e dor aparecerem intimamente ligados, a clinica também
mostrou evidéncias de que elas podem ser dissociadas uma da outra. Em pacientes, a dor €
avaliada e quantificada por expressdo verbal, o que ndo é possivel em roedores. Assim, o0 que
é comumente referido como "testes de dor" em animais sdo, na verdade testes nociceptivos, e
a medida pré-clinica de dor em si continua sendo um desafio para os pesquisadores. Quando
pertinente nocicepc¢do e dor sdo fundamentais para sobrevivéncia (LE BARS, GOZARIU e
CADDEN, 2001). Elas oferecem um sistema de alarme que tem a capacidade de iniciar uma
resposta imediata, que pode evoluir para uma melhor adaptacdo as respostas atraves de

aprendizagem associativa emocional (BARROT, 2012).

A hiperalgesia é detectada em modelos experimentais como uma diminuicdo do
limiar nociceptivo, assim chamada de hipernocicepcdo. Nas ultimas décadas desenvolveu-se
modelos experimentais para investigacdo de hipernocicepcdo inflamatdria em ratos, bem
como a utilizacdo de agentes como o zymosan, formalina, capsaicina, carragenina, e
Adjuvante Complementar de Freund (Complete Freund’s Adjuvant - CFA) entre outros, tém
sido amplamente utilizados para investigar os mecanismos subjacentes da dor inflamatdria.
(ZHOU et al., 2012). A hipernocicepgéo induzida permite relacionar a quantificagéo direta do
fendmeno inflamatorio com hipernocicep¢do (GUERRERO et al., 2013). Tendo em vista que
a dor inflamatdria resulta do aumento da excitabilidade das fibras sensoriais nociceptivas
periféricas produzido pela acdo de mediadores inflamatdrios, esses modelos ganham destaque

no meio cientifico, pois reproduzem os efeitos que se assemelham aos encontrados na clinica.
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A dor de origem inflamatéria resulta essencialmente da sensibilizacdo dos
neurbnios sensoriais primarios (FERREIRA, 1972). Existe crescente evidéncia de que, além
da sensibilizacdo periférica, a dor inflamatoria pode ser dependente de um processo que
ocorre na medula espinal, assim como no ganglio da raiz dorsal e ganglio trigeminal. Na
medula espinal, a plasticidade neuronal é modulada dinamicamente pela microglia ativada e
mediadores derivados de astrocitos, o que pode aumentar a capacidade de resposta a dor
(SOUZA et al., 2013). Os mecanismos envolvidos na sensibilizacdo dos neurdnios sensoriais
primarios podem ser divididos em dois processos. O primeiro processo inclui eventos nao
neuronais residentes que recrutam células imunes, as quais produzem uma sequéncia de
mediadores da hipernocicepgdo inflamatéria iniciados pelo fator de necrose tumoral alpha
(TNF-a). Isso provoca a liberacdo de interleucina-1 beta (IL-1B) e quimiocinas que por sua
vez estimulam a liberacdo direta de mediadores que atuam no nociceptor (VALERIO et al.,
2009). O segundo processo inclui ativagéo das vias de sinalizagéo intracelular, tais como o
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), proteina quinase A (PKA) e proteina quinase C
(PKC) (ALEY e LEVINE, 1999;. KHASAR et al.,1999). Estas vias de sinalizac¢do resultam
em fosforilacdo subsequente dos canais de sddio dependentes de voltagem (GOLD, LEVINE
e CORREA, 1998) e inibicdo dos canais de potéssio dependentes da voltagem (EVANS,
VASKO e NICOL,1999). Consequentemente, o limiar nociceptivo € reduzido, o que
finalmente leva a um aumento da excitabilidade neuronal (CUNHA TM et al., 2008b;
ZARPELON et al., 2013).

1.4 Citocinas e Mediadores Inflamatérios

As citocinas constituem um elo entre as lesdes celulares ou reconhecimento
imunoldgico e os sinais locais ou sistémicos de inflamacdo (BLACKWELL e CHRISTMAN,
1996; DINARELLO, 1984; HOPKINS, 2003). Elas sdo definidas como polipeptidios
produzidos e liberados pelas células em resposta a uma variedade de estimulos inflamatérios
tais como virus, parasitas, bactérias e seus produtos, ou em resposta a outras citocinas. Em
geral, elas sdo liberadas numa sequéncia controlada a partir de varios tipos de células e sdo
responsaveis pela producdo dos mediadores finais envolvidos na inducdo de sinais e sintomas
inflamatdrios. Elas séo transitoriamente produzidas, e, geralmente, tem uma meia-vida curta.
Estruturalmente, as citocinas possuem pesos moleculares baixos, entre 5 e 140 kD. Algumas

delas sdo glicoproteinas, sintetizadas geralmente quando moléculas precursoras de grandes
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dimensdes sdo clivados para produzir a forma ativa. Além disso, as citocinas podem atuar
sobre os receptores das mesmas células que a produzem (efeito autocrino) ou nos receptores
de outras células (efeito paracrino), e até mesmo circular e agir em tecidos distantes (efeito
hormonal) (VERRI et al., 2006). Citocinas pré-inflamatorias como o TNF-a e IL-1p sdo 0S
mediadores pro-inflamatdrios primérios. Estas citocinas iniciam a elaboracgdo e liberacéo de
outras citocinas. O TNF-a e IL-1p tém efeitos semelhantes, apesar de agirem em diferentes
receptores e diferentes vias de sinalizacdo intracelular. O TNF-a ¢ sintetizado principalmente
por macréfagos, e é expresso como uma proteina de membrana de 17 kD, a partir da qual uma
proteina de 26 kD de TNF é clivada pela TNF-convertase, uma metaloproteinase. Em
modelos animais, a administracdo intravenosa de doses elevadas de TNF-a causa hipotensao,
taquicardia, taquipnéia, acidose lactica, hemoconcentracdo, hipercalemia e hiperglicemia,
sequido por hipoglicemia (TRACEY et al., 1984). Em humanos, doses baixas de TNF-a
provoca alguns sinais e sintomas de sepse, incluindo hipotenséo, febre, fadiga e anorexia
(CHAPMAN et al., 1987). O TNF-a também aumenta a adesdo de leucodcitos, as células
endoteliais, estimula secrecdo de quimiocina, e induz a ativacdo dos neutrdfilos. IL-1B
provoca muitos dos mesmos efeitos do TNF-a quando ¢é infundido nos seres humanos, ja o
bloqueio de IL-1B ¢ TNF-a atenua a inflamagido (DINARELLO, 1997). A IL-6, outra citocina
pré-inflamatoria é secretada por mondcitos, macrofagos, neutréfilos, linfocitos T e B, células
endoteliais, células de musculo liso e fibroblastos. A IL-6 estd envolvida na ativacdo de
células B e T, na estimulacdo de células-tronco hematopoiéticas e provavelmente o mais
importante in vivo, a inducdo da fase aguda da inflamacdo. Sua libercdo é estimulada por
TNF-a, IL-1pB, lipopolissacarideo (LPS), fator de crescimento derivado de plaquetas,
interferon-y, granul6cito/macréfago, fator estimulador de colonias, prostaglandina E (PGE2) e
bradicinina. Em respostas inflamatoria, infecciosa ou auto-imune, a elevacdo dos niveis
séricos de IL-6 é mais consistente do que a elevacdo de TNF-a ou IL-1p (DINARELLO,
1997). A IL-8 pertence a um grupo de mediadores conhecido como quimiocinas por causa da
sua capacidade de recrutamento de células inflamatérias para os locais de lesdo. A IL-8 é
sintetizada por mondcitos, macrofagos, neutréfilos e células endoteliais (PARTRICK et al.,
1996). IL-4 e IL-10 sdo as citocinas anti-inflamatorias humanas, e exercem efeitos
semelhantes. Em células alvo in vitro e in vivo, a IL-4 e IL-10 inibem a sintese de TNF-a, IL-
1B, IL-6, IL-8 e fatores estimuladores de col6nias. A IL-10 é importante para proteger o
hospedeiro contra infeccdo e é sintetizada por células dendriticas, macrofagos, mastocitos,
células natural killer, eosindfilos, neutrdfilos, células B, células T CD8C e TH1, TH2, e
células T CD4C e TH17 (KIM e DEUTSCHMAN, 2000; NG et al., 2013).
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Os mediadores envolvidos na origem da dor inflamatéria também desempenham
um papel fundamental no desencadeamento de outros eventos inflamatdrios, incluindo edema
e migracdo de leucdcitos. As prostaglandinas podem ser cruciais para a formacao de edema, e
citocinas podem ser relevantes para o recrutamento de leucécitos em varios modelos de
inflamacdo (CUNHA FQ et al., 1992; FERREIRA, 1972; GRANSTEIN et al., 1986;
WANKOWICZ, MEGYERI e ISSEKUTZ, 1988; WHITE, BHANGOO e MILLER, 2005).
H& evidéncias de que estes eventos podem ocorrer independentemente um do outro. A
migracao de leucocitos pode ser essencial para 0 aumento da permeabilidade da parede dos
vasos, formagdo de exsudato e indugdo da dor por certos estimulos inflamatorios
(FERREIRA, 1972; CANETTI et al., 2001; BOMBINI et al., 2004; FORD-HUTCHINSON
et al., 1984). Demonstrou-se que hipernocicep¢do mediada por estimulos inflamatorios como
leucotrienos (LT), e fator de complemento 5 (C5a) depende da migracdo de neutréfilos
(LEVINE et al.,, 1984; LEVINE et al., 1985). Considerando que os neutrofilos ativados
produzem e liberam citocinas pro-inflamatorias, incluindo TNF-a, IL-1B, e CINC-1, e que
estas sdo essenciais para o desenvolvimento de doencas inflamatorias e hipernocicepcéo, é
aceitavel que se sugira que os neutrofilos podem ser uma importante fonte de citocinas
hipernociceptivas ou, alternativamente, de mediadores hipernociceptivos de acao direta, como
PGs (CUNHA TM et al., 2005; CUNHA TM et al., 2008b).

1.5 Artrite Induzida por Zymosan

Zymosan € um polissacarideo proveniente da parede do fungo Saccharomyces
cerevisiae, uma substancia capaz de ativar macrdfagos e induzir a liberacdo de mediadores
inflamatdrios, largamente empregada em estudos farmacol6gicos. O zymosan tem sido
bastante empregado em estudos de inducdo ao choque nédo séptico, por seus efeitos sistémicos
importantes, quando inoculado por via parenteral ou via peritoneal, diferentemente do tipo de
reacdo inflamatoria induzida no ambiente intra-articular. Também a propriedade de induzir
inflamacgé&o quando injetado na articulacdo de ratos, camundongos e coelhos, com subaguda e
persistente proliferacdo da sindvia e degradacdo da cartilagem, reproduzindo a maioria dos
achados da artrite reumatoide (KEYSTONE et al., 1977; GADO e GLIGER, 1991; GEGOUT
etal., 1995; ROCHA et al., 1999).

O zymosan é reconhecido por macréfagos a partir do receptor dectina-1, tais
receptores sdo expressos predominantemente em mondcitos, macréfagos, neutrofilos, células

dendriticas e uma menor populacdo de células T do baco (WILLMENT, 2003). Apés o
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reconhecimento do zymosan por macréfagos, este polissacarideo interage com o receptor toll-
like (TLR2), presente na superficie das células. Em seguida ocorre ativacdo do fator NF-«B,
producdo de citocinas inflamatorias, bem como a expressdo de moléculas co-estimulatérias
(TAYLON et al., 2002).

Estudos demonstraram que o zymosan, administrado por via intra-articular em
ratos, induz periartrite com um pico de hipernocicepgéo entre a 3% e 42 horas, com aumento
significativo na permeabilidade vascular a partir da 3?2 hora levando ao edema local. Ja na 3?
hora apds o zymosan ha um influxo celular significativo que ¢ maximo na 62 hora. Como
resultado da artrite induzida por zymosan ocorre alteracdo da marcha dos animais, que foi
designada de incapacitacdo articular (IA). Apds a injecdo do zymosan, 0s animais
desenvolvem progressiva IA que se inicia na segunda hora e € maxima entre a 32 e 42 horas de
inflamacdo (ROCHA et al., 1999; ROCHA et al., 2004). A fase aguda da artrite induzida por
zymosan é caracterizada por aumento da permeabilidade vascular, edema e influxo celular
inflamatorio para a cavidade articular. Na fase crénica da artrite induzida por zymosan, ocorre
degradacdo da cartilagem articular e do osso subcondral (GEGOUT et al., 1994). Além de
produzir reacdo inflamatoria intensa, caracterizada por extensa sinovite, com migracdo de
celulas inflamatérias de fase aguda e cronificagdo com proliferacdo linfomonocitaria
(GEGOUT et al., 1994; ROCHA et al., 1999), a artrite induzida por zymosan também produz
hipernocicepgdo (ROCHA et al., 1999).

1.6 Plantas Medicinais

O uso de produtos naturais iniciou-se ha milhares de anos por populacdes de
varios paises com o intuito de tratar diversas patologias. Embora algumas das propriedades
terapéuticas atribuidas as plantas tém provado serem erradas, tendo em vista que a terapia
com plantas baseia-se apenas nos resultados empiricos de centenas e milhares de anos e nao
apresentando evidencias cientificas que comprovem suas propriedades terapeuticas (GURIB-
FAKIM, 2006).

As plantas medicinais ttm um importante papel na satde mundial. Apesar dos
grandes avangos observados na medicina moderna, elas continuam sendo muito utilizadas
(SOUSA et al., 2008). Plantas formaram a base de sofisticados sistemas da medicina
tradicional e ainda continua fornecendo a humanidade novos farmacos. Os primeiros registros
sobre o uso plantas medicinais sdo datados de cerca de 2.900 aC e foram escritos em tabuas

de argila em escrita cuneiforme na Mesopotdmia. O documento trata sobre o uso de
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aproximadamente mil substancias derivadas de plantas. Dentre elas, estdo os 6leos de espécies
de Cedrus (cedro) e Cupressus sempervirens (cipreste-italiano), Glycyrrhiza glabra (alcaguz),
espéecies de Commiphora (mirra) e Papaver somniferum (sumo de papoula), os quais ainda
hoje sdo usados para o tratamento de doencas que vdo desde tosse e constipaces, infeccdes
parasitarias e inflamacdo (GURIB-FAKIM, 2006; CRAGG e NEWMAN, 2013). A Medicina
egipcia data de cerca de 2.900 aC, mas o registro mais conhecido é o "Papiro de Ebers" que
data de 1.500 aC, documentando mais de 700 drogas, principalmente de origem vegetal. A
Medicina chinesa tem sido extensivamente documentada ao longo dos séculos, sendo o
primeiro registro datado de cerca de 1.100 aC, e ao longo da histdria véarios estudos
documentaram centenas de substancias ativas derivadas de plantas (CRAGG e NEWMAN,
2013).

