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RESUMO

PIRES, P. G. S. ATIVIDADE ANTIEDEMATOGENICA E ANTINOCICEPTIVA
DO OLEO ESSENCIAL DE Pectis elongata Kunth. 112f. Dissertacdo (Mestrado).
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias da Saude. Instituto de Saude Coletiva,

Universidade Federal do Oeste do Para, Santarém-PA, 2022.

A espécie Pectis elongata Kunth, conhecida no Para como cominho ou
lim&ozinho, é uma herbacea de facil cultivo, comercializada livremente nas feiras de
Santarém e utilizada por comunidades tradicionais como especiaria e no tratamento
de dores e inflamacdes. Estudos da composicdo quimica do seu 6leo essencial
revelaram a presenca de dois quimiotipos distintos: o limoneno mais perila aldeido e
os isbmeros do citral (neral e geranial), cujas acdes anti-inflamatdria e analgésica ja
estdo bem estabelecidas na literatura. A principal hipétese investigada nesta pesquisa
€ de que o 6leo essencial obtido da Pectis elongata Kunth (OEPe) possa servir como
alternativa a terapia padrao da dor e inflamacao, minimizando rea¢des adversas como
as complicacBes gastrointestinais causadas pelo uso prolongado de farmacos
convencionais, e que a presenca do quimiotipo, citral, com pronunciada agéo anti-
inflamatoria e analgésica, além de possuir efeito gastroprotetor, possa ajudar na
adeséao ao tratamento. Para isso, 0 objetivo desse trabalho foi determinar o quimiotipo
do OEPe de espécimes coletados em Santarém, Para, e avaliar seu possivel efeito
antiedematogénico (inflamacéo) e antinociceptivo (dor). A atividade anti-inflamatéria
foi induzida por A-carragenina em modelo de edema de pata em ratos e a atividade
analgésica, por formalina, em camundongos. Para isso, foram utilizados o total de 36
ratos e 36 camundongos, dispostos em 6 grupos, contendo 6 animais cada. Para
validacéo dos testes, indometacina e morfina foram utilizadas como controle positivo
(edema de pata e teste da formalina, respectivamente), dgua destilada, controle
negativo e 6leo mineral, como controle do solvente. O rendimento do 6leo apos a
extracdo foi de 1%. A andlise da composi¢cdo quimica mostrou a presenca do
quimiotipo citral, representando 89,29% da amostra. No teste de atividade
antinociceptiva, o OEPe apresentou atividade analgésica apenas na dose 400 mg/kg,
tanto na fase neurogénica (78,22%), quanto na fase inflamatoria (58,03%), reduzindo
o comportamento de dor (lambidas e mordidas) dos camundongos. O teste de edema
de pata em ratos, apresentou atividade anti-inflamatéria, na reducdo do edema, nas
doses de 200 mg/kg e 400 mg/kg, com valores maximos de reducéo (70,2% e 70,5%,
respectivamente) na 1°hora do experimento, seguido da 24° hora, com reducéao de
(52,8% e 58,1%). A partir dos resultados obtidos, € possivel sugerir que o OEPe,
guimiotipo citral, apresenta propriedades analgésicas, atuando na inibicdo da dor
central e periférica além de ter promovido reducdo do edema da pata, mostrando
também potencial anti-inflamatorio.

Palavra-chave: Cominho, lim&ozinho, citral, inflamacéo, dor.



ABSTRACT

PIRES, P. G. S. ANTI-EDEMATOGENIC AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY
OF Pectis elongata Kunth ESSENTIAL OIL. 112f. Dissertacdo (Mestrado). Programa
de Pés-Graduacédo em Ciéncias da Saude. Instituto de Saude Coletiva, Universidade
Federal do Oeste do Para, Santarém-PA, 2022.

The species Pectis elongata Kunth, known in Para as cumin or little lemon, is
an easy-to-grow herbaceous plant, sold freely at fairs in Santarém and used by
traditional communities as a spice and to treat pain and inflammation. Studies of the
chemical composition of its essential oil revealed the presence of two distinct
chemotypes: limonene plus peryl aldehyde and citral (neral and geranial), whose anti-
inflammatory and analgesic actions are already well established in the literature. The
main hypothesis investigated in this research is that the essential oil obtained from
P.elongata Kunth (EOPe) can serve as an alternative to standard therapy for pain and
inflammation, minimizing adverse reactions such as gastrointestinal complications
caused by the prolonged use of conventional drugs and that the presence of the
chemotype, citral, with pronounced anti-inflammatory and analgesic action, in addition
to having a gastroprotective effect, can help with adherence to treatment. For this, the
objective of this work was to determine the EOPe chemotype of specimens collected
in Santarém, Pard, and to evaluate its possible antiedematogenic (inflammation) and
antinociceptive (pain) effect. The anti-inflammatory activity was induced by A-
carrageenan in a paw edema model in rats and the analgesic activity by formalin in
mice. For this, a total of 36 rats and 36 mice were used, arranged in 6 groups,
containing 6 animals each. For validation of tests, indomethacin and morphine were
used as positive control (paw edema and formalin test, respectively), distilled water as
the negative control, and mineral oil as solvent control. The oil yield after extraction
was 1%. The chemical composition analysis showed the presence of the citral
chemotype, representing 89.29% of the sample. In the antinociceptive activity test,
EOPe showed analgesic activity only at a dose of 400 mg/kg, both in the neurogenic
phase (78.22%) and in the inflammatory phase (58.03%), reducing pain behavior
(licking and biting) of mice. The paw edema test in rats showed anti-inflammatory
activity in reducing edema at doses of 200 mg/kg and 400 mg/kg, with maximum
reduction values (70.2% and 70.5%, respectively) in the 1st hour of the experiment,
followed by the 24th hour, with a reduction of (52.8% and 58.1%). Based on the results
obtained, it is possible to suggest that EOPe, citral chemotype, has analgesic
properties, inhibiting central and peripheral pain, in addition to promoting a reduction
in paw edema, and showing anti-inflammatory potential.

Keywords: Cumin, lemon, citral, inflammation, pain.



ABREVIATURAS E SIGLAS

5-HT- 5-hidroxitriptamina

A4 — Lipoxina

AA- Acido araquiddnico

AlEs- Anti-inflamatorios esteroides

AINEs- Anti-inflamatérios ndo esteroides
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CGRP- Gene da calcitonina

CO2-Gés Carbobnico

COX- Ciclooxigenase

DAMPs- Padrbes Moleculares Associados a Danos
DLso - Dose letal média

DNA- Acido desoxirribonucleico

DXP- 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato

eNOS- Oxido nitrico sintase endotelial

FAPR- Receptor acoplado a proteina G

FID- Detector de ionizacdo de chamas

GABA- Acido gama-aminobutirico

GCMS- Cromatografia gasosa acoplada em espectometria de massas
HETE- Acido hidroxieicosatetraendicos

HPETE- Acidos hidroperoxieicosatetraenoicos

l.p- Intraperritoneal

IFN- Interferons

IFNy- interferon gama

IL-1- Interleucina 1

IL-3- Interleucina 3

IL-4- Interleucina 4

IL-6- Interleucina 6
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IL-10- Interleucina 10

IL-12- Interleucina 12

iNOS- 6xido nitrico sintase induzivel

LO- lipoxigenases

LT- Leucotrienos
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NK- Natural killer

NMDA- N-metil D-Aspartato

nNOS- Oxido nitrico sintase neuronal
NO- Oxido nitrico

OEPe- Oleo Essencial da Pectis elongata
OEs- Oleos Essenciais

PAF- Agregacéao plaquetéria
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PGD2- Mastécitos de prostaglandina D2
PGE2- Prostaglandina E2

PGI2- Glicolipidios fendlico — 2

PGs- Prostaglandinas

Pls- Prostaciclinas

PMN- Polimorfonucleares

PRR- Receptores de reconhecimento de padrao
RENISUS- Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
SNC- Sistema Nervoso Central

SUS- Sistema Unico de Saude

TLRs- Toll-like receptors

TNF- Fator de necrose tumoral

TNFF-a- Fator de necrose tumoral alfa
TXA- Tromboxanos A

TXs- Tromboxanos
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UFOPA- Universidade Federal do Oeste do Para
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1 INTRODUCAO

A inflamacéo é definida como mecanismo de protecdo do organismo contra
agentes agressores que envolve uma série de alteracdes bioquimicas, fisiologicas e
imunologicas, as quais 0 organismo recorre para localizar, inativar e destruir o agente
agressor, além de promover a cicatrizacdo e reparacdo do tecido danificado
(VILLANUEVA et al; 2017). E desencadeada ap6s dano celular causado por agentes
patogénicos (virus, bactérias, parasitas), agentes fisicos (radiacdo, trauma,
gueimaduras), quimicos (toxinas) e reacfes imunoldgicas, e apresenta sinais clinicos
caracteristicos tais como rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional, resultantes dos
fenbmenos vasculares e celulares do processo inflamatério (JEONG et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2015).

Ja a dor é definida como uma experiéncia desagradavel sensorial e emocional
associada a uma leséo tecidual real ou potencial (GARLAND, 2012) sendo um sinal
clinico, que afeta o psicolégico e a vivéncia social, 0 que prejudica diretamente a
qualidade de vida (NASCIMENTO & NASCIMENTO, 2020).

O tratamento clinico padréo das doencas inflamatérias € baseado em anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e esteroidais (AIEs), também conhecidos como
glicocorticéides (FREITAS et al. 2019). J4 a terapia da dor tem como base analgésicos
opioides e AINES. Entretanto, h& diversos problemas relacionados a estes
medicamentos que, em sua maioria, sdo sintéticos, e apresentam reacfes adversas,
tais como supressao da resposta a infeccédo ou lesdes (RANG et al., 2011), ulceras
gastrintestinais, desordens renais, problemas cardiovasculares (NONATO et al., 2012;
SANTOS et al. 2012), efeito depressor da respiracdo, nauseas e alteragdes de humor
(CALIXTO et al.,, 2000; CID, 2008; FLETCHER, 2011). Uma alternativa a tais
medicamentos sdo as plantas medicinais, que oferecem importante perspectiva na
identificagdo de compostos bioativos (MARMITT et al. 2015).

A utilizacéo de plantas medicinais € uma pratica importante na area da saude.
A disponibilizacdo de plantas medicinais e de fitoterapicos pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) tem alavancado a utilizag&o da fitoterapia de base cientifica, extraida do

conjunto de plantas de facil acesso utilizadas por uma populacdo durante geracgdes,
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gue geralmente era a Unica opg¢ao para o tratamento de seus males (LORENZI &
MATOS, 2002).

No Estado do Pard, entre as popula¢des tradicionais (ribeirinhos, quilombolas
e indigenas) o conhecimento que se tem sobre plantas medicinais, seus usos e
aplicacoes terapéuticas, as vezes € 0 Unico recurso disponivel para o tratamento de
enfermidades, devido a questdes econdmicas e a distancia da zona rural para a zona
urbana (PINTO et al.,, 2006), tornando dificil 0 acesso dessas comunidades aos
medicamentos convencionais. No entanto, as atividades curativas atribuidas pelos
povos tradicionais, na maioria das vezes, ndo possuem estudos cientificos
comprobatérios de sua eficacia, podendo representar um risco para a saude do
usuério causada pelo seu uso indevido (TEIXEIRA et al.2014).

Um exemplo de planta usada tradicionalmente é a espécie P. elongata Kunth,
pertencente a familia Asteraceae, uma herbacea popularmente conhecida no Para,
como “cominho” ou ‘limdozinho” (BAUTISTA, 1987) e em outras regides como,
alecrim do mato, alecrim-liméo, alecrim-bravo, cuminim-bravo (LIPORACCI, 2014).
Esta espécie tem sido utilizada na medicina popular no preparo de chas para
tratamento de “doencas do ar”, febres (BAUTISTA,1987), flutuacdes de consciéncia,
gemidos, fala desconexa, dores de cabeca e pescoco, tremores, convulsdes,
salivacdo, vomitos, inflamacéao do trato geniturinario (RODRIGUES, 2006), inflamacéao
estomatica, além de tratamento para hipotensdo (AGRA; DE FREITAS, BARBOSA,
2007). Até o momento, poucas sao as pesquisas sobre as acdes farmacoldgicas de
P. elongata, apresentando apenas a¢ao bacteriostatica e fungiostatica, ja estudadas
(PRUDENT, 1995).

A espécie apresenta em sua composicdo quimica as substancias neral e
geranial como constituintes majoritarios. Tais substancias sdo isdmeros, e juntas
constituem o citral; um aldeido alifatico natural da série de terpenos, principal
constituinte de monoterpenos (MLA, 2021; DUDAI et al. 2005). De acordo com de Sa,
Andrade, e de Sousa (2013), os monoterpenos tém acao anti-inflamatoria, inibindo a
producéo de leucotrieno (AHN et al. 2001), na liberacdo de histamina e/ou serotonina,
5- lipoxigenase e / ou ciclooxigenase, (QUINTANS-JUNIOR et al. 2011), além da
diminuicao do fator de necrose tumoral TNF, um biomarcador de inflamacao (SILVA,

2020). A diminuigcdo/ inibicdo desses mediadores inflamatorios, mostram atividade
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anti-inflamatéria e analgésica (SILVA, 2020; NISHIJIMA et al. 2014). Pesquisas com
outras espécies de plantas medicinais que contém em sua composi¢cao neral e
geranial também tem mostrado acdo anti-inflamatoria e analgésica (GBENOU et al.,
2013; LIAO et al. 2015).

Levando em consideracdo dados farmacologicos, quimicos e etnobotanicos
do género Pectis L. e de outras espécies que apresentam composi¢cao quimica similar
a P. elongata, com agdo analgésica e anti-inflamatoria, propomos neste projeto avaliar
se 0 Oleo essencial da espécie P. elongata, apresenta atividade antinociceptiva e
antiedematogénica, contribuindo dessa forma, como a descoberta de novas fontes de
substancias naturais bioativas, podendo ser um potencial farmaco, com menos efeitos
adversos. Em adicdo, os resultados podem validar o uso desta planta pelas
comunidades tradicionais, oferecendo maior seguranca e eficacia, agregando valor a

biodiversidade da nossa regiao.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

O Brasil possui a maior parcela de biodiversidade do mundo, em torno de 15%
a 20% (BRASIL, 2011). As plantas estdo entre os elementos que formam a
biodiversidade, constituindo-se como a matéria-prima para a producéo de fitoterapicos
e outros medicamentos. Cerca de 82% da populacao brasileira, utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude, seja pelo conhecimento da
medicina tradicional indigena, quilombola, entre outros povos e comunidades
tradicionais (BRASIL, 2012), seja pelo uso advindo da medicina popular, de
transmissao oral entre geragcdes, ou nos sistemas oficiais de saude, como pratica de
cunho cientifico, orientada pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Saude
(SUS) (PESTANA, 2014).

A regido amazobnica possui rica diversidade de plantas medicinais sendo que

ja foi relatado mais de 2.000 OEs e aromas oriundos de plantas aromaticas, muitos
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com excelentes condi¢cdes de exploracdo econdmica e aproveitamento no mercado
nacional e internacional de fragrancias e cosméticos (MAIA et al. 2008).

Plantas arométicas sao aquelas que podem gerar, por algum processo fisico-
quimico, um produto aromético. Elas podem ser aproveitadas do ponto de vista
comercial ou industrial de distintas maneiras: como material vivo, material fresco,
material seco (inteiro, picado ou moido) ou para obtencdo de extratos (BANDONI,
2008) e OEs.

Os OEs sédo metabolitos secundarios extraidos de diversas partes de plantas,
possuem composicdo quimica complexa e garantem aos vegetais vantagens
adaptativas no meio em que estéo inseridos (OUSSALAH et al., 2007). A composicdo
quimica dos OEs varia entre as espécies e partes de um mesmo vegetal. De acordo
com Gobbo-neto e Lopes (2007), uma mesma espécie botanica pode ser afetada pelo
local de cultivo, condicbes de coleta, estabilizacdo e estocagem, além dos fatores
edafocliméticos (relativo aos solos e ao clima). Os constituintes dos OEs séo
principalmente os derivados terpénicos, como 0S mMoOno e sesquiterpenos e 0s
fenilpropanoides (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).

O conhecimento da composicdo quimica dos OEs, se faz necessario para
avaliar o valor comercial de seus constituintes, além do interesse farmacéutico, pois
apresentam as mais diversificadas atividades farmacoldgicas, que se destacam
principalmente pelas caracteristicas antimicrobiana, antiparasitaria, sedativa,
antitumoral, antioxidante, anti-inflamatoria e antinociceptiva (HENRIQUES et al. 2007)

Frente a isso, a grande importancia das plantas medicinais no cuidado a
saude tem sido reconhecida pelos profissionais e programas de assisténcia a saude.
Neste sentido, o Conselho Nacional de Salde aprovou a portaria n® 971 de 2006, que
propde a inclusao das plantas medicinais e da fitoterapia como opcdes terapéuticas
no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2006a). Ainda em 2006, o Ministério da
Saude elaborou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada
pelo Decreto no 5.813, de 22 de junho de 2006. Esta politica tem como um de seus
objetivos incentivar a pesquisa com plantas medicinais, com o intuito de garantir a
seguranca e eficacia da utilizacdo destas plantas e de fitoterapicos pela populacéo
(BRASIL, 2006b). Em 2006 foi criada a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
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Interesse ao SUS (RENISUS) com o intuito de difundir o uso de plantas medicinais
pelos brasileiros no sistema publico de saude (BRASIL, 2006c).

De acordo com Correia e colaboradores (2018) das 71 espécies presentes na
RENISUS, no entanto, somente 17 ocorrem na Amazonia, com um percentual de
representacao de 24%. E entre as 17 espécies, 8 sdo nativas da Amazonia e uma nao
foi encontrada sua origem.

Nesse contexto, a pesquisa envolvendo potenciais novas espécies que
possam ser incluidas no RENISUS é de clara importancia e justifica-se pelos
imaginaveis beneficios como descoberta de novos compostos bioativos, pesquisas
cientificas e divulgacdo de propriedades terapéuticas, além de validar ou ndo o uso
popular de uma determinada espécie vegetal contribuindo para o descobrimento de
possiveis drogas vegetais com potencial uso farmacolégico. E neste segmento se

destaca a P. elongata pertencente a familia Asteraceae que € nosso objeto de estudo.

