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RESUMO

A biodiversidade das espécies de plantas encontradas na Amazénia faz dela uma importante
fonte na descoberta de novos medicamentos, dentre as espécies encontra-se a Cyperus
articulatus var. nodosus L. (Priprioca). Estudo fitoquimico realizado no dleo essencial
identificou-se a presenca de compostos terpénicos. Considerando 0s compostos quimicos
presente no Oleo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus L. (OECA)e a aplicacdo
etnofarmacoldgica, esta pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva do 0leo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus L. em modelos
experimentais de inflamacdo e nocicepcdo em ratos e camundongos. O material botanico foi
cedido pelo Laboratdrio de pesquisa e desenvolvimento de produtos naturais bioativos da
UFOPA, o qual foi coletado na regido do Tabocal no municipio de Santarém-PA, identificada
pelo Dr. Antdnio Elielson Sousa da Rocha. A caracteriza¢do quimica da amostra foi realizada
no centro pluridisciplinar de pesquisas quimicas, bioldgicas e agricolas da UNICAMP-SP. A
avaliacdo da toxicidade oral aguda foi avaliada de acordo com o protocolo da OECD
423/2001. A atividade antinociceptiva seguiu 0s protocolos dos testes de Placa quente,
Contorcdo abdominal e Formalina. A atividade anti-inflamatoria foi avaliada com os testes de
Bolsa de ar e Azul de Evanz. De acordo com os resultados obtidos, a analise da composicéao
quimica indicou a presenca de monoterpenos, sesquiterpenos e cetonas sesquiterpénicas como
constituintes majoritarios do OECA, a dose segura € inferior a 2.000 mg/kg administrada via
oral, apresentou atividade antinociceptiva aumentando o limiar da dor induzida por
substancias quimicas (acido acético e formalina) e estimulo térmico. Também foi obsevado
atividade anti-inflamatéria diminuindo o volume de exsudato no sitio inflamado em
consequéncia da diminuicdo da permeabilidade vascular observado no teste de bolsa de ar e
Azul de Evanz. O efeito anti-inflamatdrio foi observado também na reducdo da migracao de
leucdcitos no teste de bolsa de ar. A partir dos resultados obtidos, concluimos que o 6leo
essencial de Cyperus articulatus L. var. nodosus, é constituido, principalmente, de
sesquiterpenos e monoterpenos. A dose segura € inferior a 2.000 mg/kg administrada via oral.
O OECA apresenta atividade antinociceptiva aumentando o limiar da dor induzida por
substancias quimicas (acido acético e formalina) e estimulo térmico. Apresentou atividade
anti-inflamatoria diminuindo o volume de exsudato no sitio inflamado em consequéncia da
diminuicdo da permeabilidade vascular observado no teste de bolsa de ar e Azul de Evanz. O
efeito anti-inflamatério foi observado também na diminuicdo de migracdo de leucdcitos no
teste de bolsa de ar.

Palavras chave: Inflamacao, nocicepc¢édo, Cyperus articulatus var. nodosus L. e priprioca.



ABSTRACT

The Cyperus articulatus var. nodosus L. (Priprioca) is a plant found in the Amazon region
due to the biodiversity of plant species in this place and has become important source in the
discovery of new drugs. Phytochemical studies carried out on essential oil have been
identified from terpene compounds. Based on the presence of the compounds present in
Cyperus articulatus var. nodosus L. grows the hypothesis of having anti-inflammatory and
antinociceptive activity. Phytochemical study on essential oil identified the presence of
terpene compounds. Considering the chemical compounds present in the essential oil of
Cyperus articulatus var. nodosus (OECA) and ethnopharmacological application, the
objective of the research was to evaluate the anti-inflammatory and antinociceptive activity of
the essential oil of Cyperus articulatus var. nodosus in experimental models of inflammation
and nociception in rats and mice. The botanical material was provided by the Research and
Development Laboratory of bioactive natural products of UFOPA, which was collected in
Tabocal region in the municipality of Santarém-PA, identified by Dr. Antdnio Elielson Sousa
da Rocha. The chemical characterization of the sample was carried out at the
multidisciplinary center for chemical, biological and agricultural research of UNICAMP-SP.
The assessment of acute oral toxicity was assessed according to OECD protocol 423/2001.
The antinociceptive activity has followed the protocols of the Hot Plate, Abdominal
Contortion and Formalin tests. The anti-inflammatory activity was evaluated with the Airbag
and Evanz Blue tests. The chemical composition analysis indicated the presence of
monoterpenes, sesquiterpenes and sesquiterpene ketones as major constituents of OECA. The
safe dose is less than 2,000 mg / kg administered orally. It presents antinociceptive activity
increasing the pain threshold induced by chemical substances (acetic acid and formalin) and
thermal stimulation. Anti-inflammatory activity is observed, decreasing the exudate volume at
the inflamed site as a consequence of the decrease in vascular permeability observed in the air
bag and Evanz Blue test. The anti-inflammatory effect was also observed in the reduction of
leukocyte migration in the air bag test. From the results obtained, we conclude that the
essential oil of Cyperus articulatus L. var. nodosus, consists mainly of sesquiterpenes and
monoterpenes. The safe dose is less than 2,000 mg / kg administered orally. OECA has
antinociceptive activity increasing the pain threshold induced by chemical substances (acetic
acid and formalin) and thermal stimulation. It presented anti-inflammatory activity,
decreasing the exudate volume at the inflamed site as a consequence of the decrease in
vascular permeability observed in the air bag and Evanz Blue test. The anti-inflammatory
effect was also observed in the decrease of leukocyte migration in the air bag test.

Key words: Inflammation, nociception, Cyperus articulatus var. nodosus and priprioca.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fisiopatologia do processo inflamatorio

O processo inflamatorio se faz presente no curso de vérias patologias, como as
contusOes, tendinites, infeccbes respiratorias, asma, doencas autoimunes dentre outras
enfermidades. A resposta inflamatdria pode ter acdo restrita a um determinado tecido ou
ocorrer de maneira sistémica. O inicio do processo inflamatério é desencadeado por diferentes
fatores como agentes fisicos (trauma, queimadura, radiacdo), agentes quimicos (substancias
irritantes), ou agentes  biolégicos  (bactérias, fungos, virus e  parasitas)
(CHANDRASEKHARAN; SHAMA-WALIA, 2015; NASCIMENTO et al., 2015).

A primeira caracterizagdo do processo inflamatdrio foi em 30 a.C pelo médico romano
Aulus Cornélius Celsus que descreveu quatro sinais cardinais da inflamacdo: calor, rubor,
edema e a dor. Posteriormente, o pesquisador Claudio Galeno acrescentou a perda de funcéo
aos quatros sinais cardinais descritos inicialmente. A resposta inflamatoria é deflagrada na
perspectiva de eliminarem o agente agressor e reparar o dano tecidual provocado na tentativa
das células de defesa eliminar o causador da injuria. No entanto, quando o sistema
imunoldgico € insuficiente na resposta inflamatdria, a inflamacdo seguira um curso crénico
podendo resultar na perda de funcéo do tecido (SACRAMENTO et al., 2017).

No sistema imunolégico, a resposta inata € a primeira barreira atuante no processo
inflamatdrio, com células que agem no tecido afetado. As primeiras células que atuam no
processo inflamatdrio sdo os macrofagos e as células dendriticas localizados no local da leséo,
as quais fagocitam os microrganismos e restos celulares. Adicionalmente, os macréfagos sdo
importantes células secretoras que liberam uma variedade de mediadores quimicos
(NASCIMENTO et al., 2015). As células envolvidas estdo presentes nos tecidos, como no
caso das células endoteliais, células dendriticas e macrofagos, ou tém acesso ao local da
inflamacédo pela acdo da quimiotaxia que conduz as células da circulagdo, como plaquetas e
leucocitos até o sitio inflamatorio (CARLSEN et al., 2015).

Além dos eventos celulares, ocorrem também as alteracfes vasculares caracterizadas
por vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo local, adicionalmente também se observa um
aumento na permeabilidade vascular, culminando no extravasamento do plasma e células que

saem da corrente sanguinea para atuar no sitio inflamatério (LIU; UZONNA, 2012).A
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vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular com exsudagédo sdo resultado da acéo
de mediadores inflamatérios. Os mediadores inflamatdrios sdo moléculas que agem para
modular toda a resposta inflamatdria (CARLSEN et al., 2015).

O processo inflamatdrio pode ser potencialmente danoso ao organismo quando sua
intensidade ou duracdo ultrapassa 0 necessdrio para conter 0 agente agressor
(ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011). Considerando o dano
causado em consequéncia da resposta inflamatoria, os anti-inflamatdérios agem modulando e
suprimindo a intensidade da resposta inflamatéria para evitar danos teciduais (LIMA,;
VARGAS; POHLIT, 2010).

O processo inflamatério envolve uma cascata de eventos a nivel bioquimico e celular,
incluindo extravasamento de plasma, ativacao de enzimas constitutivas e induziveis, migracdo
de células do sistema imunoldgico, sensibilizacdo e ativacdo de receptores, lise e 0 reparo
tecidual (CARLSEN et al., 2015; FREITAS-SILVA et al., 2014; LIU; UZONNA, 2012). As
lesBes teciduais desencadeiam uma reacdo inflamatdria local, iniciadas e reguladas por
mediadores inflamatdrios, como as aminas (histamina e serotonina), as proteases plasmaticas
(sistema complemento, cininas, bradicininas e calidina, e proteinas fibrinoliticas), derivados
do acido araquiddnico (prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas), citocinas
(interleucinas e fator de necrose tumoral), éxido nitrico (NO), dentre outros (HSU et al., 2017,
NASCIMENTO et al., 2015).

A inflamacéo aguda atua na tentativa de eleminar o agente causador da lesdo e reparar
o tecido lesionado. O que se espera da inflamacdo aguda é a resolu¢do completa com retorno a
homeostase. Uma resposta inflamatéria aguda resulta na eliminacdo do agente infeccioso e o
reparo tecidual mediado por macrofagos residentes e recrutado. Caso a inflamacéo aguda seja
insuficiente para eliminar o agente infeccioso, o processo inflamatdrio persiste e adquire
novas caracteristicas. O infiltrado de neutrofilos é substituido por macréfagos e linfdcitos, se
o efeito combinado dessas células ainda continua insuficiente, um estado inflamatorio cronico
se instala (FREITAS-SILVA et al., 2014).