Cerca de 25% a 50% de todas os farmacos avaliados como agentes terapéuticos
em uso clinico em todo o mundo sdo derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005;
GURIB-FAKIM, 2006; SOUSA et al., 2008). A medicina tradicional é usada em todas as
partes do mundo e tem uma grande importancia econémica, principalmente pelo uso de
plantas medicinais que tém uma posicdo respeitavel, especialmente em paises em
desenvolvimento onde o servico de saide moderno é limitado e representa um tratamento
pouco acessivel (AGRA, FREITAS e BARBOSA FILHO, 2007). Fato confirmado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que de acordo com o relato de Dezembro de 2008,
estima que 65% da populacdo mundial incorporam o uso de plantas da medicina tradicional
aos cuidados médicos e que 80% da populacdo de alguns paises da Asia e Africa dependem
da medicina tradicional como parte dos cuidados de salde primarios, devido ao
desenvolvimento econémico e restricbes geograficas (KADIR, YAAKOB e ZULKIFLI,
2012). Cerca de metade das espécies de plantas do mundo vivem nas florestas tropicais e
representam um vasto reservatério de espécies com potencial para o desnvolvimento de
farmacos. Elas fornecem compostos quimicos de produtos naturais com inestimavel potencial
para o desenvolvimento de novos farmacos. O potencial para encontrar mais compostos é
enorme quanto apenas cerca de 1% das espécies tropicais tém sido estudadas quanto a seu
potencial farmacéutico (GURIB-FAKIM, 2006).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia de plantas medicinais
contribuem de forma relevante para a divulgagdo das virtudes terapéuticas dos vegetais
prescritos, com frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus

constituintes quimicos conhecidos. Dessa maneira, usuarios de plantas medicinais do mundo
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inteiro mantém viva essa pratica, tornando validas informacGes terapéuticas que foram sendo
acumuladas durante séculos e que, de maneira direta, a cultura popular do uso de plantas
medicinais desperta o interesse de pesquisadores em estudos envolvendo areas
multidisciplinares, como a Botanica e a Farmacologia (VEIGA JUNIOR, PINTO e MACIEL,
2005). Segundo Branddo e colaboradores (2009) os paises latino-americanos sao ricos em
espécies medicinais devido a diversidade vegetal vasta e rica tradicdo da utilizagdo de
vegetais praticada por esses povos durante seculos. No Brasil, no entanto, a mistura intensa de
culturas conduziu a uma introducdo de espécies nativas de outros continentes. A cultura
indigena foi a responsavel pela disseminacdo do uso de plantas medicinais no pais, pois, este €
rico em sua biodiversidade, cujo territorio possui cinco principais biomas: floresta amazénica,
cerrado, mata atlantica, pantanal e savana; figurando como uma rica fonte de produtos
terapéuticos (SOUSA et al., 2008). Especificamente no Nordeste do Brasil, a diversidade de
espécies, aliada a precéria assisténcia a salde de grande parte da populacdo, torna o uso de
plantas medicinais uma pratica cada vez mais comum para O tratamento de vérias
enfermidades. As substancias biologicamente ativas, presentes nos extratos ou Oleos de
diferentes partes dessas plantas, sdo retiradas através de chas e utilizadas na medicina popular
contra os mais diversos males (MAIA, 2007). Agra e colaboradores (2008) realizaram um
levantamento das plantas medicinais usadas na regido Nordeste do Brasil, onde foi obtido um
total de 650 espécies e 407 géneros pertencentes a 111 familias. Destes, cerca de 126
espécies, referidas por seus usos medicinais, sao exdticas e cultivadas na regido. No entanto,
concluiu-se que a maioria das espécies relatadas ndo tem sido estudada em relagcdo aos seus
constituintes quimicos e/ou atividades bioldgicas. E ressaltada, a importancia de se investigar
essas espécies que ndo tem sido objeto de estudos farmacolégicos e quimicos, embora sua
utilizacdo popular tenha sido relatada. A procura de medicamentos a base de plantas é
crescente a medida que sdo geralmente considerados seguros, nao téxicos e menos

prejudiciais do que os farméacos sintéticos.

Diversas misturas de ervas tém sido testadas em ensaios clinicos com resultados
positivos para pacientes com AR. Destas preparacdes, apenas um estudo (ERNST, 1999), foi
submetido a ensaios clinicos replicados independentemente. A totalidade desta evidéncia
mostra um efeito positivo sobre a dor da AR (ERNST, 2008). Produtos derivados de plantas
ainda sdo uma parte importante do tradicional sistema de salde nos paises em

desenvolvimento. Nos ultimos anos tem-se havido um ressurgimento de interesse em plantas
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medicinais em todos 0s paises como fontes alternativas de fa&rmacos para doengas intrataveis,
tais como AR (WANG et al., 2011).

1.7 Caryocar coriaceum Wittm (Pequi)

1.7.1 Descricdo e Localizacdo

O pequizeiro (Caryocar coriaceum Wittm) oleaginosa da familia Caryocaraceae,
estd localizado na regido do Cariri. Essa regido fica situada ao sul do estado do Ceara. Sua
geografia € marcada por um extenso planalto com 160 km de comprimento em seu eixo
principal (leste-oeste) e cerca de 50 km de largura na dire¢do norte-sul, este planalto recebe o
nome de Chapada do Araripe (Figura 1). A chapada abriga uma floresta nacional (1946), uma
area de protecdo ambiental (1997) e um geoparque (2006). Localiza-se entre os limites dos
Estados do Ceard, Piaui e Pernambuco. No Ceard abrange 15 municipios (Missdo Velha,
Abaiara, Brejo Santo, Porteiras, Jardim, Jati, Penaforte, Barbalha, Crato, Nova Olinda,
Santana do Cariri, Araripe, Potengi, Campos Sales e Salitre). A chapada é reconhecida
internacionalmente como um dos mais completos e ricos depdsitos de fdosseis do planeta.
Plantas, sementes, frutos, insetos, anfibios, répteis e dinossauros. Tudo esta ali, gravado na
rocha ha centenas de milhGes de anos, constituindo o mais expressivo e raro patriménio
paleontologico do pais. A vegetacdo € bastante diversificada, variando de acordo com as
condicdes climaticas da regido, predominando uma formacao florestal do bioma cerrado que
apresenta um tipo denso de vegetacdo (PROGRAMA PARQUE VIVO, 2013; REBOUCAS,
2013).
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FIGURA 1: Chapada do Araripe.
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apa3b.gif>;<http://cariricult.blogspot.com/2009 02 01 archive.html>.

Caryocaraceae é uma pequena familia botanica, amplamente distribuida na
América Central e do Sul, composto por 25 espécies, distribuidas em dois géneros, Caryocar
e Anthodiscus. As plantas do género Caryocar sdo muito bem estudadas especialmente
porqgue elas sdo boas fontes de 6leos e madeira, este Gltimo sendo de boa qualidade, devido a
sua resisténcia a umidade e aos ataques de insetos (ASCARI, et al., 2011). O género
Caryocar apresenta dezesseis espécies, algumas das que possuem potencial econémico uma
vez que o seu fruto, chamado pequi, é frequentemente utilizado como uma fonte de dleo
comestivel. Dentre as espécies do género Caryocar, destacam-se no Brasil as espécies: C.
brasiliense, C. villosum, C. coriaceum, C. cuneatum e C. glabrum. Ocorrendo em quase todos
0s agroecossistemas do pais e tem seus frutos, de cheiro e sabor peculiares, bastante apreciado
na culinaria regional pela populagdo nas regides Centro-Oeste, Norte e parte do Nordeste
(PAULA-JUNIOR, 2004). Entre as espécies de Caryocar, o Caryocar brasiliense é de longe a
espécie mais estudada, o que auxiliam na compreensdo das caracteristicas e propriedades de
C. coriaceum, em virtude da proximidade genética entre essas duas espécies (OLIVEIRA et
al., 2007). O pequi € usado como alimento e remédio (antiinflamatorio e cicatrizante), o qual

gera renda e substrato nutricional para as popula¢fes de baixa renda da regido, de onde é
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extraido o 6leo da sua polpa e comercializados nas feiras publicas das cidades da regido do
Cariri (MATOS, 2007).

O fruto do pequizeiro é conhecido pelos homes populares de pequi, piqui, pequia,
piqui-brabo, piqui da serra, piqui do arisco ou pequi do Nordeste, & uma espécie arborea,
perene nativa, explorada de forma extrativista. A palavra pequi ou piqui vem do tupi-guarani
e significa (py-qui, py = pele, casca; qui = espinho; “fruto de pele com espinho), fazendo,
dessa forma, uma alusdo aos varios espinhos formadores de uma camada protetora sobre a
semente (SILVA e MEDEIROS-FILHO, 2006). Na parte mais setentrional do Nordeste
brasileiro é encontrada a espécie Caryocar coriaceum Wittm, que possui um fruto de polpa
oleaginosa, que exerce importante papel sdcio-econémico na Chapada do Araripe e
circunvizinhangas nos Estados do Ceard, Pernambuco e Piaui (OLIVEIRA et al., 2007,
VERA et al, 2007).

O pequizeiro possui habito arbéreo, podendo atingir de 12 a 15 metros de altura e
tronco com até 2 metros de circunferéncia, revestido de casca escura, grossa e sulcada, galhos
grossos, compridos e inclinados, e uma copa longa (Figura 2). Tem folhas simples opostas,
ternadas, com foliolos ovais, glabros (sem pelos), verde, de aspecto coredceo. As flores sdo
grandes com coloragdo amarelo intenso, com estames vermelhos grandes e estdo reunidas em
cachos terminais. O fruto é drupaceo, globoso, de consisténcia carnosa, com epicarpo de
coloracdo verde escura, medindo cerca de 0,1 cm de espessura (Figura 3). A germinacao do
C. coriaceum pode ser classificada como lenta, com tempo médio maior que 10 dias bem
como a embebicdo de &gua pelas sementes, também lenta, podendo estar relacionada a
natureza lipidica das mesmas. Por outro lado, a dorméncia é longa, fato atribuido a
imaturidade embrionaria ou aos inibidores de germinacao presentes. Os periodos de floracao e
de frutificagdo possuem comportamento sazonal, com a floragéo ocorrendo entre 0s meses de
setembro e novembro e a frutificacdo entre os meses de dezembro e abril. (SILVA e
MEDEIROS FILHO, 2006).



FIGURA 2: Pequizeiro (Caryocar coriaceum Wittm). Localizado na Chapada
Araripe.

Fonte: <http://lugaresquever.com/s?as=foto&fp=17901310>
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FIGURA 3: Aspecto das folhas, frutos e flor do Caryocar coriaceum Wittm.

Fonte: APA Chapada do Araripe.
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A polpa e a améndoa, porcoes oleaginosas comestiveis do fruto, sdo altamente
nutritivas, por seu sabor caracteristico e por ser fonte de lipidios e vitaminas antioxidantes,
sdo bastante aproveitadas como alimento. A principal utilizacdo do fruto € o consumo direto
do “caroco” em forma de “pequizada”, em cozidos de carne bovina e frango, no feijao e arroz
e na preparacdo de molhos e temperos, e substituindo outras fontes de lipidios. (OLIVEIRA et
al., 2007; SILVA e MEDEIROS-FILHO, 2006). Devido ao preco acessivel, o pequi constitui
um precioso recurso alimentar para a populacédo de baixa renda. Além de ser utilizado como
alimento, o pequi também é aproveitado para a producdo de 6leo, que é produzido de forma
artesanal. A extracéo é feita através de fervura intensa do fruto sem casca em uma panela de
ferro com &gua, por algumas horas, até obter um sobrenadante gorduroso. Retira-se a parte
oleosa que, aos poucos, sobe a tona da agua, obtendo-se dessa forma o 6éleo de pequi. O 6leo é
negociado nas feiras e casas de comércios da regido, sendo adquirido geralmente para fins
medicinais (MATOS, 2007; AUGUSTO e GOES, 2007; FIGUEIREDO et al., 1989).

1.7.2 Indicacdes Terapeuticas

O conhecimento popular atribui ao éleo de pequi grande aplicabilidade medicinal.
Principalmente no tratamento de gripes e infecgdes bronco-pulmonares (administrado isolado
ou adicionado ao mel de abelha), inflamagcdes e dores da garganta, bronquite, tosse,
coqueluche, asma, inflamacbes da pele, Ulceras externas, uso topico para curativos de
ferimentos, cicatrizacdo, na forma de compressas e massagens nos casos de dores musculares,
reumatismo, contusdes e em tratamentos fisioterapeuticos (FRANCO e BARROS, 2006;
SILVA e MEDEIROS-FILHO, 2006; OLIVEIRA et al., 2007; AGRA et al., 2007; MATOS,
2007; SANTOS, 2007); é usado para tratamento de queimadura, como afrodisiaco,
fortificante e estimulante da producdo de bilis (SANTOS et al., 2004). O dleo também tem
aplicabilidade veterinaria, sendo usado em cortes, contusdes, pisaduras e inchacos de animais
(BRAGA, 1960; LIMA, 1996).

Além da polpa do fruto, as folhas e flores do pequizeiro também séo utilizadas, na
forma de decocto como energético, fortificante, em combate a gripes, resfriados, disfungdes
menstruais, contra doencas hepaticas e utilizado como afrodisiaco (AGRA et al., 2007). As
cascas da arvore e dos frutos sdo utilizadas em infusées como antifebris e diuréticos (SILVA e
MEDEIROS-FILHO, 2006). Porem, os estudos experimentais que comprovem tais agoes
ainda encontram-se incipiente. Essas aplicagdes populares citadas acima sdo observadas em

trabalhos de etnoboténica e etnofarmacologia abordando o dleo obtido do fruto de outras
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espécies do género Caryocar, como o C. brasiliense. Os estudos etnobotanicos ainda apontam
0 uso do 6leo de C.brasiliense contra tumores (AGRA et al., 2007; RODRIGUES e
CARVALHO, 2001; GUARIM-NETO e MORAIS, 2003; SOUZA e FELFILI, 2006).

1.7.3 Atividades Bioldgicas do Caryocar coriaceum Wittm.

Muitos estudos foram realizados com o objetivo de identificar possiveis atividades
biolégicas do género Caryocar, a partir de observacdes etnobotanicas e estudos
farmacologicos. Por sua localizacdo geografica e dessa forma estando mais acessivel a
grandes centros de pesquisa brasileiros, o C. brasiliense é a espécie mais estudada
(SARAIVA, 2009).