2.1.1 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae Bercht. & J. Presl é considerada uma das mais
importantes entre as faner6gamas, representando cerca 10% do total da flora de
Angiospermas do planeta, encontrando-se distribuida na maior parte das
comunidades vegetais do mundo, apresentando cerca de 25.000 - 35.000 espécies
(MANDEL et al., 2019), com maior diversidade de espécies nas regifes de clima
temperado e subtropicais nao florestais (JUDD et al., 2009). No Brasil, é representada
por aproximadamente 297 géneros e 2.143 espécies (FLORA BRASIL, 2020). A
literatura registra que as folhas s&o utilizadas por comunidades tradicionais contra
dores estomacais, célicas, febre (BAUTISTA, 1987; SCHULTES; RAFFAUF, 1990),
hipertenséao, gripes, resfriados (AGRA et al. 2007) e calmante (OLIVEIRA, 2011).

Em geral, as espécies de Pectis tém aromas agradaveis de frutas citricas,
cominhos e orégano, devido a presenca de constituintes monoterpenos em suas
composic¢des volateis, como citral (neral mais geranial), a- e B-pineno, limoneno, perila
aldeido, aldeido de cominho, carvona, p-cimeno, e timol (TEISSEIRE, 1994).

As espécies do género Pectis mais estudadas, tanto sobre seus componentes

guimicos quanto sobre seu uso tradicional, sdo: P. floribunda; P. angustifélia; P.
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papposa; P. prostata Cav.; P. apodocephala Baker; P. oligocephala; P.
brevipedunculata Sch. Bip; P. linifolia L.; P. haenkeana (DC.) Sch. Bip; P. jangadensis
S. Moore; P. multiseta var. ambigua (Fernald) DJ Keil e P. elongata Kunth (MASSING
et al., 2021). Este ultimo sera nosso objeto de estudo.

2.1.2 Pectis elongata Kunth

Pectis elongata Kunth (Figura 1) pertence a familia Asteraceae e € encontrada
na América Central e do Sul, e em todo o Brasil, Guiana, Coldmbia, Venezuela e indias
Ocidentais. (KEIL, 1983; BAUTISTA, 1987). Mais conhecida como, Alecrim do mato,
alecrim-bravo, cuminim-bravo (LIPORACCI, 2014) “cuminho” e “limaozinho” nos
estados do Para e Amapa, Norte do Brasil, pelo cheiro, que lembra cominho (Cuminum
cyminum, Apiaceae) e citronela Cymbopogon citratus (Capim-cidreira) (SILVA et al.
2005).

As principais caracteristicas de P. elongata € que ela é uma erva anual, € uma
planta que germina, floresce no periodo de um ano, mede cerca de (15-50 cm), ereta,
com folhas violetas e flores ligeiramente amarelas roxeadas, folhas pontiagudas e
cheias de glandulas contendo 6leo (BAUTISTA, 1987).

Estudos da composicdo quimica realizada com OEs de P. elongata
provenientes de Belém-PA e Macapa-AP, identificaram os principais constituintes dos
6leos com o quimiotipo: perila aldeido (51,7% e 64,6%) e limoneno (43,7% e 33,7%).
Os principais compostos encontrados no 6leo da amostra seca de outro espécime
coletado no Amapa foram o aldeido de perila (81,9%), seguido por seus derivados de
oxidacao, o alcool de perila (5,6%) e o acido de perila (4,0%). A maior porcentagem
de aldeido de perila nas amostras secas deve-se a perda de limoneno durante a etapa
de secagem (DA SILVA; ANDRADE; MAIA, 2005).

De acordo com Massing e colaboradores (2021) foi identificado a composicao
quimica do 6leo essencial de P. elongata (OEPe) da planta inteira, com ocorréncia em

Santarém-PA, a presenca de citral (39,1% de neral e 47,7% de geranial).
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Figura 1: Pectis elongata Kunth

(a) (b) (c)

Fonte: (a) e (c): Registro fotogréfico - Sandra Sarrazin (2021). (b) https://www.flickr.com/photos/jardin_boricua

2.1.3 Uso Tradicional

Em 2017, Pagani, Santos e Rodrigues publicaram um estudo sobre o uso das
plantas medicinais utilizadas por ribeirinhos da Amazdnia brasileira, onde descrevem
0 uso de chéas de raizes de P. elongata para tratar “doencgas do ar”’, que atingem
principalmente criangas e cujos sintomas incluem febre, flutuagcdes de consciéncia,
gemidos, fala desconexa, dor de cabeca e pescoco, tremores, convulsdes, salivagdo
e vomitos. Esses sintomas também podem estar associados ao tétano, sarampo e
hepatite (BAUTISTA,1987).

Habitantes do Jau, Parque Nacional, estado do Amazonas, Brasil, fazem
mencdo ao uso do ché de folhas de P. elongata em distarbios geniturinarios. Ha
descricdo do uso da P. elongata associada a gordura de Tapirus terrestres L.
(Tapiridae, anta), que também € usado para facilitar o parto, (RODRIGUES, 2006). No
estudo sobre o levantamento da diversidade de plantas de usos medicinais na flora

do Cariri Paraibano, Brasil, relatou-se o uso do infuso da planta inteira como
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estomatico e contra hipertensao. O infuso xarope das folhas e partes inteiras (SILVA,
2015) sdo empregados contra gripes e tosses (AGRA et al. 2007).

A infuséo de partes inteiras de P. elongata € indicada para o tratamento da
hipotensdo no nordeste brasileiro (AGRA; DE FREITAS, BARBOSA, 2007). Além
disso, a infusdo de ervas da P. elongata existentes na Guiana Francesa € usada na
preparacao de chas e temperos pela populacéo da Credla, em substituicdo a citronela
Cymbopogon citratus (DC) (GRENAND; MORETTI; JACQUEMIN, 1987). Bautista
(1987) também relata o uso da planta para o tratamento de febre no Brasil.

Portanto, a utilizacao dessa erva ja é descrita em estudos etnobotanicos para
tratamento de dores e inflamacbes em geral, tais como, inflamacédo gastrica
(estomético) (AGRA et al. 2007) e inflamagBes geniturinarios (disturbios
geniturinarios) (RODRIGUES, 2006).

2.1.4 Composicao Quimica

O metabolismo vegetal esta condicionado a processos fotossintéticos e pode
ser dividido em metabolismo priméario e secundario. Dos processos que ocorrem no
metabolismo primario sdo obtidos os lipideos, as proteinas, os carboidratos e os
acidos nucléicos (OLIVEIRA, 2002).

As substancias ativas, em sua maioria, sdo produtos de metabolismo
secundario dos vegetais. Em cada espécie ha diferentes substancias resultantes do
metabolismo secundario, as quais fornecem a planta uma caracteristica quimica
pertinente. Os metabdlitos secundarios se mostram importantes para a producao de
farmacos, assim, o estudo de produtos naturais e a quimica medicinal sdo uma boa
estratégia para descoberta de farmacos inovadores (NEWMAN e CRAGG, 2007,
BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Uma ampla gama desses constituintes quimicos pode ser identificada nos
OEs, havendo referéncias da presenca de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples
e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, peréxidos, furanos,
acidos organicos, lactonas, cumarinas dentre outras, no entanto, a grande maioria dos
OEs é constituida de uma mistura de derivados fenilpropanoides ou de terpendides,
sendo que os dltimos preponderam (SIMOES et al. 2016; VITTI e BRITO, 2003).
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2.1.5 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) em geral, sdo misturas liquidas a temperatura
ambiente, que possuem uma série de substancias extraidas a partir de varias partes
das plantas aromaticas (ZAHRAN; ABOU-TALEB; ABDELGALEIL, 2017).

Apresentam caracteristicas fisico-quimicas especificas, tais como:
constituicdo liquida a temperatura ambiente, aspecto oleoso, incolor ou levemente
amarelado, baixa estabilidade quando exposto ao ar, umidade, luz, calor e metal
(SIMOES et al., 2016). Podem ser sintetizados em todos os 6rgdos vegetais (botbes
florais, folhas, sementes, frutos, galhos/ramos, raizes, lenho ou cascas), sendo
secretados e armazenados em estruturas secretoras especificas e altamente
especializadas como tricomas glandulares, cavidades e canais/dutos de resina
(BAKKALI et al., 2008; DONATO et al., 2020; LI et al., 2020).

Outra caracteristica dos OEs é que eles ndo se misturam a agua, e podem
ser extraidos de diferentes modos, como hidrodestilacdo, destilacdo a vapor, CO:2
supercritico, ou com a utilizacdo de solventes organicos ou gorduras. O 6leo obtido
de uma planta serve como caracteristica para aquela espécie (TROMBETTA et. al,
2005) mesmo que Oleos diferentes apresentem compostos iguais qualitativamente,
diferencas quantitativas fardo com que aquele 6leo tenha propriedades quimicas e
biolégicas diferentes (EDRIS, 2007). Outro aspecto é que pelo fato de serem naturais
e biodegradaveis geralmente apresentam baixa toxicidade aos mamiferos e por
poderem atuar sobre varias moléculas-alvo ao mesmo tempo, quando comparado a
farmacos sintéticos, tornam-se substancias chaves para a pesquisa de novos
medicamentos (FIGUEIREDO et al., 2008).

Alguns fatores bibticos e abidticos tém grande influéncia na composicdo
guimica e no rendimento dos 6leos essenciais, incluindo a genética das plantas bem
como alguns fatores estressantes como estresse hidrico, excesso de luz, pragas e
ataque de predadores. Ainda que essa diferenca de fatores prevaleca, € possivel que
0s Oleos essenciais apresentam uma semelhanca na composi¢cao quimica e analise
guantitativa de uma planta pertencente a mesma familia botanica (SILVESTRE et al.,
2019).
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A literatura relata varias atividades biolégicas dos OEs, entre eles: acao
gastrointestinal (RIAZ; KHAN; QAZI, 2020), antiparasitaria (AZADBAKHT et al., 2020),
estimulante do sistema respiratério (LIU et al. 2020), ajudam melhorando quadros de
ansiedade e depressdo (SOHRABI et al. 2017), possuem atividade antioxidante
(GHANIMA et al., 2020), atividade antitumoral (XIE et al., 2020), atividade
antinociceptiva (HERNANDEZ-LEON et al., 2020), acédo anti-inflamatéria (MATULYTE
et al., 2020) e muitas outras.

Os aspectos de caracterizacdo quimica dos OEs podem ser obtidos por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, sendo que alguns 6leos
apresentam mais de 60 compostos diferentes. Os componentes majoritarios as vezes
representam mais de 85% do total, enquanto outros compostos aparecem em
quantidades infimas, embora a propor¢édo nédo esteja relacionada com a grandeza de
sua atividade, podendo esta inclusive ser fundamental para a acdo farmacologica dos
demais (GALINDO et al. 2010).

Os OEs sdao constituidos quimicamente principalmente de terpenos (cerca de
90%) (BAKKALI et al., 2008), incluindo mono e sesquiterpenos com origem a partir do
acido mevaldénico e de fenilpropandides, originados do acido chiquimico (BIZZO;
HOVELL; REZENDE, 2009; SIMOES et al., 2016).

2.1.6 Terpenos e monoterpenos

Os terpenos, também designados por terpendides ou isoprendides abrangem
a maior e mais importante classe de substancias derivadas de plantas, fungos e
organismos marinhos (NIEDERBACHER; WINKLER; SCHNITZLER, 2015). Os
compostos terpenicos classificam-se acordo com a sua unidade de isopreno (5C),
monoterpenos (10C), sesquiterpenos (15C); diterpenos (20C); sesterpenos (25C);
triterpenos (30C); tetraterpenos (40C) e polisoprendides (nC) sendo os
sesquiterpenos e 0S monoterpenos 0s constituintes de maior abundancia
(MURAKAMY et al., 2004).

A biossintese dos terpenos (Figura 2) conta com uma via citosdlica ou rota do
mevalonato (MVA) e outra plastidial ou rota do 5-fosfato de 1-desoxi-D-xilulose (DXP).
Ambas conduzem a producéo de isdmeros do isopreno, o difosfato de isopentenila
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(IPP) e/ou o difosfato de gama, gama-dimetilalila (DMAPP), os quais constituem 0s
mondmeros a partir dos quais se originardo os diferentes terpenos. A partir da
condensacado de uma molécula de IPP com DMAPP forma-se o difosfato de geranila
(GPP), precursor dos monoterpenos (BOUVIER; RAHIER; CAMARA, 2005; DEWICK,
2002). Anteriormente era amplamente aceito que as plantas produziam IPP através
de uma via citoplasmatica de mevalonato (MVA). No entanto, estudos revelaram que
uma via recém-descoberta de fosfato de metileritritol (MEP), também conhecida como
“rota de Rhomer” ou, ainda, como a rota do 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DXP), para
a biossintese de monoterpenos € mais dominante em espécies de capim-liméo
(GUPTA; GANJEWALA, 2015; MUKARRAM et al 2021).
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Figura 2: Metabolismo primario do carbono e origem dos terpenos e monoterpenos.
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Fonte: http://www.ledson.ufla.br/metabolismo-secundario/

Os monoterpenos devido a seu baixo peso molecular, costumam ser volateis,
sendo, portanto, os constituintes dos OES e das esséncias volateis, atuando
principalmente na atragéo de polinizadores. Podem ser isolados através de destilacao
ou extracdo e atualmente sdo conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides naturais
(OLIVEIRA et al., 2003)

Os principais monoterpenos esqueléticos C10 encontrado no 6leo de P.
elongata e outros 6leos de Pectis L. podem ser descritos de acordo com sua via
biossintética: neral e geranial dispostas em um esqueleto de tipo aciclico, a-pineno e

B-pineno em um esqueleto do tipo pinano, e limoneno, cis- e 6xido de trans-limoneno,
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perila aldeido, cominho aldeido, carvona, p-cimeno, timol e carvacrol em um esqueleto
p-metano (TEISSEIRE, 1994).

2.1.7 Citral e propriedades bioldgicas

O quimiotipo majoritario encontrado no OE da P. elongata em muitos estudos
sobre a composi¢cdo quimica da espécie, conta com a biocomposicdo de um
monoterpeno, o citral (isbmeros do neral e geranial), sendo este monoterpeno a
molécula mais representativa, constituindo 90% de OEs, e dotado de uma grande
variedade estrutural (BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos neral e geranial sdo isbmeros do citral (Figura 3),
substancias encontradas em plantas arométicas, que contém o mesmo aroma do
limdo. A exemplo, a espécie Lippia alba, que apresenta citral como componente
majoritario, em estudos com seu O6leo essencial mostrou acdo biolégica como:
bacteriostatico, fungistatico, intensificador citrico, odorizador de ambiente e repelente
de insetos (SHUKLA et al. 2009; DA SILVA JUNIOR, 2019).

Figura 3: Citral e seus isoméros (neral e geranial)
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Em relacdo ao seu potencial farmacoldgico, o OE de P. elongata mostrou
atividade antimicrobiana frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus
(MASSING et al. 2018; PRUDENT, 1995) e cepas de Mycobacterium smegmatis, além
de propriedades fungistéticas em cepas de Candida albicans e Aspergillus niger, (para
patdogenos humanos) Cylindrocarpon mali, Botrytis cinerea, Stereum purpureum,
Sclerotinia sclerotiorum, para os fitopatogenos (PRUDENT, 1995). Outros estudos
mostraram que o citral e seus isdbmeros (neral e geranial), presentes no OE de
Cymbopogon citratus, apresentou atividade anti-inflamatoria, analgésica e antitérmica
(GBENOU et al.,2013).

Liao e colaboradores (2015), ao estudarem os frutos de Litsea cubeba Lour,
identificaram propriedades anti-inflamatérias do neral e geranial (citral)
separadamente. Os autores observaram que o componente quimico neral, além de
apresentar atividade anti-inflamatéria mais potente que o geranial, ainda apresentou
atividade antioxidante significativa.

Nishijima e colaboradores (2014) em pesquisa sobre mecanismo de a¢éo do
citral, identificou que este composto apresenta efeito analgésico e anti-inflamatorio,
além de possuir efeito gastroprotetor, o0 que torna essa substancia bastante
interessante do ponto de vista terapéutico, tendo em vista 0s riscos e complicacdes
gastrointestinais com o uso prolongado de farmacos utilizados na dor e inflamacéao.

Apesar de potentes terapias, como AINEs, AEs e opioides, ainda existem
muitas limitagdes em virtude dos inimeros efeitos indesejaveis causados por estes
agentes, como danos gastrointestinais, toxicidade ou tolerancia (ISMAIL et al, 2016;
GIORNO et al, 2016). Por esta razdo ha diversas pesquisas voltadas para obtencao e
desenvolvimento de novas substancias para tratamento da dor e inflamagdo que
apresentem menos efeitos indesejaveis (BERNARDI et al. 2009).

Além disso, ao contrario dos enormes investimentos, dos altos riscos e longo
tempo de desenvolvimento de uma droga inovadora (nova entidade quimica), bem
como do fato deste tipo de pesquisa novamente estar restrito a algumas industrias
multinacionais sediadas em poucos paises desenvolvidos, o desenvolvimento de um
medicamento de origem natural com comprovagéao cientifica de segurancga, eficacia e
gualidade demanda muito menos recursos e consequentemente menores riscos
(CALIXTO et al., 2000).
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2.2 Inflamacgéo

Villanueva e colaboradores (2017) definem inflamag&o como uma resposta de
defesa a estimulos agressivos que envolvem uma série de alteracdes bioquimicas,
fisiologicas e imunoldgicas, as quais 0 organismo recorre para localizar, inativar e
destruir o agente agressor, além de promover a cicatrizacao e reparacdo do tecido
danificado. Esses estimulos agressivos podem ser definidos como: dano tecidual e/ou
celular, podem ser motivados por estimulos quimicos (toxinas), fisicos (radiacao,
gueimaduras traumas), imunoldgicos (HUME & FAIRLIE, 2005; SERHAN & SAVIL,
2005, STABLES & GILROY, 2010) ou patogénicos (virus, bactérias, parasitas)
(JEONG et al., 2013).

