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RESUMO

Sideroxylum obtusifolium (Humb. ex. Roem. &Schult) T.B. Penn (Sapotaceae) de ocorréncia
comum na América do Sul, é conhecida no Nordeste do Brasil como “quixabeira”. OS
decoctos da casca do caule e das folhas sdo utilizados na medicina popular como anti-
inflamatdrio. O presente estudo avaliou in vitro e in vivo as propriedades anti-inflamatorias e
antinociceptivas do composto N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina (NMP) isolado das folhas de
Sideroxylon obtusifolium. Camundongos Swiss machos (25-30g; n=8-10) foram utilizados nos
testes da formalina, contor¢Ges abdominais induzidas por &cido acético, capsaicina e Von-
Frey. Os efeitos anti-inflamatdrios foram investigados atraves dos testes do edema de pata e
de peritonite, ambos induzidos por carragenina. Foram investigados possiveis mecanismos de
acao da NMP atraves de bloqueio farmacoldgico por naloxona, ioimbina e glibenclamida. As
patas inflamadas pela carragenina foram coletadas e em seguida encaminhadas para o estudo
histoldgico e ensaio imunohistoquimico para TNF-a, INOS, COX-2 e NF-kB. Foi verificada a
participacdo de neutrofilos através da dosagem de mieloperoxidade (MPO) e a atividade
antioxidante foi testada pelo método de DPPH. Os resultados mostraram reducéo de 35, 42 e
52% na 1° fase (neurogénica) e de 30, 61 e 78% na 2° fase (inflamatoria) do teste de
formalina, e em 34, 53 e 72% nas contor¢des abdominais/20 min, induzidas por acido acético,
nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente (P<0,05). A NMP (100 mg/kg) diminuiu a
hipernocicepcdo no teste da capsaicina e de Von-Frey (P<0,05). Houve reducdo do edema
apos os tratamentos com a NMP em todos os periodos (P<0,05). A NMP diminuiu de forma
significativa o nimero de leucdcitos do infiltrado da cavidade peritoneal induzida pela
carragenina no teste de peritonite. Os resultados dos testes in vitro, mostraram reducdo da
atividade da MPO (P<0,05), mas ndo houve efeito antioxidante no teste de DPPH. Observou-
se uma reducdo significativas do ndmero de células imunomarcadas para TNF-a, iNOS,
COX-2 e NF-kB nos grupos tratados com NMP (P<0,05). A investigacdo dos possiveis
mecanismos da acao anti-inflamatdria e antinociceptiva da NMP sugerem o envolvimento de
receptores vanil6ides do tipo TRPV1 e a participacdo de canais de K*, dependentes de ATP,
descartam a participagdo de receptores opidides e ap.adrenérgicos. Os achados do presente
estudo indicam que a NMP possui efeitos anti-inflamatorios e antinoceptivos relevantes que
podem ser favoraveis como ferramenta fisiofarmacolégica para o tratamento de patologias nas
quais essas vias sdo evidenciadas.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio, Antinociceptivo. Sideroxylon obtusifolium. L-prolina.



Anti-inflammatory and Antinociceptive activity of the N-METHYL-TRANS-4-
HYDROXY-L-PROLINE isolated from leaves Sideroxylon obtusifolium

ABSTRACT

Sideroxylum obtusifolium (Humb. Ex. Roem. & Schult) T. B. Penn (Sapotaceae) of common
occurrence in South America, is known in the Northeast of Brazil as "Quixabeira". The
decoctions from the stem bark and leaves are used in folk medicine as anti-inflammatory. The
present study evaluated by in vitro and in vivo models the anti-inflammatory and
antinociceptive effects of the compound N-methyl-trans-4-hydroxy-L-proline (NMP) isolated
from the leaves of Sideroxylon obtusifolium. Male Swiss mice (25-30 g; n = 8-10) were used
in the tests of formalin, abdominal contractions induced by acetic acid, capsaicin and von-
Frey. Anti-inflammatory effects were investigated using the tests of paw edema and
peritonitis, both induced by carrageenan. We investigated possible mechanisms of action of
NMP through the pharmacological blockade by naloxone, yohimbine and glibenclamide.
Furthermore, the inflamed legs by carrageenan were collected and then sent for histological
and immunohistochemical assay for TNF-a, iNOS, COX-2 and NF-kB. The participation of
neutrophils was verified by myeloperoxidase dosage (MPO) and the antioxidant activity was
tested by the DPPH method. The results showed reductions of 35, 42 and 52% in the 1st
phase (neurogenic) and of 30, 61 and 78% in the 2nd phase (inflammatory) of the formalin
test, and of 34, 53 and 72% in the writhings /20 min induced by acetic acid at the doses of 25,
50 and 100 mg / kg, respectively (P <0.05). NMP (100 mg / kg) reduced the hyperalgesia in
the capsaicin and Von-Frey tests (P <0.05). There was a reduction of edema after treatment
with NMP at all periods (P <0.05). NMP decreased significantly the number of leukocytes
infiltrate of the peritoneal cavity induced by carrageenan. The results of the in vitro tests
showed reduced MPO activity (P <0.05) but there was no antioxidant effect in DPPH test.
There were significant reductions in the number of immunostained cells to TNF-a, iNOS,
COX-2 and NF-kB in the groups treated with NMP (P <0.05). The investigation of possible
mechanisms of anti-inflammatory action and antinociceptive of NMP suggest the involvement
of the vanilloid receptor TRPV1 and the participation of K + channels, ATP-dependent and
discard the participation of opioids and o2-adrenergic receptors. The findings of this study
indicate that NMP has significant anti-inflammatory and antinoceptive effects that can be
favorable as pharmacological tool for the treatment of conditions in which these pathways are
highlighted.

Keywords: Anti-inflammatory. Antinociceptive. Sideroxylon obtusifolium. L-proline.
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1 INTRODUCAO

19

1.1 Consideracdes sobre o processo inflamatdrio

A inflamacdo é uma resposta protetora que envolve células do hospedeiro, vasos

sanguineos, proteinas e outros mediadores destinados a eliminar a causa inicial da lesdo

celular, bem como as células e tecidos necroticos e iniciar o processo de reparo (figura 1). No

entanto estes mesmos mecanismos podem causar danos irreparaveis se a reacdo for muito

intensa, como em casos de infeccBes acentuadas, quando o agente causador resiste a

erradicacdo, ou ainda inapropriada no caso das doencgas autoimunes (KUMAR; ABBAS;

ASTER, 2013).

Figura 1: Caracterizacdo do processo inflamatdrio.
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Componentes das respostas inflamatorias, aguda e crénica, e suas principais fungdes. Os papeis dessas células e
moléculas na inflamacédo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Os sinais cardinais que identificam a inflamacdo s&o: o calor, rubor, tumor, dor e a

perda da fungdo. Normalmente isto é controlado e autolimitado. As células e mediadores séo

ativados apenas em resposta a lesdo. Os tecidos inflamados podem responder a estimulos

nocivos, tais como patdgenos, células lesionadas e injurias quimicas, térmicas ou mecanicas
(ALESSANDRI et al., 2013).
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A resposta de um processo inflamatorio pode ser classificada como aguda ou crénica,
dependendo da persisténcia da lesdo e sinais clinicos. Uma resposta inflamatoria aguda
apresenta dois componentes, uma resposta natural que corresponde a um conjunto de
mecanismos de defesa imediata do proprio organismo capaz de reconhecer e destruir o0 agente
agressor; e uma resposta imunoldgica adquirida ou especifica, que é somente desencadeada
apo6s um patdgeno ter sido reconhecido pelo sistema inato. A fase adquirida € constituida por
um conjunto de respostas especificas contra o patdégeno e também torna a imunidade inata
mais eficiente gracas ao sistema de memoria (mediados por linfocitos) (HENSON, 2005).

A fase aguda caracteriza-se pelos eventos vasculares, observando-se a vasodilatacdo
local, o aumento da permeabilidade vascular e migracdo de leucdcitos, particularmente
neutrofilos. Na fase cronica ocorre infiltracdo de células mononucleares, incluindo
macrofagos, linfocitos e plasmdcitos, destruicdo tecidual induzida pelos produtos das células
inflamatorias, reparo, proliferacdo de novos vasos (angiogénese), fibrose e em alguns casos
degeneracdo tecidual, geralmente causando dor através da sensibilizacdo e ativacdo de
nociceptores (LEES et al., 2004).

Existe um grande interesse da medicina experimental na tentativa de buscar respostas
referentes a etiologia fisiopatolégica e controle do processo inflamatério, devido aos danos
teciduais que ocorrem em diversas doencas, gracas a exacerbacdo da resposta inflamatéria
(CARVALHO; CARVALHO; RIO-SANTOS, 2004).

1.2 Alterac6es nos vasos e células ocasionados pela inflamacéo

Um papel fundamental na mudanca da permeabilidade vascular é facilitar a chegada
de células e fatores sollveis, como anticorpos e proteinas, ao sitio de lesdo tecidual. A
inflamacdo desempenha um papel importante na regulacdo do sistema vascular, integrando
diversos tipos de respostas e liberando uma variedade de substancias vasoativas
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY,2004).

Os sinais da inflamacédo se desenvolvem rapidamente apos a leséo, resultando em uma
intensa vasodilatacdo. Ocorre um aumento do fluxo sanguineo e ainda, um aumento da
permeabilidade capilar, destinados a trazer células e proteinas para o local da injuria. Existe

uma vasoconstri¢do rapida e em seguida a vasodilatacédo de arteriolas aumentando o fluxo de



21

sangue e abertura dos leitos vasculares, responsaveis pelo eritema e calor observados na
inflamacdo. Os leucocitos comecam a se acumular (marginagdo) ao longo da superficie
vascular (BHANDARI et al., 2005).

Véarios mecanismos podem contribuir para 0 aumento da permeabilidade vascular
como a contragdo da célula endotelial, formando lacunas intercelulares nas vénulas pos-
capilares, apos a ligacdo de mediadores como a histamina, bradicinina, e leucotrienos aos
receptores especificos; a lesdo direta nas celulas endoteliais, o aumento transitérios de
proteinas e 0 extravasamento de novos vasos sanguineos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013).

Na reacdo inflamatdria uma caracteristica marcante é o acumulo de leucocitos,
principalmente neutrdfilos. Estas células incorporam e degradam bactérias, complexos imunes
e restos de células necroticas, e as suas enzimas lisossomais contribuindo com a resposta
defensiva do hospedeiro. Entretanto, uma vez ativados, podem prolongar a inflamacdo e
induzir dano tecidual pela liberacdo de enzimas, mediadores quimicos e radicais livres, que
sdo toxicos para os tecidos (LORENZI, 2006).

Os neutrofilos predominam na inflamacdo aguda e sdo substituidos posteriormente
pelos macrofagos. A sequéncia de eventos neste processo envolve marginacao e rolamento;
ativacdo, adesdo e extensdo na superficie do endotélio; passagem através da barreira das
células endoteliais ou diapedese; quimiotaxia, fagocitose, degradacao intracelular e liberacao
extracelular de produtos leucocitarios (figura 2) (WAGNER; ROTH, 2000).

O processo de migracdo se inicia quando os leucocitos ocupam a periferia do vaso,
aderindo ao endotélio e deslocando-se sobre a superficie endotelial, posteriormente sdo
ativados e aderem firmemente ao endotélio, e migram através da parede das vénulas, passando
entre as células endoteliais. Se as células endoteliais sdo ativadas por citocinas e outros
mediadores produzidos localmente, elas expressam moléculas de adesdo, naturalmente
expressas na membrana ou com expressdo aumentada apos ativacao do endotélio ou leucdcito.
Os leucdcitos rolam através das selectinas (E-selectina, P- selectina e L-selectina. As
integrinas expressas na superficie celular dos leucocitos sdo: ICAM-1 e 2, MAC-1, VCAM-1,
CD31 (KUMAR; PERKINS, 2008).

Apbs a aderéncia ao endotélio os leucdcitos migram pelas paredes dos vasos
(diapedese), sendo as quimiocinas e a molécula de aderéncia plaquetaria importantes neste
processo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). No local da leséo, ocorre o reconhecimento do

agente agressor (ativacdo leucocitaria), apos este reconhecimento ocorre uma série de reacdes
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a fim de conter o agente causador da inflamac&o tais como a fagocitose, espécies reativas de
oxigénio, enzimas lisossomiais, entre outras (RODRIGUES et al., 2002).

Figura 2: Representacdo do comportamento de leucdcitos frente a um estimulo inflamatério.
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Mecanismos de migracgdo dos leucdcitos através dos vasos sanguineos. Primeiro, os leucdcitos rolam, depois se

tornam ativados e aderem ao endotélio, entdo transmigram atraves do endotélio, penetrando na membrana basal e
migrando em dire¢do aos quimioatraentes liberados da fonte de lesdo. Diferentes moléculas tém papeis
predominantes nas diferencas etapas deste processo: selectinas no rolamento, quimiocinas na ativacdo dos
leucécitos, em especial, neutrdfilos para aumentar a avidez das integrinas; integrinas em firme adesdo; e
CD31(PECAM-1) na transmigracdo. ICAM-1: molécula 1 de adesdo intercelular; IL-1: interleucina 1; PECAM-
1: molécula 1 de adesdo celular endotelial a plaquetas; TNF: fator de necrose tumoral (KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2013).