No processo inflamatério agudo sdo observados algumas alteracdes fisiologicas como
vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo local, aumento da permeabilidade vascular,
infiltracdo de leucdcitos, liberacdo de mediadores pro-inflamatérios e prejuizo tecidual por
atividade de proteases e EROs (HSU et al., 2017).
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A via pré-inflamatéria é mediada por ativacdo de proteinas intracelulares, isso ocorre
quando o sinal extracelular ativa a sinalizacéo intracelular ERK/MAPK-1 (proteina quinase
ativada por mitdgeno). Este processo leva a sintese de mediadores pré inflamatorios, como
interleucina 1 (IL-1), Fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), prostaglandinas tipo 2 (PGE2) e
NO (ABELLA et al., 2017; SACRAMENTO et al., 2017).

As proteinas quinases (PKs) constituem uma familia de enzimas que, através da
fosforilacdo de proteinas substrato, regulam a atividade e a funcdo das mesmas(FREITAS-
SILVA et al., 2014). A fosforilacdo dessas proteinas é responsavel pela regulacdo celular,
assim como a transducdo de sinais na célula. Devido as suas fungdes de extrema importancia,
as PKs tém sido alvos de estudos para o desenvolvimento de novos farmacos que modulem
suas funcdes (Figura 1) (WIEGMAN et al., 2015).

Figura 1: Via de ativagdo do NF-kB na resposta inflamatoria.
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(@) Os PAMPs e DAMPs sdo patogenos, injuria tecidual e particulas estranhas que induzem o processo
inflamatério. (b) sdo os receptores de reconhecimento de PAMPs e DAMPs. (c) a sensibilizagdo do receptor de
reconhecimento ativa a via do fator de transcricdo (NF-kB), no qual ocorre a fosforilagdo do IkB, liberando o
(NF-kB) que transloca-se para 0 nucleo induzindo a transcricdo de genes pré-inflamatérios. (d) transcricdo de
genes pré-inflamatérios. Fonte: Adaptado de (ASHLEY ., et al 2012)

O conhecimento sobre mecanismos do processo inflamatério nos mostra a

possibilidade de avaliar a evolugdo, bem como, reconhecer o mecanismo de acdo dos
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farmacos com efeito anti-inflamatdério (NASCIMENTO et al., 2015). Atualmente existem
muitas doengas que envolvem a inflamacdo, estas representam uma grande carga de
mortalidade da populacédo brasileira (DEWANJEE; DUA; SAHU, 2013; DUNCAN et al.,
2012). A resposta inflamatoria € um componente fisiopatolégico que contribui para a
instauracdo de muitas doencas e distirbios metabolicos (HEADLAND; NORLING, 2015).

A inflamac&o é um processo mediado pela liberacdo de muitas substancias conhecidas
como mediadores inflamatdrios, diversos mediadores quimicos sdo produzidos por diferentes
tipos de celulares como os leucdcitos, plaquetas, células endoteliais e neur6nios. Dentre 0s
mediadores encontra-se a bradicinina, serotonina, prostraglandinas, leucotrienos, adenosina,

histamina, neuropeptidios como a substancia P, citocinas, dentre outros (ALLER et al., 2006).

1.1.1 Mediadores inflamatorios

1.1.1.1 Histamina

A histamina faz parte do grupo das aminasvasoativas, formado pela histidina
descarboxilase, encontrado em mastocitos, basofilo e neurénios em forma de granulos
intracelulares (THURMOND et al., 2017). A histamina é liberada pelos mastocitos por
exocitose em reacdes inflamatoria ou alérgica, age nos receptores H1 nos masculos lisos
provocando a contracdo nas células endoteliais permitindo o afastamento entre as células para
0 extravasamento de plasma e proteinas, caracterizando a formacao do edema (THURMOND
et al., 2017). A histamina também sensibiliza as fibras nervosas resultando no aparecimento
de dor no local da inflamacdo (HALLIWILL et al., 2013).

1.1.1.2 Citocinas

Durante o processo inflamatdrio as citocinas sdo liberadas com objetivo de regular a
acao das células envolvidas na resposta inflamatéria. O TNF-a e IL-1p séo citocinas liberadas
por macrofagos ativados. Apos sua liberacdo as citocinas atuam favorecendo a aderéncia dos
leucdcitos ao endotélio aumenta a sintese de prostaciclina e desencadeiam uma cascata de
citocinas secundarias, dentre outras a¢des. Enquanto as citocinas secundarias, como as
quimiocinas, atraem as células inflamatérias para o local da lesdo (NASCIMENTO et al.,
2015).
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As citocinas sdo proteinas que atuam de maneira parécrina para regular a as atividades
dos leucécitos. Como exemplo, temos as interleucinas, o0 TNF-a, fatores de crescimento
hematopoiéticos, o fator de estimulacdo de coldnias de granulécitos-monocitos (GM-CSF) e o
fator de estimulacdo de coldnias granulociticas (G-CSF). As quimiocinas constituem um
subgrupo especifico que promovem o recrutamento das células inflamatérias para o local de
inflamacdo (ANTONISAMY; DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2011; FREITAS-
SILVA et al., 2014). Durante o processo inflamatério agudo, a superproducdo de TNF-a ¢
fundamental para a inducéo de genes inflamatdrios e ao recrutamento e ativacao de células do
sistema imunoldgico do hospedeiro (Figura 2) (NASCIMENTO et al., 2015).

Figura 2: Migragdo de Leucdcitos—as fases de rolamento, adesdo, transmigragao e migracao.
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Fonte: Adaptado de Kolaczkowska e Kubes, (2013).

1.1.1.3 Eicosanoides

Os eicosanoides reinem uma familia de compostos com 20 atomos de carbono com o
oxigénio presente em sua estrutura e que tem como substrato para sua sintese os acidos
dihomo-y-linolénico, araquidbnico e eicosapentaenoico (MOREIRA; CURI; MANCINI-
FILHO, 2002). Esses acidos sdo acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (TEIXEIRA,
2010), por isso que Andrade e Carmo (2006), conceituaram 0s eicosanoides como

correspondentes a metabolitos oxigenados dos acidos graxos essenciais.

De acordo com Muri e colaboradores (2009) os eicosanoides representam os principais
mediadores do processo inflamatério derivados principalmente do Acido Araquidénico (AA)
liberado dos fosfolipidios de membranas celulares pela acdo da enzima fosfolipase AZ2.
Fatores como 0 TNF- a ¢ IFN-y s3o capazes de ativar a enzima fosfolipase A2 que degradara
os fosfolipidios de membrana e originara o AA no qual é metabolizado pela cicloxigenaseou
pela lipoxigenase. O AA ao ser metabolizado pela ciclooxigenas e forma os prostandides:
prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs) e prostaciclinas (PCl) (ANDRADE; CARMO,
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2006; BANDEIRA-MELO et al.,, 2017). Quando metabolizado pela lipoxigenase (LOX)
forma os Leucotrienos (ABELLA et al., 2017; DVASH et al., 2015).

As cicloxigenases sdo enzimas importantes na fisiologia do organismo humano, esta
presente no organismo duas isoformas (COX -1) e a (COX - 2) (ABELLA et al., 2017,
DVASH et al.,, 2015). Embora ja haja relatos de uma terceira isoforma, a (COX - 3)
denominada de ciclooxigenase central e descrita como uma variante da COX — 1 (TEIXEIRA,
2010).Segundo Brune e Hinz(2004) a COX-1 e a COX-2 tém aproximadamente 60% de
homologia genética e seus genes estdo localizados nos cromossomos 9 e 1.
Aprimeiraisoforma, a COX-1, esta presente em grande parte dos tecidos, vasos sanguineos,
plaquetas, estbmago, intestino e rins, portanto faz parte da fisiologia normal do corpo e por
isso é considerada uma enzima constitutiva (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009). Os
produtos catalisados pela COX-1 estdo envolvidos na protecdo gastrica, agregacdo plaquetéria,
homeostase vascular e manutencdo do fluxo sanguineo renal (ABELLA et al., 2017; DVASH
et al., 2015). A segunda isoforma, a COX-2, ndo faz parte da fisiologia norma do corpo, sua
producdo esta relacionada a injuria tecidual e induzida pelas citocinas IL-1pB, IL-2 e TNF-a e
por outros mediadores como os fatores de crescimento e as endotoxinas, por tanto denomina-
se de COX indutiva (SEVINSKY; STEWART; HARIRFOROOSH, 2017). A acdo da
ciclooxigenase difere de acordo com as células onde estdo presentes. Nas plaquetas havera a
sintese de tromboxano A2, no endotélio vascular resulta na sintese da glicolipideo fendlico —
2 (PGI2), nos macrdfagos a formacdo de PGE:2 e nos mastocitos de prostaglandina D2 (PGDy)
(VARAS-LORENZO et al., 2013).

A lipoxigenase é designada de acordo com a insercdo da molécula de oxigénio no
acido araquidénico, sendo as 3 principais: 5-LOX, 12-LOX e 15-LOX. O produto da reacédo
dessa enzima sdo os acidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE) que podem ser reduzidos
a acido hidroxieicosatetraenoicos (HETE). A enzima 5-LOX forma o 5-HPETE que é o
precursor direto LTA4, o qual € o precursor de todos os leucotrienos bioativos potentes
(NAKAMURA,; SHIMIZU, 2011).

1.1.1.4 Prostaglandinas

As prostaglandinas desempenham papéis fisiopatoldégicos como o eritema e aumento

do fluxo sanguineo local, hiperalgesia, elevacdo da temperatura corporea no hipotalamo
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através de citocinas (RAMANAN et al., 2017). Existem vérios subtipos de prostaglandina que
desempenham vaérias fungdes, por exemplo, a prostaglandina E (PGE) tem sido amplamente

investigada, por conta do seu papel como imunomoduladora (ANDRADE; CARMO, 2006).

Segundo Brune e Hinz (2004), as prostaglandinas (PGs) I e E> tem efeito
vasodilatadores prolongados e potencializam a permeabilidade vascular iniciada pela
histamina e bradicinina. No sistema renal, essas duas prostaglandina sdo importantes para
manter o fluxo sanguineo e manter a homeostase (ALENCAR; ROCHA; PINHEIRO, 2005).
Ramanan e colaboradores (2017) sugerem que além das PGl e PGE», a PGD, também age em
sinergismo com a histamina e a bradicinina para alcancar o efeito de vasodilatacdo intrinseca
e assim contribuir para a formacdo do eritema e aumento do fluxo sanguineo nas areas

inflamadas.

O eicosantide de predominancia no processo inflamatorio é a PGE2, a qual tem
importancia por sua acao pirogénica e no aumento da sensibilidade a dor. Nas regides de
inflamacdo aguda, estas prostaglandinas sdo produzidas pelos tecidos e vasos sanguineos
locais enquanto que os mastdcitos liberam PGD2e o tromboxano Az. E na inflamagéo cronica
macréfagos liberam também a PGD, e o tromboxano A: (SEVINSKY; STEWART;
HARIRFOROOSH, 2017).