Os estimulos séo detectados por sensores especializados, via receptores, e
incitam a producdo de mediadores por células inflamatérias, que agem nos tecidos ou
orgdos afetados (MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV, 2010). Os indutores
responsaveis por essa sinalizacdo podem ser do tipo exdgenos microbianos como 0s
PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) que estdo presentes em
diferentes tipos de microrganismos (p. ex.: virus, bactérias gram-negativas, bactérias
gram-positivas, fungos) (MEDZHITOV, 2008; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019),
além dos exégenos ndao microbianos, como alérgenos, farmacos ou DAMPs (Padrées
Moleculares Associados a Danos) (MEDZHITOV, 2008).

Os DAMPs podem ser produzidos como resultado de dano celular causado
por infec¢Bes, mas também podem indicar leséo estéril causada por toxinas quimicas,
queimaduras, traumatismo ou perda do suprimento sanguineo. Os DAMPs geralmente
ndo séo liberados pelas células em processo de morte por apoptose. Em alguns
casos, moléculas endégenas produzidas por células sadias séo liberadas quando
ocorre dano celular e, entdo, estimulam respostas inatas (ABBAS; LICHTMAN;
PILLAI, 2019).

Tanto os PAMPs guanto os DAMPs séo reconhecidas por receptores de
reconhecimento de padrdo (PRR), como os receptores do tipo Toll-Like (TLRs, do
inglés, Toll-like receptors), formando uma interagéo semelhante a complementaridade
entre antigeno e anticorpo (CRUVINEL et al., 2010; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2019).
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Os TLRs estéo presentes nos macréfagos, mastocitos, nas células dendriticas
e nos neutrofilos (também chamados de leucdcitos polimorfonucleares ou PMN)
(FERRAZ et al. 2011; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019). Esses tipos celulares sao
as primeiras células que atuam no processo inflamatorio, localizados no local da leséo,
as quais fagocitam os microrganismos e restos celulares, (NASCIMENTO et al., 2015)
a excecao dos mastocitos, que possui funcdo de secretar citocinas pro-inflamatorias
e mediadores lipidicos em resposta a infeccdo e outros estimulos (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2019) liberando histamina, heparina, leucotrienos, fator de
agregacao plaquetéaria (PAF), fator de crescimento neuronal e algumas interleucinas
(RANG et al., 2011) e as células dendriticas residentes em tecidos periféricos, como
pele, figado e intestino, tem funcdo de processar e apresentar antigeno proteico ou
lipidico aos Linfocitos T (CRUVINEL et al., 2010).

Adicionalmente, como células fagociticas, temos os neutréfilos, que sdo os
leucdcitos mais abundantes no sangue periférico, com importante papel nos estagios
iniciais da reacdo inflamatéria (CRUVINEL et al., 2010). Os neutréfilos sdo as
primeiras células a responder, migrando para o local da inflamacao e fagocitando o
micro-organismo. Eles migram para o local lesionado, aderindo-se as células
endoteliais através das moléculas de adesdo expressas (selectinas, integrinas,
moléculas de adeséo intercelular), e em seguida, migram em direcdo ao espaco
extravascular atraidos pelos agentes quimiotaticos (HAJISSHENGALLIS, et al. 2015).
No final deste processo, os neutréfilos sofrem apoptose e promovem a entrada de
monacitos, que se diferenciardo em macrofagos, no local lesionado (LIM; GRINSTEIN;
ROTH, 2017).

Os macréfagos, por sua vez, sao importantes células secretoras que liberam
uma variedade de mediadores quimicos (NASCIMENTO et al., 2015). Durante uma
resposta inflamatoria, os macrofagos sdo ativados por duas vias diferentes: via
classica (M1) e via alternativa (M2). Na via classica, a ativacdo € induzida por
endotoxinas, no caso de uma injuria por patégeno (bactérias, fungos, virus, etc.)
(ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021). Uma vez ativados, 0os macrofagos produzem
enzimas lisossomais como a NADPH-oxidase, aumentando sua capacidade de
destruir organismos por fagocitose e secretam outras citocinas que estimulam a

inflamagéo, sendo, portanto, células especialmente importantes na defesa do
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hospedeiro contra infeccbes microbianas (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021). A
ativacdo da via alternativa por macréfagos € induzida por citocinas, como as
interleucinas IL-4 e IL-3, sintetizadas pelos linfocitos T (CALDER, 2015). De forma
resumida, o fenétipo M1 esta envolvido com a resposta inflamatoria, e consiste na
expressdo de citocinas pro-inflamatoérias, producdo de oOxido nitrico, além de forte
atividade microbicida. Ja o fenotipo M2 esta envolvido com a remodelacéo tecidual,
progresséao tumoral e funcao imunorreguladora, e atuam como resposta de “feedback”
terminando com a inflamacao, na tentativa de restaurar a homeostase do tecido
(LOCATI; MANTOVANI; SICA, 2013).

A inflamacdo ocorre em duas fases distintas: aguda e cronica. A fase
aguda apresenta inicio imediato e duracao relativamente curta, ocorrendo eventos
celulares e vasculares com fenémenos predominantes de aumento da
permeabilidade, vasodilatacdo e migracdo de leucdcitos, predominantemente
neutrofilos, por meio da ativacédo das células endoteliais (TABAS; GLASS, 2013). Essa
fase tem como objetivo principal a eliminacdo do agente, porém se ele persistir, a
inflamacéo podera evoluir para a segunda fase, a cronica. Diferentemente da aguda,
a fase crbnica tem inicio tardio e duragcdo maior, com predominio de macréfagos
(RIBEIRO et al., 2015).

A inflamacéo aguda procura reparar tecidos lesados e eliminar elementos
indesejados. O resultado ideal da inflamagcdo aguda é a resolugdo completa e
oportuna, com retorno a homeostase (DEWNJEE; DUA; SAHU, 2013). Uma resposta
inflamatoria aguda bem-sucedida resulta na eliminacdo do agente infeccioso seguida
pela fase de resolucéo e reparo, a qual é mediada principalmente por macrofagos
residentes e recrutados. Se a inflamacdo aguda falha em eliminar o patégeno, o
processo inflamatorio persiste e adquire novas caracteristicas (GROSSER; SMYTH,;
FITZGERALD, 2011). O infiltrado de neutréfilos € substituido por macrofagos, e no
caso de infeccdo, por linfocitos T. Se o efeito combinado dessas células continuar
insuficiente, um estado inflamatorio crénico se segue, envolvendo a formacéo de
granulomas (TREHANPATI; VYAS, 2017).

Entretanto, os processos de inflamagéo e reparo podem ser potencialmente
danosos ao organismo quando sua intensidade ou duragao ultrapassam o suficiente

e necessario para conter o agente agressor (CHEN et al., 2018). Por esta razdo muitas
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drogas com a capacidade de interferir no processo inflamatorio, atenuando sua
intensidade ou reduzindo seu tempo de duracédo, sao objetos de interesse e pesquisa
(KO et al., 2018).

As mudancas fisiolégicas que ocorrem no processo inflamatério envolvem
uma complexa cascata de eventos bioquimicos e celulares, que inclui extravasamento
de plasma, ativacdo enzimatica, migracdo celular, sensibilizacdo e ativacdo de
receptores, lise e reparo tecidual (CARVALHO & LEMONICA, 1998). Em geral, as
lesdes teciduais desencadeiam uma reacéo inflamatoria local, iniciada por neutrofilos
(DIAS, 2015) ja mencionadas anteriormente e reguladas por mediadores
inflamatorios: aminas (histamina e serotonina de mastocitos), proteases plasmaticas
[sistema complemento, cininas (bradicinina e calidina) e proteinas fibrinoliticas e de
coagulacao], mediadores lipidicos [prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de
plaguetas (PAF)], éxido nitrico (NO), citocinas (de linfocitos ativados e macréfagos —
interleucinas e fator de necrose tumoral) entre outros (ROSENBERG et al., 1999;
ROBERTS Il & MORROW, 2003; STABLES & GILRQOY, 2010).

Todo esse processo da inflamacdo com ativacao, liberacdo, producdo de
mediadores inflamatorios, culmina com alteracdes teciduais e funcionais que
configuram o0s cinco sinais principais no processo inflamatoério: calor, rubor
(vermelhidao), inchaco (edema), dor e perda de funcao (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS,
2021).

O calor e o rubor (vermelhiddo) sdo consequéncias da vasodilatacéo, que
aumenta a circulacdo sanguinea na area inflamada (hiperemia), devido a
concentracdo de sangue e ao aumento da temperatura pelo maior fluxo sanguineo
(BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016). Este evento € mediado pela histamina e oxido
nitrico (NO), no musculo liso vascular (KUMAR et al., 2010).

Ja o inchaco é consequéncia do aumento da permeabilidade vascular que
permite o extravasamento de liquidos e, portanto, a formac¢do do edema. Tem como
seus mediadores: histamina, bradicinina, leucotrienos dentre outros (BARNES;
KUMAR; DAVIS; 2016; KUMAR et al., 2010). A dor aparece tanto pela compresséo
de terminac¢des nervosas pelo edema, quanto pelas substancias quimicas (citocinas,
guimiocinas e prostaglandinas), liberadas no corpo como resposta a lesdo tecidual.

Por ultimo, surge a perda de funcéo, que pode ser total ou parcial, em decorréncia do
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edema e da dor, principalmente em articulacdes e tecidos ou membros relacionados
ao movimento, limitando ou impedindo a rotina do individuo e dificultando atividades
de maneira geral (BARNES; KUMAR; DAVIS, 2016).

2.2.1 Mediadores Inflamatérios

O processo inflamatério € regulado pela liberacdo de mediadores
inflamatdrios que podem ter diferentes origens, podendo ser derivados de proteinas
plasmaticas, secretados por células, ou ainda podem ser pré-formados e
armazenados nos granulos dos leucocitos (RANG et al., 2007). Dentre os mediadores
inflamatorios envolvidos na resposta inflamatéria aguda, destacam-se as citocinas, as
cininas, o 6xido nitrico (NO), fator de ativacdo plaquetario, as aminas vasoativas e 0s

metabalitos do acido araquidbnico (eicosandides).

2.2.1.1 Citocinas

As citocinas sdo as principais moléculas que regulam a inflamacdo. Séo
proteinas ou glicoproteinas responsaveis pela maturacdo, ativacdo ou inibicdo de
determinados tipos celulares, através da interagdo com receptores e pelo
desencadeamento da expressdo ou supressdo génica nas células-alvo. Sé&o
produzidas por uma variedade de células e podem ser classificados em interleucinas,
quimiocinas, interferons (IFN), TNF, fatores de crescimento e fatores estimuladores
de colonias (RAMANI et al., 2015; TASNEEM et al., 2019). Focando na resposta
inflamatoria, existem citocinas que sao produzidas em situacfes pro-inflamatérias,
principalmente, IL-1, IL-6, IL-12, TNF-a e IFNy e outras que sado produzidas em um
perfil anti-inflamatério, como IL-4, IL-10, IL-13 e fator de crescimento transformador 3
(TGFB) (MEDZHITOV, 2008; RAMANI et al., 2015; TASNEEM et al., 2019).

Uma citocina imprescindivel na defesa do hospedeiro € a interleucina (IL-6),
que esta presente na inflamacéo, e é produzida por uma diversidade de células. Além
disso, atua na producéo de proteinas durante a fase aguda, sendo responsavel pela
resposta inflamatéria local e sistémica (HUSSEIN et al., 2012; YU et al., 2002). O fator

de necrose tumoral-a (TNF-a) € um mediador que age induzindo as respostas imunes

35



inatas através da ativacdo das células T e macrofagos, favorecendo o surgimento de
outras citocinas consideradas inflamatérias (HUANG et al., 2011; YUN et al.,
20022). O IFN-y é uma citocina responsavel por ativar e melhorar a resposta
microbicida de macréfagos (LIMA-MARTINS et al., 1985). As citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-1, IL-6 e IL-12, exercem diferentes funcdes nas células Thl
e Th1l7, que possuem papel importante no desenvolvimento de doencas autoimunes
humanas (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).

O TNF-a e IL-1, liberadas por diversos tipos celulares, dentre eles os
macrofagos ativados, favorecem a aderéncia leucocitaria ao endotélio, aumentam a
sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de citocinas secundarias,
dentre outras acdes. Ja as citocinas secundéarias, como as quimiocinas, atraem e
ativam as células inflamatérias moveis (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; PAN et al.,
1996).

As quimiocinas séo consideradas citocinas quimioatraentes, devido sua acao
quimiotaxica que regula a migragédo dos leucdcitos durante as reacdes inflamatorias,
e diferente das outras citocinas, atuam nos receptores acoplados a proteina G. Nos
macrofagos, o TNF-a age potencializando a fagocitose, bem como a producao de
outras citocinas pro-inflamatérias e prostaglandina E2 (PGE2) (VITALE; RIBEIRO,
2007; KIM; MOUDGIL, 2017). As citocinas também desempenham funcéo regulatoria
na inflamag&o. Como por exemplo, a IL-10, citocina anti-inflamatéria que pode inibir a
geracdo de reacdes pro-inflamatérias, bem como a ativacdo de macréfagos e
producdo de quimiocinas. E importante ressaltar que as citocinas s&o essenciais na
conducdo da resposta inflamatoria, entretanto, a producdo exagerada de citocinas
pré-inflamatérias pode resultar em patologias, tais como desequilibrio hemodinamico
e distirbios metabdlicos (OLIVEIRA et al., 2011; WYNN; VANNELLA, 2016).

2.2.1.2 Oxido Nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) é um dos mediadores liberados no processo inflamatoério
agudo e cronico que esta relacionado com a producdo de exsudato e quimiotaxia
(KOELZER et al., 2009) e apresenta acdo moduladora das respostas inflamatorias e
anti-inflamatérias (ADAMS, 1996). Ele promove algumas alteracdes na resposta

inflamatodria, como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular e o edema,
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envolvendo o aumento do fluxo sanguineo e producdo de prostaglandinas
(SALVEMINI et al., 1996). Apresenta também outras funcdes importantes, como a
capacidade de reduzir a agregacdo plaquetéria, acdo antimicrobiana em altas
concentracdes e o relaxamento do musculo liso (CRUVINEL et al., 2010).

O NO pode ser produzido fisiologicamente pelo 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) e pelo 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) onde servira como molécula
mensageira no sistema cardiovascular e nervoso, respectivamente. Ja quanto a
inflamacéao, é produzido pelo 6xido nitrico sintase induzivel (INOS), a partir do oxigénio
molecular e da L-arginina (KHOYRATTY; UDALOVA, 2018; SINGH et al., 2014). O
NO estéa relacionado com a regulacédo da permeabilidade vascular e da morte celular
durante o processo inflamatério (SACRAMENTO et al.,, 2017), atua como um
importante mediador da inflamacéo (HSU et al., 2017), dado que apés a sua formacgéao
ocorre dilatacdo dos vasos sanguineos e aumento do volume do exsudato
(BRABCOVA et al., 2014).

2.2.1.3 Cininas

As cininas apresentam funcdes importantes relacionadas ao aumento da
permeabilidade vascular, inducdo de inflamacdo, quimiotaxia de neutrdfilos,
vasodilatacdo, extravasamento de plasma, dor, hiperalgesia, ativacdo do sistema
complemento além de contribuir para a manutencdo da homeostase vascular
(DELLALIBERA-JOVILIANO; DA FONSECA, 2020). Uma importante cinina que atua
na resposta inflamatéria é a bradicinina (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).

A bradicinina é outra citocina inflamatdria (ou pré-inflamatéria), com estrutura
nonapeptidica e que conta com 2 receptores: B1 e B2. Os receptores Bl séo
estimulados por qualquer lesao tecidual, enquanto os receptores B2, localizados na
superficie das células endoteliais, liberam prostaglandinas e NO, quando ativados. A
bradicinina atua como um potente vasodilatador, aumentando também a
permeabilidade vascular, podendo contrair a musculatura brénquica com uma menor
intensidade. Porém, a ativacdo destes receptores pode induzir inflamacéo pela
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento da permeabilidade vascular
(ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).
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2.2.1.4 Aminas Vasoativas

As aminas vasoativas constituem familias de mediadores inflamatorios,
caracterizadas basicamente pela histamina e pela serotonina. Ambas apresentam
efeitos semelhantes e sdo encontradas pré-formadas em granulos citoplasmaticos,
sendo conhecidas como o0s primeiros mediadores inflamatérios liberados,
responsaveis, em parte, pela vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular
(ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021). A histamina se diferencia da serotonina por ser
uma molécula liberada por mastocitos, baséfilos e plaquetas com objetivo de auxiliar
0 organismo na resposta direta a um agente nocivo, em meio a liberagdo de outros
mediadores quimicos como as citocinas. Ja a serotonina, também conhecida como 5-
hidroxitriptamina (5-HT), € produzida em granulos plaquetarios e sua liberacéo pelas
plaguetas sanguineas pode ocorrer durante o processo de agregacdo plaquetaria
(ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).

A histamina € uma amina formada pela histidina descarboxilase, esta presente
na maioria dos tecidos e nas células (THURMOND et al., 2017). Essa amina € liberada
pelos mastocitos por exocitose durante as reacgdes inflamatdrias ou alérgicas e ativa
0s receptores H1 nos musculos lisos e células endoteliais do sistema vascular,
aumentando o fluxo sanguineo local e a permeabilidade vascular, facilitando o acesso
dos macroéfagos e de outras células inflamatérias nos tecidos lesionados (ELY et al.,
2016; SINGH et al., 2010).