1.3 Mediadores inflamatorios

Os mediadores podem ser produzidos pelas células ou circular pelo plasma, como
precursores inativos que sdo ativados no local da inflamagdo. Os mediadores derivados de
células sdo: aminas vasoativas, metabdlitos do acido araquiddnico, fator de ativagdo
plaquetéria, citocinas, espécies reativas do oxigénio, éxido nitrico e neuropeptidios. E 0s
mediadores derivados de proteinas plasmaticas sdo: o sistema complemento, sistema de
coagulacao e das cininas (KOLACZKOWSKA,; KUBES, 2013).
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1.3.1 Histamina

A histamina é uma amina vasoativa, proveniente principalmente dos mastocitos e
basofilos, sintetizada do aminodacido histidina, sob acdo da L-histidina decarboxilase (HDC), a
qual contém piridoxal fosfato (vitamina B6) (CRIADO, MARUTA, 2010).

A atividade bioldgica da histamina ocorre a partir de sua interagdo com quatro
subtipos de receptores, acoplados a proteina G, denominados H1, H2, H3 e H4. As acbes
desencadeadas pela histamina, mediadas pelo receptor H1, estdo relacionadas a processos
inflamatdrios e alérgicos, tais como a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular,
secrecdo de muco e broncoconstricdo (HOWARTH, 1990; HUANG et al., 2008).

A histamina também pode exercer efeitos sobre células inflamatérias e ocasionar
ativacdo celular e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (como exemplo, leucotrienos e
citocinas) (NUNES, 2006).

1.3.2 Serotonina

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) tem efeitos de vasodilatac&o similares aos
da histamina. E encontrado, sobretudo nos granulos densos das plaquetas, e é liberado durante
a agregacdo plaquetéria, induzindo vasoconstri¢cdo no processo de coagulacdo. Sabe-se que a
serotonina apresenta uma variedade de efeitos devido a presenca de mdaltiplos subtipos de
receptores presentes em neurbnios, musculatura lisa e, possivelmente, nas células
neuroendocrinas. Existem sete tipos ou familias e multiplos subtipos de receptores que ja
foram identificados, denominados como 5-HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6 e 5-
HT7 (SIKANDER et al., 2009).

Verificou-se que os farmacos inibidores da recaptacdo da serotonina (ISRS), muito
usados para o tratamento de sindromes depressivas, parecem modificar o0 processo
inflamatdrio, diminuindo os niveis de citocinas pré-inflamatoérias como PGE, e NO
(BIANCHI et al., 1994, YARON et al., 1999, KUBERA et al., 2000, ROUMESTAN et al.,
2007, GUEMEI et al., 2008, SACRE et al., 2010).
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1.3.3 Metabdlitos do acido araquidonico

O acido araquiddnico tem mostrado influenciar uma série de eventos e mecanismos
celulares durante o processo de inflamacdo, desde a transducéo de sinal até a sintese proteica
(ANDRADE; CARMO, 2006).

Os eicosanoides sdo produtos derivados do metabolismo de acidos graxos essenciais.
A familia dos eicosanoides é composta das prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas,
tromboxanos e derivados dos acidos graxos hidroxilados. Os substratos para a formacdo dos
eicosanoides sdo o 4acido dihomo-gamma-linolenico, o &cido araquiddnico e o acido
eicosapentaenoico. Para a sintese destas substancias, o &cido graxo precursor € clivado dos
fosfolipidios de membrana pela acdo da fosfolipase A, ou fosfolipase C dependendo do
subtipo fosfatidil ao qual o acido graxo essencial esta ligado (KONIG et al, 1997).

Quando a metabolizacdo do acido araquidonico (figura 3) €é por via das
ciclooxigenases, ha a formacédo de prostanoides como a prostaglandinas (PG) e tromboxanos
(TX) (KONIG et al, 1997). As prostaglandinas compreendem muitos subtipos, 0s quais
possuem diferentes funcbes. A prostaglandina E (PGE) tem sido amplamente investigada, em
funcdo do seu importante papel imunomodulador. Entre os tromboxanos, apenas o
tromboxano A (TXa) é ativo, sendo o troboxano B (TXg) inativo (ANDRADE; CARMO,
2006).

As prostaglandinas estdo envolvidas em processos fisioldgicos e patoldgicos,
incluindo vasodilatacdo ou vasoconstricdo, contracdo ou relaxamento da musculatura
brénquica ou uterina, hipotensdo, aumento do fluxo sanguineo renal, inibicdo da secrecdo
gastrica de &cido, resposta imunolégica, hiperalgesia, regulacdo da atividade quimiotatica
celular, resposta enddcrina, angiogénese e inimeras outras funcdes celulares que controlam
mecanismos fisioldgicos e patoldgicos no organismo (YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000,
QIU, 2003).

Em relacdo ao envolvimento de prostaglandinas na dor inflamatoria, sabe-se que este
processo € iniciado com a sensibilizacdo de nociceptores, pelas PGl,, PGE; e PGE,, tornando-
0S mais responsivos aos agentes algicos enddgenos, como bradicinina e histamina. Nesse
sentido, tem sido referido que a PGI, relaciona-se com a hiperalgesia imediata e de curta
duracgdo, enquanto a PGE, com a dor de acdo prolongada, que pode persistir por um periodo
de até seis horas. Além disso, a PGE, é um potente eicosanoide pro- inflamatdrio, estando
envolvido na patogenia da febre e inflamacéo (HILARIO, TERRERI, LEN et al., 2006).
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A prostaglandina D, é o principal metabdlito da via da cicloxigenase dos mastocitos,
causa intensa vasodilatacdo, aumentando a permeabilidade vascular, potencializando a
formacéo do edema (RAIBLE et al., 1992). A prostaciclina I, € uma vasodilatador e inibidor
da agregacdo plaquetaria. O tromboxano A2 (substancia que favorece a coagulagdo), age
como potente agente agregante e vasoconstritor (BOOTHE, 2005).

Uma outra via de formacdo de eicosanoides € a via da lipooxigenase, produzidos pela
acdo da 5-lipoxigenase, dando origem aos leucotrienos, que sdo potentes agentes quimitaticos,
causam vasoconstri¢do, broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular. Nesta via, ha
a formacdo do acido hidroperoxieicosanoico e dos leucotrieno A, 0s quais sucedem a
formacdo dos demais membros ativos da familia dos leucotrienos: LTB, LTC, LTD e LTE.
Os leucotrienos derivados do &cido araquidénico: hidroperoxieicostetraenoico (HEPETE)
recebem um sufixo “4” e aqueles oriundos do acido hidroeicosapentanoico (HETE) recebem o
sufixo “5”. Os lecotrienos derivados do &cido dihomo-gamma-linolenico recebem o sufixo
“3” (ANDRADE; CARMO, 2006).

As lipoxinas (LX) também sdo derivadas do acido araquiddnico e foram os primeiros
mediadores eicosanoides reconhecidos com atividade anti-inflamatéria. S8o caracterizados
como acido 5,6,15-L-trihidroxi-7,9,11,13- eicosatetraenoico (lipoxina A4, LXA4) e acido
5D,14,15-L-trihdroxi-6,8,10,12- eicosatetraenoico (lipoxina B4, LXB4), as quais inibem a
guimiotaxia e a aderéncia dos neutréfilos ao endotélio, funcionando como antagonistas dos
leucotrienos (SERHAN, 2005).



Figura 3: Cascata inflamatoria desencadeada pela clivagem do acido araquidénico
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Geragdo de metabdlitos do acido araquiddnico e seus papeis na inflamacéo. Notar as atividades enzimaticas cuja
inibicdo por intervencdo farmacoldgica bloqueia as principais vias.COX-1 e COX-2: cicloxigenases 1 e 2;
HETE: acido hidroxieicosatetraenoico; HPETE: acido hidroperoxieicosatetraenoico (KUMAR; ABBAS;

ASTER, 2013).

1.3.4 Fator de ativacdo plaquetaria

O fator de agregacdo plaquetaria (PAF) tem a capacidade de agregar plaquetas e

causar degranulacdo das mesmas. E um mediador derivado dos fosfolipideos de leucdcitos e

células endoteliais. O PAF causa vasoconstricdo, broncocostricdo, estimula a sintese de

prostaglandinas, leucotrienos, producdo de colagenases e outras proteinases que degradam a

matriz extracelular. E um potente agente quimiotatico e aumenta a aderéncia dos leucécitos.

Quando injetado na pele causa rubor e infiltracdo leucocitaria (FLAUMENHAFT, 2003).
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1.3.5 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria produzida principalmente por mondcitos,
macrofagos e linfécitos-T. Também estd presente nos neurbnios e células da glia,
desempenhando funcbes importantes tanto na hiperalgesia inflamatoria e neuropatica
(ZHANG; AN,2007).

O TNF-a ¢ um dos mediadores mais precoces e potentes da resposta inflamatoria.
Pode regular respostas imunes por causa da sua influéncia na produgdo de pré-timdcitos,
timacitos e células T e ativacdo de citotoxicidade de macrofagos e células NK (natural Killer),
sendo uma citocina importante no controle de infecgdes microbianas. E também responsével
pela adesdo de leucdcitos estimulando e/ou aumentando a expressdo de moléculas de adeséo
(ZIDl et al., 2010).

O TNF-a pode induzir a apoptose em varias células tumorais e em células T
potencialmente auto-reativas, ativar a coagulacdo, estimular a expressdo de PGE,, fator
ativador de plaquetas, glicocorticoides e outros eicosanoides. O TNF-a também pode ser
mediador na producdo de citocinas pré-inflamatorias como IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8(ZIDI et
al., 2010, OLIVEIRA et al., 2011).

1.3.6 Interleucina 1 (11-1)

Como o TNF-o a Il-1 é ativada durante lesdo celular, infeccdo, inflamacdo e sédo
produzidas pelos mesmos tipos de células. A IL-1 produz inflamagdo sistémica através da
ativacdo da ciclooxigenase-2, também produz substancia-P e ativa a enzima oxido nitrico
sintetase. A IL-1 induz secrecdo de quimiotaxicos e aumenta a expressdo de moléculas de
adesdo celular, facilitando o recrutamento de mononucleares e estimulando a secrecdo de
citocinas. Outra funcéo é a expressdo de metaloproteinases, causando degradacdo da matriz
extracelular e migracdo de mondcitos. Em adicional, a IL-1 est associada a formagdo e
remodelamento 6sseo, regulacdo do apetite, secrecdo de insulina, inducdo de febre e a
fisiologia do horménio do crescimento (DINARELLO,1996; WOLF et al., 2008).
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1.3.7 Interleucina 6 (11-6)

A IL-6 é um importante marcador inflamatério com atuacdo tanto na resposta imune
inata como na adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e
outras células em resposta a microrganismos e também a estimulagcdo por outras citocinas.
Esté envolvida numa série de atividades imunolégicas, em especial a sintese de substancias de
fase aguda pelo figado (OLIVEIRA et al., 2011).

A IL-6 normalmente é expressa em niveis baixos, exceto durante infeccéo, trauma ou
outros fatores estressantes como em inflamac@es; também age estimulando a secrecdo de
anticorpos pelas células B, a producéo de IL-2 pelas células T e tem atividade estimuladora de
coldnias das células tronco hematopoiéticas (ERSHLER; KELLER, 2000).

1.3.8 Interleucina 12 (11-12)

A 1L-12 é uma citocina heterodimérica produzida principalmente por estimulacédo
antigénica desempenhando um importante papel na resposta imune a antigenos exdgenos e
enddgenos. Esta citocina é um intermediario importante entre a imunidade inata e adaptativa e
é secretada sob estimulacdo de mondcitos,macréfagos e células dendriticas. Esta envolvida na
producéo e proliferacdo do INF-y, a atividade citolitica das células natural killer e linfocitos T
(TRINCHIERI, 1995).

1.3.9 Interferon gama (INF-y)

O INF-yé uma citocina potencialmente pré-inflamatéria, também contribui na
resposta inflamatdria aguda, mas principalmente na crénica, aumentando o numero de células
fagocitarias e atraindo macréfagos no local da inflamacdo (SILVEIRA et al., 2009). Esta
envolvida também no processo de auto-imunidade como na expressdo de antigenos de

histocompatibilidade (MHC) classe |1, na producdo de mediadores como o TNF-a, IL-1, IL-
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12 e NO e regulacdo negativa da sintese de mediadores anti-inflamatdrios como a IL-10 (EL-
HASHEMITE et al., 2004).

1.3.10 Quimiocinas

As quimiocinas séo citocinas quimiotaticas de baixo peso molecular (8-12 kDa) com,
aproximadamente, 70 a 80 aminoacidos de comprimento. Sdo classificadas em quatro
subfamilias: CXC, CC, CX3C e C, onde C representa cisteina e X ou X3 representa um ou
trés aminoacidos (GUERREIRO; SANTOS-COSTA; AZEVEDO-PEREIRA, 2011).

Algumas quimiocinas podem ser produzidas por diversas celulas em resposta ao
estimulo inflamatério e recrutamento dos leucdcitos para locais de inflamacgdo (funcdo
inflamatdria) outras sdo geradas constitutivamente em varios tecidos e recrutam leucdcitos
para esses tecidos na auséncia de inflamacdo (funcBes, homeostésica) (ROSSI; ZLOTNIK,
2000).

Grande parte das quimiocinas apresenta um importante papel no processo
inflamatdrio. Sdo tipicamente induzidas nos mondcitos ou macrofagos e, ainda, em células
epiteliais, endoteliais ou fibroblastos por citocinas pro-inflamatérias como IL-1, TNF-a e
INF-y e também por estimulos externos como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (ROSSI;
ZLOTNIK, 2000, SALLUSTO; MACKAY; LANZA- VECCHIA, 2000).