Ensaios pré-clinicos do o6leo fixo da polpa e da semente de C. coriaceum Wittm
realizados por Saraiva et al. (2010), apontaram atividade anti-inflamatoria significativa com
resultado melhor para o 6leo fixo da polpa, onde os pesquisadores testaram o 6leo fixo do
pequi (C. coriaceum Wittm) no modelo de inducdo de edema mediado por agentes flogisticos,
e verificaram que sua acdo pode estar ligada a inibicdo de COX e LOX ou receptores de
prostaglandinas e/ou & producdo de 44icosandides anti-inflamatérios. Os efeitos
gastroprotetores do 6leo da polpa de C. coriaceum Wittm, avaliados em modelos de Ulcera
gastrica induzida por etanol em camundongos, nas doses de 200 e 400 mg/kg demonstraram
inibicdo da lesdo em 60,5% e 57,0%, respectivamente (LEITE et al., 2009). Em modelo de
Ulcera induzida por etanol e &cido acetil salicilico, o 6leo mostrou inibicéo das lesdes gastricas
em 69,3% e 50,5%, nas concentracGes de 200 e 400 mg/kg. O efeito gastroprotetor do 6leo de
C. coriaceum Wittm ocorre, em partes, através de mecanismos que envolvem a,-receptores,
prostaglandinas enddgenas, oxido nitrico (NO) e canais de potéassio ATP dependentes (K*atp).
O pré-tratamento dos camundongos com indometacina suprimiu esse efeito. No mesmo
estudo o Gleo apresentou ainda atividade cicatrizante em modelo de ferida cutanea aberta por
incisdo, evidenciada pela regressdo da area da ferida quando comparada ao grupo controle. Do
ponto de vista histolégico, no grupo tratado com 6leo do C. Coriaceum Wittm foi marcada
por quantidade aumentada de fibroblastos, colageno e neoangiogénese (QUIRINO et al.,
2009). O efeito cicatrizante do 6leo fixo das sementes de Caryocar coriaceum Wittm., foi
avaliando ainda por Oliveira (2009), onde o autor evidenciou uma inibi¢do da inflamagéo
topica e aceleracdo do processo de cicatrizacdo cutanea, mostrando potencial terapéutico

sobre o sistema imune da pele. Ja o 6leo da polpa do fruto apresentou influéncia positiva na
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cicatrizacdo de feridas cutdneas experimental em ratos, por promover reacdo inflamatoria
menos intensa e fechamento mais rapido das feridas em relagdo ao grupo controle (BATISTA,
etal., 2010).

1.7.4 Composicéo do Oleo de Pequi (OPCC)

Os Gleos e as gorduras tém um papel importante, usados com fins farmacoldgicos,
industriais e nutricionais. H& um crescente interesse nas caracteristicas de lipidios de dleos
vegetais, pois eles parecem ser uma interessante fonte de componentes bioativos e nutrientes
funcionais, tais como vitaminas e acidos graxos insaturados essenciais, com propriedades
quimicas Unicas e com beneficios para a satde. Os relatérios tém descrito diversas atividades
farmacoldgicas interessantes dos Oleos fixos, incluindo acdo antimutagénica, anti-
inflamatdria, anti-viral, antioxidante e antimicrobiana, obtidos a partir de plantas e ervas
usadas na medicina popular (ROSA et al., 2012). Os dleos fixos e gorduras diferem apenas no
ponto de fusdo; os que em temperatura ambiente, sdo liquidos recebem o nome de 6leos fixos.
Quimicamente os 6leos fixos sdo compostos predominantemente por triacilglicerdis, que tém
acidos graxos diferentes ou idénticos, esterificados nas trés posicdes hidroxila da molécula de
glicerol. O nome &cido graxo designa qualquer um dos acidos monocarboxilicos alifaticos que
podem ser liberados por hidrdlise de gorduras e dleos naturais. Os principais &cidos graxos
podem ser saturados ou insaturados, com uma cadeia de carbono ndo ramificada de nimero
par. Os acidos graxos saturados (laurico, miristico, palmitico e estearico) e os insaturados
(oléico, linoléico e linolénico), juntos, perfazem quase toda a quantidade de éleos fixos e
gorduras existentes no comércio. A maioria dos 6leos fixos € obtida a partir de sementes,
casca do caule e polpa de frutos de vegetais (MORETTO e FETT, 1998; SIMOES et al.,
2007; MOYNA e HEINZEN, 2007).

A composicao quimica do 6leo da polpa do pequi obtido de duas formas, artesanal
e em laboratorio (com solvente organico hexano) identificou em ambos a presenca de acidos
graxos mono e poli-insaturados: acido oleico, palmitico, estearico e linoleico. O acido oleico
foi a substancia majoritaria encontrada num percentual em torno de 54%, ndo havendo
diferengas significativas entre os percentuais de cada substancia no 6leo obtido das duas
formas (FIGUEIREDO et al., 1989). Nos estudos realizado por Oliveira et al., (2010), foram
avaliadas as caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e a composi¢cdo mineral da polpa e

améndoa do C. coriaceum Wittm. e os resultados demonstram a importancia nutricional,
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principalmente de sua améndoa, pelo elevado percentual de lipidios, proteinas, zinco, cobre e
fésforo, onde a maior variabilidade foi exibida pelo cobre (142,5%) na polpa e o sddio
(84,7%) na améndoa, enquanto a menor foi observada para os teores de potassio e fésforo na
polpa e Magnésio e potassio na améndoa. Em estudos posteriores o Oleo de pequi (C.
coriaceum Wittm) apresentou um teor elevado de &cidos graxos insaturados (64,9%). No
entanto, os acidos oleico e palmitico apresentaram-se como componentes majoritarios. Acido
palmitoleico (0,27%), acido estearico (1,73%), acido linoléico (1,80%), &cido heptadecenoico
(5,86%) e acido 11-eicosenoico (0,37%) (SARAIVA et al., 2011; COSTA et al., 2011).
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1.8 Justificativa

A artrite € uma patologia articular caracterizada por inflamag&o sinovial crénica.
Ela acomete a populacdo em nivel mundial e causa grandes prejuizos socioecondmicos,
porém sua etiologia ainda permanece desconhecida. No entanto, dados da literatura mostram
que fatores ambientais, genéticos e infecciosos podem desencadear o aparecimento dessa
doencga. O tratamento gera muitos gastos, devido ao alto custo dos medicamentos. E 0 uso de
produtos naturais vem sendo utilizado como forma alternativa ao tratamento convencional da
artrite. O uso de produtos naturais ganha destaque, tendo em vista serem de facil acesso e pela
larga utilizacdo na medicina popular. O uso de plantas medicinais tem sido amplamente
relatado ao longo do tempo. E de interesse da medicina o estudo de substancias isoladas de
plantas, por apresentarem grande potencial no mercado.

O dleo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum Wittm), apesar de seu grande uso
na medicina popular e de ja haver descricdo de sua atividade anti-inflamatéria topica e
gastroprotetora, ainda ndo ha relatos na literatura da investigacdo de atividade anti-
inflamatoria sistémica e antinociceptiva em modelos animais que simule achados clinicos.
Sabendo-se que sua atividade gastroprotetora, como citado acima, tem a participacéo de NO e
K+ATP e que essa via também esta bem descrita como uma via analgésica periférica,
acreditamos que seria valido a investigacdo do efeito anti-inflamatério, bem como
antinociceptivo, tendo em vista que a dor é o principal fator de incapacidade em pacientes
com artrite levando a perda da funcionalidade.

A utilizacdo de extratos e/ou substancias isoladas de plantas medicinais torna-se
necessario, pois seu estudo e comprovacdo de sua eficacia podem levar a descoberta de novos
farmacos acessiveis e que causem menos efeitos colaterais, podendo determinar melhoria da
qualidade de vida em doencas cronicas como a AR ou a propria sobrevivéncia do paciente
afetado. Socialmente, a descoberta de fontes naturais e locais de compostos farmacoldgicos e
o desenvolvimento de fitoterapicos de fabricacdo local podem ter consequéncias econémicas
significativas, além de possibilitar desenvolvimento cientifico regional e ainda com a
comprovacao dessas atividades, incentivar a conservacao dessa planta de grande importancia

comercial e cientifica.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Geral
Investigar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do éleo da polpa de

pequi (Caryocar coriaceum Wittm) na artrite induzida por zymosan em ratos.

2.2 Especificos

» Estudar o efeito do 6leo da polpa do pequi (Caryocar coriaceum Wittm) sobre a

incapacitacdo articular na artrite induzida por zymosan;

» Estudar o efeito do 6leo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum Wittm) sobre a

migracdo celular na artrite induzida por zymosan;

» Avaliar o efeito do 6leo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum Wittm) sobre a

liberacdo de mediadores inflamatorios (citocinas) na artrite induzida por zymosan;

» Averiguar a imunoexpressdo de TNF-a e COX-2 em tecido sivovial na artrite induzida

por zymosan;

» Auvaliar o efeito do 6leo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum Wittm) sobre o

edema na artrite induzida por zymosan;

» Estudar o efeito antinociceptivo do 6leo da polpa de pequi (Caryocar coriaceum
Wittm) no modelo de hipernocicepcéao plantar induzida por carragenina ou PGE2.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 Material Botanico

O material botanico utilizado para o estudo foram os frutos do pequizeiro
(Caryocar coriaceum Wittm). Para obtencao do 6leo foi utilizado a polpa dos frutos da planta,
coletados numa area de cerrado da Chapada do Araripe (Fazenda Barreiro Grande, Crato-CE,
7°21°53,1” S; 39°28°42,6” W; altitude: 892 m), adquiridos no més de janeiro de 2009 através
de moradores locais. A exsicata (Figura 4) do Caryocar coriaceum Wittm encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara - UFC, sob o

numero 44523, tendo sido identificada pela Profa. Dra. Ligia Queiroz Matias.

Figura 4: Exsicata do pequizeiro (Caryocar coriaceum Wittm).

Fonte: SARAIVA 20009.
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3.2 Obtencéo do Oleo Fixo de Pequi (Caryocar coriaceum Wittm)

A extracdo do Oleo do pequi foi realizada pelo Prof. Dr. Irwin Alencar do
Departamento de Quimica Bioldgica, Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular da
Universidade Regional do Cariri (URCA). A polpa in natura dos frutos de pequi foram
retirada manualmente com auxilio de uma faca, separando o mesocarpo interno do endocarpo
que é a porcdo resistente do fruto, onde encontram-se espinhos e améndoa. A polpa obtida
(104,14 g) foi colocada num extrator de Soxhlet em contato com solvente acetato de etila por
3 horas (método de extracdo a quente). Ao final do processo, obteve-se uma solugdo (6leo +
acetato de etila). Posteriormente, a solucdo foi submetida a rota-evaporacéo (rota-evaporador
Fisatom), seguido de aquecimento em banho-maria com temperatura controlada (70 £ 2°C),
objetivando retirar 0 acetato de etila residual e evitar a decomposicdo de substancias
termossensiveis do dleo. O 6leo demonstrou rendimento de 5,17%.

3.3 Analise Quimica da Composicéo do Oleo de Pequi

Utilizou-se a analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) para analise quimica. O 6leo de pequi (OPCC) apresentou um teor elevado de
acidos graxos insaturados (64,9%). Os acidos oleico e palmitico apresentaram-se como
componentes majoritarios. Acido palmitoleico (0,27%), acido estearico (1,73%), &cido
linoléico (1,80%), &cido heptadecenoico (5,86%) e acido 11-eicosenoico (0,37%), também
foram encontrados (Tabela 1) (COSTA et al., 2011; SARAIVA et al., 2011).



53

TABELA 1: Acidos graxos identificados no 6leo da polpa do fruto do pequi.

ACIDO GRAXO ESQUELETO CARBONICO* PERCENTUAL (%)
Acido palmitoleico 16:1(A9) 0,27

Acido palmitico 16:0 34,18

Acido linoleico 18:2(As,12) 1,80

Acido oleico 18:1(Ao) 55,79

Acido estearico 18:0 1,73

Acido heptadecenoico 17:1(As) 5,86

Acido 11-eicosenoico 20:1(A11) 0,37

3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 180 e 200g, provenientes
Biotério Central e do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFC. Foram utilizados 6 animais por grupo experimental, os quais foram mantidos em
gaiolas, em uma sala especial sob condi¢cdes de temperatura e ciclo claro/escuro controlados,
sendo oferecido racdo e agua Ad libitum, e permaneceram nas mesmas condi¢fes durante 0s
dias de administragcdo do OPCC, bem como no dia do experimento.

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com os principios éticos
na experimentacao animal, adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo
Animal (CONCEA). O projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) da UFC, sob o protocolo nimero 83/11.

3.5 Protocolos Experimentais

O 6leo da polpa do fruto do pequi (OPCC) foi administrado em doses variando de
100 a 400mg/kg, 45 minutos antes da artrite induzida por zymosan (AlZy) ou durante 7 dias
consecutivos, sempre no mesmo horario, por via oral (gavagem). Essas doses foram
escolhidas tendo em vista que no estudo realizado por Quirino (2009), ndo foi observado
morte ou qualquer outro sinal de toxicidade nos animais tratados com uma dose de
2.000mg/kg do OPCC. A sobrevivéncia de 100% dos animais em doses de 2.000mg/kg indica

que este 6leo pode ser considerado, segundo a classificacdo da Unido Europeia, como
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“toxicidade ndo definida” que por analogia, a sua DL50 por via oral é superior a este valor
(QUIRINO, 2009).

Os ratos foram distribuidos em 6 grupos, cada grupo composto de 6 animais, onde
cada grupo experimental foi induzida a inflamacédo articular (com excecdo do grupo naive),
No grupo controle foi administrado agua aos animais. Em trés grupos foram administradas, 45
minutos antes da AlZy ou durante 7 dias consecutivos, solu¢des do OPCC nas doses de 100,
200 e 400mg/kg. E outro grupo foi tratado com o farmaco padrdo (dexametasona,
indometacina ou dipirona) em cada teste experimental, apenas no dia do experimento. O
OPCC foidiluido da seguinte forma, primeiro em um abalanca pesa-se 0 6leo em um tubo
falco e em seguida é adicionado Tween 80, posteriormete é adicionado solucdo salina e

procedesse a diluicdo para as doses de 400, 200 e 100mg/Kg.

Os grupos foram divididos em subgrupos experimentais para a avaliacdo de
pardmetros como: Incapacitagdo articular, e em seguida os animais foram eutanasiados sob
anestesia com tribromoetanol (50mg/kg) para coleta do liquido e tecido sinoviais para
avaliacdo de recrutamento leucocitario, atividade de mieloperoxidase (MPO), liberacdo de
citocinas e reagdo de imunohistoquimica. Também foram divididos subgrupos para avaliacdo
dos parédmetros: Formacao de edema; AlteracOes da permeabilidade vascular; e hiperalgesia

mecanica plantar induzida por carragenina ou PGE2.

3.6 Inducéo da Artrite por Zymosan em Joelho de Rato

Ratos Wistar machos, foram submetidos a inducdo de artrite através da injecdo
intra-articular (i.a.), no joelho posterior direito, de zymosan dissolvido em solucéo salina
estéril (Lmg/animal; 50 ul). Apds 4 horas da artrite induzida por zymosan, os animais foram

anestesiados com hidrato de cloral 10% (0,1 ml/30g, i.p.) e eutanasiados.