Em um processo inflamatério, a dilatacdo provocada nas vénulas pela
histamina faz com que aumente a concentracdo de sangue no local,
conseguentemente aumentando o acesso das células inflamatdrias que ocasionarao
o reparo da area, sendo este o processo de formacao de rubor (BARATA-ANTUNES
et al.,, 2017). Outra atividade da histamina é a contracdo provocada nas células
endoteliais vasculares que ir4 distancia-las permitindo o extravase de proteinas
plasmaticas e liquidas, formando assim o edema (THURMOND et al., 2017). As
sensacoes de prurido e de dor séo derivadas das a¢des da histamina sobre as fibras
nervosas aferentes, como acontece em uma picada de inseto (HALLIWELL et al.,
2013).
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2.2.1.5 Fator de Ativacao Plaquetéaria (FAP)

O fator de ativacao plaquetaria (FAP) € um potente mediador inflamatoério
lipidico, sintetizado na maioria das células do corpo, mas com expressao relevante
em células relacionadas a inflamacdo, como granuldcitos, basofilos, mastécitos,
macrofagos, plaquetas e células endoteliais. O FAP atua como outro mediador
quimico da inflamacé&o diretamente nas células-alvo, que além de familias de lipidios
do tipo FAP, inclui muitas moléculas que tém menor atividades biolégicas semelhantes
(SINGH et al. 2016, VERDAM et al. 2017). O FAP exerce func¢des na patogénese de
varios processos inflamatorios, incluindo aterogénese (formacdo de placas de
gordura, célcio e outros elementos na parede das artérias do coracdo e de outras
localidades do corpo humano), alergias, asma, inflamacdes dérmicas e disturbios
autoimunes, como a esclerose mdltipla. Sua atuacao pode ser autdcrina (atuando na
propria célula produtora) e paracrina (atuando em células préximas), quando se liga a
um receptor acoplado a proteina G (FAPR), mobilizando Ca?* e ativando vérias vias
de sinalizacdo, como a sinalizacdo mediada pela fosfolipase C17. O FAP também
parece exercer papel importante na fisiologia vascular pela estimulagdo das
plaguetas, participando da modulacdo na vasoconstricdo e na broncoconstricdo
(BARNES; DRAZEN, 2009; KELESIDIS et al. 2015).

2.2.1.6 Eicosanoides: prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos

A membrana celular é constituida, fundamentalmente, por fosfolipidios, além
da presenca estrutural de colesterol e proteinas. Na ocorréncia de uma lesdo a
estrutura da membrana, os fosfolipidios sdo degradados pela acdo da enzima
fosfolipase A2, presente nos leucdcitos e plaquetas, e ativadas pelas citocinas pro-
inflamatorias, a exemplo da IL-1 (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021). Quando a
membrana celular é lesionada, citocinas proé-inflamatorias — como TNF-a, IFN-y,
dentre outros — ativam a enzima Fosfolipase A2 que vai degradar os fosfolipidios
produzindo o acido araquidénico (AA) (ABELLA et al.,, 2017), que passa a ser o
substrato de diferentes enzimas, gerando as diferentes familias de eicosanoides, por
duas vias distintas (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021) (Figura 4).
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O AA da origem a ciclooxigenase (COX) que apresenta trés isoformas (COX1,
COX2 e COX3), e alipoxigenases que apresenta as isoformas (5-lipoxigenase (5-LO),
12-lipoxigenase (12-LO) e 15-lipoxigenase (15-LO). Pela via das cicloxigenases,
originam-se as prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e os tromboxanos (TXs), e
pela via das lipoxigenases (LOX) sao sintetizados os leucotrienos (LT) e lipoxinas
(SERHAN; OLIW, 2001; LIMA et al.,2008).

A (COX-1) é bastante encontrada na maioria dos tecidos, vasos sanguineos,
plaquetas, estdbmago, intestino, rins e por isso é dita constitutiva. Seus produtos estéo
envolvidos na protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e
manutencdo do fluxo sanguineo renal (ABELLA et al., 2017; DVASH et al., 2015;
RAMANAN et al., 2017).

Ja a (COX-2) esta presente nos locais de inflamacao, sendo por isso chamada
de enzima indutiva, e é expressa por células inflamatdrias ativadas, como macrofagos
e mondcitos. Também pode ser encontrada em outros tecidos e 6rgéos. E induzida
pelas citocinas IL-1, IL-2, TNF-a e por outros mediadores como os fatores de
crescimento e as endotoxinas (HEADLAND; NORLING, 2015). A isoforma (COX-3) foi
descrita como uma variante do gene da COX-1, sendo predominantemente expressa
no cérebro, coracdo e medula espinhal. Esta enzima é inibida por farmacos
analgésicos e antipiréticos como o acetaminofeno (paracetamol), fenacetina,
antipirina, dipirona e tem sido descrita como alvo particular de agentes anti-
inflamatérios ndo esteroidais, como o paracetamol (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS,
2021).

40



Figura 4: Producéo de prostandides (tromboxanos e prostaglandinas) a partir do metabolismo do acido
araquidénico.
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Legendas: COX= Ciclooxigenase; HOX= Hidroperoxidase; PG= prostaglandina; TX= tromboxano.
Fonte: Adaptado de Fitzgerald & Patrono (2001).

As etapas subsequentes da acéo das ciclooxigenases diferem de acordo com
as células. Nas plaquetas haverd a sintese de tromboxano (TXs), no endotélio
vascular a glicolipideo fendlico — 2 (PGI2), nos macréfagos ha formacéo
principalmente de prostaglandina E2 (PGE2) e nos mastdcitos de prostaglandina D2
(PGD2) (VARAS-LORNENZO et al., 2013).

As prostaglandinas desempenham papéis fisiopatolégicos como o eritema e
aumento do fluxo sanguineo local, hiperalgesia, edema (CRUVINEL et al., 2010),
elevacdo da temperatura corporea no hipotalamo atraves de citocinas (RAMANAN et
al., 2017), contrag&o ou relaxamento da musculatura lisa, e atuam na manutencao de
algumas funcdes bioldégicas nos rins e no epitélio das mucosas (TSELEPIS;
CHAPMAN, 2002).
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A PGD2, PGE2 e PGI2 agem em sinergismo com a histamina e a bradicinina
para alcancar o efeito poderoso de vasodilatacdo intrinseca, contribuindo para a
formacgéo do eritema e aumento do fluxo sanguineo nas éareas inflamadas. Essas
prostaglandinas ndo causam a dor, mas potencializam o efeito da histamina e da
bradicinina ao sensibilizarem as fibras C aferentes (RAMANAN et al., 2017).

A producdo destes prostanoides é onipresente nos tecidos, mas sao
especialmente abundantes nos sitios de inflamacdo, agindo como mediadores
lipidicos autdcrinos (atuando na propria célula produtora) e paracrinos (atuando em
células préximas), visando manter a homeostase local (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS,
2021).

Outro eicosanoide importante é (TXA) estruturalmente, resultam da
substituicdo do anel ciclopentano encontrado nas prostaglandinas por um anel oxano
de seis membros. Esta classe de metabdlitos do AA é derivada da PGH2, pela acéo
da TXA2 sintase, enzima presente no reticulo endoplasmatico e que é expressa,
especialmente, nos pulmdes e nas plaquetas (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).

Os tromboxanos podem ser subdivididos em duas familias dependendo dos
substituintes do anel oxano: tromboxanos A (TXA) e tromboxanos B. Os TXA sao
sintetizados por varias células, incluindo os neutrdéfilos, plaguetas, macréfagos e
fibroblastos pulmonares e células epiteliais (DA COSTA; RUFINO; E SILVA, 2009;
TILLEY; COFFMAN; KOLLER, 2001). Uma vez formados, os TXA exercem funcao
central na ativacdo e proliferacdo de células T, facilitando o desenvolvimento de
célulasn T citoliticas efetoras, além de atuarem como potentes agentes
vasoconstritores e de agregacao plaquetaria. Sobre as plaquetas, os TXA induzem
mudancas morfolégicas, que levam a extensao de pseuddpodes e adesao a outras
plaquetas na superficie celular danificada, regulando o tdénus vascular, além de
contribuir para a formacao de trombos (ETIENNE; VIEGAS; VIEGAS, 2021).

O TXA é um potente vasoconstritor e promotor da aderéncia e agregacao
plaguetaria. Como o endotélio ndo tem a enzima tromboxano sintase, ele expressa a
prostaciclina sintase e produz a PGI2, que € o principal eicosanoide do endotélio
vascular. A PGI2 atua como vasodilatador, venodilatador (dilatador arteriolar) e
inibidor da agregacao plaquetéria. De forma geral, a PGI2 é um antagonista fisiologico

do tromboxano, porém este Ultimo é mais potente que o primeiro. Qualquer
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desequilibrio entre as duas moléculas pode acarretar hipertensdo, isquemia,
trombose, coagulopatia, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral (SEVINSKY;
STEWART; HARIRFOROOSH, 2017).

Os principais mediadores derivados do &cido araquiddnico produzidos pela
via da lipoxigenase séo os leucotrienos, especialmente o LTC4 e seus produtos de
degradacédo, LTD4 e LTE4, todos chamados cisteinil-leucotrienos. O LTC4 é
produzido por mastacitos e basofilos de mucosa, mas nédo é produzido por mastocitos
do tecido conectivo. Os leucotrienos derivados de mastdcitos se ligam a receptores
especificos presentes em células musculares lisas, diferentemente dos receptores
para PGD2, e causam broncoconstricdo prolongada. Coletivamente, os cisteinil-
leucotrienos constituem aquilo que antigamente era chamado substancia de reagao
lenta da anafilaxia (SRS-A, do inglés, slow-reacting substance of anaphylaxis) e hoje
sdo considerados mediadores importantes da broncoconstricdo asméatica. Quando
injetados na pele, esses leucotrienos produzem uma reacdo de papula e eritema
duradoura (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019).

Os leucotrienos, assim como as PGs, tém acdo vasodilatadora e
edematogénica. Em especial os cisteinil-leucotrienos, LTC4, D4 e E4, causam intensa
vasoconstricdo. Sdo produtos derivados da acéo das lipoxigenases que catalisam a
insercao do oxigénio no acido araquidénico e localizam-se no citosol das células nos
pulmdes, plaquetas, mastocitos e leucocitos. Quando a célula é ativada, a enzima 5-
lipoxigenase vai para a membrana celular se associar a “proteina de ativacéo da 5-
lipoxigenase” (SINGH et al., 2010).

A lipoxigenase é designada de acordo com a posi¢ao da insercao da molécula
de oxigénio no &cido araquidbnico, sendo as 3 principais: 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX.
O produto da reagcdo dessa enzima sdo os &cidos hidroperoxieicosatetraendicos
(HPETE) que podem ser reduzidos a acido hidroxieicosatetraenodicos (HETE). A
enzima 5-LOX forma o 5-HPETE que € o precursor direto do receptor LTA4, o qual é
o precursor de todos os leucotrienos bioativos potentes (NAKAMURA; SHIMIZU,
2011).

A sintese dos leucotrienos comeca quando se forma LTA4, que foi convertido
em LTB4 ou LTC4. A sintese de LTB4 ocorre nos neutroéfilos e nos eritrécitos e atua

ao se ligar em um dos receptores BLT1 ou BLT2. A ligacdo ao BLT1, que é expresso
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em tecidos de defesa do hospedeiro, leva a quimiotaxia dos neutrdéfilos, agregacéo e
migracao através do endotélio, dentre outros efeitos. O LTB4 também regula a funcao
lisossbmica e a producao de radicais livres dos neutréfilos, aumenta a producéo de
citocinas e potencializa as a¢fes das células de natural killer (NK). O receptor BLT2
ainda tem fisiologia desconhecida (GHOLIPOUR et al., 2018).

A sintese do receptor LTC4 ocorre nos mastocitos, eosindfilos, basofilos e
macréfagos, e representam os cisteinil-leucotrienos. Esses causam vasoconstri¢ao,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular ao se ligarem aos receptores
CysLT1. Também sao responsaveis pela atividade a estimulos e contracdo das vias
aéreas e do endotélio vascular que ocorrem nos processos alérgicos e asmaticos
(GHOLIPOUR et al., 2018; TREHANPATI; VYAS 2017).

Assim, a resposta inflamatéria argumentada por Rang et al. (2011) constitui
um mecanismo de defesa e ndo uma doenca em si, portanto a principio seria salutar
ao hospedeiro. Contudo, quando ndo controlada ou inapropriadamente direcionada,
pode ser causa de injuria e doenca, entdo o tratamento medicamentoso concentra-se
em aliviar os sintomas e preservar a funcéo e em segundo plano em deter ou retardar
a lesdo tecidual (KATZUNG et al., 2014).

Conhecer os mecanismos envolvidos na resposta inflamatéria € de suma
importancia e fundamental para o desenvolvimento de novos farmacos com acédo anti-
inflamatoérios. Segundo Tak e Firestein (2001) as formas utilizadas pelo organismo
para cessar a inflamacao incluem respostas celulares e imunolégicas, que podem ser
iniciadas utilizando compostos anti-inflamatoérios cuja atuacdo esta baseada na

inibicdo de componentes inflamatérios ou fatores de transcricdo ativadores.

2.3 Tratamento da Inflamacéo

As doencas inflamatorias sdo comumente tratadas com farmacos
desenvolvidos para controlar a resposta inflamatoria por meio da inibicdo de enzimas,
bloqueio de receptores ou antagonismo de ligantes especificos (PERRETTI et al.,
2015). Embora seja um processo fisioldgico, a inflamacgéo exacerbada pode provocar
lesBes adicionais nos tecidos, provocando respostas indesejaveis como por exemplo,

a dor. Neste sentido, as principais classes de farmacos utilizados no tratamento, das
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doencas inflamatoérias incluem os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES) e os
glicocorticoides, ou anti-inflamatérios esteroides (AIEs) (FERREIRA et al., 2009 apud
FREITAS et al., 2019).

2.3.1 Anti-inflamatérios néao esteroides (AINES)

Os AINES constituem a classe de medicamentos mais utilizadas atualmente.
Eles sdo indicados principalmente para tratar eventos de fase aguda como dor e
edema, mas também sdo utilizados no tratamento de condi¢cfes crénicas, como a
artrite, entre outras doencas (OLIVEIRA et al., 2019; BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMAN, 2012). Os AINEs, assim como os coxibes (que sdo mais seletivos para
a COX-2) (RANG & DALE, 2016) reduzem a dor e inflamacdo pelo bloqueio do
metabolismo do acido araquidénico pela enzima cicloxigenase (COX), interferindo na
producao de prostaglandina E2 (NONATO et al., 2012), prostaciclinas e tromboxanos
TXA (RANG & DALE, 2016).

Eles reduzem aqueles componentes em que as prostaglandinas,
principalmente as derivadas de COX-2, desempenham um papel significativo. Entre
esses componentes estdo a vasodilatacdo (por reducao da sintese de prostaglandinas
vasodilatadoras) e o edema da inflamacéao, pois a vasodilatacdo facilita e potencializa
a acdo dos mediadores que aumentam a permeabilidade das vénulas p6s capilares,
como a histamina (RANG & DALE, 2016). Apesar de eliminarem os sinais e sintomas
da inflamacéo, os AINEs apresentam pouca ou nenhuma atividade sobre a doenca
cronica de base propriamente dita. Como uma classe, eles geralmente nao
apresentam efeito direto sobre outros aspectos da inflamacéo, como a liberacdo de
citocinas/quimiocinas, migracdo de leucadcitos, liberacdo de enzimas lisossémicas e
producédo de radicais toxicos de oxigénio, todos contribuindo para o dano tecidual de
condicdes inflamatorias cronicas como artrite reumatoide, vasculite e nefrite (RANG &
DALE, 2016).

Além das acdes anti-inflamatoria, os AINEs possuem acdo antipirética e
analgésica. No sistema nervoso central a interleucina-1 libera prostaglandinas, que
elevam o ponto de ajuste hipotalamico para o controle da temperatura, causando
febre. Os AINEs impedem esse mecanismo. Durante a infecgdo, endotoxinas
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bacterianas provocam a liberacdo da IL-1 dos macrofagos. No hipotalamo, esta
citocina estimula a geracéo de prostaglandinas do tipo E que elevam o ponto de ajuste
da temperatura. A COX-2 pode ter participacédo no processo, porque a IL-1 induz esta
enzima no endotélio vascular no hipotalamo. Ha evidéncias de que as prostaglandinas
nao sdo os unicos mediadores de febre e, por isso, os AINEs podem ter um efeito
antipirético adicional por mecanismos ainda desconhecidos (RANG & DALE, 2016).

O efeito analgésico, se d& de duas formas, central e periférica. Como efeito
periférico, reduz a producéo de prostaglandinas que sensibilizam os nociceptores para
mediadores da inflamac¢do como a bradicinina (RANG & DALE, 2016). Além desses
efeitos periféricos, ha uma segunda efeito central, possivelmente na medula espinal,
menos bem caracterizada. As lesdes inflamatdrias periféricas aumentam a expressao
da COX-2 e a liberagéo de prostaglandinas na medula, facilitando a transmissao das
fibras de dor aferentes para os interneurénios no corno posterior. A diminuicdo da
geracdo de prostaglandinas significa menos sensibilizacdo de termina¢des nervosas
nociceptivas aos mediadores inflamatérios, como a bradicinina e a 5-hidroxitriptamina.
A exemplo disso temos o alivio da cefaleia que provavelmente decorre da diminuicédo
da vasodilatacdo mediada pelas prostaglandinas (RANG & DALE, 2016).

De forma geral, a acdo farmacologica dos AINEs se da pela inibicdo das
isoformas da enzima ciclo-oxigenase (COX), especialmente, COX-1, COX-2 e COX-
3. A COX-1 é constitutivamente expressa em diversos tecidos, como as plaquetas, as
células endoteliais e gastrointestinais. A COX-2 € induzida no processo inflamatorio
pelo estimulo de citocinas e fatores de crescimento e contribui significativamente para
desenvolvimento dos sinais clinicos caracteristicos. A COX-3, descrita mais
recentemente, parece predominar em respostas do sistema nervoso central. Desta
forma, o efeito terapéutico dos AINES esta relacionado principalmente com a inibicdo
da producédo de prostaglandinas inflamatérias como a PGE2 (FIGUEIREDO; ALVES,
2015; SANDOVAL et al., 2017; SIMONE et al., 2013).

2.3.2 Diferentes AINEs

O uso crénico de AINEs é limitado pela sua tolerabilidade gastrointestinal Gl
precaria. Por isso, foram desenvolvidos inibidores seletivos da COX-2 para obter uma
eficacia semelhante aquela dos AINE tradicionais, com melhor tolerabilidade (Gl). Seis
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desses inibidores da COX-2, os coxibes, foram inicialmente aprovados para uso
clinico: celecoxibe, rofecoxibe, valdecoxibe (aprovados nos Estados Unidos) e seus
profarmacos parecoxibe, etoricoxibe e lumiracoxibe (GOODMAN & GILMAN, 2019).