Outras quimiocinas sdo especificamente induzidas por citocinas envolvidas na inducao
de (IL-4, IL-10, IL-13), em mondcitos e outras células. Esta evidéncia leva a crer que a
producdo de certas quimiocinas esta associada a respostas Thl (pro-inflamatorias) enquanto
outras estardo associadas a respostas Th2 (SALLUSTO; MACKAY; LANZA-VECCHIA,
2000, SOLDEVILA; GARCIA-ZEPEDA, 2007, GUERREIRO; SANTOS-COSTA;
AZEVEDO-PEREIRA, 2011).
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1.3.11 Estresse oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), fazem
parte do metabolismo humano, tém importante funcdo biolégica, como na fagocitose,
fendmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor. As ERO
podem aumentar a expressdo das moléculas de adeséo, citocinas e quimiocinas, amplificando
a resposta inflamatéria (FINKEL, 2000).

Entretanto, quando sua producédo € exacerbada, o organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo
resulta do desequilibrio entre o sistema pré e antioxidante, com predominio dos oxidantes,
com dano consequente incluindo lesdo endotelial, degradacdo da matriz extracelular pela
ativacdo das proteases e lesdo celular (SCHAFER; BUETTNER, 2001, VASCONCELOS et
al, 2007), (Figura 4).
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Figura 4: produgdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio.
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Fontes e respostas celulares as Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), de Nitrogénio (ERN), derivados de
Enxofre (ERS), de Cloro (ERCI), de carbono (ERC) e metais de transicdo [M n+)]. Oxidantes sdo gerados do
metabolismo normal como na mitocdndria, em peroxissomas € em uma variedade de enzimas citosdlicas.
Existem diversas fontes exdgenas de producdo de ER. Os sistemas de defesa antioxidante enzimatico e ndo
enzimético, quando eficientes, mantém a homeostase fisiolégica e quando estdo ineficientes, permitem a
instalacdo do estresse oxidativo, representado pelo dano celular em macromoléculas como o DNA, proteinas e
lipidios, que se expressam clinicamente como envelhecimento ou doenca (VASCONCELOS et al, 2007).
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1.3.12 Oxido Nitrico

O O6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, que possui sete
elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um elétron desemparelhado. Atualmente, o
NO constitui um dos mais importantes mediadores de processos intra e extracelulares. Este
radical é produzido a partir da L-arginina, por uma reagdo mediada pela enzima NO-sintetase
constitutiva (c-NOS) e induzivel (i-NOS). Esta envolvido no relaxamento vascular e tem um
papel de grande importancia na protecdo do vaso sanguineo. Constitui um importante
mediador citotoxico de células imunes efetoras ativadas, capaz de destruir patdgenos e células
tumorais. Possui, ainda, um papel como mensageiro/modulador em diversos processos
bioldgicos essenciais (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003).

A i-NOS ndo é expressa sob condicdes normais, € induzida por citocinas ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se macréfagos, linfocitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatocitos, condridcitos, neutréfilos e plaquetas (MONCADA et al.,
1991). A atividade da i-NOS em macrofagos € regulada e modulada por moléculas de
receptoras celulares tais como receptores Toll-like e CD14, este ultimo, tem um papel
essencial nas respostas pro-inflamatérias em mondcitos e macrofagos através da ativacdo do
fator nuclear kappa B (NF-kB) (SCHRODER et al., 2000).

A superprodugdo do i-NOS é importante na inflamagdo sendo um marcador para o
tratamento de desordens inflamatdrias, e sua prevencao é um alvo para o desenvolvimento de
novas drogas que atuam sobre i-NOS (AKTAN, 2004).

1.3.13 Sistema complemento e das Cininas

O sistema complemento é o principal mediador humoral do processo inflamatorio
junto aos anticorpos. Esta constituido por um conjunto de proteinas, tanto solGveis no plasma
como expressas na membrana celular, e é ativado por duas vias, a classica e a alternativa
(figura 5). As proteinas circulantes que fazem parte dos sistemas complemento estdo

envolvidas em varios aspectos da reacdo inflamatdria. Sob a ativagéo, as diferentes proteinas
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do complemento opsonizam as particulas para a fagocitose e destruicdo, aumentando a
permeabilidade vascular e a quimitaxia dos leucécitos. A ativacdo do complemento gera o
complexo de ataque a membrana que forma canais na membrana dos microbios invasores
(YAMAMOTO; PORTINHO, 2001).

O sistema calicreina-cinina é composto de procalicreinas, calicreinas, cininogénios,
cininas, cininases e enzimas conversoras de cininas. As cininas podem evocar 0s sinais
cardinais da inflamacéo e estdo envolvidas na cascata de mediadores envolvidos no processo
inflamatdrio (MORAIS et al., 1999).

O fator de Hangeman (XII) é uma proteina sintetizada pelo figado que circula de
forma inativa até encontrar coldgeno, membrana basal ou plaquetas ativadas do local da les&o.
Quando ativado inicia-se quatro sistemas envolvidos na resposta inflamatoria: o sistema das
cininas, o sistema de coagulacao, o sistema fibrinolitico e o sistema complemento. A ativacao
do sistema de cininas leva a formagdo de bradicinina a partir do precursor HMWK. A
bradicinina provoca aumento da permeabilidade vascular, dilatacdo das arteriolas, contracéo
dos brénquios e dor quando injetada na pele (CRUVINEL et al., 2010).

Figura 5: Cascata do Sistema Complemento
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A ativacdo da via cléssica do Sistema Complemento é iniciada pela ligacdo de Clq a porgdo Fc (fragment
crystalline) de uma imunoglobulina. A via alternativa é ativada continuamente na fase fluida em pouca
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intensidade; na presenca de um ativador exdgeno, esta é amplificada. Isso inicia uma cascata de eventos
proteoliticos, resultando na formacédo de C5 convertase da via classica e alternativa, que cliva a molécula de C5
em C5b e Cbha. O C5b liga-se, por sua vez, a C6, C7 e C8 para formar o complexo C5b-8. A ligacdo de C9 forma
0 C5b-9 ou CLM. Esse complexo liga-se @ membrana das células-alvo e provoca a formacdo de "poros”, que
permitem um influxo descontrolado de agua e ions, com turgéncia e lise celular subsequentes. Para controlar a
atividade do Sistema Complemento, ha inibidores endégenos regulados pela prépria citélise. Essa regulacéo
protege as células aut6logas do ataque do Sistema Complemento (SHEN et al., 1997).

1.3.14 Fator Nuclear Kappa B (NF-kB )

O NF-kB € uma proteina constituida de duas subunidades proteicas (p65 e p50) na
forma de homo ou heterodimeros presente no citoplasma celular ligado a proteina IkB, tem a
funcéo de manter o NF-kB no citoplasma na forma inativa, impedindo a translocagdo desse
fator de transcricdo para o ndcleo celular, onde exerceria seu papel de modular (induzir ou
reprimir) a transcricdo de inimeros genes. O heterodimero p50-p65 é comumente utilizado
como sinénimo de p50-p65 por ser o mais abundante da familia do NF-xB e em sua maioria
esta associado a proteina IxkBa (ROTHWARF; KARIN, 1999, MALEK et al., 2007, WONG;
TERGAONKAR, 2009).

Duas vias estdo relacionadas com a ativacdo do NF-kB, como é visto na figura 6; a via
candnica ou classica e a via ndo candnica ou alternativa. A via candnica esta mais associada
ao processo inflamatorio e a resposta inata, enquanto a via ndo canonica esta relacionada no
desenvolvimento e manutencdo dos érgdos linfoides secundarios (ALCAMO et al., 2002;
XIAO, 2004).

Na via cléssica o IkB ¢ fosforilado no residuo de serina pelo complexo de proteina
quinase IKK. Essa fosforilacdo ¢ o sinal para a ubiquitinagdo e posterior degradacdo do kB
pelo proteassoma. No citoplasma um conjunto de proteinas adaptadoras e ancoradoras
(TRAFs, MyD88 e TIRAP) e quinases (RIP, IRAK) formam um complexo quando ha um
estimulo, facilitando o recrutamento da IKK. Apos a degradagio do IkB os dimeros do NF-kB
(por ex. p50-p65) sdo liberados e migram para o ndcleo onde atuardo na regulacdo da
transcrigdo de genes especificos (KALTSCHMIDT et al., 2005, FRANCO, 2010).

A expressdo génica de inimeros genes que codificam proteinas pré-inflamatorias sdo
aumentadas pela ativagdo do NF-kB, incluindo as enzimas oOxido nitrico sintetase (i-NOS),
COX-2, varias citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, e outras), quimiocinas, fatores de
crescimento (GM-CSF, VEGF), moléculas de adesdo celular (ICAM-I, VCAM-I, E-

selectinas), proteinas reguladoras da apoptose (Bcl-2, Bcl-xl, clAPs), outros fatores de
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transcrigdo, metaloproteinases e varias outras proteinas importantes para o desenvolvimento
do processo inflamatorio (HAYDEN et al., 2006, WONG; TERGAONKAR, 2009).

A via alternativa € ativada por meio da fosforilacdo da quinase NIK (NF-kB), o
complexo IKK torna-se ativo e promove a translocagdo dos dimeros do NF-kB para o nucleo.
No nucleo, o NF-kB ativado pode induzir a expressdo de mais de 200 genes, interferindo na
supressao da apoptose, indugdo da transformacdo celular, proliferagdo, invasdo, metastase,
resisténcia a quimioterapicos e inflamacao (SRIVASTAVA; RAMANA, 2009).

Figura 6: Vias de ativacdo do NF-kB.
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1.4 Nocicepc¢éao e Dor

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (1986), a dor foi
conceituada como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que estd associada a
lesbes reais ou potenciais e envolve as mais diferentes sensacfes dolorosas, e estas vao se
diferenciar quanto a intensidade, a duracdo e & sua distribuicdo espacial. J& o termo
nocicepgao esta relacionado com o reconhecimento de sinais dolorosos pelo sistema nervoso,
que formulam informacdes relacionadas a lesao.

Tendo como base estes conceitos, o termo dor seria melhor aplicado a seres humanos
do que aos animais, pelo fato deste termo envolver um componente emocional. A dor pode
ser considerada como sendo o quinto sinal vital, juntamente com a funcao cardiorespiratéria e
a térmica (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

A dor pode ser classificada em dor aguda, transitoria (ativacdo de nociceptores tanto
da pele, quanto de outros tecidos, ocorrendo na auséncia de dano tecidual; provavel funcao de
protecdo ao individuo contra esses danos; e dor cronica (dor que ultrapassa em duracdo a
lesdo tecidual precipitante). A dor aguda € desencadeada ap6s uma lesdo substancial de algum
tecido, com ativacdo dos nociceptores mesmo apos a retirada do estimulo nocivo original. Na
dor aguda, os nociceptores séo facilmente estimulados devido a uma alteragdo no padrdo de
resposta desses receptores; geralmente esse tipo de dor é de curta duragdo (CARR; GOUDAS,
1999, LOESER; MELZACK, 1999).

Quando a dor persiste mesmo apds a recuperacdo dos tecidos, passa a ser considerada
como cronica e ocorre devido a uma lesdo ou patologia podendo ser perpetuada por outros
fatores daqueles que originaram a dor propriamente dita, podendo permanecer por meses ou
até anos (LOESER; MELZACK, 1999). A dor crénica difere substancialmente da dor aguda

em relacdo a sua persisténcia, alteracbes adaptativas e dificuldade de tratamento

(IADAROLA; CAUDLE, 1997, BESSON, 1999).

1.4.1 Fisiopatologia da dor

Exposicdes na pele ou qualquer outro 6rgdo a estimulos com potencial nocivo induz a
sensacdo desagradavel, informando o individuo sobre o perigo real ou potencial para sua

integridade fisica. Portanto, a informacdo processada pode ser diferenciada como dor
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fisiologica (respostas protetoras, como o reflexo de retirada) ou dor patoldgica (resposta
exagerada, muito além de sua utilidade protetora) (ALMEIDA et al., 2006).

A dor persistente pode ser subdividida segundo sua origem em nociceptiva e
neuropatica. A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta de nociceptores da pele e outros
tecidos em resposta a uma les&o tecidual, acompanhada de inflamacéo. A dor neuropética ou
neurogénica origina-se devido a lesbes ou disfuncdo de nervos periféricos ou do sistema
nervoso central (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

1.4.2 Nociceptores

Os receptores nociceptivos (figura 7) sdo representados pelas terminagdes nervosas
livres presentes nas fibras nervosas Ad e C e, quando ativados, sofrem alteracbes na sua
membrana, permitindo a deflagracdo de potenciais de acdo. De acordo com os estimulos que
os acionam, sdo classificados como termomecéanicos, quimicos e polimodais inespecificos
(TEIXEIRA, 1990). As fibras Ad sdo mielinizadas e as fibras C nido sdo mielinizadas e
possuem a capacidade de transmitir estimulos dolorosos em diferentes velocidades. As fibras
Ad, em fungdo da presenca da bainha de mielina, transmitem o estimulo doloroso de forma
rapida, enquanto as fibras C sdo responsaveis pela transmissdo lenta da dor (LEVINE;
TAIWO,1994, JULIUS; BASBAUM,2001).
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Figura 7: Nociceptor
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O desenho mostra as quatro regides da célula mais significativas de um nociceptor idealizado: a regido de

transducéo sensorial, 0 axénio, o corpo celular neuronal e o terminal sindptico (FEIN, 2011).

As terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C sdo capazes de traduzir um
estimulo agressivo de natureza térmica, quimica ou mecanica, em estimulo elétrico que sera
transmitido até o sistema nervoso central e interpretado no cortex cerebral como dor (ROCHA
et al, 2007).

Existem ainda as Fibras AP que sao fibras de didmetro grande, mielinizadas e de
conducdo répida, responsaveis por sensacGes indcuas. Na auséncia de dano tecidual ou
nervoso as fibras AP somente transmitem informacao referente a estimulos indcuos, como

tato, vibracéo e presséo (figura 8) (PISERA, 2005).
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Figura 8: Tipos de fibras nociceptivas
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Fibras aferentes responsaveis pelas informagées nociceptivas (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).

1.4.3 Transmissédo da Informacédo Nociceptiva

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas situam-se nos ganglios da raiz
dorsal da medula. As fibras entram na medula espinal através das raizes dorsais, terminando
na substancia cinzenta do corno posterior. A maioria das fibras aferentes nociceptivas
terminam na regido superficial do corno posterior, com as fibras C e algumas fibras Ad
inervando os corpos celulares nas laminas | e Il, enquanto outras fibras A penetram mais
profundamente no corno posterior (Iamina V). As células nas laminas | e V ddo origem as
principais vias de projecédo do corno posterior ao talamo (figura 9) (RANG; DALE, 2012).

Muitos dos neurdnios da lamina | respondem exclusivamente a estimulos nociceptivos
e projetam-se para centros superiores. Alguns neurbnios dessa lamina, denominados
neurbnios de faixa dindmica ampla (WDR), respondem de maneira gradativa a estimulacdo
mecanica nociva e indcua. A substancia gelatinosa (lamina II) é formada quase que
exclusivamente por interneurdnios, tanto inibitorios quanto excitatorios (PISERA, 2005,
KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Os neurdnios de primeira ordem fazem uma sinapse no corno dorsal da medula
espinhal com neurénios de segunda ordem, estes cruzam a medula espinhal para ascender o
trato espinotalamico, projetando suas fibras terminais principalmente ao talamo (figura 10).
No tdlamo, neurénios de terceira ordem emitem axonios atraves da capsula interna ao cortex
somatosensor, onde a somatizacdo do estimulo nocivo ocorre, ou emitem axoénios ao giro
cingulado anterior, onde existe o componente emocional da dor. O tdlamo desempenha um
papel fundamental na integracdo do impulso doloroso (RUSSO; BROSE, 1998, VITOR et al,
2008, BASBAUM et al, 2009), e a substancia cinzenta pareaquedutal, faz parte de um circuito
central que controla a transmissdo nociceptiva no corno dorsal da medula espinhal (FIELDS;
BASBAUM, 1999).

Ja as vias descendentes, que partem do mesencéfalo pelo bulbo ventromedial rostral e
chegam ao corno dorsal da medula espinhal, dirigem-se em sentido oposto ao da via sensitiva
ascendente, exercendo um efeito inibitorio e modulador sobre estruturas particularmente sobre
0 cord&o posterior da medula, onde o balango entre aferéncias nociceptivas e ndo-nociceptivas
pode controlar a transmissdo de informacdo dolorosa para centros superiores (GUTSTEIN et
al., 1998).

As vias descendentes controlam a transmissdo de impulsos no corno dorsal que se
origina na Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP), &rea do tronco encefalico. A SCP recebe
informacgdes de varias &reas do encéfalo relacionadas com o estado emocional, enviando-as,
por projecBes descendentes, para a ponta dorsal da medula espinhal, onde ocorrera a
depressdo dos neurdnios nociceptivos. Nesta via, foi evidenciada a endorfina, um tipo de
neurotransmissor fabricado por células na SCP, sendo liberada na ponta dorsal para interagir
com receptores inibitérios nos neurdnios nociceptivos (JOHNSON, 2000, RANG et al.,
2012). A via inibitoria descendente constitui um importante alvo para acdo dos analgésicos

opioides.
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Figura 9: Esquema ilustrativo da L&mina dos cornos dorsal e ventral da medula espinhal.
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As sinapses das fibras A-d e C na substancia gelatinosa. As fibras mielinizadas b aferentes conectam com a
coluna dorsal e a lamina da substancia cinzenta. (Fonte original: Guyton AC: Somatic sensations. | and Il
sensations. In Textbook of Medical Physiology. 72 Ed. Philadelphia, WB Saunders, 1986.) Acesso em 28 de
abril, 2016: https://www.bibliomed.com.br/bibliomed/bmbooks/anestesio/livro3/cap/fig06-01.htm




Figura 10: Principais vias neuronais da dor
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Principais vias ascendentes antero-laterais de transmissdo da dor. Funiculo antero-lateral (FAL); Substancia
cinzenta periaquedutal (SCP); Complexo ventral posteriordo talamo (VPL/VPM); Cortex somatossensorial
primério (SI) (MENESCAL-DE-OLIVEIRA, 2008).

1.5 Sideroxylon obtusifolium

A familia Sapotaceae envolve 11 géneros e cerca de 450 espécies neotropicais com

representantes que vao desde a regido sul dos Estados Unidos até Paraguai, Uruguai e Chile.
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Estdo presentes em florestas Umidas, mas podem existir em savanas e em zonas semidridas.
No bioma cerrado, ocorrem pelo menos sete géneros e cerca de 20 espécies, sendo sete do
género Pouteria. Na familia, ocorrem tanto espécies hermafroditas e unissexuais como
Manilkara, Pradosia e a maioria das espécies de Sideroxylon (GAMA; BARBOSA;
OLIVEIRA, 2011).

A familia Sapotaceae é uma das angiospermas mais ameacadas pelo avanco dos
desmatamentos (IUCN, 2008). Os representantes da familia sdo arvores ou arbustos,
monoicos ou didicos, produtoras de latex. Suas folhas sdo alterno-disticas ou espiraladas e
simples. As flores podem ser reunidas em fasciculos axilares, caulifloros ou ramifloros.
Quanto ao sexo sdo bissexuadas ou unissexuadas, com simetria radial e pétalas do tipo
gamopétalas. Os estames sdo adnatos e opostos aos lobos da corola e o gineceu € sincarpico,
com ovario stpero (ALVES-ARAUJO; ALVES, 2010).

A maioria dos representantes da familia Sapotaceae, possui grande importancia
econdmica, tais como os fornecedores de frutos, madeira, latex, utilizados na medicina
popular e ornamentais (MONTEIRO et al., 2007, FELIPPI et al., 2008, PALAZZO et al.,
2010).

Sideroxylon obtusifolium (Roem & Schult) conhecida como quixabeira, € uma arvore
com até 12 m de altura. Geralmente a casca do caule é lisa, mais podem ser sulcada,
desprendendo-se em placas escamiformes e concavas, de cor marrom-acinzentada. Seus
ramos possuem espinhos, de 1,5 a 4 cm de comprimento. A casca amarelada e folhas simples,
opostas, com 2 a 5 cm de comprimento. Flores pequenas, amarela-claras. O fruto possui, de 1
a 1,5 cm de comprimento, forma ovdide, liso e brilhante, de cor roxo escuro, chegando a
preto, quando maduro. A polpa tem sabor doce e latex viscoso. Floresce a partir de janeiro. A
maturacdo dos frutos se da até marco, inicio do periodo chuvoso, quando a folhagem comeca
a se formar novamente (figura 11) (MARQUES, 2008).

A especie S. obtusifolium possui diversos nomes populares como quixaba, quixabeira,
rompe-gib&o, coronilha, coca, magaranduba da praia, miri, sacutiaba, guaraning, ibirad-nina. A
S. obtusifolium tem alguns sinénimos cientificos como Bumelia sartorum, Bumelia
obtusifolia, Bumelia excelsa, Bumelia buxifolia, Bumelia dunantii, Bumelia cruegerii,
Bumelia nicaraguensis e Lyciodes buxifolia (DELFINO et al., 2005, LORENZI; MATOS,
2008).

Na anélise quimica através de cromatografia em camada delgada foram identificados

compostos em S. obtusifolium, como flavondides, mono e sesquiterpenos, proantocianidinas
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condensadas e leucoantocianidinas, triterpenos, esterdides e agUcares. As partes analisadas
apresentaram-se semelhantes quanto a presenca desses metabolitos, porém, o caule das
plantas adultas apresentou uma variedade maior de proantocianidinas condensadas,
leucoantocianidinas e acucares (SILVA, 2008). Na nossa analise quimica foi evidenciado um
derivado do aminoacido L-prolina a N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina, presente em
quantidades elevadas nas folhas desta espécie.

Figura 11: Sideroxylon obtusifolium (Arvore, Folhas, Flores e Frutos).

Fonte: acervo do Professor Dr. Edilberto Rocha Silveira- Universidade Federal do Ceara

1.6 Aplicagdes da Sideroxylon obtusifolium na Medicina Popular

Sideroxylon obtusifolium é muito usada na terapia tradicional. Casca e folhas s&o
usadas para diversas enfermidades como: dores em geral, Ulcera duodenal, gastrite, azia,
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inflamac&o, lesdo genital, colicas, problemas renais, problemas cardiacos, diabetes, e como
expectorante (BELTRAO et al., 2008, ARAUJO-NETO et al., 2010).

Esta espécie € usada também para tratamentos de inflamagdes ovarianas (AGRA et
al., 2007), tratamento de problemas odontologicos (SANTOS et al., 2009). Estudos
farmacol6gicos comprovaram a agdo anti-inflamatéria (ARAUJO-NETO et al., 2010,
AQUINO et al, 2015), hipoglicemiante e contra bactérias (LEANDRO et al., 2013), fazendo
com que S. obtusifolium seja considerada uma espécie importante no uso da terapia
tradicional (AGRA et al., 2007, BELTRAO et al., 2008, PEDROSA et al., 2012).

1.7 Atividades biologicas da L-prolina e derivados

Foi identificado a presenca de um derivado da L-prolina, a N-metil-trans-4-hidroxi-L-
prolina nas folhas da S. obtusifolium. A L-prolina é um aminoéacido usado para estimular a
sintese de coldgeno no organismo e também como suplemento dietético (VITAGLIANO et
al., 2000, BATISTUZZO; ITAYA; ETO, 2006). E de composto para a sintese de agentes anti-
hipertensivos (MASHKOVSKII et al. 1993, NATESH et al., 2004).

Na industria alimenticia é usada para alimentos e bebidas; também na &rea agricola
como um agente promotor do crescimento para vegetais e frutas (LEGRANDA et al, 2006).
Outros usos incluem a aplicacdo em cosméticos em cremes como componentes hidratantes.

Sarhan e Seiler (1989) demonstraram os efeitos anticonvulsivantes da L-prolina e
derivados em associa¢do com a vigabartina, os autores acreditam que este aminoacido possa
estar envolvido com o neurotransmissor glutamato, podendo ser um inibidor ou antagonista
de receptor.

A L-prolina pode atuar como uma molécula de sinalizacdo em plantas modulando
funcBes mitocondriais, e na proliferacdo de células, influenciando na apoptose e regulando as
especies reativas de oxigénio produzidas pelas mitocondrias, o que pode ser essencial para a
recuperacdo da planta em momentos de estresse oxidativo (SZABADOS; SAVOURE, 2009).

Em um estudo feito em cultura de hepatdcitos, realizado por Nakamuf et al.,(1984)
indicaram que a L-prolina é essencial para inducdo da proliferacdo dos hepatocitos, atraves do
seu efeito sobre a sintese de colageno intracelular, sendo importante no mecanismo de

regeneracdo hepatica e também na patogénese da fibrose hepatica e carcinogénese.
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2. JUSTIFICATIVA

A inflamac&o é uma resposta evidente a varias doencas, entender a fisiopatologia deste
processo e criar novos alvos terapéuticos que possam modular de forma benéfica este
processo, é de essencial importancia.

Diante disto o desenvolvimento de pesquisas se torna relevante para a descoberta de
novas substancias com principios ativos que sejam mais especificos e reduzam os efeitos
adversos de varios farmacos ja utilizados no mercado.

Assim sendo, o estudo das propriedades fitoquimicas dos varios produtos naturais, séo
de fundamental importancia para descoberta de muitos compostos que posteriormente
poderdo ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos.

As plantas em especial sdo ricas em principios ativos e sdo promissoras para
descoberta de muitas substancias que podem ser Uteis para diversos fins terapéuticos. O Brasil
é rico em biodiversidade, portanto pesquisas nesta area sdo necessarias, podendo assim
descobrir nas plantas, tdo importantes na cultura popular de moradores de varias regides do
pais, importantes fitoterapicos; salientando também a importancia da conservacdo das
espécies nativas.