3.7 Analise da Incapacitacdo Articular (hipernocicep¢ao)

A avaliacdo da hipernocicepcdo foi realizada através do Teste de Incapacitagao
Articular em ratos. O modelo foi descrito anteriormente por TONUSSI e FERREIRA (1992),
posteriormente modificado (MAGALHAES et al, 1997, VIANA et al. 1998; ROCHA et al.,

1999) e adaptado para o0 nosso laboratério. Os ratos foram postos para deambular
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forgcadamente em um carrossel de piso metalico (cilindro de aluminio, 30 cm de didmetro x 50
cm de largura, coberto por uma tela de aluminio nas mesmas proporg¢des), giratério, com
capacidade para 3 animais. A velocidade utilizada foi de 3 rotagdes por minuto (rpm) durante
1 min. As patas traseiras foram calcadas com sapatilhas metalicas especialmente desenhadas,
onde a sapatilha da pata direita correspondente ao joelho injetado foi conectada a porta de
dados de um microcomputador, no qual estava instalado um programa de aquisi¢do de dados
(IA — incapacimetro articular V1.0). Ao tocar com a sapatilha no piso metalico fecha-se um
circuito e ao final de 1 minuto o computador registra o tempo de suspensdo da pata (TSP), isto
é, 0 tempo que o animal permaneceu com a pata levantada sem encostar no piso. O TSP foi
medido antes da injecdo do estimulo (tempo zero) e de hora em hora até a 4 hora. Dessa
forma, um aumento do TSP indica nocicepc¢ao (incapacitacdo articular), isto €, a incapacidade
do animal deambular normalmente sobre o carrossel (Figura 5). Vale ressaltar, que 24 horas
antes da realizacdo do ensaio o animais foram treinados, permitindo-se um periodo de

deambulacéo e adaptagdo ao ambiente.
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Figura 5: llustragdo da artrite induzida por zymosan (teste de incapacitagdo articular em
joelho de rato)

1 min de
deambulagao

Tempo de Suspensio
de Pata (sugundos)

£
u s -
~nd
¥R

o

"’

Sapatitha

Zymosan
(intra-articular)

45 min
ou
7 dias

-,y Pré-tratamento com OPCC

(100, 200 ou 400mg/kg, v.0.) ou
“  Dexametasona (4mg/kg, s.c.) Tonussi e Ferreira, 1992

antes do Zymosan Rocha et al., 1999

3.8 Coleta do Lavado Articular

Apds a eutanasia dos animais, a pele e os ligamentos articulares do joelho injetado
foram removidos e procedeu-se a lavagem da cavidade articular fazendo-se duas injecdes
seguidas por aspiracdo de 200uL de EDTA 10mM em PBS através da membrana sinovial
recolhendo-se o exsudato articular. As amostras foram colocadas em tubos eppendorff e
mantidas em banho de gelo. Em seguida foram coletas aliquotas para analise do influxo
celular (contagem total e diferencial de leucdcitos); dosagem de mieloperoxidase (MPO) e

dosagem de citocinas.
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3.9 Contagem Total de Leucdcitos

A contagem do numero total de células foi feita em c&mara de Neubauer
utilizando 20pL do lavado articular diluido em 380uL da solucéo de Turk (dilui¢do de 1:20).
Em seguida, 20pL desse preparado (solucdo de Turk + lavado articular) foi colocado na
camara de Neubauer e foi realizada a contagem do numero total de leucocitos nos quatros
quadrantes da camara com auxilio de microscopio 6ptico (aumento de 100x) e contador

manual e expressa como ndimero de leucdcitos totais x 10%/ml.

3.10 Contagem Diferencial de Leucocitos

Apobs a retirada de aliquotas para contagem total do nimero de leucécitos o lavado
articular foi centrifugado (1.500 rpm, 10 min, 4° C). O sobrenadante foi estocado a -70° C,
para posterior analise (determinacdo de citocinas), e o pellet celular foi ressuspenso em 200uL
de solugdo de PBS e EDTA. Em seguida, as laminas para contagem diferencial foram
preparadas por citocentrifugacdo (1.500 rpm, 10 min) de uma aliquota do lavado articular
(50uL). As laminas entdo foram colocadas por 4 min no fixador e foram coradas com eosina
(30 seg) e hematoxilina (20 seg). Entdo as laminas foram lavadas em &gua corrente e
colocadas para secagem. Posteriormente procedeu-se a contagem diferencial das células do
exudato articular. As células foram examinadas em microscopio Optico através da objetiva de
imersdo em o6leo (aumento de 100x). Foram entdo contadas 100 células por lamina,
diferenciando-se os tipos celulares em: neutréfilos, macréfagos, eosinéfilos, mononucleares e
mastécitos. O nimero de neutrofilos presentes no lavado articular foi obtido através da
porcentagem de neutréfilos (contagem diferencial) e da quantidade de células total presentes

no lavado articular. Os resultados foram expressos como niimero de neutréfilos x 108/ml.

3.11 Avaliacdo da Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

A MPO é uma enzima encontrada predominantemente em granulos azurofilos de
leucdcitos polimorfonucleares e tem sido usado como indice quantitativo para avaliar a
inflamacdo em varios tecidos. Para tanto, as amostras colhidas previamente foram
descongeladas e centrifugadas a 4.500 rpm, durante 12 min a uma temperatura de 4° C; o

sobrenadante foi, entdo, colhido. Os niveis da atividade de MPO foram determinados por
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meio da técnica descrita por Bradley e colaboradores (1982), utilizando peroxido de
hidrogénio 0,0005% como substrato para MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a
quantidade capaz de converter 1 pmol de peroxido de hidrogénio a 4gua em 1 min a 22° C. A
variacdo da densidade Optica da mistura das amostras com a solucdo de o-dianisidina em
funcdo do tempo de reagdo foi medida por espectrofotdmetro a 450nm. Os resultados foram
expressos como UMPO/pL de lavado.

3.12 Dosagem de Citocinas no Sobrenadante do Lavado Articular

Para determinacdo dos niveis de citocinas foi utilizado o sobrenadante coletado do
lavado articular, conforme descrito anteriormente. As citocinas foram medidas utilizando o
sistema de ensaio de citocinas multiplex Bioplex (Bio-Rad Laboratories®, Hercules, CA,
EUA). Esse sistema gquantifica multiplos biomarcadores em um unico poco, em uma placa de
96 pocos. Anticorpos sdo dirigidos contra o biomarcador que se deseja, acoplando-se
covalentemente as beads magnéticas que reagem com as amostras contendo o biomarcador de
interesse. Apds algumas séries de lavagens, um anticorpo bionitilado de deteccdo é
adicionado para formar um complexo. O complexo de deteccéo final é formado com a adicao
de Streptavidina-PE, que funciona como um indicador de fluorescéncia. Brevemente, 50ul das
beads foram colocadas nos pocos da placa que foi lavada em uma lavadora apropriada com
100ul de tampao de lavagem. Em seguida 50ul padrao, das amostras e do “branco” foram
colocados na placa, que é incubada no escuro, durante uma hora a 300 rpm. Adicionou-se
25ul do anticorpo de deteccdo e a placa foi incubuda novamente a 300 rpm, por 30 min. Mais
uma lavagem foi realizada e, entdo, 50ul de estreptavidina-PE foi adicionado em cada poco e
apo6s 10 minutos de incubacdo e lavagem, as beads foram novamente suspensas em 125ul de
tampdo de ensaio e incubadas a 1.100rpm por 30 segundos. Em seguida foi realizada a leitura
da placa a 635nm através do sistema Bio-Plex. Os dados foram analisados utilizando o Bio-
Plex Software Manager (verséo 3.0, Bio-Rad Laboratories®, Hercules,CA, EUA). Oito
citocinas foram analisadas: TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, INF-y, GM-CSF.

3.13 Coleta do Tecido Sinovial de Joelho de Rato

Os animais receberam injecdo intrarticular de zymosan (1mg/animal, 50uL) no

joelho posterior direito, ap6s 4 horas de experimento foram anestesiados por via i.p. com
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hidrato de cloral 10% (0,1 ml/30g, i.p.) e eutanasiados. Para coleta do tecido sinovial a pele e
os ligamentos articulares do joelho injetado foram removidos a e procedeu-se a remogao
cirurgica do tecido sinovial. O tecido foi fixado em formol 10% e 24h depois em alcool 70%.
As pecas foram desidratadas e parafinizadas para corte e confeccdo de laminas para

imunohistoquimica.

3.14 Anélise Imunohistoquimica para TNF-a e COX-2

A sinovia foi removida como ja descrito, e fixada em formol a 10%. Posteriormente
foram desidratadas e entdo parafinizadas. A imunohistoquimica para TNF-o e COX-2 foi
realizada no tecido sinovial da articulacdo do joelho de ratos usando o método estreptavidina-
biotina-peroxidase. Os tecidos foram cortados no plano transversal com 4pum de espessura
com o auxilio de um micrétomo. As seccdes de tecidos foram montadas em I&minas especiais
para imunohistoquimica. O ensaio de imunohistoquimica foi realizado na sequéncia seguinte:
desparafinizacdo e hidratacdo dos cortes, para desparafinizacdo as laminas foram deixadas em
estufa a 66-88°C durante 3 horas. Em seguida foram colocadas em xilol (trés banhos com
duracdo de cinco minutos cada). A reidratacdo foi realizada em concentracGes de alcodis
decrescentes 100%, 90% e 70% (banhos com duracdo de cinco minutos cada) e agua destilada
(banho com durac¢do de cinco minutos), seguida da ativacdo antigénica em tampéo citrato pH
6,0 (98°C por 15min, em forno microondas), ap6s esfriamento (20 min), foi realizada inibicéo
da peroxidase tecidual com perédxido de hidrogénio (HZOZ) a 3% (dois banhos, 10min cada) e

lavadas em PBS. Em seguida as sec¢des foram incubadas com os anticorpos primarios (anti-
TNF-a ou anti-COX-2 produzidos em cabra), overnight a 4°C, os anticorpos foram diluidos a
1:200 em albumina bovina 5% (BSA 5%). O controle negativo ndo recebeu anticorpo

primario.

No dia seguinte, o anticorpo primario foi removido por lavagem em tampéo PBS e as
secgBes foram incubadas durante 30 minutos com o anticorpo secundério (anti-1gG de cabra,
diluido em BSA 5%, diluicdo 1:400). Apos lavagem em PBS ocorreu a incubacdo com o
complexo estrepto-avidina-peroxidase (complexo ABC) durante 30 min. A coloragdo foi
realizada através da adicdo do diaminobenzidina-peroxido de hidrogénio (DAB-peroxido).
Este corante produz uma marcacdo de cor marrom. Foi realizada a contra-coloracdo com
hematoxilina de Mayer, durante 5 minutos. Entdo foi realizada a desidratacdo em gradactes

de etanol, seguidas de xilol e depois foram montadas com entelan. Apds a secagem as laminas
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foram examinadas no microscopio Leica® e registradas as fotografias dos cortes obtidos do
tecido sinovial. A quantificacdo da &rea marcada das micrografias do tecido sinovial (aumento
de 100x) foi feita diferenciando as areas marcadas (pixels) pela maior saturacdo de cor
associada a marcacdo (marron). Para isso foi utilizado o programa Image J-NIH. O
procedimento foi baseado na saturacdo da cor associada & marcacgao positiva para o marcador.
Os limites necessarios para definicdo de pixels marcados e ndo marcados foram definidos

previamente.

3.15 Analise de Edema nas Articulagdes do Joelho.

O edema da articulagdo do joelho foi avaliado por medi¢cdo do diametro
transversal do joelho direito, no qual foi injetado zymosan, um paquimetro digital (Digimatic
Caliper, Mitsutoyo Corporation, Japdo) foi utilizado para medir o edema. A medicdo foi
realizada antes da administracdo de zymosan (tempo zero) e, subsequentemente, a cada
hora durante 5h. Para a medida das articulac6es, o animal foi cuidadosamente imobilizado por
um pesquisador, e a medida do didmetro do joelho foi realizada por um segundo pesquisador.
O edema foi expresso em milimetros. Os dados foram apresentados como a diferenca média
entre os valores do diametro articular obtidos a cada hora ap6s a injecdo de zymosan e o valor

obtido imediatamente antes da injecdo de zymosan (Variacdo do Diametro Articular, mm).

3.16 Permeabilidade Vascular por Extravasamento de Azul de Evans na Articulagéo

Os animais receberam a injecdo intrarticular de zymosan (1 mg/animal, 50uL) no
joelho posterior direito, apds 6 horas foram anestesiados com hidrato de cloral 10% (0,1 ml /
30g, i.p.) e eutanasiados. O método de extravazamento de azul Evans, como descrito por Lam
e Ferrell (1991), foi usado para avaliar o extravasamento de proteinas plasmaticas para a
articulacdo do joelho de rato. Esse método baseia-se no fato de que o azul de Evans tem alta
afinidade de ligacdo as proteinas (albumina) do plasma. Normalmente, as proteinas
plasmaticas (albumina) ligadas ao azul de Evans ndo podem passar atraves das aberturas
endoteliais, e elas séo, portanto, restrita a0 compartimento vascular. No entanto, quando a

aberturas endoteliais sdo ampliadas, o complexo plasmatico albumina-azul de Evans pode
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escapar para o intersticio. Assim, medicdo da quantidade de corante azul de Evans na capsula

sinovial pode fornecer um indice da permeabilidade vascular relativa.

Azul de Evans (25mg/kg) foi administrado por injecdo endovenosa 1 h antes da
eutanasia. Ap6s 6 h da injecdo de zymosan, 0s animais foram eutanasiados, e a sinovia e
tecidos periarticulados foram dissecados de cada joelho de forma conjunta. Os tecidos obtidos
a partir de cada articulacdo do joelho foram pesados, e a quantidade de azul de Evans nas
amostras foi estimada utilizando uma técnica de extracéo, onde o tecido extraido foi colocado
em uma solugédo de formamida (2 ml) em tubos de vidro e incubou-se a 40° C overnight para
a extracdo do corante. Cada tubo foi centrifugado durante 10 min a 2.000 rpm, e 200uL do
sobrenadante foi separado para a medicdo da absorbancia a 620 nm usando um leitor de
microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT). A quantidade de corante recuperado foi
calculada por comparacdo da absorbancia do fluido com a de uma curva com concentragoes
conhecidas de uma solucdo de azul de Evans (25mg/ml a 0,0977mg/ml), preparada

imediatamente antes da realizacdo da leitura.

3.17 Teste de Hipernocicepgdo Mecénica Plantar

Os animais receberam uma injecao intraplantar de carragenina (Cg; 300ug/pata)
ou prostaglandina E, (PGE2; 400ng/pata). A intensidade de hipernocicepcéo foi avaliada pelo
limiar de sensibilidade de cada animal a um estimulo mecéanico produzido pela pressédo
gradual exercida por um filamento rigido acoplado a um aparelho que registra a pressao em
gramas exercida na ponta desse filamento. A estimulacdo mecanica foi exercida na regido
plantar das patas traseiras, como é demonstrado na figura 6. O aparelho (eletronic Von-Frey
anesthesiometer, Insight, Ribeirdo Preto-SP, Brasil) registra a pressao em gramas suficiente
para provocar uma reacao descrita como uma flexdo da pata seguida por um “flinch” apés a

retirada da pata em contato com o aparelho (CUNHA TM et al., 2004).