A maioria dos coxibes teve o seu uso restrito ou foram retirados do mercado,
em virtude de seu perfil adverso de risco cardiovascular. O celecoxibe €, atualmente,
0 Unico inibidor da COX-2 licenciado para uso nos Estados Unidos. Alguns AINE mais
antigos -diclofenaco, etodolaco, meloxicam e nimesulida (que ndo estdo disponiveis
nos Estados Unidos) - exibem seletividade pela COX-2, que se aproxima daquela do
celecoxibe (GOODMAN & GILMAN, 2019).

Todavia, medicamentos completamente seletivos de inibicdo da COX-2,
apesar de apresentar reduzida toxicidade gastrointestinal, tém sido associados a
efeitos cardiovasculares adversos (NONATO et al., 2012; SANTOS et al., 2012) por
causar desequilibrio do processo homeostatico, entre a producéo de prostaciclina no
endotélio vascular e tromboxanos A2 nas plaquetas (DE GODOY, 2020) fazendo com
que haja aumento de concentracdo TXA, um agregante plaguetario que favorece a
trombose, (NAIR et al., 1997), resultando em oclusdo vascular e isquemia tissular,
riscos esses que podem ser predisponentes para pacientes que ja apresentam
histérico de doencas cardiovasculares (ORLYVARDENY; SCOTT; SOLOMON, 2008).

J& os inibidores da COX-1, leva a diminuicdo de prostaglandinas, que tem
acdo vasodilatadora, o que é de extrema importdncia para a manutencao da
resisténcia pré-glomerular, por meio da manutencéo da taxa de filtracao glomerular e
da preservacéao do fluxo sanguineo renal (RANG & DALE, 2016). O bloqueio desta via
pode ocasionar também, Ulceras gastrointestinais, sangramentos e desordens renais
devido a inibicdo da COX-1 que tem acéo citoprotetora (POUNTOS et al., 2011).

2.3.3 Glicocorticoides (AIES)

Os AIEs (também conhecidos como glicocorticoides, corticosteroides,
incluindo prednisona, prednisolona e dexametasona) estdo entre os farmacos mais
utilizados no mundo e séo eficazes no tratamento de varias doencas inflamatoérias e
imunoldgicas, incluindo asma, dermatites, artrite reumatoide e alguns casos de cancer
(GOLAN et al. 2012; DE BOSSCHER; HAEGEMAN; ELEWAUT, 2010).
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Sua acdo terapéutica envolve efeitos inibitorios da resposta imunologica e
suas ac¢les anti-inflamatdrias. Eles ligam-se a receptores intracelulares e interagem
com o DNA para modificar a transcrigcdo génica, induzindo ou inibindo a sintese de
proteinas. A acdo anti-inflamatéria se da pela inibicdo/reducdo da transcricdo dos
genes da COX-2, citocinas, interleucinas, 6xido nitrico sintase (RANG et al., 2011,
GOODMAN & GILMAN, 2019), inibicdo de funcdes especificas dos leucdcitos (TLIBA
et al., 2008; BARNES, 2010).

Os glicocorticoides sdo também imunossupressores principalmente porque,
como a ciclosporina, restringem a proliferacdo clonal das células Th através da
diminuicdo da transcricdo do gene para IL-2. No entanto, eles também diminuem a
transcricdo de muitos outros genes de citocinas (incluindo os para TNF-q, IFN-y, IL-1
e muitas outras interleucinas) tanto na fase de indu¢cdo como na efetora da resposta
imunoldgica. A sintese e a liberacédo de proteinas anti-inflamatérias (p. ex., anexina 1,
inibidores de protease) também aumentam.

Esses efeitos sdo mediados através da inibicdo da acdo de fatores de
transcricdo, tais como a proteina-1 ativadora e o NfkB (RANG & DALE, 2016). Além
disso, os neutréfilos e mondcitos tratados com glicocorticoides exibem pouca
guimiotaxia e diminuicdo da liberacdo das enzimas lisossémicas (GOODMAN &
GILMAN, 2019). Em consequéncia, ocorrem liberacdo diminuida de fatores vasoativos
e quimiotaticos, reducdo da secrecdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas,
extravasamento diminuido dos leucdcitos para areas de leséo e, por fim, diminuicdo
da fiborose (GOODMAN & GILMAN, 2019).

Os (glicocorticoides, induzem uma familia de proteinas secretadas
dependentes de célcio e fosfolipidio denominadas lipocortinas. Estas interferem na
acdo da fosfolipase A2, portanto limitam a disponibilidade de &cido araquidénico.
Anexinas, como anexina 1 e peptidios derivados da anexina 1, também sdo induzidas
por glicocorticoides. Por sua vez, atuam em receptores acoplados a proteina G
presentes nos leucécitos, bloqueando respostas pré-inflamatoérias e intensificando os
mecanismos anti-inflamatérios endégenos; um destes envolve a ativacdo do receptor
de lipoxina A4 (GOLAN et al. 2012).

Os AIEs também inibem a agdo da COX-2 e a formagéo de prostaglandinas

por varios mecanismos: (1) reprimindo a expressao do gene da COX-2 e da enzima,

48



(2) reprimindo a expressdo de citocinas que ativam a COX 2; (3) limitando o
reservatorio disponivel de substrato da COX-2 (acido araquidbnico) ao bloquear
indiretamente a fosfolipase A2 (GOLAN et al. 2012).

A terapia de reposi¢do com glicocorticoides em doses baixas normalmente
nao traz problemas, mas em doses elevadas ou administracdo prolongada ocorrem
efeitos adversos graves (DA CAMARA et al. 2021). Os principais efeitos adversos s&o:
supressdao a resposta a infeccao ou lesées (RANG et al., 2011), Sindrome de Cushing,
osteoporose, hiperglicemia que pode se transformar em diabetes, fraqgueza muscular,
inibicdo do crescimento em criancas, efeitos sobre o comportamento, glaucoma,
aumento da presséo intracraniana, aumento da incidéncia de catarata (DA CAMARA
et al. 2021) entre outras.

Diante disso, 0 uso de drogas esteroidais, como agentes anti-inflamatérios,
esta se tornando muito controverso, em virtude de seus multiplos efeitos colaterais.
Por esse motivo, atualmente existe grande interesse no desenvolvimento de novos
agentes anti-inflamatérios com menos efeitos colaterais baseados em produtos
naturais (NONATO et al., 2012; SANTOS et al., 2012) (Figura 5).
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Figura 5: Mecanismo de acdo dos AEs e AINEs e efeitos adversos
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Fonte: Patricia Pires (2021), adaptado de NONATO et al., 2012; SANTOS et al., 2012; RANG et al.,
2011, OZKAY; CAN apud ALMEIDA, 2014.

2.4 Teste antiedematogénico

A fim de avaliar a atividade anti-inflamatoria de substancias bioativas, se faz
uso de um protocolo de modelos experimentais para induzir a inflamacdo. Desta
maneira, € possivel avaliar a participacdo nas rea¢des anti-inflamatorias de diferentes
mediadores quimicos, diferentes tipos celulares e a possivel selecdo de
farmacos/plantas com potencial atividade anti-inflamatéria (MONTANHER, 2006).
Neste seguimento, 0 modelo experimental in vivo, denominado de edema de pata
induzido pela carragenina, proposto por Winter, Risley e Nuss (1962), cujo objetivo é
avaliar o efeito antiedematogénico (anti-inflamatorio), consiste na injecao intraplantar
de carragenina, um polissacarideo de elevado peso molecular (BEKER et al., 1986).
A carragenina é um agente flogistico, obtido de algas marinhas que leva a formacéo
de um exsudato rico em neutrofilos na area afetada (WINTER, RISLEY e NUSS,
1962).

Existem seis formas basicas desses polissacarideos: carragenina lota (1),

Kappa (k), Lambda (A), Mu (u), Nu (v), e Theta (8). Essa nomenclatura é relevante por
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sua classificacdo quimica e producdo comercial, a partir de diferentes subtipos de
carragenina que sao extraidos de distintas algas. A k-carragenina € produzida a partir
da extracdo da alga Eucheuma cottoni (RUDOLPH, 2000), sendo a Eucheuma
denticulatum ¢é a principal fonte da i1-carragenina (CAMPO et al., 2009).

As algas sao usualmente extraidas com solucdo alcalina em altas
temperaturas para transformar os precursores biolégicos p-carragenina e para v-
carragenina para A-carragenina e I-carragenina. A A-Carragenina é obtida de
diferentes espécies do género Chondrus (CAMPO et al., 2009) se apresenta como um
fluido menos viscoso do que as formas kappa e iota em temperatura ambiente, sendo,
entdo, facilmente inoculada para estudos de resposta inflamatéria (MORRIS, 2003). A
A-carragenina é conhecida por possuir seu pico da inflamacédo aguda em 4 horas ap6s
aplicacdo. Nesse periodo € quando o edema estd mais acentuado e ocorre maior
migracao celular (MORRIS 2003, CICALA et al. 2007).

De acordo com Winter e colaboradores (1962), o teste de edema de pata
induzido por carragenina, se baseia na inje¢cdo subcutanea de uma solugdo de A-
carragenina em NaCl 0,9%, onde rapidamente aparecem os sinais cardinais da
inflamacédo: edema, dor e eritema. O inchaco da pata atinge o pico entre 3 e 4 horas
e é inibido pelo pré-tratamento dos animais por doses orais Unicas de agentes anti-
inflamatorios esteroidais ou n&o. Mede-se o edema local com auxilio do
pletismdémetro, na 1°, 2°, 3° e 4° hora. Para mensurar o edema de pata induzido, &
realizado o calculo da inibicdo do edema, através dos valores de variagdo entre o
volume da pata antes da aplicacdo da carragenina e o seu volume apds a injecéo
(FERREIRA, 1979).

2.5 Nocicepcéo e dor

2.5.1 Conceitos e Classificacao

Para que possamos compreender a atividade antinociceptiva, primeiro
devemos entender o que é nocicepc¢ao e a diferenca entre ela e a dor. Guyton e Hall

(2006) definem a dor como mecanismo protetor do organismo que ocorre sempre
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guando um tecido é lesionado, para que o individuo possa reagir de modo a remover
a causa do estimulo doloroso. Por ser de natureza complexa, podemos distinguir dois
conceitos relacionados: dor e nocicepgdo. Segundo a Associagdo Internacional para
o Estudo da Dor, nocicepcgao € definida como “os processos neurais de codificacéo e
processamento de estimulos nocivos”, enquanto a dor €& “uma experiéncia
desagradavel sensorial e emocional associada a uma lesao tecidual real ou potencial”
(BARROT, 2012; GARLAND, 2012). Embora a nocicepc¢ao e dor pare¢cam intimamente
ligadas, evidéncias clinicas provaram que uma pode ser dissociada da outra.

Em pacientes, a dor € avaliada e quantificada pela expresséo verbal, que nao
€ possivel em roedores. Assim, o que é referido como testes de dor em roedores sao,
de fato, testes nociceptivos; e a avaliacdo de dor em animais permanece como um
desafio nesta area (BARROT, 2012).

Quanto a fisiopatologia, Millan (1999) classifica a dor em nociceptiva
(estimulacdo excessiva dos nociceptores), neurogénica (lesdo ao tecido neural),
neuropatica (disfuncéo de um nervo), psicogénica (fatores psicoldgicos) e inflamatéria.
A dor inflamatéria, assim como a dor nociceptiva, apresenta funcéo fisioldgica, sendo
a primeira, resultado de qualquer inflamacao e a segunda resultado da ativacdo aguda
das fibras nociceptivas primarias. Ja a dor neuropatica e neurogénica, originada de
leséo nos neurdnios e nervos, centrais ou periféricos, sdo acompanhadas por intensa
dor espontéanea e ndo apresentam funcao fisiolégica, sendo as dores mais dificeis de
tratar (ZEILHOFER, 2007).

Dentre as varias classificacfes da dor, a mais importante € a que divide a dor
em aguda e crénica. A dor aguda € uma resposta fisiologica normal em resposta a um
estimulo nocivo (CARR; GOUDAS, 1999) tais como lesdes em tecidos ou 6rgaos,
ocasionadas por inflamacgéo, infeccdo, traumatismo ou outras causas (RIEDEL;
NEECK, 2001).

A exposicdo da pele e outros 6rgdos a um estimulo nocivo provoca uma
desagradavel sensacdo de dor. Entre esta exposicao inicial ao estimulo até a
percepc¢ao da dor, hd uma série de mecanismos extremamente complexos envolvidos,
0s quais reconhecem o estimulo através de receptores especificos (nociceptores), o
convertem em potencial de agcdo que, por sua vez, é transmitido até o SNC, onde é

processado e € gerada a percepcédo da dor (MILLAN, 1999).
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O componente fisiolégico da dor é explicado por trés mecanismos interligados
(transducéo, transmissédo e modulacao). No processo de transducao ocorre a ativacao
dos nociceptores por estimulos nocivos seja ele (mecéanico, térmico ou quimico), que
daré origem a um potencial de a¢do. Na transmisséo, ocorre a conducdo do impulso
nervoso gerado pelos nociceptores através de um conjunto de vias levando a
informacéo dolorosa até o sistema nervoso central. Finalizando com a modulacéo da
informacao, que pode ativar vias responsaveis pela supressao da dor (MESSLINGER,
1997; PORTO, 2004).

2.5.2 Transdugao

Dentre os sistemas sensoriais, 0 somestésico responde a uma variedade de
estimulos, no entanto, necessita de uma diversidade de receptores. Os receptores
somestésicos sdo 0s mecanoceptores responsaveis por detectar (pressao, forca e
vibrag&o), os termorreceptores que detectam (temperatura de calor e frio da pele), e
0S nociceptores para detectar estimulos nocivos aos tecidos (MUIR; HUBBELL; DE
MELLO, 2001).

Os nociceptores séo definidos por Almeida e colaboradores (2004) como
receptores que respondem a estimulos potencialmente lesivos, 0s quais se encontram
amplamente distribuidos na pele, mucosas, membranas, fascias profundas, tecido
conjuntivo de 6&rgdos viscerais, ligamentos e capsulas articulares, peridsteo,
musculos, tenddes e vasos sanguineos, cujos campos de recepcdo podem ir desde
pequenas regides puntiformes até areas que medem varios milimetros de diametro
(SCHMIDT, 2008) (Figura 6).
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Figura 6: Transducao periférica.
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Legenda: Um evento sensorial térmico, quimico ou mecénico ativa um receptor periférico especifico,
resultando em influxo de ions e despolarizacao da terminacao nervosa periférica. Os estimulos térmicos
ativam o receptor vaniloide 1 (TRPV1) do potencial receptor transitério (TRP) ou a proteina semelhante
ao receptor TRP vaniloide 1 (TRPV2); ambos s&@o canais catifnicos sensiveis ao calor. Os estimulos
quimicos podem ativar canais itnicos sensiveis ao acido (CISA), canais P2X ou P2Y sensiveis a
adenosina trifosfato (ATP), ou receptores B1 ou B2 sensiveis a cininas. Os estimulos mecanicos
também podem levar a influxo de ions e despolarizacdo, porém a identidade molecular dos canais
relevantes ainda ndo estd bem definida. Em cada caso, o potencial gerador induzido pelo sinal
nociceptivo leva a producad do potencial de agdo se for alcangado o limiar para a ativagao do canal de
sédio sensivel & voltagem.

Fonte: Adaptado de Golan et al. (2014).

2.5.3 Transmissao

O estimulo ativard os nociceptores para dar inicio ao potencial de a¢do na
membrana da célula nervosa. Uma vez gerado o potencial de acdo, o estimulo se

propaga pela fibra nervosa ascendente até a medula espinhal, em seguida para o
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cortex cerebral, no cortex sera processada a informacdo e gerada uma resposta
fisiologica, seja emocional ou comportamental (MUIR, 1998).

A conducéo dos estimulos nocivos de origem térmica ou mecéanica é realizada
através das fibras C e Ad. Existe uma diferenga entre as duas fibras em relacéo a sua
composicao por bainha de mielina, a fibora C ndo é mielinizada e conduz o estimulo
em menor velocidade. Enquanto a fibra Ad é pouco mielinizada, conduzindo o impulso
nervoso em maior velocidade. A fibra AB também conduz estimulos, porém sé&o
estimulos in6cuos aplicados na pele, musculos e articulacbes, apresentam elevada
mielinizagao e alto calibre. Na auséncia de danos teciduais ou nervosos, as fibras Ap
transmitem informacéao referente a estimulosinécuos, como tato, vibracdo e pressao.
A dor rapida, fina e localizada ativa as fibras Ad, enquanto a dor difusa e persistente
ativa as fibras C (WOOLF; SALTER, 2000).

A maioria dos neurdnios de fibras ndo mielinizadas (C) é associada as
terminacbes nociceptivas polimodais e transmitem dor profunda, difusa e em
queimagdo, enquanto as fibras mielinizadas (Ad) transitem dor aguda e bem
localizada. As fibras C e Ad transmitem a informacdo nociceptiva proveniente do
musculo e das visceras, assim como a proveniente da pele (RANG & DALE, 2016).

Quando as fibras nociceptivas aferentes chegam ao corno dorsal da
medula espinhal, elas transmitem o sinal originado na periferia através da liberacéo
de varios neurotransmissores especificos que estado associados com a dor (D’MELLO;
DICKENSON, 2008).

O principal neurotransmissor excitatorio liberado pelos neurbnios aferentes
primarios é o glutamato, um aminoacido excitatorio que tem um papel essencial na
transmissao da informacé&o nociceptiva para os neurdnios do corno dorsal da medula
espinhal (CHIZH, 2002; OKUSE, 2007).

Os neurdnios nociceptivos aferentes além de liberarem o glutamato, também
liberam, possivelmente, adenosina trifosfato, (ATP), como 0s neurotransmissores
rapidos nas suas sinapses centrais no corno dorsal. A acdo do glutamato nos
receptores a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico (AMPA) é responsavel pela
rapida transmisséo sinaptica na primeira sinapse no corno dorsal. Também ocorre
uma resposta mais lenta mediada pelos receptores, N-metil D-Aspartato (NMDA). Os

neurbnios nociceptivos aferentes também contém varios neuropeptideos,

55



principalmente substancia P, peptideo relacionado com o gene da calcitonina (CGRP)
e galanina. Estes séo liberados como mediadores, tanto nos terminais centrais quanto
nos periféricos, e desempenham um papel importante na patologia da dor (RANG &
DALE, 2016).