Sideroxylon obtusifolium, popularmente conhecida como quixaba, € uma planta
comumente encontrada no bioma da Caatinga, e possui grande uso na medicina popular, para
diversos fins terapéuticos (PEDROSA et al., 2012). As pesquisas sobre esta planta ainda sdo
escassas, principalmente em relacdo ao estudo das folhas, por isso ha um interesse de se
pesquisar 0s compostos presentes nesta. A N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina é uma das
principais substancias encontradas nas folhas da quixaba, e sabendo do importante uso desta
espécie na medicina alternativa, acreditamos que este derivado de prolina se mostre como
uma ferramenta para estudo fisiofarmacoldgico, e por isso justifica-se o objetivo desta

pesquisa.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar o potencial anti-inflamatério e analgésico da N-metil-trans-4-hidroxi-L-
prolina (NMP) isolado das folhas de Sideroxylon obtusifolium em modelos experimentais de

inflamacdo e dor e investigar os possiveis mecanismos de a¢do envolvidos.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito da NMP sobre a viabilidade celular de neutrofilos humanos através da
atividade metabdlica da célula (teste do MTT).

e Estudar o efeito anti-inflamatorio através do modelo de edema de pata e peritonite
induzido por carragenina em camundongos;

e Realizar analise histoldgica e imunohistoquimica para TNF-a, iNOS, COX-2 e NF-kB
nas patas de animais inflamadas com a carragenina;

e Avaliar o efeito sobre degranulacdo de neutrofilos in vitro pela determinagdo da
atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO);

e Verificar a atuacdo da NMP em modelos de hipernocicep¢do quimica (formalina,
acido acético e capsaicina), e mecanica (\VVon Frey);

e Investigar possiveis mecanismos de acdo antinociceptiva como o envolvimento do
sistema opidide, sistema a2-noradrenergicos e canais de potassio dependentes de ATP
(K" ate);

e Analisar a capacidade antioxidante através do método do DPPH.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Substéncias e reagentes

Quadro 1: Drogas e reagentes utilizados
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Substancia

Origem

Acido acético

Sigma-Aldrich®

Anticorpo iINOS

Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA).

Anticorpo NF-kB

Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA).

Anticorpo TNF-alfa

Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA).

Anticorpo COX-2

Santa Cruz Biotechnology Inc (CA, USA).

Avidina — horseradish peroxidase Vector, U.S.A
Capsaicina Sigma-Aldrich®
Carragenina Sigma-Aldrich®
Diazoxido Sigma-Aldrich®
Dexametasona Ache, Brasil
Eosina Reagen, Brasil
Hematoxilina Reagen, Brasil
Heparina Wyeth. U.S.A
DAB Dako- Dinamarca
PMA Sigma-Aldrich®
Indometacina Sigma-Aldrich®
Formalina Vetec®
Glibenclamida Sigma-Aldrich®
DPPH Sigma-Aldrich®
Morfina Cristalia®
Naloxona Cristalia®
Vermelho de Ruténio Sigma-Aldrich®

loimbina

Sigma-Aldrich®
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4.2 Material Botanico

A especie Sideroxylon obtusifolium foi coletada no municipio de Mauriti, Ceard, em
setembro de 2014. A exsicata de numero 10.648, foi armazenada no "Herbario Caririense
Déardano de Andrade Lima”, da Universidade Regional do Cariri (URCA), Cear4, Brasil, apds

identificacdo pela Dr. Maria Arlene Pessoa da Silva.

4.3 Estrutura e determinacdo da N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina

As folhas secas (100 g) foram fervidas durante 15 minutos com 500 mL de agua
destilada. O material solivel em &gua foi liofilizado, obtendo-se 34,86 g de decocto designado
SOF-dec ( decocto das folhas secas de S. obtusifolium). Em seguida 10 g de SOF-dec foram
extraidas em aparelho Soxhlet com metanol. A solucdo metandlica foi rota-evaporada sob
baixa pressdo para se obter 6,76 g de um p6é amorfo amarronzado, designado SOF-decM.
Aliquotas de um grama (6x) deste SOF-decM foram diluidas em 3,5 mL de &gua destilada e
cromatografadas sobre coluna Phenomenex em fase sélida de extracdo (SPE), Strata® de fase
reversa tubo giga (20 g/ 60 mL), previamente condicionado com metanol e equilibrado com
agua destilada. As fracGes (20 mL) deste material cromatografado foram recolhidos,
inicialmente usando 4gua como eluente, seguido por uma mistura gradiente de H,O / MeOH
(variando de 10 a 50 %, e em seguida até MeOH) e finalmente, lavou-se com uma solucéo de
THF / MeOH 1:1. Depois de andlise por cromatografia de camada delgada (CCD), as fracdes
aquosas foram reunidas e liofilizadas, fornecendo 1,7 g do composto 1.

O composto 1, uma resina marrom escuro: [a)? o= - 31° (c. 0.1, H,0), mostrou em seu
espectro positivo de massa, ions protonados com pico 246.0872 (C¢H11NO3,), 168.0655 (Na")
e 184.0586 (K*). Dados de Ressonancia (RMN) foram compativeis com a estrutura de um
derivado de 4-hidroxi-L-prolina. A estrutura sugerida foi confirmada novamente por analises
de Ressonancia. A estereoquimica relativa de todos os centros estereogenicos foi sugerido
com base nos valores de J observados para o padrdo de desdobramento de acoplamento
escalar e por a analise de espectro NOESY. A estrutura final, incluindo a estereoquimica

absoluta, foi realizada a partir da rotacdo especifica negativo do composto 1, e por
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comparagdo com os dados disponiveis na literatura. Assim, o composto 1 foi caracterizado
como o N-metil -trans-4-hidroxi-L-prolina com rendimento de 1,7% (Figura 12).

Figura 12: Estrutura quimica da N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina

o ¢

N
HO

OH

N-metil-trans-4-hidroxi-L-prolina

4.4 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), albinos, variedade Swiss, machos, de
peso entre 25-30g com um numero de 10 animais por grupo. Estes foram mantidos
acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente com temperatura entre
20 + 3°C, ciclo claro/escuro de 12h e com livre acesso a agua potavel e alimentados com a
racdo Nuvilab®.

A pesquisa seguiu em conformidade e foi conduzida em obediéncia as normas e
diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: animais (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei
Federal N° 11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo — CONCEA); e
integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (MACHADO et al., 2004). Foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Ceara — UFC,

sendo aprovado com o nimero 02/2015.
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4.5 Viabilidade celular através da atividade metabdlica da célula (teste do MTT)

O teste do MTT é um método colorimétrico para determinar a viabilidade celular e se
baseia no fato do MTT, sal de tetrazolio, de coloracdo amarela, ser reduzido pelo sistema
enzimatico succinatotetrazol redutase que forma parte da cadeia respiratoria da mitocondria, a
um sal, Formazan, que possui cor purpura. Assim a auséncia da reducdo do MTT indica uma
diminuicdo da atividade metabolica celular, ou seja, na viabilidade celular (MOSMANN,
1983).

Polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos (80-90 %) foram obtidos de
sangue humano cedido pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceara — HEMOCE
(buffy coat) e isolados de acordo com o método descrito por Henson (1971) e modificado por
Lucisano e Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e 0 soro
lavado diversas vezes com solugdes salina, utilizando solugéo de gelatina 2,5% (p/v) para
formar um gradiente de separacdo dos componentes sanguineos

Neutréfilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 30 minutos a 37°C na
presenca de NMP (1, 10, 25, 50 e 100 ug/mL),agua destilada, Hanks (células ndo tratadas) ou
Triton X-100 (0,2% - controle positivo) em placa de 96 pocos e atmosfera de CO,. Decorrido
esse periodo, a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 15 minutos a 25°C e o sobrenadante
descartado e incubada uma nova solug¢do (200 pL) contendo 10% de MTT, na concentragdo
de 10 mg/mL, e estas células foram incubadas novamente por mais 3 horas. Por fim, a placa
foi centrifugada novamente nas mesmas condi¢des acima, o sobrenadante foi descartado e
adicionado entdo 150 pL. de DMSO puro para a lise das células e solubiliza¢do do formazan.

Neste instante, as placas foram agitadas durante 15 minutos com o auxilio de um
agitador de placas. A absorbancia foi medida em leitor de microplacas a 540 nm. Os
experimentos foram realizados em quintuplicata e repetidos em trés dias diferentes. Os

resultados foram expressos como média das absorbancias.
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4.6 Atividade Anti-inflamatéria

4.6.1 Edema de pata induzido pela injecéo intra-plantar de carragenina 1%

Para avaliacao da atividade antiedematogénica da NMP, foram utilizados grupos de 10
camundongos que tiveram o volume inicial (Vi) da pata posterior direita avaliado por
pletismometria. Em seguida foram pré-tratados, por via oral, com veiculo: agua destilada;
indometacina 20 mg/kg (controle positivo) ou NMP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. Apos
1h, os animais receberam carragenina 1% (p/v) (20 ul/pata) na pata traseira direita. O volume
da pata de cada animal foi registrado ap6s 1, 2, 3 e 4 h da injecdo do agente flogistico.

A expressdo dos resultados foi obtida pela diferenga entre o volume final e o volume
inicial da pata de cada tempo, calculados na formula: Ve = Vf — Vi, sendo: Ve = volume do
edema (em mL), Vf = volume final e Vi = volume inicial (WINTER, RISLEY; NUSS, 1962).

4.6.2 Peritonite

Com o intuito de avaliar o efeito da NMP na migracdo de leucdcitos, grupos de 10
camundongos foram tratados com o veiculo (dgua destilada), dexametasona 4 mg/kg e NMP
100mg/kg, todos por via oral. Apds 60 minutos do tratamento, os animais receberam uma
injecdo intraperitoneal de carragenina 1%. Apds 4 horas, foi avaliada a migracédo de leucécitos
para a cavidade peritoneal. Para isso, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, sendo injetada na cavidade peritoneal 3ml de PBS heparinizado. Apds leve
massagem no abdome, uma amostra do lavado peritoneal foi diluida 1:20 em liquido de Turk
para contagem de leucocitos totais na camera de Neubauer (LAPA, 2003). Uma amostra foi
levada e centrifugada em uma citocentrifuga (Revan), apos isso foram coradas com o pandtico

rapido para contagem diferencial de neutrofilos.
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4.6.3 Imunohistoquimica para TNF-a, iNOS, COX-2 e NF-kB

A imunohistoquimica foi realizada utilizando o método de estreptavidina-biotina-
peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Trés grupos de camundongos foram tratados com agua
destilada, outros dois grupos foram tratados, respectivamente, com NMP (100mg/kg, v.0.) e
indometacina (20 mg / kg, v.0 ). Ap6s 60 minutos, uma injecéo subplantar de 20 ul de solugédo
de carragenina 1% foi administrada na pata traseira direita do animal. Trés horas apos a
aplicacdo de carragenina, os animais foram eutanaziados e uma amostra de 5 mm do tecido
epitelial e conjuntivo da pata traseira direita foi retirada e fixada em formol 10% por 24 h para
confeccdo de ldminas apropriadas para imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados,
hidratados em xilol e alcool e imersos em tampdo citrato 0,1 M (pH 6), sob aquecimento em
forno de micro-ondas, por 18 minutos para a recuperacdo antigénica. Apos o resfriamento,
obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo
tamponada de fosfato (PBS), intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddgena com
solugéo de H,0, a 3% (15 minutos). Os cortes foram incubados durante a noite (4°C) com
anticorpo primario de coelho anti-TNF-a, ou anti-iNOS, ou anti-COX-2 ou anti-NF-kB (
p.65) diluidos 1:200 em PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA), de acordo com o
manual de cada fabricante.

Apos a lavagem no dia seguinte, foi feita a incubagdo com o anticorpo secundério (de
detecc¢do) biotinilado anti-1gG de coelho, diluido 1:200 em PBS/BSA, por 30 minutos. Depois
de lavado, os cortes foram incubados com o complexo estreptoavidina peroxidase conjugada
(complexo ABC Vectastain®, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por 30 minutos.

Ap6s nova lavagem com PBS, seguiu-se coloragdo com o cromogeno
3,3 diaminobenzidine-perdxido (DAB), seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de
Mayer. Por fim, realizou-se a desidratacdo das amostras e montagem das laminas para analise
das mesmas. Foram realizadas analises semi-quantitativas (densidade dptica relativa) com o

programa Image J (NIH, EUA).

4.6.4 Avaliacdo Histopatoldgica

Para verificacdo das alteracOes teciduais microscopicas, foram realizados cortes de
tecidos epiteliais e conjuntivo de patas de grupos tratados do modelo de edema de pata

induzido por carragenina 1% (terceira hora). O tecido foi fixado em formaldeido tamponado
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10% e incluido em parafina. Os cortes foram obtidos através de micr6tomo 4 pum, corados em
laminas com hematoxilina-eosina e examinados a microscopia oOptica. Polimorfonucleares
foram identificados e contados em 10 campos no aumento de 400x em microscépio Optico
(CAVAZANA et al., 2014).

4.6.5 Determinacdo da concentracdo de mieloperoxidase (MPO) liberado a partir de
neutrdfilos humanos

Polimorfonucleares, predominantemente neutréfilos (80-90 %) também foram obtidos
de sangue humano cedido pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceard — HEMOCE
(buffy coat) e isolados da mesma forma do teste do MTT, seguindo o método descrito por
Henson (1971) e modificado por Lucisano e Mantovani (1984).

Uma suspensao de neutréfilos (2,5 x 10¢ células/mL) foi pré-incubada com NMP (10 a
100 pg/mL), indometacina (100 uM), agua destilada (veiculo) ou solugdo de Hanks (células
ndo tratadas). A seguir foi adicionado PMA (éster de forbol) (0,1 uM) por 15 minutos a 37°C.
Decorridos esse tempo, o material foi centrifugado durante 10 minutos a 4°C.

Aos 50ul do sobrenadante foram adicionadas solucgdo salina tamponada com fosfato -
PBS (100 pL), tampao fosfato (50 uL) e H202 (0,012%). Apo6s 5 min a 37 °C foi acrescido 20
uL de Tetra metil benzidina (TMB 1,5 mM) e a reag@o foi interrompida pela adigdo de 30 pL
de acetato de sédio (1,5 M; pH 3,0). A absorbancia foi determinada em triplicatas por
espectrofotometria (620 nm). Os resultados foram expressos como média das absorbancias.