1.1.1.5 Tromboxanos

As plaquetas possuem a enzima tromboxanosintase que sintetiza o seu principal
produto eicosanodide, o Tromboxano A2. Este € um potente vasoconstritor e promotor da
agregacao plaguetaria. Como o endotélio ndo tem a enzima tromboxanosintase, ele expressa a
prostaciclinasintase e produz a PGly, que € o principal eicosandide do endotélio vascular. A
PGI, atua como vasodilatador e inibidor da agregacéo plaquetaria. Nessa perspectiva a PGl é
um antagonista fisiolégico do tromboxano A2. Qualquer desequilibrio entre as duas
moléculas pode acarretar hipertensdo, isquemia, trombose, coagulopatia, infarto do miocéardio
e acidente vascular cerebral (SEVINSKY; STEWART; HARIRFOROOSH, 2017). O
mecanismo de acdo dos farmacos AINEs estd baseado na inibicdo das enzimas
ciclooxigenases, com consequente diminui¢do da producgéo de prostaglandinas, combatendo,
assim, a inflamacdo, a dor e a febre. Existem substancias que sdo seletivas para a COX-1 ou

para a COX-2. A acdo sobre a enzima constitutiva acarretard na inibicdo da formacdo de
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tromboxanos e também no aumento do risco de sangramento e de danos no trato
gastrointestinal (CARLSEN et al., 2015; LI1U; UZONNA, 2012).

1.1.1.6 Leucotrienos

Os leucotrienos, assim como as PGs, tém agéo vasodilatadora e edematogénica. Com
excecdo do scisteinil-leucotrienos, LTC4, D4 e E4, que causam intensa vasoconstricdo. S&o
produtos derivados da acao das lipoxigenases que catalisam a insercao do oxigénio no &cido
araquidénico e localizam-se no citosol das células nos pulmdes, plaquetas, mastécitos e
leucdcitos. Quando a célula é ativada, a enzima 5-lipoxigenase vai para a membrana celular se

associar a “proteina de ativacdo da 5-lipoxigenase” (SINGH et al., 2010).

A sintese dos leucotrienos comeca quando forma-se LTA4, que serd convertido em
LTB4 ou LTC4. A sintese de LTB4 ocorre nos neutrofilos e nos eritrdcitos e atua ao se ligar
em um dos receptores BLT1 ou BLT2. A ligacdo ao BLTL1, que € expresso em tecidos de
defesa do hospedeiro, leva a quimiotaxia dos neutrofilos, agregacdo e migracdo através do
endotélio, dentre outras. O LTB4 também regula a funcdo lisossémica e a producdo de
radicais livres dos neutrofilos, aumenta a producdo de citocinas e potencializa as acfes das
células natural killer (NK). O receptor BLT2 ainda é desconhecido sua fisiologia (CARLSEN
etal., 2015; FREITAS-SILVA et al., 2014; LIU; UZONNA, 2012).

A sintese do receptor LTC4 ocorre nos mastocitos, eosindfilos, basofilos e
macrofagos, e representam os cisteinil-leucotrienos. Esses, causam vasoconstricdo,
broncoespasmo e aumento da permeabilidade vascular ao se ligarem aos receptores CysLT1.
Também, sdo responsaveis pela atividade a estimulos e contracdo das vias aéreas e do
endotélio vascular que ocorrem nos processos alérgicos e asmaticos (CARLSEN et al., 2015;
TREHANPATI; VYAS, 2017).

1.1.1.7 Oxido nitrico

O o6xido nitrico, produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, possui potente acdo vasodilatadora, o que leva a um aumento da permeabilidade
vascular. Além disso, regula o recrutamento de leucdcitos e exerce agdo citotoxica contra
microrganismos (BRABCOVA; L. KOLESAR, E. THORBURN, 2014; SACRAMENTO et
al., 2017).
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O oOxido nitrico pode ser produzido fisiologicamente pelo 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e pelo 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS) a qual servira como molécula
mensageira no sistema cardiovascular e nervoso, respectivamente. No processo inflamatorio,
é produzido pela éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), a partir do oxigénio molecular e da
L-arginina (NASCIMENTO et al., 2015). O NO esta relacionado com a regulacdo da
permeabilidade vascular e da morte celular durante o processo inflamatério (SACRAMENTO
et al., 2017), atua como um importante mediador da inflamacao (HSU et al., 2017), dado que
apos a sua formacdo ocorre dilatacdo dos vasos sanguineos e aumento do volume de exsudato
(BRABCOVA; L. KOLESAR, E. THORBURN, 2014).

A enzima iNOS esta relacionada com processos inflamatérios. Todas as células
inflamatorias expressam essa enzima em resposta as citocinas, como IFN-y. O NO possui
fungdes pré-inflamatorias, o qual induz a vasodilatagdo, aumenta a permeabilidade vascular,
atua na producdo de prostaglandinas e apresenta funcGes citotoxicas que atacam 0s
microrganismos(HSU et al., 2017). O NO resultante da ativacdo da i-NOS possui acao
citotoxica e citostatica, promovendo a destruicdo de microrganismos, parasitas e células
tumorais. (SANT’ANA DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Adicionalmente, pode atuar
ligando-se a enzimas envolvidas na respiracao celular, impedindo o funcionamento adequado
(HSU et al., 2017; SACRAMENTO et al., 2017).

Segundo Nascimento et al., (2015) a sintese do NO é um dos principais processos de
ativacdo de macréfagos sendo de extrema importancia para o controle de diversos processos
fisiopatoldgicos incluindo a destruicdo de microrganismos infecciosos. O IFN-y e
Lipopolissacarideos (LPS) bacterianos sdo alguns dos principais ativadores de macréfagos e
indutores de NO (ALLEY; MURPHY; RUSSELL, 1995).

1.2 Nocicepgao e dor

A associacdo internacional para o estudo da dor (IASP) no ano de 2007 se reuniu em
Kyoto para definir um conceito de dor, definindo a dor como: “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada a uma lesdo tecidual, real ou potencial, ou descrita em
termos de tal lesao”. Contudo, a IASP modificou este conceito e passou a defini-la como

“uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a uma lesdo tissular, potencial
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ou real, ou mesmo a nenhuma leséo”, embora, ainda assim, descrita com termos sugestivos de

que o dano tecidual tivesse de fato ocorrido (IASP, 2010).

A dor é uma sensacdo subjetiva onde cada individuo aprende a aplicacdo do termo
através de experiéncias relacionadas com lesbes no inicio da vida (LOESER; TREEDE,
2008). Quanto que a nocicepcdo ou sensacdo nociceptiva, segundo Teixeira(2010) “resulta da
ativacdo de determinadas subpopulacfes de neurdnios sensoriais primarios, que transmitem a
informacdo nociceptiva para a medula espinhal, de onde é retransmitida para niveis supra
espinhais. A nocicepcao € a percepcao corporal da dor, termo fisiol6gico usado para descrever
o0 processo neural de codificacdo e processamento de estimulos nocivos (LOESER; TREEDE,
2008).

Em 1906 foi introduzido na comunidade cientifica o termo nocicep¢do com objetivo
de diferenciar a percepcdo de estimulos nocivos da sensacdo de dor. Nessa perspectiva, a
nocicepc¢do consiste na recepcdo e decodificagdo do estimulo nocivo através do componente
do sistema nervoso chamado de nociceptores. Morfologicamente 0s nociceptores sé&o
terminagdes nervosas livres associadas a fibras aferentes primérias com caracteristicas
distintas, como limiares de ativacdo e sensibilidade, quando comparada a outras estruturas
nervosas sensoriais (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; LOESER; TREEDE,
2008). Os neurdnios que participam do circuito nociceptivo sdo classificados como sensoriais
e motores. Os neurdnios sensoriais recebem o estimulo e enviam ao sistema nervoso central,
enquanto os neurbnios motores sdo responsaveis por receber os sinais produzidos no cértex

ou medula e provocar uma resposta ao estimulo inicial (YAM, et al., 2018).

De acordo com Stanfield (2013), alguns fatores importantes podem gerar a dor, como
excesso de estimulos nociceptivos, diminuicdo do limiar de disparo sensitivo ou ainda pela
hipoatividade do sistema supressor. Seguindo a fisiologia normal da dor, 0 nervo aferente do
sistema nervoso periférico (SNP) recebe o estimulo sensorial e transmite para o sistema
nervoso central (SNC), onde sera decodificado e interpretado o sinal. A nocicep¢do pode ser

modulada por mecanismos que podem sensibilizar ou suprimir a percepcao do estimulo.

A sensacdo de dor e explicada por trés mecanismos interligados (transducéo,
transmissdo e modulacdo). No processo de transducgdo ocorre a ativagcdo dos nociceptores por

estimulos nocivos seja ele (mecéanico, térmico ou quimico), que dard origem a um potencial
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de agdo. 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 modulacdo da informacdo, que pode ativar vias responsaveis pela
supressdo da dor (Figura 3) (MESSLINGER, 1997; PORTO, 2004).

Figura 3: Circuito do processo nociceptivo
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A imagem do lado esquerdo ilustra a transmissao sinaptica que ocorre durante a transmissao do impulso nervoso.

Enquanto a imagem do lado direito demonstra o circuito nociceptivo (transducéo, transmissdo e modulacéo).
Fonte: Adaptado de (YAM, et al., 2018).

Transducéo da dor

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 vibragcdo), os termorreceptores que

detectam (temperatura de calor e frio da pele), e 0s nociceptores para detectar estimulos
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nocivos aos tecidos (MUIR; HUBBELL; DE MELLO, 2001).

1.2.1 Transmissao da dor

O estimulo ativard os nociceptores para dar inicio ao potencial de acdo 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 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 mecanica é realizada através
das fibras C e Ad. Existe uma diferenga entre as duas fibras em relag@o a sua composi¢ao por
bainha de mielina, a fibra C ndo é mielinizada e conduz o estimulo em menor velocidade.
Enquanto a fibra A3 é pouco mielinizada, conduzindo o impulso nervoso em maior
velocidade. A fibra AP também conduz estimulos, porém sao estimulos in6cuos aplicados na
pele, musculos e articulacBes, apresentam elevada mielinizacédo e alto calibre. Na auséncia de
danos teciduais ou nervosos, as fibras AP transmitem informagdo referente a estimulos
indcuos, como tato, vibracdo e pressdo. A dor rapida, fina e localizada ativa as fibras AJ,
enquanto a dor difusa e persistente ativa as fibras C (Figura4) (WOOLF; SALTER, 2000).