De forma resumida, o estimulo doloroso € conduzido até o sistema nervoso
central através de neurbnios aferentes que sdo 0s nociceptores. Os neurdnios
encontrados no sistema nervoso periférico responsavel pela percepcao do estimulo
sdo chamados de neurdnio de primeira ordem. O neurdnio de primeira ordem se
comunica com neurénio de segunda ordem no SNC através de sinapse. No talamo os
neurénios de segunda ordem estabelecem sinapses com 0s neurdnios de terceira
ordem, no qual é responséavel por transmitir informagcdes ao cortex cerebral, onde

ocorre a percepcao sensorial (PISERA, 2005).

2.5.4 Modulacéo

O mecanismo da dor envolve na parte final, apds a transducéo e transmisséao,
a modulacdo da dor que tem como principio a diminuicdo ou atenuacdo do sinal,
resultando em alteracdes na percepcao final do estimulo (STANFIELD, 2013).
Claudiano (2011) afirma que as influéncias de mediadores podem suprimir a dor ou
estimula ainda mais.

De acordo com Teixeira (2010): “a supressao da dor decorreria da inibicdo
pré-sinaptica na medula espinhal resultante da colisdo entre potenciais dos aferentes
primarios e os antidrdmicos originados na substancia gelatinosa do corno posterior da
medula espinhal (substéncia cinzenta da medula espinhal)’. Teixeira (2010) afirma
que: “os sinais dolorosos que chegam ao corno dorsal da medula ativam
interneurdnios inibitérios locais, os quais formam sinapses reciprocas com 0s
neurénios aferentes primarios e, em certos casos, com 0s neurbnios ascendentes
secundarios, criando uma espécie de feedback inibitorio”.

De acordo com Driessen (2007), existem varios mediadores na modulacdo da
dor, a exemplo os neuropeptidios opioides, que atuam em receptores P e K,
neurotransmissores adrenérgicos e em receptores a 2, serotonina, acido gama-
aminobutirico (GABA), glicina e estrogénio.
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2.5.5 Mediadores de dor

Entre as substancias quimicas que excitam 0s nociceptores estdo 0s
fosfolipidios, histamina, serotonina, bradicinina, citocinas, éxido nitrico, substancia P,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bem como, aminoacidos
excitatérios, particularmente o glutamato, e inibitérios, como o acido gama-amino-
butirico (GABA) e a glicina. Também estédo envolvidos na transmissdo e modulagéo
da dor a acetilcolina, polipeptideos vasoativos, colecistocinina, enzimas proteoliticas,
peptideos enddgenos, dentre outros (CAILLIET, 1999; GUYTON; HALL, 1996).

Os mediadores pro-inflamatorios (Figura 7) interagem com seus receptores
presentes em nociceptores, induzindo tanto a sensibilizacdo, quanto a ativacdo destes
neurdnios. Os mediadores quimicos como o glutamato, serotonina, ATP, prétons,
adenosina, e outros, liberados durante uma les&o tecidual, atuam em canais ibnicos
no interior da célula, resultando na deflagracdo do potencial de acdo (JULIUS;
BASBAUM, 2001). Alguns mediadores como a bradicinina, substancia P e as
prostaglandinas, ndo atuam em canais i0nicos, atua em receptores acoplados a
proteina G (LEVITAN, 1994). A Prostaglandina é o principal prostanéides envolvida
na modulacdo da dor uma vez que cursa com eventos vasculares e celulares
resultando na génese dos sinais classicos da inflamacdo (ALENCAR; ROCHA;
PINHEIRO, 2005).
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Figura 7: Ativacéo dos neurdnios nociceptivos
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Legenda: Diferentes estimulos (fisicos e quimicos) podem iniciar ou aumentar a taxa de disparo de
potencial de acao nos neurbnios aferentes primarios nociceptivos (isto €, induzir dor). Essas fibras
aferentes projetam-se para o corno dorsal da medula espinhal, onde fazem sinapse nos neurdnios que
se projetam para os centros superiores. 5-HT, 5-hidroxitriptamina; ATP, trifosfato de adenosina; CGRP,
peptideo relacionado com o gene da calcitonina; GRD, ganglio da raiz dorsal; NGF, fator de
crescimento neuronal.

Fonte: Adaptado de Julius D, Basbaum A | 2001 Nature 413, 203-210.

A compreensdo dos mecanismos responsaveis pelos tipos de dor
clinica facilitara tanto o uso apropriado dos farmacos atualmente disponiveis quanto o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (GOLAN et al., 2014).

Uma vez que a dor, associada a inflamacdo ou a outras condicdes
patoldgicas, representa o sintoma que mais causa desconforto aos pacientes, ndo é
surpreendente constatar que esse sintoma representa o principal motivo para a
procura por servicos de saude. Nesse contexto, diferentes abordagens terapéuticas,
dentro da medicina tradicional ou ndo, tém sido usadas com o objetivo de eliminar ou
minimizar o sofrimento decorrente da dor. Uma das abordagens mais comuns é a

farmacoterapia (DUTRA, 2012).

58



2.6 Tratamento da dor

Um componente de terapia da dor é a utilizacdo de drogas analgésicas, as
quais interferem na produgdo e/ou na transmissdo de impulsos nociceptivos no
sistema nervoso, seja em nivel periférico ou central (STEIN, 2013).

Diversas classes de farmacos sdo amplamente utilizadas para o alivio da dor.
Esses farmacos incluem agonistas dos receptores opioides, AINEs, antidepressivos
triciclicos, farmacos antiepilépticos (bloqueadores dos canais de sédio), antagonistas
do receptor NMDA e agonistas adrenérgicos (GOLAN et al.,, 2014). Entre essas
diversas classes de medicamentos para o alivio da dor, os mais utilizados para a dor
aguda ainda sdo os opioides e AINEs dos quais retrataremos neste topico.

Os analgésicos sao substancias capazes de suprimir a dor e amenizar as
reacdes psiquicas e condutais associadas, por meio de varios mecanismos. Um
desses mecanismos € blogqueio na geracdo dos impulsos, proporcionado por
analgésicos nao narcéticos, como a aspirina, o salicilato de sédio e a fenilbutazona,
0s quais bloqueiam a acdo da bradicinina no receptor, através da diminuicdo da
producao de prostaglandinas a partir de acido araquidénico (DOUGLAS, 2006).

Os analgésicos narcoticos (opiaceos) como a morfina, bloqueiam a
transmisséo sinaptica nas vias centrais da dor. Pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina Gi/Go, portanto os opioides exercem efeitos poderosos sobre 0s
canais idbnicos presentes na membrana neuronal através do acoplamento direto a
proteina G ao canal. Eles promovem a abertura dos canais de potassio e inibem a
abertura de canais de calcio controlados por voltagem. Estes efeitos de membrana
reduzem a excitabilidade neuronal (porque o aumento da condutancia de K* causa
hiperpolarizacdo da membrana, fazendo que seja menos provavel que a célula dispare
potenciais de acdo) e reduzem a liberacdo de transmissores (pela inibicdo da entrada
de Ca?") (RANG & DALE, 2016), fazendo assim o efeito analgésico.

Apesar da grande importancia dos opioides para o alivio da dor, eles podem
provocar muitas reacdes adversas, tais como efeito depressor da respiracéo,
nauseas, alteracdes de humor, efeitos gastrointestinais e efeitos neurotoxicos, além
de produzirem algum grau de tolerancia (CALIXTO et al., 2000; CID, 2008;
FLETCHER, 2011). Esses efeitos sao qualitativamente semelhantes entre os

opioides, porém podem variar em intensidade (GOLAN et al., 2014).
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Entre os efeitos adversos mais preocupante dos opioides estdo a
dependéncia quimica que é normalmente acompanhada de tolerancia, sendo um
fendmeno comum dos opioides. Consiste na necessidade do aumento da dose e da
frequéncia para se obter um efeito desejado. O desenvolvimento de tolerancia pode
ser elucidado através de mecanismos neuroldgicos de adaptacdo aos receptores, uma
vez que gradualmente se tornam menos sensiveis a estimulacédo. A readaptacéo do
metabolismo, a distribuicdo da droga e a variabilidade individual estdo igualmente
envolvidos no desenvolvimento de tolerancia (NEVES, 2016).

A dependéncia € o resultado da adaptacdo dos mecanismos homeostaticos,
como consequéncia do consumo crbénico, que podem variar entre os diferentes
opioides utilizados, normalmente associados a opioides agonista p totais, como
morfina e a heroina. A administracdo continua de opioides provoca alteracdes nos
sistemas bioldgicos e, como consequéncia, 0 organismo estabelece um novo estado
de equilibrio, adaptando-se a presenca do composto (NEVES, 2016).

Segundo Nunes, Santos, Fortunato (2005) a tolerancia e dependéncia advém
do seu préprio mecanismo de acdo, podendo estar relacionado com as alteracdes
adaptativas que ocorrem nas funcdes celulares e sinapticas induzidas pelo tratamento

cronico dos opioides (Figura 8).

Figura 8: Mecanismo de acao dos analgésicos opioides e efeito adverso.
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Fonte: Patricia Pires (2021), adaptado de NONATO et al., 2012; SANTOS et al., 2012; RANG et al.,
2011, OZKAY; CAN apud ALMEIDA, 2014.
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Atualmente, esta perfeitamente esclarecido que a tolerancia e a dependéncia
a opioides esta associada a up-regulation da via do AMPc e a alteracdo do
acoplamento dos receptores opioides a proteinas G excitatérias (NUNES; SANTOS,
FORTUNATO, 2005).

Além dos opioides, outra classe de medicamentos utilizadas para inibir a dor
sao os AINEs que afetam as vias de dor por meio de trés mecanismos diferentes. Em
1° lugar, as prostaglandinas reduzem o limiar de ativagéo nas terminagfes periféricas
dos neurbnios nociceptores aferentes primarios. Ao reduzir a sintese de
prostaglandinas, os AINEs diminuem a hiperalgesia inflamatéria (é a resposta
exagerada a um estimulo doloroso) e alodinia (é uma dor produzida por um estimulo
gue normalmente ndo causa dor). Em 2° lugar, eles diminuem o recrutamento dos
leucécitos e, consequentemente, a producdo de mediadores inflamatérios derivados
dos leucdcitos. Em 3° lugar, os AINEs que atravessam a barreira hematencefélica
impedem a producdo de prostaglandinas que atuam como neuromoduladores

produtores de dor no corno dorsal da medula espinhal (GOLAN et al., 2014).

2.7 Teste antinociceptivo

Existem varios tipos de testes nociceptivos que permitem o estudo e a
avaliagdo da nocicepcdo em modelos animais. Esses estudos experimentais de
nocicepgcado sdo na maioria realizados em ratos ou camundongos, sendo sempre
observadas as normas éticas para a investigacdo experimental em animais
conscientes. Apesar de os animais submetidos a um estimulo nociceptivo ndo terem
capacidade de se comunicar verbalmente na ocorréncia de dor, eles sdo capazes de
exibir respostas comportamentais, motoras e fisiolégicas semelhantes as observadas
em seres humanos. Essas respostas sédo estudadas e comparadas na presenca de
drogas potencialmente analgésicas, o0 que permite inferir se um animal de
experimentacao esta experimentando uma resposta algica (PERAZA et al., 2007).

Os testes nociceptivos utilizam estimulos elétricos, térmicos, mecéanicos ou
guimicos. Alguns deles contam a laténcia de aparecimento de um comportamento de
evitagdo, como um reflexo de retirada da pata ou da cauda a partir de uma estimulagao

térmica, como os testes da placa quente (BARROT, 2012). Outros ensaios, como 0
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analgesimetro de Randall-Selitto realizam estimulacdo mecéanica, com aumento da
graduacdo de pressao realizada por uma pinca sobre o animal testado (BARROT,
2012). O teste de Von Frey, é um método utilizado para avaliar a sensibilidade tecidual
ao estimulo mecénico (SILVA et al., 2013).

Por fim, alguns testes nociceptivos contam com a observacao e pontuacao de
comportamentos especificos, como o teste de contor¢des abdominais, no qual os
agentes irritantes sdo administrados por via intraperitoneal, induzindo um
comportamento estereotipado caracterizado por contragcdes abdominais que sao
guantificadas; e o teste da formalina, um teste classico no qual o agente quimico é
injetado na superficie plantar de uma das patas, resultando em reacfes como retirada
da pata, lambidas, mordidas, ou agitacdes, que sdo quantificaveis (BARROT, 2012).

De acordo com Hunskaar e Hole (1987) o teste da formalina em camundongos
€ um modelo valido e confiavel de nocicepcdo e é sensivel a varias classes de
analgésicos. O estimulo nocivo é uma injecédo de formalina diluida (1% em solucao
salina) sob a pele da superficie dorsal da pata traseira direita. A resposta € a
guantidade de tempo que os animais passam lambendo a pata injetada. A resposta
nociceptiva a formalina apresenta duas fases, a primeira observada nos 5 minutos
apos a administracéo (fase neurogénica) e a segunda fase corresponde a intervalos
de 15 a 30 minutos apOs a injecdo intraplantar deste agente flogistico (fase
inflamatéria) (MARTINS, 2013).

Portanto, o teste da formalina é um modelo nociceptivo bem-aceito para
avaliar o efeito antinociceptivo central e periférico de substancias avaliadas (TJGLSEN
et al.1992; DA MATTA et al.,2011) tanto sintéticas quanto obtidas de fontes naturais.

O desenvolvimento desses modelos experimentais torna-se importante na
medida em que estes auxiliam na compreenséo dos fendbmenos naturais. Na ciéncia
médica permitem o melhor conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doencas
e da acao de medicamentos (HOCHMAN et al., 2004).

Frente a isso, nossa pesquisa se justifica por investigar a acao anti-
inflamatoria e analgésica de um oOleo essencial rico em citral, componente que
isoladamente apresenta acdo analgésica e anti-inflamatoria bem estabelecidas na
literatura (QUINTANS et al., 2011; NISHIJIMA et al.,2014). Em adic&o, por se tratar

de uma erva anual (adaptando-se em qualquer periodo do ano) de facil cultivo e rapida
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reproducdo, e por possuir folhas contendo glandulas ricas em 6leo essencial
(PRUDENT et al., 1995), nossos resultados podem incentivar, de forma sustentavel,
o desenvolvimento da economia local.

Nesse contexto, esse estudo busca contribuir com os conhecimentos
etnofarmacéuticos de Pectis elongata Kunth, espécie que apresenta poucos dados
farmacoldgicos que possam reforcar o estabelecimento da eficacia e o uso terapéutico

desta espécie por populacdes tradicionais.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Determinar a composi¢ao quimica e avaliar se o 6leo de Pectis elontaga Kunth

(OEPe) apresenta propriedades antiedematogénica e antinociceptiva.

3.2 Objetivos especificos:

e Determinar o rendimento e composi¢ao quimica do OEPe;
e Avaliar se o OEPe possui acdo antiedematogénica;

e Avaliar se o OEPe possui acdo antinociceptiva.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

A espécie P. elongata Kunth (planta integra) foi coletada na cidade de
Santarém, estado do Para sob as coordenadas geograficas: 02027.8'143” S/
5441,31'646” W, de um produtor local, na estagao seca, em outubro de 2021, as 9:00
h da manha. A planta foi identificada pela Profa. Mestra Chieno Suemitsu e depositada
no herbario da Universidade Federal do Oeste do Para-UFOPA, sob o numero de
registro HSTM-003432.

Apbs a coleta da planta inteira, foram utilizados: flores, folhas e caule da P.
elongata Kunth. As raizes foram plantadas na Universidade Federal do Oeste do Para-
Campus Rondon, para reproducdo. Em seguida o material vegetal foi submetido ao
processo de secagem em temperatura ambiente, durante quatro dias (Figura 9),
depois foi triturado de forma manual, com uso de tesouras, e posteriormente pesado

e armazenado em sacolas plasticas contendo 100 g cada.
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Figura 9: Secagem da espécie Pectis eIongata em temperatura ambienta.
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Autor: Patricia Pires (2022)

4.1.1 Extragdo do 6leo essencial

O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo, usando um aparelho tipo
Clevenger, realizado no Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia Experimental da
UFOPA- Campus Tapajos. Foram realizadas trés repeti¢cdes extrativas, utilizando 100
g do material vegetal seco, adicionados de 2 litros de agua destilada (para cada
repeticdo ou hidrodestilagdo). O tempo de cada extracdo foi de 3 horas, a contar do
inicio da fervura da 4gua contida no bal@o. O éleo obtido foi centrifugado com sulfato
de sédio anidro, para remocao da agua residual; armazenado frascos de vidro ambar
(Figura 10) e armazenado sob refrigeracdo a 5°C. As principais caracteristicas
organolépticas encontrada no OEPe foram: cor amarela e aroma agradavel de frutas
citricas (caracteristico de limao).

O rendimento de Oleo foi calculado a partir da relacédo entre o volume de 6leo
obtido e a biomassa (livre de umidade) utilizada na extracdo (% v/p) (EMBRAPA,
2004).
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Figura 10: Oleo essencial de Pectis elongata Kunth

Autor: Patricia Pires (2022)

O calculo do rendimento do 6leo se deu a partir da formula:

x 100

0
Bm = (B%)B U)
Sendo:

To= teor de Oleo (mL de 6leo essencial em 100 g de biomassa seca) ou
rendimento de extracdo (%);
V, = volume de 6leo extraido (ml), lido diretamente na escala do tubo separador.

B,, = biomassa aérea vegetal (folhas e ramos finos), medida em gramas.

B XU

oo - guantidade de umidade ou agua presente na biomassa.

By XU . . . L, .
B, —( TOO ) = guantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de

umidade.