Os animais foram colocados individualmente em compartimentos de acrilico
transparentes (9 x 7 x 11 cm), localizados em uma plataforma de arame elevada para permitir
0 acesso a superficie ventral das patas traseiras. A hipernocicep¢do mecanica plantar (grau de
sensibilidade ao estimulo mecénico) foi avaliada antes (tempo zero) e apds a injecdo da

carragenina ou PGE2.



62

Figura 6: llustracdo do teste de hipernocicepcdo mecanica plantar

0.1
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3.18 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + o erro padrdo da média (EPM). A
analise estatistica foi feita usando o teste one-way ANOVA, seguida do teste de Newman-
keuls. Significancia estatistica foi observada quando p<0,05. Para realizacdo dos testes

estatisticos foi utilizado o software Prisma versdo 5.0 da GraphPad Software.
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4. RESULTADOS
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Efeito antinociceptivo do pré-tratamento com OPCC, em dose Unica, sobre a

incapacitagdo articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

Os animais desenvolveram incapacitacdo articular caracterizada pelo aumento no
tempo de suspensdo da pata (TSP), medido pelo Teste de Incapacitacdo Articular
(hipernocicepgéo) para ratos. Os valores do TSP para o grupo controle foram crescentes
atingindo o pico de incapacitacdo entre a 3? (37,40 + 4,96) e 42 hora (44,95 + 3,33). O pré-
tratamento com OPCC (400mg/kg), 45 min antes da injecdo de zymosan, diminuiu
significativamente (p<0,05) o TSP na 32 (21,46 £ 2,11) e 42 horas (24,04 + 1,49). Quando foi
avaliado o pico de incapacitacdo, correspondente ao maior valor da 32 ou 42 hora, 0s grupos
que foram tratados com OPCC 200mg/kg (33,23 = 0,24) e 400mg/kg (24,06 + 1,50)
demonstraram diferencas estatisticas significativas (p<0,05) quando comparado ao grupo
controle (animais ndo tratados e com artrite) (44,97 + 3,35). O grupo tratado com
dexametasona (4mg/kg) também diminuiu significativamente (p<0,05) o TPS na 32 (18,88 *
2,08) e 4% (19,34 + 1,34). Nao houve diferencas estatisticas quando comparado ao grupo
OPCC 400mg/kg (Figura 7B).
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Figura 7: Efeito antinociceptivo do pré-tratamento com 6leo de pequi (OPCC), em dose

Gnica, sobre a incapacitacao articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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(Controle, C, 1ml/animal, v.o.; 45 min antes do zymosan), OPCC (100, 200 e 400mg/kg, v.0.; 45 min
antes do zymosan, dose Unica) ou Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). A
incapacitacéo articular foi avaliada de hora em hora pelo Tempo de Suspensdo da Pata (TSP) em
segundos, até a 4% hora apds a administracdo do zymosan. Os dados representam média do TSP + EPM
de 6 animais por grupo. (A) cinética da incapacitacdo articular; (B) pico de incapacitacdo articular
(maior valor obtido entre a 32 e 42 horas ap6s a injecdo de zymosan. *p<0,05 e ***p<0,001 relagdo ao
grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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Efeito antinociceptivo do pré-tratamento com oOleo de pequi (OPCC), em doses
repetidas, sobre a incapacitagdo articular na artrite induzida por zymosan em joelho de
rato

O tratamento com OPCC nas doses de 100, 200 ou 400mg/kg durante 7 dias
consecutivos antes da Artrite Induzida por Zymosan (AlZy) no joelho dos ratos, inibiu o TSP
na 42 hora de forma significativa (p< 0,05), com efeito méximo na dose de 400mg/kg (30,28 +
1,70), sendo mais eficaz em relacdo ao grupo ndo tratado (Controle; 46,68 + 2,56). A
administracdo da dexametasona na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reagédo
inflamatoria, inibiu de forma significativa (p< 0,05) a incapacitacdo articular medida na 42
hora (21,27 + 2,21) de artrite (Figura 8A).

Determinou-se 0 pico de incapacitacdo apds a administracdo intra-articular de
zymosan que corresponde ao maior valor do TPS entre a 3% e 42 hora. A incapacitacdo foi
maxima na 42 hora (46,68 + 2,56), onde ocorreu a um aumento do TSP para 0 grupo controle
em relacdo aos grupos tratados com OPCC. Todos os grupos tratados com OPCC (100, 200 e
400mg/kg) foram estatisticamente significantes na reversdo da incapacitacdo articular, bem
como o grupo tratado com dexametasona (4mg/kg), o grupo OPCC 400mg/kg (30,83 + 1,94)
obteve o melhor resultado entre os grupos tratados com o0 OPCC, bem como o grupo tratado
com dexametasona (controle positivo) (24,80 + 2,85) comparados ao grupo controle (46,68 +
2,56) (Figura 8B).
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Figura 8: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a incapacitacao

articular da artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos & artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 pul, i.a). Agua
(Controle, C, 1ml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan), OPCC (100, 200 e
400mg/kg; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h
antes do zymosan). A incapacitacdo articular foi avaliada de hora em hora pelo Tempo de Suspenséo
da Pata (TSP) em segundos, até a 42 hora ap6s a administracdo do zymosan. Os dados representam
média do TSP + EPM de 6 animais por grupo. (A) cinética da incapacitacdo articular; (B) pico de
incapacitagdo articular (maior valor obtido entre a 32 e 42 horas ap0s a inje¢do de zymosan. **p<0,01 e
***n<0,001 relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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Efeito do pré-tratamento com éleo de pequi (OPCC), em dose Unica, sobre o influxo de

leucdcitos na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

O infiltrado leucocitario na cavidade articular foi avaliado no tempo de 4 h ap6s a
injecdo de 1mg/kg de zymosan. O tratamento com o OPCC nas doses de 100, 200 e
400mg/kg, 45 minutos antes da inducdo da AlZy inibiu, de forma significativa (p< 0,05) o
influxo de leucécitos medido na 4% hora (17,83 +1,60; 11,68 + 1,05; 14,22 + 1,06,
respectivamente) de artrite, em relagdo ao grupo controle (24,00 = 1,64) (Figura 9A). A
administracdo da dexametasona na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reagéo
inflamatdria, inibiu de forma significante (p< 0,05) o influxo de leucdcitos, medido na 42 hora

(6,68 £ 2,09) de artrite (Figura 9), sendo menor em relacdo ao grupo controle (24,00 £ 1,64).

Quanto a contagem diferencial de leucOcitos observou-se uma diminuicdo
significativa (p<0,05) de células polimorfonucleares de 47,78% para 0 grupo que recebeu a
dose de 100mg/kg (7,30 = 0,72) de OPCC; 57,73% para o grupo que recebeu 200mg/kg (5,91
+ 0,82) de OPCC; e 62,87% para 0 grupo que recebeu 400mg/kg de OPCC (5,19 + 0,57), 45
minutos antes da inducdo da AlZy, comparados ao grupo controle (13,99 + 1,16) (Figura
9B). Administracdo da dexametasona na dose de 4mg/kg (5,69 £ 0,28), via s.c., 2 horas antes
de induzir a reagdo inflamatoéria, inibiu de forma significativa (p<0,05) em 59, 29% o influxo

de células em relacdo ao grupo controle (13,99 £ 1,16).
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Figura 9: Efeito do pré-tratamento com 6leo de pequi (OPCC), em dose Unica, sobre o
influxo de leucdcitos na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos & artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua
(Controle, C, Iml/animal, v.0.; 45 min antes do zymosan, dose Unica), OPCC (100, 200 e 400mg/kg,
v.0.; 45 min antes, dose Unica) ou Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grupo
NAIVE representa 0s animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento. O
numero total de leucdcitos foi quantificado no lavado articular ap6s 4 horas. Os dados representam
média do ndmero de células + EPM de 6 animais por grupo. (A) leucdcitos totais; (B) Neutréfilos
polimorfonucleares. **p<0,01 e ***p<0,001 relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de
Newman-Keuls). ### representa diferenca significativa entre os grupos controle e tratsdos e o naive.
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Efeito do o6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre o influxo de leucécitos na
artrite induzida por zymosan em joelho de rato

O tratamento com o OPCC nas doses de 100, 200 e 400mg/kg, durante 7 dias
consecutivos antes da inducdo da AlZy inibiu de forma significativa (p< 0,05) o influxo de
leucdcitos medido na 42 hora (8,86 = 0,21; 7,65 + 0,86; 4,53 + 1,20, respectivamente) de
artrite, em relagdo ao grupo controle (14,88 + 2,04) (Figura 10A). A administracdo da
dexametasona na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reacdo inflamatoria,
inibiu de forma significativa (p< 0,05) o influxo de leucdcitos, medido na 42 hora de artrite

(5,45 £ 0,49) (Figura 10), sendo menor em relagéo ao grupo controle (14,88 £ 2,04).

Quanto a contagem diferencial de leucdcitos observou-se uma diminuicdo
significativa (p<0,05) de células polimorfonucleares de 72,47% para 0 grupo que recebeu a
dose de 100mg/kg (3,27 = 0,23) de OPCC; 71,04% para o grupo que recebeu 200mg/kg (3,44
+ 0,36) de OPCC; e 85,94% para 0 grupo que recebeu 400mg/kg de OPCC (1,67 + 0,47),
durante 7 dias consecutivos antes da inducdo da AlZy, comparado ao grupo controle (11,89 +
1,59) (Figura 10B). Administracdo da dexametasona na dose de 4mg/kg (1,60 + 0,18), via
s.c., 2 horas antes de induzir a reacdo inflamatdria, inibiu de forma significativa (p<0,05) em

86, 53% o influxo de células em relacdo ao grupo controle (11,89 + 1,59).
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Figura 10: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a migracgao celular
para a cavidade articular de ratos submetidos a artrite por zymosan.
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Todos os grupos foram submetidos & artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua
(Controle, C, 1Iml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan), OPCC (100, 200 e
400mg/kg; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h
antes do zymosan). O grupo NAIVE representa 0s animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-
articular e nem tratamento. O numero total de leucécitos foi quantificado no lavado articular apds 4
horas. Os dados representam a média do nimero de células £ EPM de 6 animais por grupo. (A)
leucdcitos totais; (B) Neutrdfilos polimorfonucleares. ***p<0,001 relacdo ao grupo controle

(ANOVA, seguida de Newman-keuls). ### representa diferenca significativa entre os grupos tratados
e controle e o naive.
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Efeito do dleo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre o a atividade de

mieloperoxidase na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

O tratamento com o OPCC (100, 200 e 400mg/kg), durante 7 dias consecutivos antes
da inducdo da AlZy, comparado ao grupo controle (2,79 + 0,25) inibiu de forma significativa
(p< 0,05) a atividade de mieloperoxidase apos a 42 hora (0,71 +0,12; 0,74 £ 0,10; 0,93 + 0,30,
respectivamente) de artrite. Administracdo da dexametasona na dose de 4mg/kg, via s.c., 2
horas antes de induzir a reacdo inflamatdria, inibiu de forma significativa (p< 0,05) a
atividade de mieloperoxidase, ap6s a 42 hora (1,01 + 0,15) de artrite, comparado ao grupo
controle (2,79 = 0,25), ndo havendo diferencas entre os grupos tratados com as diferentes
doses do OPCC (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre o a atividade de
mieloperoxidase (MPO) na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos a artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua
(Controle, C, 1ml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan), OPCC (100, 200 e
400mg/kg; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h
antes do zymosan). O grupo NAIVE representa os animais que nao receberam nenhum estimulo intra-
articular e nem tratamento. Avaliacdo da atividade de mieloperoxidase foi realizada no sobrenadante
do liquido sinovial. Os resultados sdo expressos como unidade de MPO/uL do lavado. Os dados
representam unidade de UMPO/pL do lavado + EPM de 6 animais por grupo. ***p<0,001 relacdo ao
grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). ### representa diferenca significativa entre o
grupo controle e o naive. # representa diferenca significativa entre os grupos tratados e o naive.

Efeito do pré-tratamento com 6leo de pequi (OPCC), em dose Unica, sobre o edema
articular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato

O edema foi mensurado na articulacdo do joelho injetado através da medida do
didametro transversal de cada articulacdo. A dose do OPCC de 100mg/kg (0,86 % 0,21)
administrada 45 minutos antes da inducdo da AlZy, apresentou reducdo significativa (p<
0,05) em relacdo ao grupo controle (1,65 = 0,19), a partir da 22 hora, observando-se ainda uma
reducdo significativa ( p<0,05) na 32 (1,82 + 0,25) e 42 horas (2,45 £ 0,16) em comparagéo ao
grupo controle (2,93 £ 0,29; 3,51 + 0,30, respectivamente). Ja as doses de 200mg/kg (1,85 +
0,20) e 400mg/kg (1,43 £ 0,06) de OPCC, 45 minutos antes da AlZy, apresentaram reducao
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significativa em relacdo ao grupo controle (2, 93 £ 0,29) a partir da 32 hora. Na 42 hora as
doses de 200mg/kg (2,32 = 0,20) e 400mg/kg (1,51 £ 0,13) de OPCC reduziram o edema na
42 hora em relacdo ao grupo controle (3,51 + 0,30). Administracdo da dexametasona (0,48 +
0,19) na dose de 4mg/kg, via s.c., 2 horas antes de induzir a reacdo inflamatoria, inibiu de
forma significativa (p< 0,05) o edema a partir da 22 hora em relagdo ao grupo controle (1,65 +
0,19). Na 3% hora (1,04 + 0,28) e 42 hora (2,21 + 0,36) tambeém houve reducdo significativa em
relacdo ao grupo controle (2,93 £ 0,29; 3,51 + 0,30, respctivamente) (Figura 12A).

Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre o edema na artrite induzida

por zymosan em joelho de rato

As doses do OPCC de 200mg/kg (1,40 = 1,17) e 400mg/kg (1,06 £ 0,09),
administradas durante 7 dias consecutivos antes da inducdo da AlZy, apresentaram reducéo
significativa (p< 0,05) do edema em relacdo ao grupo controle (2,24 + 0,25), a partir da 22
hora. Na 3?2 hora as doses de 200mg/kg (1,67 = 0,11) e 400mg/kg (1,43 + 0,06) de OPCC
também reduziram o edema em comparagdo ao grupo controle (3,36 + 0,32). A reducdo do
edema foi observada ainda na 42 hora nas doses de 200mg/kg (1,43 + 0,21) e 400mg/kg (1,51
+ 0,13) de OPCC em rel¢do ao grupo controle (3,69 +0,26), assim como na 5% hora onde foi
observada reducéo significativa nas doses do OPCC de 200mg/kg (1,80 + 0,19) e 400mg/kg
(1,37 £0,27) em relacéo ao grupo controle (3,96 + 0,25). A dose de OPCC de 100mg/kg (1,82
+ 0,12), apresentou reducdo significativa (p< 0,05) em relacdo ao grupo controle (3,36 *
0,32), a partir da 3% hora, observando-se ainda uma reducdo significativa (p<0,05) na 42 (2,47
+ 0,13) e 5% horas (1,85 + 0,33) em comparacao ao grupo controle (3,69 £ 0,26; 3,96 + 0,25,
respectivamente). A administracdo da dexametasona (1,17 £ 0,18) na dose de 4mg/kg, via
s.c., 2 horas antes de induzir a reacdo inflamatoria, inibiu de forma significativa (p< 0,05) o
edema a partir da 2% hora em relacdo ao grupo controle (2,24 £ 0,25). Na 32 hora (1,44 £ 0,18),
na 42 hora (1,59 + 0,10) e na 52 hora (1,28 £ 0,16) também houve reducdo significativa em
relacdo ao grupo controle (3,36 + 0,32; 3,69 +0,26; 3,96 £ 0,25, respectivamente) (Figura
12B).
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Figura 12: Efeito do pré-tratamento com dleo de pequi (OPCC), sobre o edema na
artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos a artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 ul, i.a). Agua
(Controle, C, 1ml/animal, v.0.), OPCC (100, 200 e 400mg/kg, v.0.; 45 min antes, dose Unica) ou as
doses de OPCC (100, 200 e 400mg/kg; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan) ou
Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O grupo NAIVE representa os animais que
ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento. (A) diferenca do edema das
articulacGes (tratamento dose Unica); (B) diferenca do edema das articulacGes (tratamento 1 vez ao dia,
durante 7 dias). Os dados representam a média da diferenga do edema + EPM de 6 animais por grupo.
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 relagdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a permeabilidade vascular na

artrite induzida por zymosan em joelho de rato

O influxo celular no liquido sinovial é acompanhado de aumento da
permeabilidade vascular no joelho dos animais, apresentando pico de extravasamento
plasmatico na 62 h ap6s inducao da AlZy de forma significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo
controle.

A AlZy no joelho dos ratos aumentou significativamente a permeabilidade
vascular do grupo controle (0,0026 + 0,0002), quando comparado ao grupo naive (0,0008
0,0001). Por outro lado o pré-tratamento com OPCC nas doses de 100mg/kg (0,0019 +
0,0001) e 400mg/kg (0,0018 + 0,0002), administradas durante 7 dias consecutivos, reduziu
significativamente (p<0,05) a permeabilidade vascular compados ao grupo controle (0,0026 +
0,0002). Administracdo da dexametasona (0,0014 + 0,0001) na dose de 4mg/kg, via s.c., 2
horas antes de induzir a reacdo inflamatoria, inibiu de forma significativa (p< 0,05) o aumento
da permeabilidade vascular, medida na 62 hora ap6s a inducdo da artrite em coparacdo ao
grupo controle (0,0026 + 0,0002) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a permeabilidade

vascular na artrite induzida por zymosan em joelho de rato.
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Todos os grupos foram submetidos & artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 pul, i.a). Agua
(Controle, C, 1ml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan), OPCC (100, 200 e
400mg/kg; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h
antes do zymosan). O grupo NAIVE representa 0s animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-
articular e nem tratamento. Os resultados estdo expressos em pg/ml. Os dados representam a
média da quantidade do extravasamento de azul de Evans + EPM de 6 animais por grupo. *
p<0,05 ***p<0,001 relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls). # representa
diferenca estatistica entre o grupos controle e tratados do naive.
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Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a liberagdo de citocinas na

artrite induzida por zymosan em joelho de rato

A AlZy aumentou significativamente (p<0,05) os niveis de TNF-a (109,40 + 3,49) e
IL-1B (19874 + 2450), quando comparado ao grupo naive (79,44 + 4,33; 4248 + 4054,
respectivamente). As doses de 100mg/kg (61,15 *+ 16,27; 6691 + 2655), 200mg/kg (57,04 £
5,27; 7233 = 733,1) e 400mg/kg (57,62 + 9,85; 8435 + 1403) de OPCC, administradas
durante 7 dias consecutivos antes da indugdo da AlZy, bem como a administragdo de 4mg/kg
de dexametasona (46,68 + 8,72; 4811 + 319,6), via s.c., 2 horas antes da reacdo inflamatdria,
reduziu significativamente (p< 0,05) os niveis de TNF-a e IL-1p no liquido sinovial de joelho
de rato submetidos AlZy comparados ao grupo controle (109,40 + 3,49; 19874 + 2450,
respectivamente) (Figuras 14A e 14B, respectivamente). Quando comparado ao grupo naive
0s niveis de TNF-a e IL-1p dos grupos tratados ndo apresentaram diferenga significativa, no
entanto, os niveis de IL-6 (Figura 14C) apesar de apresentarem-se diminuidos ndo foi
observada diferenca significativa entre os grupos tratados comparado ao grupo controle e
grupo naive. Os niveis de IL-10 foram semelhantes nos grupos tratados com OPCC (100, 200
e 400mg/kg) e dexametasona (4mg/kg), entretanto ndo apresentou diferenca significativa em
ambos, 0 grupo naive bem como o grupo controle (Figura 14D). As citocinas IFN-y, IL-2, IL-4

e GM-CSF, ndo foram detectadas nas amostras.
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Figura 14: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a producéo de

citocinas na artrite induzida por zymosan em joelho de rato
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Todos os grupos foram submetidos a artrite induzida por zymosan (1 mg/animal; 50 pl, i.a). Agua (Controle,
C, 1ml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan), OPCC (100, 200 e 400mg/kg; v.0.; 1
vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan. Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O
grupo NAIVE representa os animais que ndo receberam nenhum estimulo intra-articular e nem tratamento.
Os resultados estdo expressos em pg/ml. Os dados representam a média da concentracdo de citocinas (TNF-
a (A); IL-1B (B); IL-6 (C); e IL-10(D) + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05 e **p<0,01 relagéo ao grupo
controle (ANOVA, seguida de Newman-keuls). # representa diferenca estatistica entre o grupo controle e o

naive.
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Efeito do dleo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a imunoexpressao de TNF-a e
COX-2 em tecido sivovial

A andlise imunohistoquimica das sinovias dos grupos testados demonstrou perfis
imunolodgicos distintos entre os grupos. Membranas sinoviais de animais do grupo naive (0,50
+ 0,22; 0,33 £ 0,21) apresentaram estrutura normal, com pouca presenca de infiltrado celular
com uma leve immunoexpressdo de TNF-a (Figura 15, C e D) e COX-2 (Figura 16, C e D)
em relacdo ao grupo contole (1,83 + 0,16; 2,16 + 0,30). Membranas do grupo controle (AlZy,
1,83 + 0,16; 2,16 + 0,30) apresentaram intenso infiltrado celular com marcada expresséo da
citocina pro-inflamatoria TNF-a (Figura 15, E e F) e da isoforma induzida da enzima COX-2
(Figura 16, E e F), quando comparado ao grupo naive (0,50 + 0,22; 0,33 £ 0,21). A figura 15
(G e H) e a figura 16 (G e H) representam cortes imunohistoquimica de membrana sinovial
de animal submetido & AlZy e tratado durante 7 dias consecutivos com doses de 200mg/kg
(1,33 £ 0,21; 1,50 £ 0,34) de OPCC, onde foi observada diminuicdo do infiltrado celular com
consequente diminuicdo da expressdo de TNF-o e COX-2 em comparagdo ao grupo controle
(1,83 £ 0,16; 2,16 + 0,30). A andlise por imunohistoquimica das membranas sinoviais de
animais tratadas com dexametasona (1,33 = 0,21; 1,16 + 0,30) na dose de 4mg/kg, via s.c., 2
horas antes de induzir a reacdo inflamatdria demonstrou diminuicédo da expressdo de TNF-a e
COX-2 (Figuras 15 e 16, | e J, respectivamente) coparado ao grupo controle (1,83 + 0,16;
2,16 £ 0,30). As figuras 15 e 16 A e B representam o controle positivo. A diminuicdo
(p<0,05) da expressdo de TNF-a e COX-2 pode ser observada na figura 17A e 17B,

respectivamente.
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Figura 15: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a reacdo de
imunohistoquimica em tecido sinovial para TNF-o, em aumento de 100 e 400x,

respectivamente

(A e B) representam grupo controle negativo (sem anticorpo primério); (C e D) representam grupo
naive. (E e F) representam grupo controle, cabecas de seta indicam espessamento da membrana
sinovial e a seta indica presenca de infiltrado inflamatorio; (G e H) representam o grupo tratado com
OPCC 200mg/kg (I e J) representam grupo tratado com dexametasona, 4mg/kg.
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Figura 16: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a reacdo de
imunohistoquimica em tecido sinovial para COX-2, em aumento de 100 e 400x,

respectivamente

(A e B) representam grupo controle negativo; (C e D) representam grupo naive. (E e F) representam
grupo controle, cabecas de seta indicam espessamento da membrana sinovial e a seta indica presenga
de infiltrado inflamatério; (G e H) representam o grupo tratado com OPCC 200mg/kg (I e J)
representam grupo tratado com dexametasona, 4mg/kg.
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FIGURA 17: Efeito do ¢leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a

imunoexpressdo de TNF-a e COX-2, em tecido sinovial de ratos submetidos a artrite
induzida por zymosan
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Todos os grupos receberam injecdo intrarticular de zymosan (1mg/50uL). Agua (Controle,
Iml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes do zymosan) ou OPCC (200mg/kg; v.0.; 1 vez ao
dia, durante 7 dias antes do zymosan). Dexametasona (Dexa, 4mg/kg, s.c.; 2h antes do zymosan). O
grupo NAIVE (N) representa 0os animais que nao receberam nenhum estimulo intra-articular e nem
tratamento Os dados representam a porcentagem de area marcada £ EPM de 6 animais por grupo. (A)
TNF-a; (B) COX-2. ***p<0,001 relacdo ao grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-keuls). ###
representa diferenca significativa entre o grupo controle e o naive.
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Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a hipernocicep¢do mecanica

plantar induzida por carragenina

Todas as doses do OPCC de 100mg/kg (7,95 + 3,00), 200mg/kg (9,93 + 1,97) e
400mg/kg (5,08 + 1,56), administradas durante 7 dias consecutivos antes da inducdo do
estimulo inflamatdrio pela carragenina (300ug/pata, via i.pl.), foram capazes de prevenir de
forma significativa (p<0,001), a partir da 32 hora, a hipernocicep¢do mecanica plantar, que foi
mensurada através do aumento do limiar nociceptivo do animal, quando comparadas ao grupo
controle (25,38 £ 2,13). A indometacina (5,88 £ 2,24) na dose de 10mg/kg, v.0., 45 minutos
antes de induzir a reacdo inflamatdria, inibiu de forma significativa (p< 0,001) a partir da 3?
hora, a hipernocicepcdo, sendo que os valores obtidos para esse grupo foram menores em

relacdo aos valores obtidos do grupo controle (25,38 + 2,13) (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a hipernocicepgéo

mecanica plantar induzida por carragenina.
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Todos os grupos receberam injecdo intraplantar de carragenina (300ug/pata). Agua (Controle,
1ml/animal, v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes da carragenina) ou OPCC (100, 200 e 400mg/kg;
v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes da carragenina). Indometacina (10mg/kg, v.o.; 45 min antes da
carragenina). O teste nociceptivo (hipernocicep¢do mecénica plantar - Von-Frey Eletronico) foi
realizado a cada 1 hora até a 52 hora. Os dados representam a média do limiar de retirada da pata em
gramas (intensidade da hiperernocicepcdo) £ EPM de 6 animais por grupo. ***p<0,001 relacdo ao
grupo controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a hipernocicep¢do mecanica

plantar induzida por PGE2

Todas as doses do OPCC 100mg/kg (4,90 + 1,80), 200mg/kg (3,93 = 1,67) e
400mg/kg (7,56 + 2,89), administradas durante 7 dias consecutivos antes da inducdo do
estimulo nociceptivo (PGE2, 400ng/pata, via i.pl.), foram capazes de prevenir de forma
significativa (p<0,05), a partir da 3% hora, a hipernocicepcdo mecanica plantar, que foi
mensurada através do aumento do limiar nociceptivo do animal, quando comparadas ao grupo
controle (26,68 + 3,27). O grupo tratado com dipirona (1,96 = 0,92) na dose de 80mg/kg, v.o.,
45 minutos antes de induzir a o estimulo nociceptivo, inibiu de forma significativa (p< 0,001),
a partir da 32 hora, a hipernocicepcdo, sendo que os valores obtidos para esse grupo foram

menores em relagéo aos valores obtidos do grupo controle (26,68 + 3,27) (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do 6leo de pequi (OPCC), em doses repetidas, sobre a hipernocicepgéo
mecanica plantar induzida por PGEZ2.
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Todos os grupos receberam a injecéo intraplantar de PGE2 (400ng/pata; via i.pl.). Agua (Controle,
1ml/animal; v.0.; 1 vez ao dia, durante 7 dias antes da PGE2), OPCC (100, 200 e 400mg/kg; v.0.; 1
vez ao dia, durante 7 dias antes da PGE2). Dipirona (80mg/kg; v.0.; 45 min antes da PGE2). O teste
nociceptivo (hipernocicep¢do mecénica plantar - Von-Frey Eletronico) foi realizado a cada 1 hora até
a 5% hora. Os dados representam a média do limiar de retirada da pata em gramas (intensidade da
hipernocicepcdo) + EPM de 6 animais por grupo. *p<0,05, **p<0,01 e ***P<0,001 relagdo ao grupo
controle (ANOVA, seguida de Newman-Keuls).
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5. DISCUSSAO
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A andlise do OPCC através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas revelou a presenca de &cidos graxos saturados e insaturados. Esta espécie, bem como
outras do mesmo género, distribuidos por outras regides, como por exemplo, C. brasiliense,
mostra o conteudo de &cidos graxos variaveis, isso pode ser atribuido, principalmente, devido
a localizacdo geografica e as condigBes climaticas. Os constituintes identificados no C.
caryocar (OPCC) foram os &cidos graxos seguintes: &cido oleico, &cido palmitico, acido
heptadecenoico, acido linoleico e acido estearico. Sendo o principal acido graxo encontrado
no OPCC, o acido oleico, seguido pelo &cido palmitico. Estudos mostram que a constitui¢éo
do OPCC ndo muda sendo variavel apenas a porcentagem dos constituintes, mas que as
propor¢des dos mesmos ndo se alteram permanecendo o &cido oleico e palmitico os
constituintes majoritarios (COSTA et al., 2011).