Figura 4: Tipos de fibras nervosas responsaveis pela transmissdo de estimulos.
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Diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios, responsaveis pela conducdo do sinal nociceptivo da periferia
ao SNC. Fonte: Adaptado de (TSUDA, 2016).
Tabela 1: tipos de fibras e suas propriedades na condugao do estimulo nociceptivo

Tipos de fibras AP Ad C
Mielinizagéo Muita Pouca Ausente
Velocidade de conducdo (m/s) 30-100 1,2-30 05-2
Temperatura N4o reconhece >53°C >43°C
Tipo de sinal Propriocepcdo (toque leve)  Térmico, mecanico e Térmico, mecanico

guimico. e quimico.
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O estimulo é conduzido até o sistema nervoso central através de neurdnios aferentes
que sdo os nociceptores. Os neurdnios encontrados no sistema nervoso periférico responsavel
pela percepcdo do estimulo sdo chamados de neurdnio de primeira ordem. O neurénio de
primeira ordem se comunica com neurénio de segunda ordem no SNC através de sinapse. No
tdlamo os neur6nios de segunda ordem estabelecem sinapses com 0s neurdnios de terceira
ordem, no qual é responsavel por transmitir informagdes ao cortex cerebral, onde ocorre a
percepcao sensorial (PISERA, 2005).

1.2.2 Modulagéo da dor

O mecanismo da dor envolve na parte final, apds a transducdo e transmissdo, 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 supressdo da dor decorreria da inibi¢ao pré-
sinaptica na medula espinhal resultante da colisdo entre potenciais dos aferentes primarios e
os antidromicos originados na substancia gelatinosa do corno posterior da medula espinhal
(substancia cinzenta da medula espinhal)”. Teixeira (2010)afirma que: “os sinais dolorosos
gue chegam ao corno dorsal da medula ativam interneurdnios inibitérios locais, os quais
formam sinapses reciprocas com os neurdnios aferentes primarios e, em certos casos, com 0s
neurbnios ascendentes secundarios, criando uma espécie de feedback inibitério”. De acordo
com Driessen(2007), existem vérios mediadores na modulacdo da dor, a exemplo 0s
neuropeptidios opioides, que atuam em receptores | ¢ k, neurotransmissores adrenérgicos e

em receptores o 2, serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA), glicina e estrogénio.

1.2.3 Mediadores da dor

Os mediadores pré-inflamatorios interagem com seus receptores presentes em
nociceptores, induzindo tanto a sensibilizacdo, quanto a ativacdo destes neur6nios. Os
mediadores quimicos como o glutamato, serotonina, ATP, prétons, adenosina, e outros,
liberados durante uma lesdo tecidual, atuam em canais i6nicos no interior da ceélula,
resultando na deflagracdo do potencial de acdo (JULIUS; BASBAUM, 2001). Alguns
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mediadores como a bradicinina, substancia P e as prostaglandinas, ndo atuam em canais
ibnicos, atua em receptores acoplados a proteina G (LEVITAN, 1994).A Prostaglandina € o
principal prostanoides envolvida na modulacdo da dor uma vez que cursa com eventos
vasculares e celulares resultando na génese dos sinais classicos da inflamagcdo (ALENCAR;
ROCHA; PINHEIRO, 2005).

Os mediadores hipotaldamicos, na sua maioria, como a somatotastina, a vasopressina-
arginina e o hormdnio estimulante de melandcitos (MSH) agem de forma inibitdria sobre a
resposta febril, por isso é denominado de verdadeiros criégenos enddgenos (VOLTARELLI,
1994). Contudo em lesBes tissulares esses mediadores quimicos catalisam a transmisséo
dolorosa que resulta em hiperalgesia (MURI; SPOSITO; METSAVAHT, 2009).

1.3 Plantas medicinais

As plantas podem ser encontradas em todos os habitats do nosso planeta, no entanto, é
nos paises com clima tropical que existe maior variedade delas. As preparacfes a base destes
produtos sdo bastante conhecidas popularmente em paises em desenvolvimento,
principalmente pelo aspecto cultural do uso e pela crenca no poder medicinal (SCHULZ et al.,
2013). Os medicamentos oriundos de substancias naturais sdo capazes de tratar cerca de 80%
das enfermidades que acometem a humanidade. Apresentando varias atividades
farmacoldgicas como antimicrobianos, anticoagulantes, antiparasitarias, imunossupressores
dentre outros (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

A medicina tradicional é uma préatica cultural, caracterizada pelo uso de plantas
medicinais para fins de profilaxia e tratamento de vérias doengas. As plantas medicinais
representam uma opcdo terapéutica da populagdo sem necessariamente substituir os
medicamentos ja comercializados. Constituindo uma fonte promissora para descoberta de
novos medicamentos (DE LA CRUZ et al., 2014). Para ser considerada planta medicinal pela
populacéo, as plantas precisam ser eficazes na prevencéo e/ou tratamento de doencas (COAN;
MATIAS, 2013).

Segundo Pinto (2008) o poder curativo das plantas tem sido gradativamente

comprovado em estudos cientificos e levado a profissionais da saide a recomenda-las como
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recurso terapéutico, porém, com cautela, haja vista que algumas plantas medicinas também
podem apresentar toxicidade. No conhecimento popular, a planta téxica é diferenciada da

medicinal de acordo com os sintomas que ela produz no organismo (COAN; MATIAS, 2013).

Os compostos derivados de plantas medicinais tém sido empregados com diferentes
finalidades, como nas industrias alimentares, cosmética e farmacéutica (FIGUEIREDO;
BARROSO; PEDRO, 2007). As plantas medicinais aromaticas tém sido utilizadas pela
populcdo para finalidades terapéuticas, trazendo beneficios e resultados no tratamento de
diversas doencas. A atividade farmacoldgica do 6leo essencial extraidos destas plantas
aromaticas deve-se a presenca de terpenos, como 0S monoterpenos e sesquiterpenos que sdo
0s componentes majoritariamente encontrados nestes vegetais (SIMOES; SPITZER, 2004). A
tabela 1 demonstra varios estudos anteriores que comprovam diversas atividades
farmacoldgicas atribuidas aos metabdlitos secundarios terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), presentes em amostras de 6leos essenciais de diferentes espécies vegetais.

Tabela 2: Atividades farmacoldgicas de componentes quimicos presentes em amostras de éleo essencial.

Compostos

Atividade Farmacoldgica

Autores

Monoterpenos hidrocarbonetos

Camphene Anti-inflamatério. Quintans-Janior et al. (2013).
Limonene Estimulante, antiviral, antitumoral, DjilaniandDicko (2012).
descongestionante, antibacteriana,
hepatoprotetora, antisséptica.
p-Cymene Anti-inflamatério Quintans-Janior et al. (2013).
a-Pinene Antimicrobiano, anti-inflamatério Silvaetal.(2012).
B-Pinene Antimicrobiano Silva et al. (2012).

Monoterpenos oxigenados

1,8-Cineole Anti-inflamatorio, analgésico, citotoxico, Santos and Rao (2000),
antiexudante. Asanova et al. (2003).
a-Terpineol Anti-hipnociceptivo, anti-inflamatorio. Oliveira et al. (2012).
Myrtenol Inibicdo da dor Kaufmann et al. (2011).
Thymol Antioxidante, anti-inflamatdrio, cicatrizante.  Riella et al. (2012), Javan and

Monoterpeno aldeidos

Myrtenal

Antioxidante, antiapoptotico

Sesquiterpenos oxigenados

a-Cadinol

Atividade antitermética, atividade inseticida

Javan (2014).

Babu et al. (2012).

Leandro et al. (2012).
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contra larvas do mosquito da febre amarela.
a-Cyperone Antiagregante plaguetério, antiinflamatério.  Jung et al. (2013).
Mustakone Anti-plasmodial. Rukunga et al. (2008).

Oxido de cariofileno  Atividades antifingicas, anti-inflamatorias, Ghannadi et al. (2012).
anticarcinogénicas e estimulantes da pele.

Eugenol Antioxidante, anti-inflamatorio e Pramod et al. (2010).
cardioprotetor.

Sesquiterpenos hidrocarbonetos

a-Copaene Citotdxico, citogenético Turkez et al. (2014).

B-Elemene Antitumor, anti-aterosclerose, anti-restenose.  Dong et al. (2013).

-Caryophyllene Antiinflamatorio, indutor de apoptose. Amiel et al. (2012), Sain et al.
(2014).

O uso de plantas medicinais tem uma tradicdo passada de geracdo a geracdo com o
seguinte dizer “tudo que ¢ natural ndo faz mal” sustentando uma crenga de que o uso de
plantas medicinais € isento de efeitos toxicos, o que ndo é verdade, pois estudos mostram que
mesmo as substancias provenientes de plantas ndo sdo desprovidas de toxicidade. Neste
sentido, o teste de toxicidade € um passo essencial para garantir que a administracdo de
substancias derivadas de plantas medicinais ocorra sem riscos a salde (CAMURCA-
VASCONCELDOS et al., 2005).

De acordo com a FDA (2002), a avaliacdo de toxicidade torna-se necessario e
importante para qualquer estudo que busca um novo produto com finalidade terapéutica. A
avaliacdo da toxicidade tem como objetivo classificar as substancias quanto a sua capacidade
de interferir na homeostasia e causar danos ao organismo vivo. O protocolo desenvolvido pela
Organizacdo para Cooperacdo Econémica e Desenvolvimento (Organization for Economic
Cooperationand Development — OECD) é um instrumento amplamente usado na avaliacdo da
toxicidade aguda (SPINDLER; SJOBERG; KNUDSEN, 2000).

1.3.1 Familia Cyperaceae

Sdo ervas anuais ou perenes, glabas ou pilosas, que possuem talos eretos e

ascendentes, frequentemente trigonos, sélidos. E uma familia cosmopolita com cerca de 9
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géneros e 4.000 espécies, das quais 845 ocorrem nos neotropicos, em solos Umidos
(DAVIDSE; SOUZA; CHATER, 1995).

De acordo Bumet al., (2003) na identificacdo da Cyperaceae se faz necessario observar
algumas caracteristicas morfolégicos como: rizomas, caules, folhas, inflorescéncia,
espiguetas, flores, frutos e sementes. Muitas espécies de Cyperaceae apresentam rizomas
seriados, cespitosos ou estoloniferos, os quais podem terminar em tubérculos ou, mais
raramente, formar rosarios de tubérculos. O género Cyperus possui aproximadamente 550
espécies cosmopolitas, distribuidas nos trépicos e subtrépicos (DAVIDSE; SOUZA,
CHATER, 1995).

A Cyperus articulatus var. nodosus L. conhecida como priprioca é nativa do
continente americano, encontrada no sudeste dos Estados Unidos, na América Central, indias
Ocidentais, Caribe e na América do Sul. No Brasil é encontrada nas faixas litoraneas dos
estados do norte e nordeste. Tem preferéncia por locais Umidos ou alagados com solos
arenosos, tolera condicdes de elevada salinidade, como a beira-mar (DAVIDSE; SOUZA,
CHATER, 1995). Na regido norte, no estado do Para foram encontradas espécies de Cyperus
articulatus L, Cyperus articulatus var. nodosus L.e Cyperus prolixus (CASTELLANI et al.,
2011).