100 = fator de converséao para porcentagem (EMBRAPA, 2004).
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4.1.2 Andlise da composicao quimica do 6leo essencial

A andlise da composi¢cdo quimica do OEPe foi realizada no Laboratério de
Bioprospeccéo e Biologia Experimental da UFOPA- Campus Tapajos. A identificagéo
dos constituintes quimicos do OEPe foi obtida por cromatografia gasosa acoplada em
espectometria de massas (CGMS), utilizando o aparelho Ultra sistema GCMS-
QP2010 (Shimadzu Corporation, Toquio, Japao), equipado com um Auto injetor AOC-
20i e o software GCMS-Solution, contendo as bibliotecas: ADAMS, NIST e
MONDELLO. O tipo de coluna capilar utilizada foi de silica (Rxi-5 ms, 30 m x 0,25 mm;
espessura de filme de 0,25 ym, Restek Corporation, Bellefonte, PA, EUA).

As condicdes de andlise foram: temperatura do injetor de 250°C; programacao
da temperatura do forno de 60-240°C (3 °C/min); hélio, foi utilizado como gas de
arraste, ajustado em uma velocidade linear de 36,5 cm/s (taxa de 1,0 ml/min); injecao
tipo split de 1 yL da amostra no modo de divisédo (5 uL do 6leo essencial para 500 uL
de hexano); proporcao de divisdo 1:20; ionizacdo por impacto eletrénico em 70 eV; as
temperaturas da fonte de ionizag&o e linha de transferéncia foram programadas em
200 e 250°C, respectivamente. Os espectros de massa foram obtidos por varredura a
cada 0,3 s, com fragmentos de massa no intervalo de 35-400 m/z. O indice de
retencdo foi calculado para todos os componentes volateis, usando uma série
homéloga de n-alcanos C8 - C20 (Sigma-Aldrich), conforme descrita pela equacéo
linear de Van den Dool e Kratz (1963).

Os dados quantitativos sobre os constituintes volateis foram obtidos por
normalizacéo de area de pico usando um Ultra-sistema Shimadzu GC 2010, acoplado
ao Detector FID, operado em condi¢cdes semelhantes ao sistema GC-MS. A identidade
dos componentes quimicos se deu pela comparacao dos seus indices de retencéo e
espectros de massa (massa molecular e fragmentacdo padréo) obtidos com aqueles
existentes no sistema de bibliotecas do software GCMS-Solution (ADAMS, 2007,
NIST, 2011; MONDELLO, 2011).

67



4.2 Animais utilizados no estudo

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados 36 ratos machos,
albinos, da espécie Rattus novergicus, linhagem Wistar, com peso entre 200 e 250 g,
idade 3 meses; e 36 camundongos albinos, da espécie Mus musculus, linhagem
Swiss, com peso entre 30 e 35 g, idade 3 meses, provenientes do biotério da
Universidade Federal do Oeste do Para (UFOPA), Campus de Oriximina. Os animais
foram acondicionados em gaiolas plasticas, sob condicbes padronizadas de
temperatura (251° C), ciclo de luz claro/escuro de 12 horas (luzes ligadas as 7:00 h
e desligada as 18:00 h), agua e comida ad libitum.

Doze horas antes da administracdo dos tratamentos para os testes
farmacoldgicos, os animais foram privados da alimentacdo, para evitar qualquer
interferéncia na absorcéo dos compostos administrados.

O projeto foi submetido & avaliagio pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFOPA, relatando sua justificativa e todos os aspectos relacionados ao
bem-estar animal, observando o Principio dos 3Rs (replacement, reduction,
refinement), e obedecendo aos principios éticos recomendados pela diretriz da lei
federal n° 11.794/2008 (Brasil, 2008), que estipula procedimentos para o uso cientifico
de animais, sendo aprovado com numero de registro 0320220130 - CEUA /UFOPA.

4.3 Teste farmacolégico

4.3.1 Atividade Antiedematogénica - edema de pata induzido por carragenina

Para confirmacdo de acao anti-inflamatoria do Oleo essencial da Pectis
elongata Kunth (OEPe), realizado em modelo experimental animal de edema de pata
induzido por injecao intraplantar de carragenina, adaptado de Winter, Risley e Nuss
(1962), onde o autor segue o protocolo com a utilizagdo de ratos machos no
experimento. A via de administragédo do OEPe foi via oral (v.0), por gavagem. Neste
teste, utilizamos ratos, albinos, da espécie Rattus norvegicus, linhagem Wistar,
divididos em 6 (seis) grupos, contendo 6 (cinco) animais cada, totalizando 36 animais

(n=36), nos seguintes tratamentos testes:
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e Grupo | (n=6) (controle negativo) — agua destilada (1 mL/kg) (via oral (v.0);
e Grupo Il (n=6) (controle positivo) - indometacina (10 mg/kg) (v.0);

e Grupo lll (n=6): (controle do solvente) - 6leo mineral (1 mL/kg) (v.0);

e Grupo IV (n=6): OEPe (100 mg/kg) (v.0);

e Grupo V (n=6): OEPe (200 mg/kg) (v.0);

e Grupo VI (n=6): OEPe (400 mg/kg) (v.0).

Figura 11: Experimento de edema de pata realizado em pletismdmetro digital.

Autor: Patricia Pires (2022)

As doses foram estabelecidas preliminarmente, considerando os resultados
de DLso (5.000 mg/kg) encontrados em trabalhos realizados pelo grupo de pesquisa
do Laboratorio de Bioprospeccéo e Biologia Experimental (LabBBEX-UFOPA) (dados
ndo publicados). O 6leo essencial avaliado para a analise de DLso foi obtido de
espécimes de P. elongata adquiridos do mesmo produtor, sob as mesmas condi¢cfes

de cultivo e coleta.
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Os tratamentos testes, bem como a droga padrdo indometacina (controle
positivo), controle negativo (dgua destilada) e controle do solvente (6leo mineral),
foram administrados por via oral, por meio de uma canula orogastrica, acoplada a uma
seringa estéril.

Trinta minutos apos a administracdo dos tratamentos, cada animal recebeu,
no tecido subcutaneo do coxim da pata posterior direita, uma injecdo de 0,1 mL de A-
carragenina (Sigma®), diluida a 1% (p/v) em solugéo salina (0,9%). Na pata posterior
esquerda, administrou-se solucdo salina a 0,9%. O volume das patas direita e
esquerda foi mensurado nos intervalos de tempo 0, 1, 2, 3, 4 e 24 h apés a
administracdo de A-carragenina, por meio de um pletismémetro modelo EFF 304-
Plethysmometer Paw (Insight®) (Figura 11).

A expressao dos resultados foi determinada pela medida equivalente ao
volume de liquido deslocado em mL, analisando a diferenca entre o volume da pata
experimental no tempo zero (To) e nos demais tempos. O percentual da inibicdo do

edema foi calculado pela formula descrita por Xu et. al. (2014), abaixo:

Ed %) = Volume final — Volume inicial emT, < 100
ema(%) = Volume inicial emT,

V,
% de inibicio = (1 - Vt) X 100

Cc

Onde V.representa a média do volume do edema do grupo teste e V,

representa a média do volume do edema do grupo controle negativo.

Destaca-se que durante o periodo de 24h do experimento, ndo se registraram

6bitos dos animais.

4.3.2 Atividade Antinociceptiva - Teste de Formalina

Para a analise da agdo analgésica do Oleo essencial da P. elongata foi
escolhido o teste de formalina, adaptado de Hunskaar e Hole (1987), que mensura a
atividade antinociceptiva em modelo experimental animal. De acordo com Hunskaar e
Hole (1987), o teste de formalina avalia a nocicepcédo em duas fases: a fase 1°, avalia
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a dor aguda ou neurogénica e 2° fase, dor crbnica, também chamada de dor
inflamatoria. Para este teste, utilizamos camundongos, albinos, machos, da espécie
Mus musculus, linhagem Swiss, divididos em 6 (seis) grupos, contendo 6 (seis)
animais por grupo, totalizando 36 animais (n=36), sendo:

e Grupo | (n=6) (controle negativo): agua destilada (1 mL/kg) (v.0);

e Grupo Il (n=6) (controle positivo): morfina (10 mg/kg) (v.i);

e Grupo Il (n=6): (controle do solvente) - 6leo mineral (1 mL/kg) (v.0);
e Grupo IV (n=6): OEPe (100 mg/kg) (v.0);

e Grupo V (n=6): OEPe (200 mg/kg) (v.0);

e Grupo VI (n=6): OEPe (400 mg/kg) (v.0).

Os tratamentos foram administrados por via oral (v.0), por meio de uma canula
orogastrica, acoplada a uma seringa estéril. Trinta minutos apés a administracao dos
tratamentos, foi aplicada por via intraplantar (v.i — pata posterior direita), 20 puL de uma
solucdo de formalina a 2,5% (formaldeido previamente diluido em solucdo salina
(0,9%) estéril). Em seguida, os animais foram colocados individualmente em camaras
de vidro, onde foram filmados, a fim de minimizar riscos de erros de contagem. O
tempo que o animal manifestou alteragbes comportamentais, tais como: lamber,
sacudir ou morder a pata injetada com formalina, foi cronometrado. O periodo de 0-5
minutos (fase neurogénica) corresponde ao tempo em que se observam efeitos direto
nos nociceptores; a fase de 15-30 minutos (fase dor inflamatoria) que apresenta papel
importante na dor, acompanhada de uma resposta inflamatéria relacionada a
liberacdo de mediadores inflamatérios (HUNSKAAR; HOLE et al.1987).

A porcentagem de inibicdo do tempo que o animal lambe, sacode ou morde a

pata injetada com formalina foi calculada de acordo com a férmula:

T
% de inibicio = (1 - Ft) x 100
c
OndeT;representa a meéedia do tempo que o animal passa lambendo,
sacudindo ou mordendo a pata com formalina no grupo tratado eT, representa essa

meédia no grupo controle (HUNSKAAR; HOLE et al.1987).
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Destaca-se que durante o periodo de 24h do experimento, ndo houve registro

de 6bitos dos animais.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados quantitativos, para ambos os testes, foram expressos como
média + erro padrdo das médias. Em seguida foi empregado a andlise de variancia
ANOVA seguido do teste de Dunnett, com intervalos de confianga de 5%. Valores de

p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do 6leo essencial

O rendimento do Oleo essencial € um importante fator que determina a
viabilidade de uso de espécies vegetais como fontes de substancias bioativas, caso
seja necessario o isolamento desta, ou ainda que o 6leo essencial apresente atividade
equiparada a da substancia isolada. Dessa forma, a determinacéo do rendimento do
Oleo essencial torna-se uma ferramenta necessaria para os produtores, pois a partir
desse estudo, é possivel estimar quanto de biomassa é necessaria para produzir uma
guantidade de 6leo satisfatéria (RIBEIRO; BONILLA, LUCENA, 2018).

No presente estudo, o rendimento do 6éleo essencial obtido de Pectis elongata
foi determinado em 1,0%. Estudos realizados por Silva e colaboradores (2021), do
Oleo essencial desta mesma espécie, coletada na cidade de Boa Vista, o rendimento
foi de 0,74%. Em estudo realizado por Pereira e colaboradores (2021), o valor do
rendimento de um espécime coletado em Santarém, Pard, foi determinado em 1,52%.
Silva e colaboradores (2005), ao analisar o rendimento do 6leo essencial de
especimes de P. elongata coletadas em trés diferentes localizacdes (Beléem-PA,
estrada Bujaru-PA e vila Ajuru concelho de Ferreira Gomes-AP), 0os rendimentos
foram determinados em 0,7%, 1,3% e 1,5% respectivamente. Portanto, podemos
perceber que houve variacdo dos rendimentos dos 6leos essenciais, mesmo sendo
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da mesma espécie. Alguns fatores podem levar a variacdo do rendimento entre eles:
condicbes ambientais, condicbes de armazenamento, diferencas de época de
colheita, tipo de solo, clima e umidade relativa do ar (BURT, 2004; BAPTISTA et al.,
2019).

Essa variacdo pode também ser atribuida ao material vegetal amostrado ou
ao meétodo de extracdo utilizado para obtencdo do 6leo essencial (TRAPP &
CROTEAU 2001).

5.2 Composic¢ao quimica

Neste estudo, identificamos 28 componentes quimicos presente no oOleo
essencial de P. elongata, coletada em Santarém-PA, representando 99,87% do 6leo
extraido. Geranial (52,11%) e Neral (37,18%) foram os constituintes majoritarios,

seguidos pelos componentes: geraniol (2,82%) e nerol (1,64%) (Tabela 1).
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Tabela 1: Constituintes quimicos presentes no 6leo essencial de Pectis elongata Kunt, coletada na
cidade de Santarém-PA.

Pico COMPOSTOS TRC OEPE (%)
1 Metil-n-butilcetona 3085 0,01
2 4-Mercapto-4-metil-2-pentanona 6085 0,12
3 2-Acetoxihexano 6350 0,13
4 Tiglato de isopropila 6725 0,04
5 6-metil-5-hepten-2-ona 7285 0,84
6 6-metil-5-hepten-2-ol 7440 0,06
7 Limoneno 8720 0,73
8 (E) B-Ocimeno 9345 0,05
9 3-metilciclohexano-1,2diona 10975 0,37
10 Linalol 11305 0,41
11 Citronelal 13445 0,05
12 (2)-Isocitral 13940 0,33
13 Oxido de rosefurano 14385 0,07
14 3,6-dimetil-2,3,3a,4,5,7a-hexahidrobezfurano 14575 0,06
15 Isogeranial 14705 0,50
16 Nerol 16735 1,64
17 Neral 17355 37,18
18 Geraniol 17895 2,84
19 Geranial 18685 52,11
20 Dihidro acetato de linalol 18895 0,11
21 1-Trideceno 19400 0,35
22 (E)Hasmigona 21320 0,13
23 1- Hidroxi-Undec-2-eno 22855 0,19
24 B-Elemeno 23665 0,24
25 Cipereno 23970 0,04
26 (2) Cariofileno 24705 0,41
27 a — Humuleno 26195 0,65
28 Humuleno epoxido Il 32295 0,21

TOTAL 99,87

TRC = Tempo de Retencédo Calculado (coluna Rxi-5ms), IRL= indice de Retencéo da Literatura

Os componentes majoritarios (neral e geranial) sdo isbmeros que juntos,

formam o citral, um aldeido alifatico natural (MLA, 2021; DUDAI et al. 2005),

encontrado em uma grande variedade de plantas, tais como erva-cidreira (Melissa

officinalis), capim-limao (Cymbopogon citratus), verbena (Verbena officinalis) e capim-
lim&o (Pectis brevipedunculata) (DUDAI et al. 2005; MARQUES e KAMPLA, 2013).

Prudent (1995), ao avaliar a composi¢cao quimica do oOleo essencial de P.

elongata coletado na Martinica, identificou neral (15,65-27,47%), geranial (24,56-
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40,15%), seguido por acido geranico (5,00-19,88%) como componentes majoritarios.
De acordo com o autor, os niveis de cada componentes dependiam do estado de
maturidade da planta, bem como do local de coleta.

Silva e colaboradores (2005), ao analisar o 6leo essencial de espécimes de
P. elongata coletados no Estado do Pard, Brasil, encontraram os quimiotipos aldeido
perila (51,7-64%) e limoneno (43,7-33%). Estes mesmos autores, ao analisarem a
composi¢cdo quimica do 6leo essencial de espécimes de P. elongata coletados no
estado do Amap4, Brasil, encontraram o quimiotipo aldeido perila (81,9%).

Oleos essenciais de outras espécies de Pectis tém sido previamente
relatados, o 6leo de Pectis texana Cory [sin. P. angustifolia var. fastigiata (A. Gray) DJ
Keil] nos EUA, mostrou 48% de timol (ALBERS, 1942). O 6leo de Pectis papposa
Harv. & A. Gray, conhecido como “cinchweed” na Califérnia e no Arizona, EUA, foi
descrito como rico em aldeido cuminico (47%), B-pineno (27%) e carvona (12%)
(BRADLEY & HAAGEN-SMIT, 1943). No 6leo de Pectis prostata Cav. de Cuba sao
predominantes o aldeido perila (70,7%) e limoneno (16,2%) (PINO; ROSADO;
FLUENTES, 1996).

Os o6leos de Pectis apodocephala Baker e Pectis oligocephala (Gardner) Sch.
Bip., de Sobral, Ceara, Brasil, foram analisados: o 6leo de P. apodocephala foi
caracterizado por uma porcentagem significativa de 78% de citral (neral 34% e
geranial 44%) seguido por a-pineno (11%), enquanto o 6leo de P. oligocéfala mostrou
p- cimeno (71%) e timol (24%) como seus constituintes principais (ALBUQUERQUE
et al., 2003). Outro 6leo essencial de P. apodocephala e de P. brevipedunculata Sch.
Bip., que foram amostrados nos estados do Ceara e Rio de Janeiro, Brasil,
respectivamente, também apresentaram uma grande quantidade de citral: o 6leo de
P. apodocephala do Ceara apresentou 53% de citral (neral 28%, geranial 25%) e o
6leo de P. brevipedunculata do Rio de Janeiro exibiu 82% do citral (neral 36%, geranial
46%) (CRAVEIRO et al., 1986; MARQUES et al.; 2013). O 6leo de Pectis odorata
Griseb., amostrado em Coérdoba, Argentina, apresentou limoneno (50%) e citral (50%,
neral 27% e geranial 23%) como seus principais constituintes (DUSCHATZKY et al.,
2005).

A diversidade quimica encontrada na composicdo de OEs, dentro de uma

mesma especie, provavelmente se deve a variagdes envolvendo diferentes biomas e
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condi¢cbes climaticas que estdo sob pressdo (SILVA et al. 2021). A exemplo da
influéncia do calor, umidade relativa do ar, além do periodo de coleta e métodos de
acondicionamento do 6leo obtido (ORLANDA, 2011 apud DE JESUS et al. 2021).

5.3 Atividade antiedematogénica — Edema de pata induzido por carragenina

A atividade antiedematogénica do OEPe, foi avaliada por meio do modelo de
edema de pata induzido por A-carragenina. Apos a aplicacdo do agente flogistico, o
edema foi identificado pelo aumento significativo no volume da pata dos animais,
atingindo o pico maximo na 4° hora, demonstrando que houve a instalacdo de um

processo inflamatorio, conforme o observado na (Figura 12).