4.7 Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva

4.7.1 Teste da formalina

Os grupos foram compostos de 10 animais e foram utilizados para determinar o efeito
da NMP no teste da formalina. Uma hora antes da aplicacdo da formalina, os camundongos
foram tratados com a NMP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, veiculo (agua destilada) v.o.
Para controle positivo, um grupo foi tratado com a morfina 5 mg/kg, i.p., 30 minutos antes.

Apos isso foram submetidos a uma injecdo de 20 pl de formalina 2 % na pata direita traseira,
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sendo logo apds a aplicagdo, colocados individualmente, sob funil de vidro invertido ao lado
de um espelho, com a finalidade de facilitar a observagdo. O tempo transcorrido (em
segundos) que o animal lambeu a pata foi registrado em duas fases: inicial (0-5 min) e tardia
(20-25 min) ap6s a administracao da formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

4.7.2 Contor¢des abdominais induzidas por acido acetico

Os animais foram divididos em grupos de 10 e tratados com veiculo (agua destilada,
v.0.), NMP (25,50 e 100mg/kg; v.0) ou indometacina (20mg/Kg; v.0). 1 hora depois foi
administrado pela via intraperitoneal (i.p), o0 acido acético 1% e os animais foram observados
durante 30 minutos, sendo contadas o niumero de contor¢bes abdominais depois de 10 minutos
apos a aplicacdo do acido acético. A contor¢do abdominal foi identificada como uma
contorcdo do corpo inteiro seguido pela extensdo das patas traseiras (KOSTER;
ANDERSON; DE BEER, 1959).

4.7.3 Teste da capsaicina

Este modelo avalia a acdo de drogas que atuam em receptores vaniléides ( TRPV1).
Os animais foram divididos em 4 grupos e tratados com veiculo (agua destilada), NMP (25,50
e 100 mg/kg, v.0.) ou vermelho de ruténio (3 mg/kg, i.p.), como droga padrdo. Ap6s 30 ou 60
minutos, os animais receberam uma injecdo intraplantar de 20 pl da solucdo de capsaicina
(2,2 pgf/pata) na pata direita traseira. O tempo de lambedura da pata foi registrado, em
segundos, de 0-5 min, e considerado como um indice de nocicepgdo (SANTOS, CALIXTO,
1997).
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4.7.4 Teste de hipernocicepcdo mecanica plantar

Os animais foram divididos em grupos (10 animais por grupo) e pré-tratados com
veiculo (dgua destilada), NMP (100 mg/kg) ou indometacina (20 mg/kg), todos pela via oral.
Todos os grupos de animais receberam 20 pL de carragenina 1% na pata direita a ser testada
logo apos a leitura do tempo zero. As respostas comportamentais para o estimulo mecénico
foram realizadas com o auxilio do filamento de Von-Frey (diametro de 0,8 mm). Os
camundongos foram colocados em uma caixa elevada com uma trama de arame no assoalho.

O filamento de VVon Frey foi aplicado embaixo da superficie plantar da pata direita
traseira (em triplicata com menos de 1 minuto de intervalo) em ordem ascendente de estimulo
de forca até um valor maximo de 50 g (para evitar lesdo na pata). No limiar, o camundongo
retira a pata do filamento. Os resultados sdo apresentados em termos de Variacdo (A) da
Intensidade da Hipernocicepcao, ou seja, foram calculados pela diferenca dos valores das
leituras nos tempos (60,120 e 180 minutos) pela leitura do tempo zero (antes da aplicacdo do

indutor da hipernocicepcao - carragenina) (CUNHA et al., 2004).

4.8 Mecanismos de acdo para nocicepcao

4.8.1 Sistema opioide

Para o estudo do possivel envolvimento da NMP em receptores opiodes, animais
foram divididos em grupos de 10. Para este tipo de avaliagdo administrou-se a naloxona (2
mg/kg, i.p.) 15 min antes da morfina (5 mg/kg, i.p.) ou e da NMP (50 mg/kg, v.0.). Outros
grupos receberam, o veiculo (dgua destilada) ou morfina ou naloxona ou NMP. Ap6s um
periodo de 30 minutos para 0s grupos morfina e naloxona e 1 hora para o grupo NMP, o0s

animais foram analisados através do teste de formalina, como descrito anteriormente.
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4.8.2 Sistema adrenérgico

O possivel papel antinociceptivo da NMP através de receptores a2-adrenérgicos foi
investigado pela administracdo de ioimbina (2 mg/kg; i.p.) 15 minutos antes dos animais
receberem NMP (50mg/kg) ou clonidina (0,2 mg/kg). Outros grupos receberam, o veiculo
(&4gua destilada) ou clonidina ou ioimbina ou NMP. Apds um periodo de 30 minutos para 0s
grupos ioimbina e clonidina e 1 hora para o grupo NMP, os animais foram analisados através

do teste de formalina, como descrito anteriormente.

4.8.3 Canais de potéssio dependentes de ATP

O papel dos canais de potassio dependentes de ATP no efeito antinociceptivo da NMP
foi determinado com a administracdo de glibenclamida (2 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes dos
animais receberem NMP (50mg/kg, v.0.) ou diazoxido (3 mg/kg, i.p.). Outros grupos
receberam, o veiculo (agua destilada) ou diazéxido ou glibenclamida ou NMP. Apds um
periodo de 30 minutos para os grupos glibenclamida e diazoxido e 1 hora para o grupo NMP,

os animais foram analisados através do teste de formalina, como descrito anteriormente.

4.9 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPH (2,2-difenil- 1-

picrilhidrazila) in vitro

A atividade antioxidante da NMP e vitamina E (controle positivo) foram determinadas
pelo ensaio de DPPH. Foram colocadas 0,1 ml de uma solucéo de vitamina E (50 pg/ml) e
NMP (10, 25, 50 and 100 pg/ml), em tubos de ensaio, seguido pela adigédo de 3,9 ml a 0,3
mM de DPPH em solugdo metandlica na propor¢do de 1:1. Os tubos contendo a NMP,
vitamina E, solu¢do metandlica de DPPH, e o veiculo (DMSO a 30% em solugdo metanolica
na proporgdo de 1:1) foram submetidos a vigorosa agitagdo em ambiente escuro por 60
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minutos. Como branco, utilizou-se 0,1 ml de uma solucdo de metanol/etanol (1:1). Apo6s o
tempo de reacdo, a reducdo do DPPH foi determinada espectrofotometricamente a 517 nm
(DE GAULEJAC et al., 1999).

4. 10 Analise Estatistica

Os resultados das analises efetuadas foram analisados tomando como base a média e
seu correspondente erro padrdo da media (E.P.M.). A analise estatistica utilizada foi ANOVA
com teste post hoc Tukey, para ANOVA de uma via, e Bonferroni para ANOVA de duas vias,
utilizando o software Prism for Windows (GraphPad Software). Foram consideradas

diferengas significativas valores de p < 0,05.

5 RESULTADOS

5.1 Efeito da NMP na viabilidade celular de neutréfilos através da atividade metabdlica

da célula

Este ensaio é muito utilizado para verificar a citotoxicidade de diversas substancias,
avaliando a atividade metabolica da célula. O MTT € um sal de coloracdo amarela, reduzido
pelo sistema enzimatico: succinato tetrazol redutase, que faz parte da cadeira respiratoria da
mitocondria, a um sal de cor purpura o Formazan. Sua diminui¢do implica na viabilidade
celular.

Na figura 13 pode ser observado que a adigdo da NMP nas concentrages (1, 10,25 50,
e 100 pg/mL) aos neutréfilos humanos ndo causou reducdo da viabilidade celular quando
comparado ao veiculo, e apenas o Triton 0,2% (padréo citotoxico) apresentou reducdo da

viabilidade celular.
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Figura 13: Efeito da NMP sobre a citotoxicidade determinada através do teste de MTT
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Neutrofilos (5 x 10° células/mL) foram incubados com NMP (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) e 3h depois foi
avaliada a viabilidade celular através do teste de MTT. HBSS: células ndo tratadas; Tx: Triton X — 100 (0,2%,
v/V) — padro citotoxico; Veiculo: Agua destilada. Os resultados est&o sendo expressos como média + E.P.M. a:
p < 0,05 vs Controle (ANOVA e Teste de Tukey).

5.2 Atividade anti-inflamatoéria

5.2.1 Edema de pata induzido pela carragenina

A NMP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg reduziu de forma o edema ocasionado pela
carragenina 1% em todos os periodos (1-4 hs), como mostra a figura 14 e tabela 1. A
indometacina, um anti-inflamat6rio ndo esteroidal classico, foi usado como padrdo neste teste

e 0 mesmo, na dose de 20 mg/kg, também reduziu o edema.
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Tabela 1: Efeito da NMP no edema de pata por Carragenina 1%

Tratamento Volume do edema (mL)

1lhs 2hs 3hs 4hs
Veiculo 0.172+0,01 0.217+0,02 0.253+0,02 0.228+0,02
NMP 25 mg/kg 0.088+0,02*  0.134+0,02%  0.177+0,03*  0.150%0,04°
NMP 50 mg/kg 0.087+£0,03*  0.135+0,06% 0.170+0,04%  0.149+0,03°
NMP 100 mg/kg 0.078+0,03*  0.111+0,01* 0.132+0,02% 0.115+0,03°
Indometacina 20mg/kg 0.070+£0,02%  0.108+0,03%  0.146+0,05% 0.113%0,05°

Os valores sdo expressos como média @+ E.P.M da diferenca do volume de pata em mL (volume do edema) em
relagdo ao tempo zero. Os animais receberam: veiculo (dgua destilada), NMP (25, 50 e 100 mg/Kg) ou
indometacina 20 mg/kg. a: p<0,05 vs veiculo (two way ANOVA e teste de Bonferroni).

Figura 14: Efeito antiedematogénico da FLP no modelo de edema de pata induzido por carragenina.
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Os valores estdo expressos como média + E.P.M. da diferenca do volume de pata em ml (volume do edema) em
relagdo ao tempo zero. Os animais receberam: controle (dgua destilada), NMP (25, 50 e 100 mg/Kg, ou
indometacina 20 mg/Kg. a: p<0,05 vs veiculo (two way ANOVA e teste de Bonferroni).
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5.2.2 Analise histoldgica das patas de camundongos submetidos ao edema de pata
induzido por carragenina

A figura 15 mostra os cortes histologicos das patas dos animais; pode-se evidenciar
um intenso infiltrado celular predominantemente polimorfonucleares pela carragenina. No
entanto houve uma diminui¢cdo dos mesmos nos grupos tratados com a NMP (100 mg/kg) e
Indometacina ( 20 mg/kg).
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Cortes de tecidos extraidos das patas de camundongos tratados com NMP e indometacina, no teste de edema de
pata induzido por carragenina 1%, coradas com Hematoxilina e Eosina. Foi realizada a contagem de
polimorfonucelares em 10 campos. Setas indicam os Polimorfonucleares a: p<0,05 vs Controle, b: p<0,05 vs
Veiculo +Carragenina (ANOVA e teste de Tukey).
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5.2.3 Efeito da fracdo da NMP na marcacdo imunohistoquimica para TNF-a, iNOS,
COX-2 e NF-kB

A anélise imunoshistoquimicas dos tecidos conjuntivo e epitelial das patas dos animais
inflamadas com a carragenina 1% (terceira hora) mostraram marcacdo para as enzimas
relacionadas & inflamagdo como o COX-2 e iNOS, como também para 0 TNF-a, uma
importante citocina envolvida nos processos inflamatorios. O NF-kB é uma importante via de
sinalizacdo pro-inflamatdria, e neste ensaio, mostrou-se também uma intensa marcacao, se
comparado ao grupo de animais que ndo sofreram inflamacdo (controle). No entanto o
tratamento com a NMP (100 mg/kg) ou Indometacina (20mg/kg) conseguiu diminuir a

expressdo de todas as marcagdes, como € mostrado nas figuras 16,17,18 e 19.

Figura 16 : Fotomicrografias ( 400x) de imunchistoquimica para TNF-a.
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Mensuracdo de densidade Optica de tecidos extraidos das patas de camundongos tratados com a NMP e
indometacina. a: p<0,05 vs Controle, b : p<0,05 vs Carragenina( ANOVA e teste de Tukey).
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Figura 17: Fotomicrografias ( 400x) de imunohistoquimica para iNOS
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Mensuracdo de densidade Optica de tecidos extraidos das patas de camundongos tratados com a NMP e
indometacina. a: p<0,05 vs Controle, b : p<0,05 vs Carragenina (ANOVA e teste de Tukey).
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Mensuracdo de densidade éptica de tecidos extraidos das patas de camundongos tratados com a NMP e
indometacina. a: p<0,05 vs Controle, b : p<0,05 vs Carragenina( ANOVA e teste de Tukey).
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Figura 19 : Fotomicrografias ( 400x) de imunohistoquimica para NF-kB.
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Mensuracdo de densidade Optica de tecidos extraidos das patas de camundongos tratados com a NMP e
indometacina. a: p<0,05 vs Controle, b : p<0,05 vs Carragenina( ANOVA e teste de Tukey).

5.2.4 Peritonite induzida por carragenina em camundongos

A peritonite foi induzida pela administragdo intraperitoneal de carragenina. Houve
uma intensa infiltracdo de leucécitos no grupo controle e uma diminuigéo significativa destes
qguando os animais foram tratados com a NMP (100mg/kg), com uma reducdo de 77% ou
Dexametasona (4 mg/kg), reduzindo 72% bem como do nimero de neutréfilos ( 73 e 72%,
respectivamente), quando comparados com o grupo que recebeu o veiculo. Esses achados
demonstram uma inibi¢do das células envolvidas no processo inflamatorio promovido pela

carragenina. Figura 20 e 21.