1.3.1.1 Cyperus articulatus var. nodosus L.

Esta espécie é conhecida popularmente como Priprioca, esse nome tem sua origem de
uma lenda indigena. Diz a lenda, que um guerreiro chamado Piripiri exalava um cheiro
irresistivel para as mulheres da comunidade. Quando as mulheres tentavam se aproximar, ele
sempre se desfazia em fumaca. O pajé da comunidade aconselhou entdo a tentar segui-lo, elas
amarraram 0s pés do guerreiro com o0s proprios cabelos, mas foi indtil. Pela manha ele havia
desaparecido de vez. No local onde ele dormia, surgiu uma planta cujas raizes exalavam o

mesmao cheiro de Piripiri. Priprioca se refere entdo a “Casa de Piripiri” (SILVA et al., 2008).

E caracterizada como uma espécie de capim alto, com flores mildas em sua
extremidade (Figura 5). Os talos de capim alto escondem sob a terra raizes de fragréncia

incomum na forma de pequenos tubérculos que, quando cortados, exalam um perfume fresco,
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amadeirado e picante (Figura 6). No Brasil, sobretudo no estado do Para séo conhecidas como
priprioca trés espécies pertencentes a familia Cyperaceae: A priprioca Cyperus articulatus
var. nodosus L., a priprioquinha CyperusarticulatusL. var. articulatus e o Pripriocdo Cyperus
prolixus (CASTELLANI et al., 2011; ZOGHBI et al., 2006).

Figura 5: Plantio de Priprioca.
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Autor: Jander Lopes, 2019.

Figura 6: Rizomas da Priprigca.

Autor: Jander Lopes, 2019.

A planta foi preservada pelas populacbes caboclas que, durante os séculos de
colonizacdo portuguesa, foram substituindo as tribos que ocupavam a bacia amazonica
(ZOGHBI et al., 2006). O plantio da priprioca é tradicionalmente realizado em areas de
gueimada de mata secundaria, onde ha cinzas, e em consércio com a mandioca, sua
propagacdo se da por meio de rizomas delgados, apesar de se reproduzir por sementes, esta
pratica é pouco recomendada. Os tubérculos sdo brancos e suculentos, variando de marrom a
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preto além de tornarem-se fibrosos com a idade; os colmos sdo eretos, lisos continuos e
triangulares na segdo transversal, apresentando geralmente 30 a 40 cm de altura.
Ocasionalmente alcancam 70 cm de altura e muitos sdo encontrados até com 1m de altura em
solos férteis e umidos (BUM et al., 2003).

Baseado em estudos etnobotanicos, surgiu o interesse de pesquisar a Cyperus
articulatus var. nodosus L. tais estudos apontam o uso desta espécie como anti-inflamatorio,
sedativo e anticonvulsivo (CASTELLANI et al., 2011; ZOGHBI et al., 2006). Muito utilizada
também como contraceptiva, analgésica e tratamento de diarreias (BUM et al., 2003;
FORERO-DORIA et al., 2014; RAKOTONIRINA et al., 2001). Na literatura, até 0 momento,
ndo foram encontrados estudos relacionados a possivel atividade anti-inflamatoria e
antinociceptiva da Cyperus articulatus var. nodosus, a (tabela 3) traz algumas atividades

farmacoldgica ja estudadas da espécie Cyperus articulatus.

Tabela 3: Atividades farmacol6gicas da Cyperus articulatus

Atividade Referéncias
Sedativas (RAKOTONIRINA et al., 2001)
Antioxidante (AZZAZ et al., 2014)
Antibacteriana (MONGELLI et al., 1994)(OLADOSU et al., 2011; AZZAZ et al., 2014)
Anticonvulsivante (BUM et al., 2001; BUM et al., 2003)
Antiplasmodica (RUKUNGA et al., 2008)

Antifangica (DUARTE et al., 2005)
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2 JUSTIFICATIVA

As plantas medicinais sdo importantes fontes de moléculas com atividades
terapéuticas. O Brasil é conhecido mundialmente por apresentar uma flora bastante
diversificada. Dentre as espécies de interesse da regido, encontra-se a Cyperus articulatus var.
nodosus L., pertencente a familia Cyperacea, conhecida no estado do Par4 como priprioca,
cuja utilizacdo mais conhecida é a producdo de seu 0leo essencial, largamente empregado pela

industria cosmética.

Com base em informacBes etnofarmacoldgicas, o Oleo essencial da Cyperus
articulatus var. nodosusL. € bastante utilizado em doencas inflamatdrias, fato que despertou o
interesse em estudar as propriedades anti-inflamatéria e antinociceptiva desta espécie. H& o
interesse na pesquisa de O6leos essenciais pelo fato de varios estudos ja comprovarem
propriedades  farmacologicas como  sedativos, antiplasmodica, anti-inflamatoria,

antimicrobianos, antidiarreico e outras.

Considerando a grande quantidade de doencas que cursam com sintomas de
inflamacdo e dor. Os AINEs inibe a sintese de prostaglandinas mediante a inativacdo das
isoenzimas COX-1 (fisiologica) e COX-2 (induzivel). Contudo, a inibicdo destas isoenzimas
provoca sérios efeitos colaterais Ulcera gastrica, nefropatias, hemorragia digestiva,
insuficiéncia cardiaca e outros problemas cardiovasculares. A ANVISA, em 2004, retirou do
mercado 0 medicamento Vioxx®, inibidor de COX-2, pelo fato de ter provocado sérios
problemas cardiovasculares. A morfina é conhecida por sua eficacia no alivio de dor intensa,
entretanto, a morfina possui alguns efeitos colaterais como a depressdo respiratdria,
constipacdo, constricdo brénquica, hipotensdo, nauseas, vomitos e outros além da tolerancia e
dependéncia fisica. Essas condicdes reforcam a necessidade da pesquisas de hovos compostos
anti-inflamatorio e analgésicos mais seletivos e com menos efeitos colaterais que possam ser

utilizados com melhores alternativas terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

= Avaliar a atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do 6leo essencial de Cyperus
articulatus var. nodosus L. (OECA) em modelos de inflamacao e nocicepgao em ratos

e camundongos.

3.2 Especificos

Caracterizar quimicamente os constituintes do OECA.
= Investigar toxicidade oral aguda em ratos e camundongos.

= Avaliar atividade antinociceptiva do 6leo essencial de Cyperus articulatus var.
nodosus L. (OECA).

= Investigar o mecanismo de acdo farmacoldgico da atividade antinociceptiva do OECA

nos receptores opioides.

= Auvaliar o efeito anti-inflamatério do OECA sobre a permeabilidade vascular e

migracdo de leucaocitos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material botanico

Os rizomas da Cyperus articulatus var. nodosus L. foram coletados em marco (periodo
seco) em uma area de cultivo na regido do Tabocal, BR-163, no municipio de Santarém, Par3,
[(- 54°43°00,10”W ¢ -02°37°41,10”S)]. A espécie foi identificada pelo botanico Dr. Antonio
Elielson Sousa da Rocha. Um exemplar da exsicata foi depositado no herbario do Museu

Paraense Emilio Goeldi localizado em Belém, Par4, sob nimero de registro MG: 207174.

4.2 Extracédo do OECA

O oleo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus L. foi cedido gentilmente pelo
Prof. Lauro E. S. Barata do Laboratorio de Pesquisa & Desenvolvimento de Produtos Naturais
Bioativos, UFOPA, PA, Brasil. Foram coletados 5 kg de rizomas de Cyperus articulatus var.
nodosus L.. Apos a coleta os rizomas foram submetidos a limpeza, secos por um periodo de 3
dias consecutivos e moidos em moinho de facas em ambiente aberto. Apo6s lavagem e
secagem em estufa a 60 °C, o material foi triturado e submetido a destilacdo por arraste a
vapor em uma dorna de 150 L, com uma duragdo de 4 h, e agua como solvente de arraste.
Apbs extracdo o Oleo essencial foi armazenado sob refrigeracdo em frasco ambar para

conservacdo de seus constituintes (SIMOES, 2016).

4.3 Analise cromatografica

A anédlise da composicdo quimica do OECA foi realizada no Centro de Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agrondmicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
com a participacdo da Me. Aline Aparecida Kasper (Laboratério de Pesquisa &
Desenvolvimento de Produtos Naturais Bioativos, UFOPA, PA, Brasil). O equipamento
utilizado foi o cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa Agilent, modelo HP-
6890 equipado com um detector seletivo de massas, com coluna capilar HP-5MS (30m x
0,25mm x 0,25um) nas seguintes condigdes: temperatura do injetor = 220°C, coluna = 60°C,
taxa de aquecimento de 3°C/min até 280°C (20 min) e detetor = 250°C. Foi utilizado hélio
como gas de arraste numa vazdo de 1mL/min. Os espectros de massa obtidos foram
comparados com a biblioteca eletrénica do equipamento (NIST-05) e com a bibliografia
Adams (2007).
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4.4 Animais

Todos os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pela comissao de
ética em uso de animal CEUA/UFOPA sob o protocolo (n° 07004/2013). Foram utilizados
camundongos Swiss de ambos 0s sexos (20 a 35¢) e ratos Wistar de ambos os sexos (150 a
250g). Obtidos do biotério da Universidade Federal do Oeste do Pard - Campus Oriximing,
desde o nascimento. Mantidos no biotério da Universidade federal do Oeste do Pard —
Campus Tapajos, em temperatura de 22+2°C, humidade relativa: 55-65%; ciclo claro-escuro

de 12h, com racao e agua a vontade.

4.5 Drogas e solucbes

Foram utilizadas as seguintes substancias: dexametasona (Sigma Chemical Co),
Oleo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus L., Indometacina (Sigma Chemical Co),
carragenina (Sigma Chemical Co), Acido acético (Merck),EDTA (Labtest), Morfina, Formol
a 2,5%, Tween 80, PBS, NaCl 0,9%, Agua destilada, Azul de Evanz, ketamina e xilazina.

4.6 Planejamento experimental

Os animais receberam tratamento, por via oral, com OECA em trés doses diferentes,
definidas de acordo com o teste de toxicidade oral aguda. Essas doses corresponderam a
1/200, 1/20 e 1/5 da dose maxima (2000 mg/kg) utilizada no teste de toxicidade aguda. Para
efeito comparativo da resposta anti-inflamatoria foi utilizado o farmaco padrdo Dexametasona
(0,6mg/kg), e para a comparacdo do efeito antinociceptivo utilizou-se a Indometacina (5
mg/kg) e a Morfina (10 mg/Kg). O controle negativo foi tratado veiculo (Tween 80 e SF
0,9%). O volume administrado em todos os teste foi 1 ml/100g de peso do animal. Ao término
de cada teste os animais foram eutanasiados por superdosagem de anestésico, colocados em
sacos identificados como risco biologico, congelados e eliminados por uma empresa

especializada.