Figura 12: Percentual do volume de edema
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Legenda: Efeito do 6leo essencial da Pectis elongata Kunth (OEPe) e da indometacina no volume de edema
de pata nos tempos (T1-T24) (n=6/grupo). Controle negativo (agua destilada), indometacina (10 mg/kg, v.0)
e OEPe (100, 200, e 400 mg/kg). Os valores em cada coluna representam a média + E.P.M. Foi realizado o
teste ANOVA, seguido pelo teste de Dunnett, onde p<0,05* indica diferenca estatistica significativa em
relacdo ao controle negativo.
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O presente estudo, foi avaliado o volume do edema e percentual de inibicdo
do edema ap0s o tratamento oral com trés diferentes doses do OEPe (100, 200 e 400
mg/Kg). Para fins de validacdo do experimento, indometacina foi utilizada como
controle positivo (10 mg/kg v.0), agua destilada como controle negativo e 6leo mineral
como controle do solvente, nos tempos (1°, 2°, 3°, 4° e 24°) horas ap0s a aplicacao
do agente flogistico.

A figura 12 mostra que, quando administrado previamente, os tratamentos
testes com o OEPe, nas doses 200 e 400 mg/kg e do grupo controle positivo
(indometacina) foram os Unicos que obtiveram menor volume de edema em todos 0s
intervalos de tempos avaliados, quando comparado ao grupo controle negativo (p<
0,05).

Sob nossas condi¢cdes experimentais, a dose de 100 mg/kg néo foi capaz de
reduzir a formagao de edema induzido por A-carragenina em nenhum dos tempos
observados em comparacgéo ao grupo controle negativo (p>0,05), portanto, sem efeito
anti-inflamatério.

Por outro lado, a indometacina reduziu significativamente (p< 0,05) a formacao
de edema em todos os tempos avaliados (1°, 2°, 3°, 4° e 24°) em comparacao ao
grupo controle negativo, promovendo reducdo do edema da 1° hora a 24°h, com
percentuais variando entre 73,6% e 65,5%, apresentando diferenga estatistica (p<
0,05) quando comparada ao grupo controle negativo. De acordo com Farsam e
colaboradores (2000), a indometacina atua inibindo a ciclooxigenase, reduzindo a
biossintese de prostaglandinas.

Nas doses de 200 e 400 mg/Kg, (v.0), o OEPe promoveu inibicdo do edema de
pata em todos os tempos avaliados (Figura 13). Na 1° hora apds o inicio do
tratamento, foi evidenciado a inibi¢cdo (%) maxima de (70,2 e 70,5); na 2° hora (55,1
e 55,3); 3° hora (31,7 e 38,6); 4° hora (30,3 e 38,9) e na 24° hora (52,8 e 58,1),
respectivamente (Tabela 2). As inibicbes méaximas na 1° e 24° hora seguiram 0 mesmo
padrdo exibido pela indometacina, indicando melhor resposta na 1° hora do processo
inflamatorio, referente a inibicdo dos mediadores inflamatérios como histamina,
serotonina e bradicinina (DI ROSA, 1972), além de atuar blogqueando citocinas pro-
inflamatorias (fator de necrose tumoral e interleucinas), responsaveis por induzir a
inflamacéo aguda (SALVEMINI et al., 1996; HALICI et al., 2007), correspondente a
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fase tardia, 24° horas, 0 que nos sugere que nestas doses, o OEPe pode atuar de

forma semelhante ao tratamento padrao (indometacina).

Tabela 2: (%) inibicdo de edema nos grupos testes

TEMPO DO EXPERIMENTO (horas)

GRUPOS TESTES (%) |1°h 2°h 3°h 4° h 24° h
OEPe 100 mg/kg 27,4 17 1,8 0,76 33,1
OEPe 200 mg/kg 70,2 55,1 31,7 30,3 52,8
OEPe 400 mg/kg 70,5 55,3 38,6 38,9 58,1
Indometacina 10 mg/kg 73,6 57,9 52 57,8 65,5

Autor: Patricia Pires (2022)

Figura 13: Percentual de inibicdo de edema
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Legenda: Efeito do OEPe na inibicdo do edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina a 1% em ratos, até 24 horas apds injecdo. Os resultados expressam média + E.P.M. (n =
6/grupo).
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Nas doses de 200 e 400 mg/Kg, o OEPe comportou-se de maneira
semelhante ao controle positivo (p=20,05) em todos os tempos avaliados, confirmando
seu potencial antiedematogénico.

Considerando que qualquer substancia que cause inibicdo ou reducdo da
acao da carragenina é considerada como tendo acéo anti-inflamatoria (KUMMER e
COELHO, 2002). Portanto, nas doses de 200 e 400 mg/Kg, OEPe promoveu a
reducdo do edema induzido pelo flogégeno a partir da primeira hora de administracgéo,
0 que nos sugere que o OEPe, rico em citral (89,2%), apresenta propriedades anti-
inflamatorias importantes, e que a acao biolégica encontrada possa estar relacionada
a presenca do citral. De acordo com estudos de Gbenou e colaboradores (2012) e
Quintans-Janior e colaboradores (2011), espécies vegetais que apresentaram citral
como componente majoritario, possuem acao anti-inflamatéria eficaz em diferentes
modelos de inflamacéao.

Estudos anteriores também relatam que os isémeros do citral (neral-37,18%
e geranial-52,11%), quando avaliados de maneira isolada, apresentaram pronunciado
efeito anti-inflamatério para as duas isoformas (GBENOU et al., 2013; LIAO et al.
2015). Conforme Liao e colaboradores (2015), em primeiro estudo relatando as
diferencas na bioatividade dos isbmeros do citral (neral e geranial), isoladas de frutos
de Litsea cubeta, frente a inflamacédo em cultura de células, foi constatado que neral
possui agdo anti-inflamatoéria mais proeminente que o geranial.

Segundo Ahn e colaboradores (2001), o principal mecanismo de agéo do citral
consiste na inibicdo da expressao de leucotrienos, bem como na reducéo da liberacéo
de histamina e/ou serotonina, 5-lipoxigenase e/ou ciclooxigenase, (QUINTANS-
JUNIOR et al. 2011), além de promover a diminui¢&o do fator de necrose tumoral TNF,
um biomarcador de inflamacgéo (SILVA, 2020). A diminuicdo, inibicdo na expresséo
desses mediadores inflamatorios, conferiu atividade anti-inflamatoéria e analgésica ao
citral (SILVA, 2020; NISHIJIMA et al. 2014).

Portanto, os estudos acima relatados fortalecem a hipotese de que as
propriedades anti-inflamatorias do OEPe se devam a presenca do citral, seu
constituinte quimico majoritario.

Estudos de Quintans-Junior e colaboradores (2011), mostraram que o citral

(95%) isolado do Oleo essencial das espécies L. alba e C. citratus, quando
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administrado em doses de 50, 100 e 200 mg/kg, via intraperitoneal (v.i), apresentou
atividade anti-inflamatéria em modelo experimental de edema de pata induzido por
carragenina. Segundo os autores, o citral inibiu o percentual de edema de forma
satisfatoria nas doses de 100 e 200 mg/kg i.p., quando administrado uma hora antes
da inducdo do edema. Entretanto, nosso estudo ndo mostrou atividade anti-
inflamatoria do OEPe na dose de 100 mg/kg, o que pode nos sugerir que quanto maior
o percentual do citral presente no 6leo essencial, melhor a resposta anti-inflamatoria
frente a menores doses, ou que a via de administracdo possa ser um fator
determinante, uma vez que a administracdo via intraperitoneal pode alcancar mais
rapidamente o pico de concentracdo plasmatica em relacdo a via oral, tendo maior
biodisponibilidade, fazendo com que sua a¢do anti-inflamatéria aconteca em um
menor espaco de tempo apos a administracao.

A fracdo de farmaco inalterado que atinge o local de acdo, ou a corrente
sanguinea que lhe da acesso a partir do local de administracdo define-se por
biodisponibilidade (HARDMAN & LIMBIRD, 1996). Assim como a concentragao de um
composto quimico pode influenciar no seu efeito, vias de administragéo diferentes
também podem afetar na velocidade de absorcdo e biodisponibilidade do citral,
fazendo com que, provavelmente, a via intraperitoneal, por ser injetavel, tenha efeito
mais rapido que a via oral. A passagem de farmacos do seu local de administracdo
para a corrente sanguinea define-se por absorcéo e envolve a passagem por barreiras
biolégicas, tais como o epitélio intestinal na via oral. Vias de administracdo que
envolvem a injecao direta de farmacos na circulacéo sistémica ndo passam por esta
etapa do ciclo do farmaco no organismo, tendo biodisponibilidade absoluta (RANG et
al., 2011). Em geral, a biodisponibilidade é mais rapida, ampla e previsivel quando os
farmacos séo administrados por via injetavel (GOODMAN & GILMAN, 2019).

Por outro lado, ha a presenca de 28 constituintes quimicos que podem agir de
forma sinérgica ou antagonica sobre a agéo anti-inflamatoria produzida pelo OEPe.
Pesquisas evidenciaram que sinergismo ocorre e pode estar relacionado a presenca
de compostos minoritarios e majoritarios, atuando assim de forma combinada,
potencializando o efeito do 6leo quando comparados aos compostos isolados
(RIBEIRO-SANTOS et al., 2017; DONATO et al., 2020). A combinacédo de substancias

com efeito sinérgico pode aumentar a biodisponibilidade de substéncias ativas e/ou
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reduzir as doses destas (CASANOVA & COSTA, 2017), o que pode favorecer na
diminuicdo das reacdes adversas. O efeito antagbnico competitivo também pode ser
visto em misturas de produtos naturais. Rang e colaboradores (2011), definem o
antagonismo competitivo como mecanismo mais direto pelo qual uma substancia pode
reduzir o efeito de outra. Dessa forma, ndo se sabe se 0s outros componentes
quimicos presentes na amostra analisada tenham interagido de forma antagonica

diminuido a agé&o bioldgica do citral frente a dose de 100 mg/kg.

5.4 Atividade Antinociceptiva - Teste de Formalina

A atividade antinociceptiva do OEPe foi avaliada por meio do teste de
formalina a 2,5%. A (Figura 14), representa as fases 1° (dor neurogénica) e 2° (dor
inflamatdria) do experimento, observando os tempos de lambedura e mordidas na
pata traseira/direita dos camundongos, apds a administracdo (v.0.) do OEPe nas
doses de 100, 200 e 400 mg/kg.

Figura 14: Tempo médio (seg) de lambedura da pata do camundongo nas duas fases da nocicepcéo.
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Legenda: Efeito do 6leo essencial da Pectis elongata Kunth (OEPe) e da morfina no teste da formalina
a 2,5% nas (12 e 22 fases) (n=6/grupo). Controle negativo (agua destilada), morfina (10 mg/kg, I.P) e
OEPe (100, 200, e 400 mg/kg). Os valores em cada coluna representam a média + E.P.M. Foi realizado
o teste ANOVA, seguindo pelo teste de Dunnett. * p<0,05 indicam diferenca estatistica significativa em
relacdo ao grupo controle positivo.
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Na dose 400 mg/kg, o OEPe apresentou atividade antinociceptiva nas duas
fases: neurogénica (0-5 min) e inflamatéria (15-30min), sendo capaz de reduzir de
maneira significativa o tempo médio de lambidas e/ou mordidas na pata dos
camundongos em 78,2% na 1° fase (dor neurogénica) e 58% na 2° fase (dor
inflamatoria), gerando resultado com diferencas significativas (p < 0,05) quando
comparado ao grupo controle negativo, e resultados semelhantes (p=0,05) aos
obtidos com o tratamento com morfina (controle positivo-10mg/kg), apresentando
reducdo de 81% no comportamento nociceptivo dos animais na 1° fase (dor
neurogénica) e 100% na 2° fase (dor inflamatoria), do experimento. A partir destes
resultados, é possivel sugerir que o OEPe na dose de 400mg/kg comportou-se de
maneira semelhante a morfina.

Também foi perceptivel que, ao diminuir as doses do OEPe para 100 e 200
mg/kg, houve perda do efeito analgésico tanto na fase neurogénica (1,1 e 21,2%)
quanto inflamatoria (11,3 e 31,4%), respectivamente, ndo reduzindo o tempo de
lambida de maneira significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo controle

negativo em ambas as fases, conforme a TABELA 01.

Tabela 3: % de inibicdo no tempo de lambida nas doses testes

GRUPOS TESTES 1° fase (dor | 2° fase (dor
neurogénica) inflamatéria)

MORFINA 81% 100%

OEPe 400 mg/kg 78,2% 58%

OEPe 200 mg/kg 11,3% 31,4%

OEPe 100 mg/kg 1,1% 21%

Autor: Patricia Pires (2022)

O teste de formalina € um modelo de dor induzida por injuria tecidual, o qual
permite avaliar a resposta comportamental dos animais (como o ato de lamber e
morder a pata afetada) e possui vantagens sobre outros métodos de nocicepc¢éao, haja

vista, a possibilidade de avaliar dois tipos diferentes de dor ao longo de um periodo e,
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assim, permite o teste de analgésicos com diferentes mecanismos de acgao
(RANDOLPH, 1997).

Ambas as fases desse teste podem ser suprimidas por farmacos de acéo
central e periférica como a morfina (analgésico opioide), que diminui a resposta
nociceptiva causada pela formalina, bloqueando as duas fases da nocicepcédo. A 1°
fase € mediada por estimulacdo quimica direta de fibras aferentes nociceptivas
mielinizadas (fibras Ad) e a 2° fase é mediada pela ativacdo de vias centrais por
inflamacéo, onde h& a participacdo de varios mediadores que excitam as fibras ndo
mielinizada (fibra C) (HUNSKAAR e HOLE, 1987; TIJLSEN et al., 1992).

Nossos resultados apontam o efeito antinociceptivo do OEPe na dose de 400
mg/kg, atuando na inibicdo da dor central e periférica, com padrdo semelhante a
morfina (p= 0,05), sugerindo acdo das substancias diretamente sobre receptores
opioides centrais ou pelo estimulo a liberacdo de opioides enddgenos.

Ha relatos na literatura cientifica de que o citral possui atividade
antinociceptiva. O mecanismo de acdo exato do efeito analgésico do citral ndo foi
solucionado. No entanto, tem sido proposto que ele atue bloqueando as fibras
mielinizadas (fiboras Ad) e n&o mielinizadas (Fibras C), que sédo excitadas por
mediadores inflamatérios (HUNSKAAR e ROLE et al. 1987; TOLSEN et al. 1992;
NISHIJIMA et al. 2014) e atue na dessensibilizacdo dos receptores vaniloides
(TRPV1) na dor cronica (NISHIJIMA et al., 2014).

Estudos conduzidos por Nishijima e colaboradores (2014), ao analisar
atividade antinociceptiva do citral isolado, nas doses de 25, 100 e 300 mg/Kg (v.0),
apontam que no teste de formalina foi exibida atividade antinociceptiva para a maior
dose avaliada, atuando nas duas fases da nocicepg¢ao, enquanto na dose de 100
mg/Kg, sua acdo se manteve na fase inflamatéria, porém sem efeito na fase
neurogénica. Por outro lado, na dose de 25 mg/kg, o citral deixou de exercer efeito
anti-nociceptivo.

Em nossos resultados nao foi observada acéo antinociceptiva do OEPe nas
doses de 100 e 200 mg/kg em nenhuma das duas fases da nocicepc¢ao. Entretanto,
no teste de edema de pata (inflamacgéo), foi observado efeito anti-inflamatoério na dose
de 200 mg/kg, e que sua acdo se deve a inibicdo de mediadores inflamatorios (AHN
et al. 2001; QUINTANS-JUNIOR et al. 2011; SILVA, 2020, NISHIJIMA et al. 2014),
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embora essa hipdtese ndo seja sustentada pelos resultados obtidos no teste de

formalina.

Quintans-Juanior e colaboradores (2011), em teste nociceptivo induzido por
formalina, o citral isolado (95%), nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, (i.p.), exibiu
atividade antinociceptiva na maior dose avaliada, bloqueando as fases neurogénicas
e inflamatorias da dor, enquanto na dose de 100 mg/kg, exerceu apenas atividade na
fase inflamatoria. Acreditamos que fatores como, alta concentracdo de citral na
amostra, diferentes vias de administracao dos pré-tratamentos (intraperitoneal e oral),
podem ter influenciado no efeito antinociceptivo nas doses de 100 e 200 mg/kg. Tendo
em vista que a administracdo dos nossos testes com OEPe foram via oral. Além disso,
nossa amostra apontou 28 constituintes quimicos que podem influenciar de forma

sinérgica ou antagbnica na relacdo dose-efeito do OEPe.

6 CONCLUSAO

Diante dos resultados podemos concluir que:

O OEPe é constituido por 28 componentes quimicos, tendo o monoterpeno
citral como constituinte majoritario, representando (89,2%) da amostra. As
concentracdes de seus isdmeros: cis geranial e trans neral, foram determinadas em
52,1 e 37,1%, respectivamente;

O rendimento do OEPe foi determinado a 1%;

O OEPe presentou um importante potencial de acdo antiedematogénica, na
reducdo de edema de pata e agcao antinociceptiva, na diminuicdo do comportamento
nociceptivos dos animais.

Os resultados deste estudo nos fornecem uma base cientifica para aplicacdo
terapéutica desta espécie na medicina tradicional, levando em consideragdo os
estudos farmacoldgicos, quimicos e etnobotanicos que sdo de extrema importancia,
podendo comprovar a eficacia de compostos bioativos e preencher a lacuna de

estudos sobre a agédo farmacoldgica de P. elongata.
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CERTIFICADO

Cerfificamos que o Protocolo N° 0320220130, intitulado Atividade antiedematogénica € antinociceptiva do
oleo essencial de Pectis elongata Kunth, sob a responsabilidade de RICARDO BEZERRA DE OLIVEIRA,
estd de acordo com os Principios &ticos na Experimentago Animal adotados pele Conselho Nacional de
Conirole de Experimentagdo Animal (COMCEA), tendo sido aprovado pela ComissSo de Efica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Oeste do Para - UFOPA.

CERTIFICATE

We certify that the protocol W® 0320220130, entitied "Atividade antiedematogénica e antinociceptiva do
oleo essencial de Pectis elongata Kunth®, is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Mational Council for Control of Animal Experimentation (COMCEA). This project was
approved by the institutional Commission for Ethics in the Use of Animals of Universidade Federal do Oeste do
Para.
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