Figura 20: Efeito da administracdo da NMP 100mg/kg sobre a migracao de leucocitos na peritonite induzida por
carragenina medida pela contagem de leucdcitos totais no fluido peritoneal.
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Os resultados representam a media + E.P.M. (erro padrdo da média) a. p < 0,05 vs Controle carragenina
(ANOVA e Teste de Tukey).

Figura 21: Efeito da administracdo da NMP 100mg/kg sobre a migracéo de neutréfilos na peritonite induzida
por carragenina medida pela contagem diferencial de neutréfilos no fluido peritoneal.
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Os resultados representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) a. p < 0,05 vs Controle carragenina
(ANOVA e Teste de Tukey).



67

5.25 Efeito da NMP na degranulacdo de neutréfilos humanos induzida por PMA:
atividades da enzima mieloperoxidase (MPO)

A enzima mieloperoxidase, um biomarcardor da inflamacdo, estd presente em granulos
de leucdcitos como neutrofilos e macrofagos. Neste ensaio de cultura priméria de neutrofilos
a NMP nas concentragbes de 25, 50 e 100 ug/mL diminuiu cerca de 20, 31 e 40%
respectivamente a atividade da MPO liberada por neutréfilos estimulados pelo PMA em

relacdo aos controles, como é mostrado na figura 22.

Figura 22: Efeito da NMP na degranulagdo de neutr6filos humanos estimulados pelo PMA, determinados pela
atividade da mieloperoxidase (MPO).
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Os valores estdo expressos como média + E.P.M. da absorbéncia da atividade da enzima mieloperoxidase. Os
resultados obtidos na presenga da NMP (10, 25, 50 e 100ug/ml) e Indometacina (100 uM) foram comparados em
relacdo ao veiculo e a solu¢do de Hanks (HBSS). As andlises foram realizadas em triplicata e repetidas em trés
dias diferentes; a: p<0,05 vs (solucdo de Hanks); b: p<0,05 vs veiculo (agua destilada) (ANOVA e Teste de
Tukey).

5.3 Atividade antinociceptiva

5.3.1 Teste da Formalina

A figura 23 mostra que a administracdo da NMP nas doses de 25, 50 e 100mg/kg foi

capaz de reduzir o tempo de lambedura da pata injetada com formalina durante a primeira fase
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do teste (0-5 minutos) em relacdo ao grupo controle. O mesmo foi visto na segunda fase (20-
25 minutos), reduzindo de forma significativa o tempo em que o animal permaneceu
lambendo a pata em relacdo ao grupo que recebeu como tratamento apenas com o veiculo
(dgua destilada).

Os valores de inibicdo causada pela administragdo da NMP nas doses de 25,50 e 100
mg/kg, v.o., foram, respectivamente, 35 e 42 e 52% na primeira fase ,e de 30 e 61 e 78 % na
segunda fase. A morfina 5 mg/kg,i.p., um analgésico opioide, foi capaz de diminuir

significativamente o tempo de lambedura da pata em ambas as fases do teste (83%).

Figura 23: Efeito da NMP 25,50 e 100mg/kg sobre o tempo de lambedura da pata traseira direita na primeira e
segunda fase do teste de formalina
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Os valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para o tempo de lambedura das patas traseiras
direitas. a: p<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Tukey).

5.3.2 Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

A administracdo da NMP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg reduziram
significativamente a resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético 1% com inibi¢cdo de (34,
53 e 72 % respectivamente), em relacdo ao grupo controle que recebeu como pre-tratamento

apenas com o veiculo. O grupo pré-tratado com a indometacina, utilizado como droga de
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referéncia, apresentou uma reducdo de 71% no ndmero de contor¢fes, como mostrado na

figura 24.

Figura 24: Efeito da NMP 25,50 e 100mg/kg sobre o nimero de contor¢fes abdominais induzidas por acido

acético em camundongos.
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Os valores representam a média = E.P.M. (erro padrdo da média) para o nimero de contorcdes induzidas pelo
acido acético. a: p<0,05 vs controle( ANOVA e teste de Tukey).

5.3.3 Teste da Capsaicina

A participacdo do envolvimento dos receptores TRPV1 sensiveis a capsaicina foi
evidenciado pela aplicacéo de capsaicina (2,2 jug) na pata traseira do animal. Como ilustrado
na figura 25, observa-se um efeito antinociceptivo da NMP de forma dose dependente do
tempo de lambedura ap6s receberem capsaicina na pata. O mesmo efeito foi observado em
outro grupo de animais quando estes receberam vermelho de ruténio 3mg/kg (antagonista ndo

seletivo de receptores vaniloides).
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Figura 25: Envolvimento da NMP no modelo de lambedura da pata induzida por capsaicina.
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Os valores representam a média £ E.P.M. do tempo de lambedura. a: p<0,05 vs Veiculo (ANOVA e teste de
Tukey).

5.3.4 Hipernocicepc¢do Mecanica Plantar

O pré-tratamento com a dose de 100mg/kg da NMP antes da indu¢do do estimulo pela
carragenina, foi capaz de prevenir a hipernocicepcdo em todos os tempos de mensuracdo do
experimento, com aumento significativo do limiar de dor quando comparado ao grupo do
veiculo. A indometacina, também foi capaz de inibir a hipernocicep¢do em todos os tempos

do experimento de forma significativa (Figura 26).
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Figura 26: Efeito da NMP 100mg/kg sobre a hipernocicepc¢ao mecénica plantar induzida por carragenina 1% em
camundongos.
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Os valores representam a média £ E.P.M. (erro padrdo da média) para limiar de retirada da pata em gramas
(intensidade da hipernocicepcao) para grupos de 10 animais. a: p<0,05 vs Veiculo( two way ANOVA e teste de
Bonferroni).

5.4 Mecanismos de acdo para atividade antinociceptiva

5.4.1Investigacdo da participacao dos receptores opidides

O pré-tratamento dos animais com naloxona 2mg/kg ndo foi capaz de alterar o
efeito antinociceptivo da NMP na dose de 50mg/kg, contudo bloqueou o efeito
antinociceptivo da morfina 5mg/kg que foi o analgésico opidide usado como referéncia.
(Figura 27).
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Figura 27: Estudo do envolvimento do sistema opidide no efeito antinociceptivo da NMP no modelo de

nocicepcao induzido pela formalina.
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Os valores representam a média £ E.P.M. (erro padrdo da média) para o nimero de comportamentos de
nocicepcdo exibidas pelos animais. a. p<0,05 vs veiculo; b: p<0,05 vs Morfina + Naloxona( ANOVA e teste de
Tukey).

5.4.2 Investigacao da participacdo de receptores a, adrenérgicos

O bloqueio dos receptores op-adrenérgico apos o pré-tratamento com ioimbina nédo
alterou o efeito antinociceptivo da NMP 50mg/kg. De forma contréria a ioimbina 3mg/kg
diminuiu significativamente o efeito antinociceptivo da clonidina 0,2 mg/kg que & um

agonista o, utilizado como referéncia (Figura 28 ).
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Figura 28: Envolvimento dos receptores a,-adrenérgicos no efeito antinociceptivo da NMP no modelo de
nocicepcao induzidas pela formalina em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de nimero de comportamentos de nocicepgdo exibidas

pelos animais. a: p<0,05 vs Veiculo e b: p<0,05 vs Clonidina + ioimbina (ANOVA e teste de Tukey).

5.4.3 Participacdo dos canais de potassio dependentes de ATP

A figura 29 mostra que o pré-tratamento com glibenclamida 2mg/kg, promoveu a
reversdo parcial do efeito antinociceptivo no grupo que recebeu a NMP 50mg/kg nas duas
fases do teste, quando comparado com o grupo que recebeu apenas a NMP 50mg/kg. O
mesmo efeito foi observado quando na co- administracdo da glibenclamida com o diazoxido

3mg/kg.
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Figura 29: Envolvimento dos canais de potassio dependentes de ATP no efeito antinociceptivo da NMP no

modelo de nocicepcdo induzida pela formalina em camundongos.
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Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de comportamentos de nocicepgdo exibidas pelos animais.
a: p<0,05 vs Veiculo, b:p<0,05 vs NMP+ Glibenclamida, ¢: p<0,05 vs Diazoxido +Glibenclamida (ANOVA e
teste de Tukey).

5.5 Avaliacao da atividade antioxidante da NMP atraveés do teste de DPPH

Os resultado mostrado na figura 30 mostra que a NMP, nas concentracdes de 10, 25,
50,100 e 200 pg/mL, ndo apresentam qualquer capacidade sequestradora de radicais livres.
Ao contréario da vitamina E, utilizada como padrdo positivo, diminuiu significativamente o

valor de absorbancia, em relagdo aos controles.
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Figura 30: Capacidade antioxidante da NMP pelo teste de DPPH. Os valores representam a média + E.P.M. da
absorbancia.
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Os resultados obtidos na presenca das drogas testes foram comparados em relagdo ao controle (padrdo negativo).
As analises foram realizadas em triplicatas; a p<0,05 vs controle (ANOVA e Teste de Tukey).

6. DISCUSSAO

De acordo com dados da Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) as doencas
inflamatorias sdo a terceira maior causa de mortes, responsaveis por cerca de 3,46 milhdes de
oObitos, representando 10,8% do total de mortes (WHO, 2012). E esta cada vez mais evidente
gue medicamentos que combatam multiplos alvos tornam-se mais eficazes do que os que
atuam sobre um dnico fator-chave, diminuindo efeitos colaterais e adversos (MORPHY;
RANKOVIC, 2005, MARMITT et al., 2015).

Nesse contexto as espécies vegetais utilizadas na medicina popular, tém contribuido ao
longo dos anos, para a obtencdo de varios farmacos. Para isso, 0 conhecimento das classes de
componentes quimicos se torna necessario para fornecer a relacdo dos principios ativos. E
uma vez detectada a presenca de determinados metabolitos secundarios, o estudo biologico é
direcionado (FIGUEREDO et al. , 2013, FLOGIO et al., 2006).



76

Deste modo a pesquisa de produtos naturais podera sugerir uma aplicabilidade
biotecnoldgica das plantas por possuir uma série de metabdlitos ainda ndo estudados. A N-
metil-trans-4-hidroxi-prolina isolado das folhas da quixaba (S. obtusifolium), foi um
metabolito bastante encontrado nesta parte da planta que é muito importante na medicina
alternativa.

A avaliacdo da citotoxicidade da NMP foi realizada em neutrofilos através do teste do
MTT. Neste ensaio a NMP ao contrario do Triton X-100 (droga padrdo, citotoxica), nao
interferiu na viabilidade celular em relacdo ao veiculo e HBSS (células ndo tratadas),
sugerindo auséncia de toxicidade sobre o metabolismo celular, particularmente relacionado a
atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase.

Foram vistos neste estudo efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos da NMP.
Dentre os protocolos utilizados para a avaliacdo de compostos de origem natural com possivel
acdo anti-inflamatdria, destaca-se o edema de pata ocasionado pela aplicacdo de carragenina.

A carragenina desencadeia um intenso processo inflamatoério. Na primeira hora apds a
injecdo de carragenina 0 aumento da permeabilidade vascular € geralmente mediado por
histamina e serotonina. Na segunda hora, 0 aumento da permeabilidade é mediado por cininas
como a bradicinina, bem como no recrutamento de citocinas como 0 TNF-a, IL-1B, IL-2 e
IFN-y (DE SMET, 1997, MORRIS,2003).

A fase de maior intensidade do edema esta na terceira e quarta hora apds a sua
aplicacdo e caracteriza a acdo de prostaglandinas sobre a permeabilidade capilar em especial a
PGE,. Ha também um aumento do Oxido nitrico e um intenso infiltrado de
polimorfonucelares, em especial os neutr6filos (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971,
MONCADA; HIGGS,1993, FIELDS; BASBAUM, 1999).

O tratamento com todas as doses da NMP causou reducdo do edema de pata em todas
as horas(1-4hs) e diminuicdo da infiltracdo de polimorfonucleares (3hs),evidenciado na
analise histopatologica das patas. Estes efeitos podem ter sidos desencadeados por uma
possivel diminuicdo dos mediadores pré-inflamatorios: TNF-a, NF-kB, iINOS e COX-2 como
demonstrado nos ensaios imunohistoquimicos.

Sabe-se que o0 TNF-a € a primeira citocina a ser liberada, de modo que € considerada a
citocina-chave do processo inflamatdrio. Apos sua liberagdo, 0 TNF-a induz a secregao de IL-
1B pelas células presentes e, consequentemente, de prostaglandinas (PGs). Além disso, o
TNF-o também estimula uma outra via biologica dependente da liberagdo das quimiocinas

CINC-1/CXCL1 (em ratos, experimentalmente) ou IL-8/CXCL8 (CUNHA et al., 1992).
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Apo0s a ativacdo de TNF-a, a cascata de sinal subsequente pode promover a ativacgao
do NF-kB( XI1AO,2004). O NF-kB é considerado uma via de sinalizacdo pro-inflamatdria,
com base no seu papel na expressdo de genes pro-inflamatdrias, incluindo citocinas,
quimiocinas e moléculas de adesdo, e tem um papel central em um grande numero de doencas
inflamatorias (BALDWIN, 2001, LAWRENCE, 2009). J& se sabe que o NF-kB esta
envolvido na ativacdo da iNOS e COX-2 (HAN et al., 1998).