Em todos os testes os animais foram divididos em cinco grupos (n=5) e tratados como a
sequir:
O grupo 1:Controle negativo, tratado com veiculo e estimulo nociceptivo ou pro-

inflamatorio.
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O grupo 2:Controle positivo, tratado com farmaco padréo e estimulo nociceptivo ou pro-
inflamatorio.

O grupo 3: tratado com OECA (10 mg/kg v.0) e estimulo nociceptivo ou pré-inflamatorio.

O grupo 4: tratado com OECA (100 mg/kg v.0) e estimulo nociceptivo ou pro-inflamatério.

O grupo 5: tratado com OECA (400 mg/kg v.0) e estimulo nociceptivo ou pré-inflamatério.

4.7 Toxicidade oral aguda

No estudo da toxicidade oral aguda seguiu-se o protocolo OECD (2001) Guideline for
Testingof Chemicals 423. O teste foi realizado com ratos e camundongos, no qual se iniciou
com trés ratas fémeas no grupo controle e trés ratas fémeas no grupo OECA (2.000 mg/kg),
escolhidas aleatoriamente. Os animais ficaram em jejum e foram pesados antes de serem

tratados com as substancias, permaneceram sem alimento durante trés horas subsequentes.

Apbs o tratamento, cada animal foi observado quanto ao ganho ou perda de massa
corporea semanalmente e quanto ao surgimento de sinais clinicos de toxicidade oral aguda
(alteracdes de pelos, pele, olhos, mucosas, tremores, convulsdes, salivacdo, diarreia, letargia,
sono, coma e morte) durante as primeiras 24 horas, nos periodos de 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4,
12h e diariamente durante 14 dias apds a administracdo do controle e OECA (2.000 mg/kg)
(Figura 7). O mesmo procedimento foi aplicado para camundongos fémeas, a op¢do por
animais fémeas se justifica ao fato de possuirem sensibilidade igual ou maior aos machos

guando expostas ao contato com substancias quimicas (OECD, 2001).

Figura 7: Fluxograma do teste de toxicidade conforme o protocolo OECD.
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4.8 Avaliacdo da atividade antinociceptiva

4.8.1 Teste de placa quente

O teste seguiu o protocolo descrito por Macdonald et al., (1946). No qual os animais
foram colocados sobre uma placa metélica previamente aquecida na temperatura constate de
(55 £ 1°C). O tempo de laténcia para manifestar sinais de desconforto (lamber as pastas ou
pular) foi mensurado para avaliar o efeito antinociceptivo do OECA. Os camundongos foram
tratados com OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0), Morfina (10 mg/kg i.p) e veiculo. As medidas
de laténcia foram realizadas nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos. O tempo zera
corresponde a 60 minutos apds o tratamento dos animais com o OECA e veiculo, e a 30
minutos apos o tratamento com Morfina. Com objetivo de impedir a leséo tecidual os animais
ndo podem ultrapassar o tempo de 30 segundos na placa aquecida mesmo ndo manifestando
sinais de desconforto.

4.8.2 Teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético seguiu 0 modelo do
protocolo de (Koster et al., 1959). Camundongos foram tratados oralmente com OECA (10,
100 e 400 mg/kg v.0), Indometacina (5 mg/kgv.o) e veiculo. Ap6s 1h, uma solucdo de acido
acetico a 0,6% foi injetada (0,1 mL/10 g de peso animal) na cavidade peritoneal. Dez minutos
depois, os camundongos foram observados, e 0 numero de contor¢des foi registrado durante

20 minutos.

4.8.3 Teste de Formalina

O teste de formalina seguiu o protocolo descrito por Hunskaar; Hole, (1987). Os
camundongos foram tratados oralmente com OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0), Morfina (10
mg/kg i.p.) e veiculo. Apo6s 1h da administracdo do OECA e veiculo, e apds 30 minutos da
Morfina, receberam uma injecdo de 20uL de formalina 2,5% na regido subplantar direita.
Logo apos a injecdo, o tempo em que o0 animal passou lambendo ou mordendo a pata tratada
foi registrado. A observacao e registro da nocicepgdo foram avaliados nos intervalos de 0-5
minutos (12 fase, dor neurogénica) e de 15-30 minutos (22 fase, dor inflamatdria) apds a

injecédo de formalina.
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A naloxona foi usada para avaliar o envolvimento do sistema opioide sobre o efeito
antinociceptiva do OECA. Os camundongos receberam naloxona (5mg/kg i.p.) 20 minutos
antes de receberem o OECA (400 mg/kg v.0.) e Morfina (10 mg/kg i.p.) em ambas as fases do

teste de Formalina.

4.9 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria

49.1 Testede bolsade ar

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada de acordo como protocolo descrito por Tao
et al.,(1999). Inicialmente os ratos foram anestesiados e a regido dorsal intraescapular foi
tricotomizada. Receberam 20 mL de ar estéril subcutdneo na regido tricotomizada para
formagdo da bolsa no dia 0, no 3° dia os ratos receberam mais 10 mL de ar estéril, repetindo
este procedimento também no 6° dia. No 9° dia os animais receberam por via oral o
tratamento com OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0), Dexametasona (0,6 mg/kg) e veiculo. Apés
1h, a inflamagé&o foi induzida pela injegdo de 2 mL de solucdo de carragenina 1% dentro da
bolsa de ar. Decorrido 16h os animais foram eutanasiados com superdose de anestésico, as
bolsas foram lavadas com 1 mL de solucdo tampdo contendo NaCl (130 mM), Na2PO4 (5
mM) e KH2PO4 (1 mM) e heparina (20 1U/mL) diluidos em &gua destilada. O exsudato foi
coletado da bolsa ar com uma pipeta Pasteur estéril, imediatamente apds abertura da bolsa. O
volume foi mensurado pela diferenca do volume total coletado, menos 1 ml de solugéo
tampdo administrado para lavar a bolsa. Para contagem de leucdcitos totais foi usado contador
hematoldgico (Auto Hematology Analyzer BC-2800 VET, henchen Mindray Bio-
Medicalelectronic CO Ltda., Hamburger, Germany).

4.9.2 Teste de azul de Evanz

Este modelo experimental baseia-se no protocolo descrito por Whittle (1964), no qual
induz o processo inflamatorio com a injecdo intraperitoneal de acido acético a 0,6%. O azul
de Evanz, administrado via intravenosa se liga com a albumina plasmatica formando um
complexo corante-albumina que extravasa para o liquido peritoneal em consequéncia do
aumento da permeabilidade vascular provocado pelo processo inflamatério, a quantidade de

corante extravasado € entdo quantificada por métodos colorimétricos.
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Foram utilizados 6 grupos de camundongos (n=5). No qual receberam tratamentos:
G1: Salina, G2: veiculo, G3: Indometacina (10 mg/kg), G4: OECA (10 mg/kg), G5: OECA
(100 mg/kg), G6: OECA (400 mg/kg). Apos 1 hora, os animais receberam acida acético 0,6%
I.p. em volume de 0,1 ml a cada 10g de peso animal. Uma solucéo de azul de Evanz 1% i.v.
em volume de 0,1 ml a cada 10g de peso animal foi injetada 30 minutos antes da
administragdo do &cido acético. Vinte minutos ap6s o tratamento com acido acético 0s
animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical e tiveram posteriormente
0s peritdnios lavados com cinco mL de agua destilada. Em seguida, foram coletados quatro
ml do lavado peritoneal e transferido para um tubo falcon, centrifugado por 10 min a 1.500
r.p.m. e transferidas para placas de 96 pogos para determinar a absorbancia 620 nm, utilizando
o0 espectrofotdbmetro (Microplate Reader, Serial No. N/S20175703).

4.10 Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa Graph Pad Prism 5.0 (Prim software,
Irvine, CA, USA). O resultado foi expresso como a média +/- desvio padrdo. Analise de
variancia (ANOVA two-way) foi aplicada para avaliar a significAncia estatistica das
diferengas entre os grupos de estudo. Um valor de p <0,05 foi considerado como critério para

significancia estatistica.
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5 RESULTADOS
5.1 Composicdo quimica do OECA

O dleo essencial dos rizomas da Cyperus articulatus var. nodosus L. foi obtido por
hidrodestilacdo com rendimento de 0,9%. Na andlise em CG-EM identificou-se 40
componentes (tabela 4) correspondendo a 88,43 % dos constituintes presente no OECA. A
mustacona (10,65%) ¢é o componente majoritario seguida por p-selineno (8,45%)
ciclocolorenona (6,99%) e a-copaeno (6,57%). Os demais componentes estdo listados na
tabela 4.

Tabela 4: Composicgdo quimica do dleo essencial dos rizomas da Cyperus articulatus var. nodosus L avaliado
por CG-EM.

tr (mMin) IR Identificacéo % rel.
5,54 933 a-pineno 4,85
6,05 953 tuja-2,4(10)-dieno 0,56
6,66 977 B-pineno 1,94
8,08 1024 p-cimeno 0,83
8,21 1028 Limoneno 0,49
9,70 1071 trans-epoxi-ocimeno 2,12
10,35 1090 p-cimeneno 1,47
12,26 1139 trans-pinocarveol 3,08
12,64 1148 n.i. 0,69
13,39 1167 para-menta-1,5-dien-8-ol 1,33
14,37 1191 alfa-terpineol 1,19
14,62 1198 Mirtenol 421
15,11 1209 Verbenona 2,77
21,66 1366 Ciclosativeno 0,69
22,06 1375 a-copaeno 6,57
22,99 1398 Cipereno 3,29
23,25 1404 cis-tujopsadieno 2,79
25,38 1457 Rotundeno 2,06
26,00 1473 isolongifolene, 4,5-dehydro 1,32
26,12 1476 d-cadineno 2,28
26,53 1486 B-selineno 8,45
27,01 1498 cycloisolongifolene,8,9-dehydro 2,45
27,29 1505 a-bulneseno 2,38
27,61 1513 M =202 0,86
27,96 1523 trans-calameneno 2,52
28,32 1532 M =220 2,40
28,42 1534 M =220 1,72
28,73 1542 a-calacoreno 2,63
29,04 1550 M =220 0,90
29,69 1567 M =220 1,41

30,20 1581 oxido de cariofileno 1,28



30,62
31,46
33,29
33,61
33,84
34,36
34,91
35,91
36,36

1591
1614
1664
1672
1679
1693
1708
1737
1750

B-copaen-4-a-ol
epoxido de humuleno
M =218
M =222
Mustacona
Ciperotundona
cis-tujopseno
M =234
Ciclocolorenona