O zymosan, produz uma sinovite grave e erosiva associada a aumentos na
permeabilidade vascular aguda, formacdo de edema, migracdo de leucdcitos e
hipernocicep¢do (ROCHA et al., 1999). A utilizacdo do modelo experimental de artrite
induzida por zymosan se justifica pela sua proximidade em relacdo as principais
caracteristicas clinicas encontradas na artrite reumatoide em seres humanos. Os efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivo do OPCC foram verificados no modelo de artrite induzida por
zymosan em ratos e o teste de hipernocicep¢cdo mecanica plantar. Para avaliar o efeito
antinociceptivo do OPCC na artrite induzida por zymosan, utilizamos o teste de incapacitagdo
articular no joelho de ratos. Esse teste foi desenvolvido para estudar a incapacitacao articular,
definida como a incapacidade do animal, com artrite induzida experimentalmente, de
deambular normalmente, mensurada através do tempo de suspencdo de pata (TONUSSI e
FERREIRA, 1992). No presente estudo, assumimos que a incapacitacdo articular reflete

hipernocicepcao na sequéncia de um insulto inflamatério na articulacao.

Na hipernocicepcdo causada pela artrite induzida por zymosan, apenas a dose de
400mg/kg (tratamento agudo) do OPCC apresentou uma diminuicdo do tempo de suspensdo
da pata. O grupo tratado com OPCC (400mg/kg) conseguiu prevenir a incapacitacdo,
refletindo um efeito antinociceptivo do 6leo. Avaliamos entdo o pico de incapacitacdo, que
corresponde ao maior valor da 32 ou 42 hora. Verificamos que o0s grupos tratados com OPCC
200 e 400mg/kg demonstraram inibicdo da incapacitacdo articular, quando comparado ao
grupo controle (animais ndo tratados e com artrite). Saraiva e colaboradores (2009) relatam
que 0 uso topico do OPCC tem efeito anti-inflamatorio nos modelos de edema de orelha

induzido por diferentes agentes irritantes (6leo de croton, a capsaicina, o acido araquiddnico,
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o fenol e histamina), apontando possiveis propriedades terapéuticas do OPCC no tratamento
de inflamagdes cutaneas agudas, fornecendo indicios de propriedades importantes, como a
absorcéo e a possivel acao local, devido a sua aplicacdo direta no foco inflamatorio. Esse dado
pode corroborar com este estudo, uma vez que, possuindo atividade anti-inflamatoria local, ha
grande possibilidade de 0 OPCC também possuir atividade anti-inflamatdria sistémica. Além
do pré-tratamento em dose Unica antes da artrite induzida por zymosan, realizamos também
um pré-tratamento em doses diarias de OPCC (100, 200 e 400mg/kg), v.o., durante 7 dias
consecutivos antes da inducdo da artrite por zymosan. Esse protocolo de tratamento cronico
através de injecOes didrias adotado no nosso estudo foi sugerido tendo em vista o trabalho
realizado por Saraiva (2009), onde foi observado que as doses orais Unicas ndo inibiram o
edema de pata induzido por carragenina, mas supde-se que uma administracao cronica poderia
ser eficaz. Com o protocolo de injecdes diarias de OPCC, o tempo de suspensdo da pata foi
inibido em todos os grupos tradados com diferentes doses do OPCC. Quando avaliamos o
pico de incapacitagdo articular, verificamos que todas as doses de OPCC foram eficazes na
prevencdo da incapacitacdo articular. Observamos que a dose de 400mg/kg obteve o melhor

resultado entre os grupos tratados com o OPCC.

Originalmente, a artrite induzida por zymosan foi descrita por Keystone, em 1977,
este agente € amplamente utilizado em estudos experimentais como agente flogistico,
causando inflamacdo aguda ou subaguda em vérias espécies animais. O processo inflamatdrio
agudo é caracterizado por um aumento na permeabilidade vascular, infiltracdo celular e
producdo de eicosandides. Os processos subagudos, especialmente nas articulac@es sinoviais,
caracterizam-se por infiltracdo de células mononucleares, liberacdo de enzimas lisossomiais a
partir de células inflamatérias migradas para o local, e proliferacdo de fibroblastos com
formagdo de pannus (GEGOUT et al., 1994). Através da aplicacdo do modelo de artrite
induzida por zymosan, foi demonstrado que a incapacitacdo articular gerada nesse modelo
estd associada a ativacao de nociceptores localizados em estruturas periarticulares e ndo na
sindvia. Foi demonstrado ainda, que o desenvolvimento da incapacitacdo articular
(hipernocicepgéo) se associou diretamente com a migragdo de neutrofilos para a cavidade
articular (ROCHA et al., 1999). A hipernocicepcdo tem sido o principal componente
investigado nesse modelo. A inibicdo da migracdo de celulas polimornucleares e,
consequentemente a inibicdo da sequéncia de liberacdo de mediadores da hipernocicepcéo
inflamatdria iniciados pelo TNF-a, provoca liberacdo de IL-1p e quimiocinas que por sua vez

estimulam a liberagéo direta de mediadores como prostaglandinas, que atuam no nociceptor,
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sendo elementos importantes para a producdo de hipernocicepgdo (CUNHA FQ et al., 1992;
ZARPELON et al., 2013). Eicosandides e TNF-a estdo envolvidos na génese da incapacitacao
articular do joelho (TONUSSI e FERREIRA, 1992; ROCHA et al.,, 1999). Gegout e
colaboradores (1995) sugerem que glicocorticoide pode ser uma droga poderosa para prevenir
destruicdo da cartilagem e para diminuir os primeiros sinais de inflamagcdo no modelo de
artrite induzida por zymosan. Mas 0s beneficios devem ser interpretados com cautela, devido
a observacao de efeitos indesejaveis, como, alteracbes de peso, inibicdo do anabolismo, da
sintese de proteoglicanos na cartilagem saudavel, bem como o efeito prejudicial na matriz
Ossea. Sugerem ainda que nesse modelo possam ser utilizadas ainda drogas que tem seu efeito
sobre as vias da COX ou LOX, sem os efeitos colaterais dos esteroides. Antagonistas e
inibidores de LTB4, também podem ser de grande relevancia deste alvo farmacoldgico para

proteger a cartilagem em artrites cronicas (ROCHA et al., 2004).

Os dados do presente trabalho sugerem uma acgdo antinociceptiva do OPCC, o
qual pode agir através da inibicdo de mediadores hipernociceptivos intermediarios, tais como
citocinas/quimiocinas e hipernociceptivos finais. Tolver e colaboradores (2012) relatam que a
dexametasona modula a resposta inflamatéria inibindo mediadores pré-inflamatorios, tais
como interleucinas e TNF-o e também a migracdo de leucocitos. A comparacdo entre 0s
dados sobre o tratamento de dose Unica e doses repetidas sugere que a administracdo de doses
diarias de OPCC pode levar a um acimulo da sustdncia no organismo prevenindo o
aparecimento de hipernocicepgéo, tendo em vista que quando tratados diariamente com as
diferentes doses do OPCC os animais apresentaram diminuicdo do quadro de
hipernocicepcao. Que por outro lado, quando tratados com uma Unica dose, apenas as doses
mais elevadas do OPCC conseguiram prevenir a hipernocicep¢do causada pela artrite induzida

por zymosan.

A acdo antinociceptiva do OPCC pode ainda ser o resultado de uma atividade
anti-inflamatoria que pode ser desempenhada pela acdo de acidos graxos presentes no OPCC.
Sales, Oliviero e Spinella (2009) relatam que a dieta do mediterraneo, que é fundamentada em
azeite de oliva (rico em &cido oleico), sendo este constituinte provavelmente o responsavel
por reduzir a dor e rigidez em pacientes com artrite. OPCC também possui como principal
constituinte o acido oleico, é provavel que este consiga inibir a hipernocicepg¢éo causada por
artrite induzida por zymosan. Nossos dados estdo de acordo com os dados encontrados na

literatura, que tem demonstrado que dleos ricos em acidos graxos com presenca do &cido
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palmitico, que no OPCC é o segundo constituinte majoritario, apresenta atividade anti-
inflamatoria e antinocieptiva (SHAH e ALAGAWADI, 2011).

Os leucdcitos sdo muito importantes no processo inflamatério uma vez que séo
essas células responsaveis pela fagocitose e remocdo de patdgenos, no caso em que a
inflamacédo € decorrente da presenca ou acdo de um agente infeccioso. Além disso, liberam
mediadores quimicos que estimulam o crescimento celular e a regeneragdo tecidual
(SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Os neutrofilos desempenham um papel importante nos
disturbios inflamatorios, como na artrite, contribuindo para o dano tecidual associado a estas
doencas. Eles sdo as primeiras células do sistema imunolégico a chegarem ao local do dano e

sdo responsaveis pela eliminacdo do agente infeccioso (KITSIS e WEISSMANN, 1991).

Uma etapa fundamental do processo inflamatério é a migracdo dos leucdcitos da
circulagdo sanguinea para o tecido afetado. O recrutamento de leucécitos ocorre através da
interacdo entre moléculas de adesdo presentes nos mesmos e nas células endoteliais e por
fatores quimioatraentes produzidos em resposta a infeccdo (FUHLBRIGGE e WEISHAUPT,
2007). Ha aumento da expressdo das moléculas de rolamento na superficie das células
endoteliais, as selectinas em resposta aos patdgenos ou a citocinas produzidas pelos
macrofagos ativados, principalmente TNF-a e IL-1B, (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY,
2004). O TNF-a e IL-1P também promovem aumento da expressdo endotelial de ligantes das
integrinas, principalmente VCAM-1, ligante para integrina VLA-4, e ICAM-1, ligante para as
integrinas LFA-1 e Mac-1 (FUHLBRIGGE e WEISHAUPT, 2007). As quimiocinas entéo
atuam sobre os leucécitos aderentes e estimulam as células a migrarem através dos espacos
entre as células endoteliais em direcdo ao local da infeccdo, caracterizando a transmigracéo
endotelial (ABBAS e LICHTMAN, 2012).

Os neutrofilos desempenham papel fundamental para a hiperalgesia. Pode-se
sugerir, entdo, que a utilizacdo de drogas que inibem a migracdo de neutrofilos para o foco
inflamatorio provavelmente seria uma alternativa para o controle da dor, ja que tais
substancias tambem sdo potencialmente capazes de modificar o processo fundamental de
certas doencas inflamatdrias que levam a lesdo dos tecidos (FERREIRA et al., 2009). O que
foi evidenciado no estudo de Cunha JM e colaboradores (2003) essas drogas que inibem a
sintese ou que antagonizam o0s receptores de leucotrieno B4 (LTB4), um dos mediadores
responsaveis pela migracdo de neutréfilos para o foco inflamatdrio, além de inibirem

efetivamente a migracdo de neutrdfilos, previnem o desenvolvimento da hiperalgesia
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inflamatoria observada em processos inflamatérios que apresentam caracteristicas de
imunidade adaptativa, bem como em alguns modelos experimentais de artrite. A importancia
da presenca dos neutrofilos na resposta inflamatoria inata intensa ou na que acompanha as
respostas adaptativas (por exemplo, artrite reumatoide) mostra a necessidade do
desenvolvimento de drogas de agéo imediata de curta duracdo (para ndo bloguear totalmente a
defesa imunoldgica inata) para o controle dos sintomas e das lesdes de varias doencas
crénicas de origem imune (FERREIRA et al., 2009).

O tratamento com todas as doses do OPCC, administradas uma Gnica vez inibiu o
influxo de leucdcitos, evidenciando assim uma acéo inibitéria do OPCC na migracdo celular
para o foco inflamatdrio. A inibicdo do nimero de leucdcitos e neutrofilos pelo OPCC em
doses diarias ocorreu de maneira mais acentuada do que a que foi observada no tratamento
com apenas uma dose.Também foi observado uma diminuicdo da migracdo de neutréfilos
com o tratamento do OPCC, evidenciado durante a contagem diferencial. No tratamento
crénico com OPCC, a reducdo no influxo de leucdcitos foi mais evidente do que o tratamento
em dose Unica. Na contagem diferencial de leucdcitos observamos uma diminuicéo de células
polimorfonucleares com o tratamento do OPCC. O influxo de leucdécitos totais no liquido
sinovial do joelho dos animais foi acompanhado pelo aumento da atividade de
mieloperoxidase, uma enzima presente nos granulos azuréfilos de neutréfilos e que € utilizada
como marcador indireto da infiltracdo neutrofilica local (BRADLEY et al., 1982). No entanto,
0 tratamento cronico com todas as doses de OPCC, inibiu a atividade de mieloperoxidase na
artrite induzida por zymosan, ndo havendo diferencas entre os grupos tratados com as
diferentes doses do OPCC.

As primeiras citocinas descritas como participante do desenvolvimento de dor
inflamatoria foram a IL-1B, o TNF-a, a IL-6, e a quimiocina humana (IL-8), que em ratos a
corespondente é a quimiocina induzida por neutréfilo quimioatrator-1 (CINC-1) e em
camundongos, corresponde a quimiocina derivada de queratindcito (KC). Posteriormente, foi
demonstrado que a IL-18 e I1L-12 também induzem hipernocicepcao inflamatéria (VERRI et
al., 2006). Embora a IL-17 seja uma citocina importante na fisiopatologia e na génese de
nocicepcao da artrite reumatoide, no modelo de artrite induzida por zymosan esta citocina néo
participa da hipernocicepcéo (PINTO et al., 2010). Por outro lado, existem também citocinas
anti-inflamatorias e anti-hiperalgésicas, tais como a IL-10 (CUNHA FQ, MONCADA e
LIEW, 1992), IL-4 (CUNHA FQ et al., 1999), IL-13 (VALE et al., 2003). Essas citocinas

inibem a producdo de citocinas hipernociceptivas e/ou mediadores hipernociceptivos finais,
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impedindo a instalacdo ou aumento da hipernocicepcdo (VALE et al., 2003). No modelo de
artrite por zymosan foi demonstrado o efeito antinociceptivo dessas trés citocinas, bem como
a importancia da sua producdo enddgena para o controle da incapacitacdo articular induzida
por zymosan (VALE et al., 2003)

No presente estudo foram mensurados os niveis de citocinas no liquido sinovial
que podem ter influéncia na resposta inflamatdria desencadeada pela artrite reumatoide. O
TNF-a e a IL-1p desempenham papel chave na imunopatogenia na artrite gerando degradacgao
da cartilagem e promovendo ativacdo endotelial e celular (BRENNAN e MCINNES, 2008;
BEVAART, VERVOORDELDONK e TAK, 2010). Ja esta estabelecido que 0 TNF-o tem um
papel pivd na génese da hipernocicepcdo mecanica inflamatéria em ratos (CUNHA FQ et al.,
1992) e a resposta nociceptiva nas contor¢des em camundongos (RIBEIRO et al., 2000).
Estudos confirmam que 0 TNF-a tem um papel importante na dor inflamatéria articular e que
drogas, que inibem a producdo dessa citocina, como a talidomida (MOREIRA et al., 1993),
tem uma acdo analgésica eficaz devido a sua capacidade de inibir a producdo de TNF-a pelas
células sinoviais (VALE et al., 2006). Smolen (2009), em uma revisdo sobre o infliximab, um
antagonista do TNF-a, relata que o seu uso apresenta uma rapida reducdo de sinais e
sintomas, bem como rapida normalizacdo da proteina C reativa (CRP) nos pacientes com
artrite reumatoide que responderam ao tratamento. O etanercept (receptor solivel do TNF-a)
outro agente bloqueador de TNF-a, também ¢ bastante usado no tratamento da artrite
reumatoide. Recentes revisfes acerca do uso do etanercept relatam que sua administracéo
diminui a progressdo de erosGes 0sseas. Mas que Seu uso cocomitante com drogas
modificadoras da doenca proporcionam uma melhor resposta ao tratamento, sendo
evidenciado um retardo na progressao radiografica das articulaces depois de até trés anos de
tratamento para todos os participante (LETHABY et al., 2013; LISBONA et al., 2013). Vale
e colaboradores (2004) relatam ainda que o pré-tratamento com pentoxifilina reduz a
hipernocicepcao devido a uma inibi¢do da producéo de TNF e IL-1B no modelo de artrite por

zymosan, demostrando que essa citocina também contribui para o surgimento desse processo.