A reducdo dos niveis do NO através da inibicdo da i-NOS também é um dos
mecanismos relacionados a diminuicdo do edema de pata induzida por carragenina (PARK et
al.,2007). Evidéncias indicam que o d6xido nitrico atua como mediador pré-nociceptivo na
inflamacéo juntamente com as prostaglandinas (TORIYABE et al., 2004). Estudos in vivo e in
vitro sugerem uma interac¢do de NO e PG, mostrando que a producdo de PGE; é aumentada
ainda mais na presenca de NO. A inibicdo da producdo de NO por inibidores da enzima 6xido
nitrico sintetase parece diminuir a producdo de PGE, (SALVEMINI et al., 1995, CHEN;
LEVINE, 1999).

Outros estudos indicaram que a administracdo de inibidores ndo seletivos de NO
suprime a expressdo de COX-2 na inflamacéo induzida por carragenina (TORIYABE et al.,
2004).

Estudos tém demonstrado que AINEs como a &cido acetil salicilico diminuem a
expressdao do NF-kB, diminuindo, a degradacdo dos IkBs e inibindo a IKK na competicdo
pelo receptor da adenosina trifosfato (ATP) no IKKb (KOPP, GHOSH, 1994, YIN;
YAMAMOTO; GAYNOR 1998).

Entretanto, foi visto que a indometacina e ibuprofeno sdo mais eficazes do que o
acido acetil salicilico na inibicdo da ativacdo do NF-kB, via TNF-a, em linhagens celulares
leucémicas (TAKADA et al., 2004). A administracdo cronica da indometacina (10mg/kg)
também reduziu a formacdo de placas beta-amiloides em camundongos, através do bloqueio
da NF-kB, podendo esta droga atenuar o processo inflamatorio ocasionado pela doenca de
Alzheimer (SUNG et al., 2004).

A talidomida inibiu o NF-kB pelo bloqueio de sinalizagdo de TNF-a. e IL-1f, por
meio de um mecanismo que envolve a supressdao de IKK (ARMOIRY, AULAGNER,
FACON, 2008). Baseado nestas informag6es pode-se sugerir que os efeitos anti-inflamatorios
da NMP, séo semelhantes aos destas drogas, principalmente pela reducéo do TNF-a.

O modelo de peritonite induzido pela carragenina também induz uma significativa

resposta inflamatdria 4 horas apds a inducdo. Nesta fase, como no edema de pata, ocorre um
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aumento de leucécitos do tipo polimorfonucleares, aumento do TNF-a e IL-1B, de
metabolitos do oOxido nitrico, prostaglandinas e ainda aumento da exsudagdo peritonial e
sistémica (DAMAS et al, 1990).

O tratamento com a NMP mostrou uma diminicdo do nimero de leucdcitos na
cavidade peritoneal dos animais, em especial de neutrofilos. Araujo-Neto et al., (2010)
obtiveram resultados semelhantes a deste estudo, através do tratamento de animais com o
extrato etandlico da casca de Sideroxylon obtusifolium, nas doses de 100,200 e 400 mg/kg.
Houve uma diminuicdo do edema de pata e da migracdo de leucocitos no fluido peritoneal de
animais submetidos a aplicacdo da carragenina.

Corroborando com estas informagdes, Aquino et al., (2016) estudaram o extrato
metanolico das folhas de S. obtusifolium na inflamacdo aguda, através dos modelos de edema
de orelha induzido por 6leo de créton e fenol. E este extrato, nas concentracdes de 25 e 50mg,
mostrou efeito antiedematogénico.

Na avaliacdo da reducédo da enzima mieloperoxidase (MPO), o PMA (forbol-miristato-
acetato), foi utilizado como estimulo de ativacdo neutrofilica. Os resultados obtidos
mostraram que o PMA induziu a ativacdo de neutrofilos, observada pela liberagcdo expressiva
de MPO no meio, no entanto houve uma redugéo pela NMP.

O PMA é um composto sintético que ativa a transducdo de sinais no neutréfilo
(THELEN et al., 1993). A MPO é uma hemeproteina presente em granulos azurofilos de
neutréfilos e mondcitos/macrofagos. Tem a funcdo de catalisar a producdo do &cido
hipocloroso e a oxidacdo de substratos enddgenos, além de recrutar citocinas. A MPO tem
sido correlacionada com alguns dos efeitos deletérios durante o processo inflamatério
(KUMAR et al, 2004)

Pereira et al., (2013), utilizando o modelo de cistite induzida por ciclofosfamida em
ratos, observaram que o extrato etanolico da casca de S. obtusifolium na dose de 200mg/kg,
diminuiu atividade da MPO em tecidos de bexiga. Leite et al., (2015) também observaram
reducdo da MPO e do nimero de polimorfonucleares em feridas cutaneas de animais tratados
topicamente com o extrato etandlico da casca de S. obtusifolium (30 mg), apés 48 h da
inducdo da ferida.

Outro derivado de prolina (oxaceprol, N-acetil-L-hidroxiprolina), apresentou
propriedades anti-inflamatdrias na terapia da osteoartrite com eficacia equivalente a de
diclofenaco (BAUER et al., 1999, HERRMANN et al., 2000, VEIHELMANN et al., 2001,
KRUGER et al., 2007).
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Um dos métodos para investigacdo da atividade antinociceptiva da NMP foi através do
modelo de contor¢des abdominais induzido pelo acido acetico. Este teste € considerado um
modelo geral para atividade antinociceptiva, visto que a a¢do do &cido acético provoca uma
liberacdo de varios mediadores como a substancia P, bradicininas, prostaglandinas, bem como
das citocinas pré-inflamatdrias tais como IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-alfa, ndo sendo tdo viavel
para estabelecer mecanismos de agdo de novas drogas (COUTO et al., 2011, PINHEIRO et
al., 2011, SILVA et al., 2013).

Tém-se associado que neste método existe a liberacdo de prostanoides, em geral,
niveis elevados de PGE; e PGF,a, bem como produtos da lipoxigenase em fluidos peritoneais
(SILVA et al., 2013). Apesar de ser um modelo inespecifico, pode ser utilizado como triagem
para drogas com possivel atividade analgésica e a partir dele, verificar os mecanismos de acéo
envolvidos nesta acao.

Outro teste muito utilizado para medir a efetividade de agentes antinociceptivos é o da
formalina. A vantagem deste sobre o de contorcdes é a possibilidade de avaliar dois tipos
diferentes de dor, vista em duas fases: fase inicial aguda (0 a 5 minutos) e tardia (20 a 25
minutos) apos o periodo entre as fases, denominado intervalo de quiescéncia (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987, RANDOLPH, 1997, MARTINS et al., 2006).

A primeira fase é conhecida como dor neurogénica ou aguda, estando relacionada com
a estimulagdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do tipo C e, em parte, das
fibras do tipo Ad e esta associada a liberacdo de aminodcidos excitatorios, 6xido nitrico e
substancia P. A segunda fase (inflamatéria) esta relacionada com a liberacdo de Vvarios
mediadores pré-inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas, serotonina, e outros
(HUNSKAAR; HOLE, 1987, SHIBATA et al., 1989, SILVA et al., 2013).

A NMP diminuiu o nimero de lambeduras neste ensaio nas duas fases, principalmente
na fase inflamatoria, fortalecendo ainda mais a hipdtese que esta droga diminui citocinas e
enzimas pro-inflamatorias. Semelhante a estes dados o tratamento de animais com o extrato
etandlico da casca de S. obtusifolium também reduziu o nimero de contorgdes abdominais
induzidas pelo &cido acético e a segunda fase no teste da formalina (ARAUJO-NETO et al.,
2010).

Baseado nisto foi realizado o teste do Von- Frey, um meétodo para avaliar a
sensibilidade tecidual ao estimulo mecénico, bastante utilizado na clinica e passou a ser

utilizado para experimentos laboratoriais, no sentido de avaliar a influéncia de drogas sobre a

sensibilidade nociceptiva em animais (CUNHA et al., 2004).
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A NMP aumentou o limiar de dor ocasionado pelo estimulo mecénico nas patas dos
animais com hiperalgesia ocasionadas pela carragenina. Drogas com acdo anti-inflamatéria
funcionam bem neste modelo visto que a inibicdo dos mediadores inflamatorios diminui
efetivamente a hiperalgesia (VERRI-JUNIOR et al.,2005).

Foi visto alguns possiveis mecanismos de agdo antinociceptiva da NMP, utilizando-se
de meios farmacoldgicos como antagonistas e agonistas especificos. A NMP ndo demonstrou
atividade antinociceptiva envolvendo receptores opioides e alfa-2 adrenérgicos.

Diferente disto a NMP mostrou-se eficaz em reduzir a nocicepcdo medida pela
capsaicina (8-metil-N-vanilil-trans-6-nonamida) nos receptores vanildides do tipo TRPV1. A
capsaicina € um agonista deste receptor, sua ligacdo faz com que haja uma estimulacdo de
fibras aferentes do tipo C, responsavel pela nocicepcdo observada (MASON, 2004).

A ativacdo dos TRPV1, pela capsaicina, no neurdnio sensitivo primario leva ao
influxo de célcio e sédio. Por sua vez, esses aferentes ativados liberam glutamato, substancia
P, neurocinina A, peptidio relacionado ao gene da calcitonina, 6xido nitrico e mediadores pro-
inflamatdrios. A ativacdo do TRPV1 pode ser potencializada por agentes pro-inflamatorios e
fatores troficos (PREMKUMAR; ABOQJ, 2013).

Os canais de potéssio sensiveis ao ATP sdo canais de ligacdo importantes na
excitabilidade da membrana da célula e para seu estado celular bioenergético. Eles controlam
o0 potencial de repouso das celulas neuronais e estdo envolvidos na recuperagdo da voltagem
apos o disparo de potenciais de acdo. Evidéncias sugerem que os mediadores inflamatdrios
sdo capazes de modula-los, acarretando o seu fechamento e a alteracdo do potencial de
repouso das células neuronais; consequentemente aumento da excitabilidade (SACHS;
CUNHA; FERREIRA, 2004).

A abertura dos canais de potassio ATP dependentes, induz hiperpolarizacdo da célula,
diminuicdo dos niveis de Ca'™" intracelular e liberacio de neurotransmissores contribuindo
para a antinocicepcdo (OCANA et al., 2004). A glibenclamida reverteu o efeito da NMP e do
diazoxido, sugerindo um possivel envolvimento nestes canais.

Outros estudos tém associado que derivados de prolina tenha efeito antagonista em
receptores de glutamato como o NMDA ou mesmo na inibicdo do proprio receptor (KELLER
et al, 1981, SARHAN; SEILER 1989). Como se sabe o glutamato é o principal
neurotransmissor excitatorio envolvido na transmissdo do sinal nociceptivo e este induz uma
resposta nociceptiva através da sua atuagdo em receptores glutamatérgicos que estdo presentes

em sitios de acdo periférica, espinhal e supra-espinhal (BEIRITH et al., 2002).
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Para avaliar a atividade antioxidante da NMP utilizou-se 0 método do DPPH e a
mesma ndo apresentou efeitos antioxidantes neste teste. Este método é um modelo geral para
avaliar a capacidade antioxidante de drogas e muitas vezes geram resultados falsos negativos.
Assim torna-se essencial uma melhor elucidacdo da NMP para este efeito.

Embora tenham existido algumas limitagdes nesse trabalho, como um melhor
esclarecimento do ponto de vista molecular dos mecanismos de agdo, de aspectos
farmacocinéticos como biodisponibilidade e a real toxicidade da NMP. Este estudo confirma e
fornece futuras evidéncias experimentais para a eficacia terapéutica da NMP em condicdes
inflamatorias e dolorosas. Possivelmente estas a¢des sdo devido a diminuicdo da expressdo de
mediadores pré-inflamatorios. O efeito antinociceptivo parece ser devido, além da diminuicdo
dos mediadores, a abertura de canais de potassio dependentes de ATP e a um envolvimento

com receptores do tipo TRPV1.

7. CONCLUSOES

Em conjunto, os dados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e A NMP mostrou uma efetiva atividade antiedematogénica observada pela inibicdo do

edema de pata induzido por carragenina em camundongos;

e A atividade antiedematogénica foi corroborada pela diminuicdo do acumulo de
polimorfonucleares, evidenciado na andlise histotoldgica dos tecidos de pata dos
animais submetidos ao modelo de edema induzido por carragenina, bem como
migracdo destas para o foco inflamatorio no modelo de peritonite induzida por
carragenina, e este efeito pode esta relacionada ao bloqueio da degranulacdo de

neutrdfilos, prevenindo assim a acdo da enzima mieloperoxidase;

e Esta agdo anti-inflamatoria parece estar ligada a diminuicdo de mediadores
inflamatorios, ja que a NMP reduziu a marcacdo de TNF-a, iNOS, COX-2 e NF-kB,

como foi avaliado na analise por imunohistoquimica;
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e A NMP demonstrou pronunciada atividade antinociceptiva no modelo de contor¢bes
abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e Von Frey, inibindo a

hiperalgesia;
o O mecanismo de acdo antinociceptivo pode estar relacionado ao envolvimento de

receptores TRPV1 e na abertura de canais de potassio dependentes de ATP, além da

diminuicdo dos mediadores inflamatorios.

Figura 31: Figura esquematica dos possiveis mecanismos de acdo da NMP

N-metil-trans-4
hidroxi-L-prolina

Receptor
TRPV1

NF-kB

O esquema hipotético ilustra os possiveis alvos envolvidos na agdo anti-inflamatdria e antinociceptiva da NMP,
discutidos até 0 momento.
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