1,12
1,19
1,66
0,92

10,65
1,49
3,44
1,04
6,99
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Total de constituintes identificados

tr = Tempo de retenco; IR = Indice de retengdo; M = Massa molecular; %rel= Porcentagem relativa

5.2 Ensaio de toxicidade oral aguda do OECA

Na avaliacdo da toxicidade oral aguda ndo ocorreu morte e também ndo foram

observados sinais de toxicidade no grupo testado nem em ratos e nem em camundongos com

dose de 2.000 mg/kg do OECA. No grupo controle ndo foram observados morte ou sinais de

toxicidade. Em relagdo a massa corporal, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos

controle e OECA 2.000 mg/kg de ratos e camundongos apds 7 e 14 dias de observacao

(gréfico 1).
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Gréfico 1: Avaliacdo da toxicidade oral aguda em ratos e camundongos, os graficos A, B e C a esquerda
correspondem aos 0, 7° e 14° dia em que foi pesado os camundongos. Os graficos A, B e C a direita
correspondem aos 0, 7° e 14° dia em que foram avaliados os pesos dos ratos durante 14 dias de observacdo no
teste de toxicidade oral aguda. Cada coluna representa média + DP (n=3), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
indica diferenca significativa entre o grupo tratado com OECA (2.000 mg/kg) e o grupo controle. ANOVA One-
way, Teste de Mdltipla Comparacgdo de Newman-Keuls.
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Com base nos critérios de classificagdo estabelecidos pelo protocolo, no qual ndo
houve morte e nenhum animal apresentou sinais de toxicidade na dose de 2.000 mg/kg,
permite classificar o OECA como produto com baixa grau de toxicidade aguda, com dose
toxica superior a 2.000 mg/kg. No entanto ensios de toxicidade subcrdnico e cronico precisam
ser realizados para avaliar a toxicidade total do OECA. Assim determinamos as doses
correspondentes a 1/200, 1/20 e 1/5, equivalente a 10, 100 e 400 mg/kg respectivamente, para

serem testadas na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva.

5.3 Estudo da atividade antinociceptiva

5.3.1 Teste de placa quente

O OECA na dose de 100 mg/kg prolongou significativamente o tempo de laténcia nos
tempos 60, 90 e 120 minutos, em 47%, 50% 44%, respectivamente. A dose de 400 mg/kg do
OECA foi mais efetiva prolongando esse tempo em 68%, 67% e 52%, respctivamente. A
morfina (10 mg/kg), usada como farmaco padrdo, também prolongou significativamente o
tempo de laténcia nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos,em 65%, 84%, 78%e 53%,

respectivamente quando comparado ao grupo controle (Gréafico 2).

Teste de Placa Quente
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Gréfico 2: Efeito do OECA sobre a nocicepcdo induzida no teste de placa quente em camundongos. Cada ponto

representa média £ DP. (n=5), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indica diferenca significativa entre o grupo
controle e o grupo tratado com OECA. ANOVA One-way, Teste de Multipla Comparagéo de Newman-Keuls.



39

5.3.2 Teste de contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

O tratamento com OECA nas doses de 10, 100 e 400 mg/kg reduziu sigificativamente
0 numero de contor¢Bes abdominais em 24%, 39% e 50% quando comparados ao grupo
controle. A indometacina na dose de 5 mg/kg, utilizada como farmaco padrdo, também inibiu
significativamente o nimero de contor¢des abdominais em 67% quando comparado ao grupo
controle (Grafico 3).
Teste de Contor¢bes Abdominais

60

i

e —

40 4

204

N° de Contorgdes Abdominais

T T
Controle  Indometacina 10 100
5mg/Kg
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Gréfico 3: Efeito do OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0) sobre as contor¢des abdominais induzidas por &cido
acetico em camundongos. Cada coluna representa média + DP (n=5), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica diferenga significativa
entre 0 grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste de Multipla
Comparacdo de Newman-Keuls.

5.3.3 Teste de Formalina

O OECA nas doses de 100 e 400 mg/kg inibiu significativamente o tempo de
lambida de pata na primeira fase em 42% e 53 % respectivamente, quando comparada ao
grupo controle. A morfina na dose de 10 mg/kg, usada como farmaco padrdo, reduziu 77%

em relacédo ao grupo controle (Gréafico 4).
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Teste de Formalina — 12 fase
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Gréfico 4: Efeito do OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0) sobre o tempo de lambida de pata induzida por formalina
2,5% na 1?2 fase do teste de formalina. Cada coluna representa média + DP (n=5). *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001 indica diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste
de Multipla Comparacéo de Newman-Keuls.

Na segunda fase do teste O OECA nas doses de 100 e 400 mg/kg inibiu
significativamente o tempo de lambida de pata em 42% e 52 % respectivamente, quando
comparada ao grupo controle. A morfina (10 mg/kg) usada como farmaco padrédo, reduziu

76% em relacdo ao grupo controle (Grafico 5).
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Gréfico 5: Efeito do OECA (10, 100 e 400 mg/kg v.0) sobre o tempo de lambida de pata induzida por formalina
2,5% na 28 fase do teste de formalina. Cada coluna representa média + DP (n=5). *P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001 indica diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste
de Mdltipla Comparacao de Newman-Keuls.
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5.3.4 Teste de Formalina (Antagonista opioide naloxona)

A naloxona na dose de 5 mg/kg inibiu o efeito antinociceptivo da morfina e do
OECA (400 mg/kg) sobre a nocicepcdo induzida por formalina diminuindo o tempo de

lambida de pata nos camundongos em ambas as fases do teste (Grafico 6 e 7).
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Grafico 6: Efeito da naloxona sobre a agdoa ntinociceptiva do OECA (400 mg/kg v.o) e da Morfina (10 mg/kg
i.p) na 12 fase do teste de formalina. Cada coluna representa média + DP, (n=5). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
indica diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica diferenga
significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste de
Madltipla Comparagdo de Newman-Keuls.

Teste de Formalina — 22 fase Naloxona
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Grafico 7: Efeito da naloxona sobre a agdo antinociceptiva do OECA (400 mg/kg v.0) e da Morfina (10 mg/kg
i.p) na 22 fase do teste de formalina. Cada coluna representa média + DP, (n=5). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
indica diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica diferenca
significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste de
Maltipla Comparagéo de Newman-Keuls.
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5.4 Estudo da atividade anti-inflamatoria

5.4.1 Teste de bolsa de ar (migracdo de leucdcitos)

O OECA nas doses de 100 e 400 mg/kg diminuiu significativamente em 16% e 23 %
respectivamente a migracdo de leucdcitos totais para o sitio inflamatorio, quando comparado
ao grupo controle. A Dexametasona (0,6 mg/kg), usada como farmaco padréo, reduziu a

migracdo de leucdcitos em 82% quando comparado ao grupo controle (Grafico 8).
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Gréfico 8: Efeito do OECA e Dexametasona (0,6 mg/kg v.0) sobre a migracdo de leucdcitos para o sitio
inflamatério induzido porcarrageninal%. Cada coluna representa média + DP. (n=5), *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001 indica diferenga significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica

diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste
de Mdltipla Comparacdo de Newman-Keuls.

5.4.2 Teste de bolsa de ar (permeabilidade vascular)

O OECA nas doses de 10, 100 e 400 mg/kg reduziu significativamente o volume de
exsudato no sitio inflamatorio em 16%, 20% e 32% respectivamente, quando comparado ao
grupo controle. A Dexametasona usada como droga padrao, reduziu significativamente em 76%

o0 volume de exsudato em relacdo ao grupo controle (Grafico 9).
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Teste de bolsa de ar (permeabilidade vascular)

31

it
—

ry

£

2 2]

1]

o

=

wn

>

(4]

o

o

g 14

=

2 —1=

0 % T
Controle Dexametasona 10 100 400
0,6 mg/Kg OECA malkg

Gréfico 9: Efeito do OECA e Dexametasona sobre a permeabilidade vascular induzida por carragenina. Cada
coluna representa média £ DP. (n=5), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indica diferenca significativa entre o
grupo controle e o grupo tratado com OECA. ### indica diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo
tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste de Multipla Comparagdo de Newman-Keuls.

5.4.3 Teste de azul de Evanz (permeabilidade vascular)

O OECA nas doses de 100 e 400 mg/kg diminuiu significativamente a concentragao
do corante azul de evanz extravasado para o liquido do peritbnio em 14% e 40%,
respectivamente quando comparado ao grupo controle. A Indometacina, usada como farmaco

padrédo, diminuiu significativamente em 43% em relagdo ao grupo controle (Gréfico 10).

Teste de Azul de Evanz (permeabilidade vascular)
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Grafico 10: Efeito do OECA e Indometacina sobre a permeabilidade vascular induzida por acido acético no
teste de azul de evanz. Cada coluna representa média = DP. (n=5), *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indica
diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo tratado com OECA. ## indica diferenca significativa
entre 0 grupo controle e o grupo tratado com o farmaco padrdo. ANOVA One-way, Teste de Miultipla
Comparacdo de Newman-Keuls.
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais sdo fontes promissoras para pesquisa de novas substancias com
propriedades farmacoldgicas Uteis para diferentes patologias (MAROON; BOST; MAROON,
2010). Observamos que 6leo essencial da Cyperus articulatus var. nodosus L. apresenta em
sua composi¢cdo quimica componentes majoritarios como a mustacona (10,65%), B-selineno
(8,45%) ciclocolorenona (6,99%) e a-copaeno (6,57%). No ensaio de toxicidade oral
demonstra ser uma substancia de baixo grau de toxicidade aguda, mostrou ainda ter

propriedade antinociceptiva e anti-inflamatéria.

Oleos essenciais sdo utilizados como aditivo e conservante pela inddstria de
alimentos (MISAGHI e BASTI, 2007), indlstria de cosméticos e industria farmacéutica
(BANDONI, 2003).Em nosso estudo, a extragdo do OECA pelo método de hidrodestilacdo
por arraste a vapor resultou em um rendimeno percentual de 0,9%. Resultado que se
assemelha aos dados da pesquisa realizado por Zoghbi et al. (2006), no qual realizou a
extracdo do Oleo de Cyperus articulatus utilizando o mesmo método e observaram um
rendimento de 0,9 a 1,6%.