Como o tratamento cronico do OPCC se mostrou mais eficaz, na inibicdo de
hipernocicepgdo e migracdo de neutréfilos, em relagdo ao tratamento com dose Unica, foi
decidido quantificar os niveis de citocinas apenas nesses grupos. O TNF-a e a IL-1B
sequencialmente precedem a liberacdo de eicosanoides para induzir hipernocicepcdo em ratos
(VERRI et al., 2006). As doses do OPCC podem estar inibindo a a¢do dessas citocinas

fazendo com que ndo ocorra a liberagcdo de mediadores hipernociceptivos finais, dentre os
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mais importantes estdo os eicosanoides (prostaglandinas e prostaciclinas), as aminas
simpaticas, os leucotrienos, o fator de agregacdo de plaquetas (PAF), a histamina e a
serotonina (FERREIRA et al., 2009). O OPCC também pode estar impedindo que estes atuem
nos receptores presentes nas membranas dos neurénios nociceptivos periféricos que estdo na

articulacéo.

IL-6 é uma citocina pleiotropica com uma abrangente gama de atividades
bioldgicas em diversos alvos celulares, dentre os quais se destacam a regulagdo das respostas
imune e inflamatérias (NAKA, NISHIMOTO e KISHIMOTO, 2002). Verri e colaboradores
(2006) relatam que a inibicdo da IL-6 melhora a artrite induzida por colageno, mimetizando
uma doenca que apresenta uma acentuada inflamacdo o que gera hipernocicepcdo. A IL-6
induz a producdo de IL-1B na hipernocicep¢do mecanica inflamatoria em ratos. No estudo de
utilizacdo de anti-corpo contra a IL-6 inibiu 0 TNF-a, responsavel pela hipernocicepcéo
mecanica plantar. O efeito antinociceptivo é devido a inibicdo da cascata de citocina
subjacente & IL-6 (CUNHA FQ et al., 1992). Desta forma, paresse que 0 TNF-a, IL-6 e IL-1
sequencialmente antecedem a liberacdo de eicosanoides para induzir hipernocicepgdo em
ratos. A IL-6 pode ser uma alternativa para controlar a hipernocicepcao inflamatoéria (VERRI
et al., 2006). No nosso estudo a dosagem de IL-6 no lavado articular, ndo observamos
alteracdo significativa. Nao foi possivel ver uma diferenca estatistica entre o grupo naive e 0
grupo com artrite e nem dos grupos tratados.

A IL-10 é uma citocina pluripotente e pode ser considerada como a mais
importante citocina anti-inflamatoéria encontrada na resposta imune em seres humanos. A IL-
10 é produzida por diferentes tipos celulares, incluindo linfocitos B e linfocitos T,
macrofagos, monacitos e células dendriticas (MARLOW et al., 2013). A IL-10 demonstrou
importante atividade antinociceptiva no modelo de incapacitacdo articular induzida por
zymosan, apos a injecdo do estimulo inflamatorio. Tal efeito se deve a inibicdo, pelo menos
em parte, devido a inibi¢ao da liberacéo de citocinas pro-inflamatorias IL-1f e TNF-o (VALE
et al., 2003). Apesar da comprovacéo do efeito antinociceptivo da IL-10, nds ndo observamos
que o OPCC foi eficiente em induzir a liberacdo de IL-10. Provavelmente o efeito do OPCC
néo se deve a um aumento da producdo de IL-10 no liquido articular. As citocinas IFN-y, IL-
2, IL-4 e GM-CSF ndo foram detectadas na amostra, pois essas citocinas estdo relacionadas a

inflamacdo cronica.
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A ciclooxigenase (COX) é uma enzima que realiza o primeiro passo na sintese das
prostaglandinas a partir do acido araquidénico, participando assim do processo inflamatdrio.
As prostaglandinas sdo importantes mediadores pro-inflamatorios. Durante a fase inicial da
inflamacéo a PGE2 é o principal produto da ciclooxigenase (KAPOOR et al., 2005). Ha trés
isoformas principais da COX, a COX-1, COX-2 e COX-3. A COX-1 é constitutivamente
expressa em tecidos como o gastrointestinal, enquanto a COX-2 é uma isoforma induzida
sobre a estimulacdo pro-inflamatéria de varias citocinas. Na cascata da inflamacédo, IL-1P e
TNF-o estimulam a transcricdo do gene de COX-2 (AKARASEREENONT et al., 1995;
DIAZ et al., 1998). COX-3 ¢é a isoforma mais recentemente encontrada. Aparenta ser
codificada pelo mesmo gene da COX-1 e foi demonstrado ser importante nos estados de febre
e dor (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Os aspectos imunohistoquimicos do tecido sinovial dos animais dos grupos
testados demonstrou perfis imunologicos distintos. As membranas sinoviais de animais do
grupo naive apresentaram estrutura normal, com pouca presenca de infiltrado celular com
uma leve imunoexpressdao de TNF-o e COX-2. Enquanto as membranas do grupo controle
apresentaram intenso infiltrado celular com marcada expressdo de TNF-o ¢ COX-2. O
tratamento crénico com o OPCC (200mg/kg) diminuiu o infiltrado celular com consequente
diminuicdo da expressdo de TNF-a ¢ COX-2. As doses de 100 e 400mg/kg de OPCC ndo
apresentaram diminuicdo de expressdo de TNF-a e COX-2. Segundo Cardoso (2009) a
inibicdo de liberagdo de TNF-o, CXCL-8, IL-6, e a inibicdo da COX-2, pode atenuar a dor

inflamatoria.

A inflamacdo causada pela administracdo de zymosan na articulacdo, além de
provocar incapacitacdo articular também causa a formacéo de edema (ROCHA et al.,1999). O
aumento de permeabilidade vascular é a primeira alteracdo que ocorre na microvasculatura
durante a inflamacdo, levando ao extravasamento de fluido rico em proteinas para o
intersticio, e a formacdo de edema. Estes eventos sdo iniciados e mantidos através da
liberacdo sequencial de mediadores inflamatorios, originados no plasma ou em células
(MORAIS, 2008). Os dados do presente estudo demonstraram que a inje¢éo intra-articular de
zymosan (1mg), induziu uma inflamagdo caracteristica, com hipernocicepg¢do, edema e
aumento da permeabilidade vascular, corroborando com os dados da literatura (ROCHA et
al., 2003; KANASHIRO et al., 2009).
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Verificamos que o OPCC foi capaz de prevenir o edema articular, assim como a
dexametasona. O que pode indicar acdo antiedematogénica do OPCC. Os glicocorticOides
atuam por diferentes mecanismos de acdo e, dentre eles, a inibicdo da expressédo de citocinas
pré-inflamatorias como o TNF-a e a IL-1P, o qual é de grande importancia no tratamento de
diversos processos inflamatérios, incluindo os artriticos (BAUGHMAN et al., 2003) e
também através da inibicdo da degranulacdo mastocitaria. Assim como no tratamento agudo,
no tratamento crénico, todas as doses do OPCC, também foram capazes de prevenir o edema.
No entanto, nesses grupos a inibicdo foi mais intensa do que a observada nos grupos tratados
com dose Unica. Os dados desse estudo estdo de acordo com os resultados encontrados por
Saraiva e colaboradores (2011), onde os pesquisadores usando varios agentes inflamatorios
demonstraram relevante efeito antiedematogénico do OPCC na orelha de rato indicando que
sua aplicacdo tdpica pode ser um potencial medicamento utilizado em doencas inflamatorias

da pele.

O tratamento crénico com o OPCC, antes da artrite induzida por zymosan no
joelho dos ratos, também foi eficaz na reducdo da permeabilidade vascular, a semelhanca da
dexametasona. No processo inflamatdrio, a PGE2 é um forte dilatador da musculatura lisa
presente nos vasos que resulta em vasodilatacdo e eritema. A vasodilatacdo aumenta o fluxo
sanguineo no tecido inflamado e age como a bradicinina e histamina, que aumentam a
permeabilidade vascular, ocasionando extravasamento de fluido. Os dados do presente estudo
sugerem que o OPCC tem uma acdo na inibicdo da permeabilidade vascular e consequente

inibicdo na inibicdo da formacdo de edema.

No presente estudo, foi demonstrado um efeito anti-hipernociceptivo do OPCC
em diferentes modelos de hipernocicepcao inflamatéria. O OPCC foi capaz de inibir
hipernocicepcao inflamatoria induzida por carragenina e PGE2 (mediador de agdo direta).
Vivancos e colaboradores (2004) demonstraram que o dispositivo Von Frey Eletrénico era
mais sensivel que o Von Frey Filamentos e o Randall Selitto para a deteccdo da
hipernocicepcao induzida pelos agentes inflamatdrios carragenina ou PGE2 em ratos. Os
autores observaram uma diminui¢do do limiar de nocicepcéo, de maneira dose-dependente, a
partir da primeira hora apds a administracdo dessas substancias. Os mesmo autores
demonstraram ainda que o VVon Frey Eletrénico € uma ferramenta Util para caracterizacdo de
novos mediadores nociceptivos e também para avaliar novas classes de analgésicos
periféricos, que sdo inibidores de COX ou blogueadores diretos do nociceptor em curso de

hipernocicepcao.
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Os dados mostram que o tratamento crénico com o OPCC antes da inducdo do
estimulo inflamatoério pela carragenina, foi capaz de prevenir a hipernocicep¢cdo mecanica
plantar, bem como o grupo tratado com indometacina. Experimentalmente, foi demonstrado
que a carragenina induz hipernocicepcdo mecanica em ratos, ativando uma cascata de
sequencial citocinas (CUNHA FQ et al., 1992). A cascata comec¢a com 0 TNF-a que estimula
duas vias distintas. Na primeira a IL-1p é ativada e que por sua vez ativa a COX para produzir
eicosanoides. A segunda ocorre produgdo CXCL1/CINC-1 que estimula a liberacdo de aminas
simpaticas (VERRI et al., 2006). Eicosanoides e aminas simpaticas sdo em ultima analise
responsavel pela sensibilizacdo do nociceptor (CUNHA TM et al., 2005). Deste modo, drogas
que inibem a producdo de citocinas, tais como corticosterdides, talidomida (MOREIRA et al.,
1993; RIBEIRO et al., 2000), pentoxifilina (VALE et al., 2004) e produtos naturais

(FIGUEIREDO et al., 2010) sdo agentes antinociceptivos em modelos de inflamacao.

Quando utilizamos a PGE;, observamos que o tratamento crénico do OPCC, foi
capaz de prevenir a hipernocicepg¢do, assim como o grupo tratado com dipirona. Estudos in
vivo demonstram que a PGE2 injetada perifericamente produz hipernocicepc¢éo e alodinia em
modelos experimentais em animais, essas condi¢cGes também sdo observadas em seres
humanos (FERREIRA, 1972; KUHN, 1973). A PGE2 atua diretamente sobre 0s receptores
presentes nas membranas dos nociceptores, provocando sua sensibilizacdo (CUNHA FQ et
al., 1992). Logo, a hipernocicepg¢do induzida por PGE2 é independente a produgdo de outros
mediadores inflamatorios ou o recrutamento de células, tais como neutréfilos (CUNHA TM et
al., 2008b,c). O fato de que o tratamento com OPCC também inibiu hipernocicepcédo induzida
por PGE2, pode sugerir que o OPCC reduza diretamente a sensibilizacdo do nociceptor ou
que OPCC possa até induzir um mediador enddgeno através desta acdo. E importante citar
que os analgésicos que atuam através da inibicdo da COX, da producdo de citocinas, por
exemplo, talidomida ou a migracdo de neutrofilos (fugo idina) ndo sdo capazes de afetar a
hipernocicepcao induzida por PGE2 (CUNHA TM et al., 2008b,c; RIBEIRO et al, 2000).
Desconfiamos que um mediador enddgeno, que possivelmente pode estar envolvido na acdo
do OPCC, seja o 6xido nitrico (NO). Sabendo-se que sua atividade gastroprotetora, tem a
participacdo de NO e K+ATP (QUIRINO et al., 2009) e que essa via também esta bem
descrita como uma via analgésica periférica, acredita-se que esse efeito possa estar ocorrendo
pela via neuronal L-arginina/NO/GMPc/Karp. De fato, o bloqueio direto da hipernocicepgéo
induzida em curso por PGE2 pode ser alcancada através da utilizacdo de analgésicos

periféricos, como a dipirona, diclofenaco e outras substancias (DUARTE et al, 1992;
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FERREIRA, 1993; FERREIRA et al., 1991). Todavia acreditamos que a participacdo de um
mediador enddgeno seja a op¢do que se mostra mais provavel. Levando em consideracdo a
acao do OPCC na gastroprotecdo atraves da via L-arginina/NO/GMPc/Katp, Outra hipotese
que correlaciona com o efeito anti-hipernociceptivo do OPCC no experimento com PGE2 ¢ a
que o tratamento prolongado possa estar estimulando a producdo de opidides enddgenos,
como a beta-endorfina. Sabe-se que o sistema opidide endégeno bem como o sistema
endocanabinoide sdo sistemas supressores da dor e pode ser ativados por farmacos e por
produtos naturais (GERTSCH, PERTWEE e MARZO, 2010). Entretanto, experimentos

adicionais devem ser realizados para confirmar a hipotese.
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6. CONCLUSAO
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Diante dos dados apresentados no nosso trabalho, concluimos que o OPCC exibe
efeito anti-inflamatdrio evidenciado pelo modelo de artrite induzida por zymosan em ratos,
que pode ser associada com a inibicdo da producédo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a. e
IL-1B). Aparentemente essa acdo pode estar envolvida com a inibicdo da migracdo de
neutréfilos. Sugerimos ainda que o OPCC previne o desenvolvimento da hipernocicep¢do
inflamatoria mecénica evocada por carragenina e PGE2 (bloqueio direto da hipernocicepcao)
em ratos.
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