O dleo essencial aplicado a industria farmacéutica € constituido basicamente de
terpenos (SIMAO, 2016). Conforme a tabela 1, a qual representa a anélise da composico
quimica do 6leo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus L. Foram identificandos um
total de 40 compostos, dentre estes destaca-se 0s constituintes sesquiterpenos, monoterpenos e
cetonas sesquiterpénicas. Os constituintes com maior concentracdo foram a mustacona
(10,65%), B-selineno (8,45%), ciclocolorenona (6,99%) e a-copaeno (6,57%), é importante
ressaltar que a mustacona é o principal composto sequiterpénico presente no OECA, e esta
molécula é o marcador biologico da Cyperus articulatus (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014). Observando o estudo realizado por Nyasse et al (1988), esses autores identificaram a
presenca de compostos sesquiterpénicos no extrato dos rizomas da Cyperusarticulatus, e a
mustacona presente em maior concentracdo dentre os constituintes. Na pesquisa de Zoghbi et
al.,(2006) a mustacona também foi identificada como composto de maior concentragdo
variando de 7,3 a 14,5% em amostras obtidas de rizomas de Cyperus articulatus de diferentes

localidades, 0 a-copaeno e 3-selineno também foram identificados.
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Mattoso (2005) estudou o 6leo essencial de Cyperus articulatus var. nodosus.,
obtido pelo processo de hidrodestilagdo a vapor identificando a presenca de cinco compostos
semelhantes aos encontrados em nossa pesquisa, sendo o a-pineno que pertence a classe de
(hidrocarboneto monoterpénicos), e¢ os (hidrocarbonetos sesquiterpénicos) o-CcOpaeno,
cipereno, B-selineno e a-calacoreno. Tais resultados demonstram a semelhanga na composigéo

quimica do OECA com os dados disponiveis na literatura.

Diversos estudos comprovaram as propriedades farmacoldgicas dos sesquiterpenos.
No estudo de Rukunga et al (2008), os qual avaliaram 0s compostos sesquiterpénicos
(corimbolona e mustacona) do extrato cloroférmio dos rizomas de Cyperus articulatus L.,
observaram propriedades anti-plasmadicas, vale ressaltar que a mustacona foi dez vezes mais
efetiva quando comparado a corimbolona. Afoulous et al (2013) estudaram o 6leo essencial
da Cedrelopsis greveino, no qual observaram importante efeito anti-inflamatério, tal efeito foi

atribuido aos monoterpenos e sesquiterpenos presente na composi¢do quimica desta espécie.

O ensaio de toxicidade é fundamental para o uso seguro de qualquer substancia, torna-
se necessario na pesquisa de substancias para o desenvolvimento de novos medicamentos. De
acordo com Almeida (2006) toda substancia apresenta capacidade de ser toxica, depende
apenas da dose administrada ou absorvida, do tempo e frequéncia de exposicdo e das vias de

administragdo utilizada.

O estudo de toxicidade oral aguda avalia os efeitos adversos causados pela interagao
entre a substancia quimica e o organismo vivo. Através de modificacbes bioguimicas,
morfoldgicas e fisioldgicas o organismo vivo pode se adaptar ascondi¢fes adversas e nao
manifestar sinais de toxicidade. Entretanto, quando o organismo ndo consegue se adaptar as
condicdes adversas, expressam 0s sinais de toxicidade. Portanto, o ensaio de toxicidade define

0 potencial de uma substancia causar danos a satude humana (LUIZ, 2016).

No presente estudo ndo observamos mortes ou sinais clinicos de toxicidade como
(alteracdes de pele, olhos, mucosas, diarreia, letargia, aumento na salivacdo, perda de peso)
nas doses utilizadas. Portanto, a administracdo oral do 6leo essencial de Cyperus articulatus
var. nodosus ndo provocou alteragdes no funcionamento do organismo na dose de 2.000
mg/kg, ou seja, a dose segura € inferior a 2.000 mg/kg, sendo classificada como substancia de
baixa toxicidade OECD (2001).
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Corroborando com os dados encontrados em nossa pesquisa, Iman et al. (2014)
avaliaram a toxicidade aguda da Cyperus rotundus, no qual observaram que a dose segura é
inferior a 3.000 mg/kg, classificando-a como substancia de baixa toxicidade. Alam et al.,
(2011) avaliou a toxicidade do extrato metanolico da folha de Cyperus scariosus e também
observaram que a dose segura é inferior a 3.000 mg/kg, classificando-a também como
substancia de baixa toxicidade. Estas espécies mencionadas pertencem ao mesmo género do
vegetal estudado em nossa pesquisa. Nao encontramos na literatura nenhum trabalho que

demonstre a toxicidade aguda da Cyperus articulatusvar. nodosus.

A atividade antinociceptiva do OECA foi testada em modelos de nocicepcdo quimica
(teste de contor¢Bes abdominais induzido por &cido acético, teste de formalina) e térmico
(teste da placa quente). O uso de diferentes modelos nociceptivos é importante na avaliacao
antinociceptiva de qualquer substancia pois simulam diferentes tipos de dor e avaliam
diferentes vias do mecanismo de acdo da substancia em estudo (BERGEROT et al., 2006).

O gréafico 2, demonstra o efeito antinociceptivo do OECA sobre o teste de placa
quente. Observamos que o OECA foi capaz de prolongar significativamente o tempo de
laténcia dos animais frente ao estimulo térmico, em relacdo ao grupo controle. A morfina (10
mg/kg), usada como farmaco padrdo, também prolongou significativamente o tempo de
laténcia. Os dados da pesquisa realizada por Imam, M. Z; Sumi, C. D. (2014) corrobora com 0
resultado obtido em nossa pesquisa, no qual avaliaram a atividade antinociceptiva do extrato
hidrometanolico da Cyperus rotundus (50, 100 e 200 mg/kg) e observaram a capacidade de

prolongar significativamente o tempo de laténcia dos animais frente ao estimulo térmico.

O teste da placa quente avalia susbtancias que agem a nivel do sistema nervoso central,
como as substancias opidides (ONG et al., 2011). A nivel molecular ocorre a ativacdo dos
nociceptores (fibras C ndo mielinizadas) na qual conduzem o estimulo doloroso até a medula
espinhal, em seguida até o cortex cerebral produzindo uma resposta nociceptiva (SALAT et
al., 2017).

De acordo com os dados apresentados no grafico 3, observamos que o OECA foi
capaz de inibir significativamente o nimero de contor¢des abdominais induzidas por acido
acético em relagdo ao grupo controle de modo que a dose de 400 mg/kg as contorgGes foram

inibidas em 50%. Os resultados também demonstra que a Indometacina (AINE) inibidora da
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COX, inibiu significativamente o nimero de contor¢cdes em 67% em relacdo ao grupo

controle.

Corroborando com os dados encontrados em nossa pesquisa Alam et al. (2011),
avaliou a atividade antinociceptiva do extrato metanolico da folha de Cyperus scariosus na
dose de 200 mg/kg e observou um efeito antinociceptivo reduzindo de forma significativa o
numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético. Salvadori (2013),investigou a
acao antinociceptiva do (-)-miternol na dose de 100 mg/kg sobre a nocicep¢do induzida no
teste de contor¢des abdominais, e observou um efeito antinociceptivo reduzindo o nimero de

contorgdes abdominais em 98,7% em relagdo ao grupo controle.

A injecdo de &cido acético provoca uma irritacdo no peritbnio na qual os animais
manifestam a nocicepcdo através da contracdo abdominal e pelo alongamento das patas
traseiras. O efeito nociceptivo do &cido acético é resultado dos prétons oriundos da
dissociacdo do &cido acético, logo ativam diretamento os canais iénicos localizados nas fibras
aferentes primaras (nociceptores), ou induzem a producdo de mediadores como as aminas
vasoativas, peptideos vasoativos, citocinas, quimiocinas e outros. Estes mediadores
promovem a ativagdo ou sensibilizacdo dos nociceptores (FENG; CUI; WILLIS, 2003). Os
AINEs como a Indometacina atuam inibindo a acéo das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2)
responsaveis pela sintese de diferentes tipos de eicosanoides como a (PGD., PGE2, PGI2,
TXA7) os quais medeiam o processo inflamatorio sensibilizando 0s nociceptores para
conducdo do estimulo doloroso ao SNC (UNGPRASERT et al., 2016). Ndo estudamos o
mecanismo de acdo do OECA, contudo podemos inferir que seu mecanismo de a¢ao possa ser

semelhante ao mecanismo de acdo do farmaco padrdo Indometacina.

Os dados apresentados nos graficos 4 e 5 demonstram que o OECA (100 e 400
mg/kg), foi capaz de diminuir significativamente o tempo de lambidas da pata estimulada com
formalina em ambas as fases, corroborando com os resultados obtidos no teste de contorgéo
abdominal. A morfina utilizada como farmaco padrdo também reduziu significativamente o
tempo de lambida da pata estimulada com formalina em ambas as fases. Os graficos 6 e 7
demonstram que os efeitos antinociceptivos do OECA e da morfina foram antagonizados pela
naloxona, confirmando a participacdo da via opioide na atividade do OECA, visto que seu

efeito foi antagonizado pela naloxona. Em 2014, Imam et al avaliaram a atividade
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antinociceptiva do extrato metandlico da Cyperus rotundus nas doses (50, 100 e 200 mg/kg) e

observaram um efeito antinociceptivo em ambas as fases do teste.

A primeira fase do teste ocorre durante os primeiros cinco minutos apos a injecao
intraplantar de formalina, a nocicepcdo resulta de estimulo direto nas fibras aferentes (fibra C)
e consequente liberacdo de substancia P e bradicinina. Ocorre uma interfase de dez minutos
caracterizada por uma reducédo da nocicepcao devido a ativacdo de mecanismos moduladores.
A segunda fase ocorre entre 15 a 30 minutos ap6s a injecdo intraplantar de formalina,
caracteriza-se pela liberagdo de mediadores inflamatorios como as citocinas (TNF-a e IL-1p),
aminas vasoativas (histamina e serotonina) derivados do &cido araquiddnico, 6xido nitrico e
outros que sensibilizam a vias periféricas e centrais de conducdo da dor (HUNSKAAR;
HOLE, 1987).

O mecanismo de acdo de farmacos antinociceptivos é baseado na interacdo entre
farmacos e receptores especificos no sistema nervoso. Na investigacdo do mecanismo de acédo
das substancias opioides utiliza-se farmacos antagonistas (ex. naloxona) que bloqueiam o0s
efeitos decorrentes da ativacdo do receptor especifico, impedindo que os farmacos
antinociceptivos (ex. morfina) possam se ligar e promover seu efeito agonista antinociceptivo
(KATZUNG, B. G.; TREVOR, A. J, 2017). O mecanismo de a¢do do OECA na inibicdo da
dor central pode estar acontecendo de forma analoga a0 mecanismo da morfina, visto que, a

naloxona também reverteu seu efeito antinociceptivo.

Todos os receptores opioides (u, 6 e k) estdo acoplados a proteina G inibitoria, e
encontram-se no sistema nervoso central e periférico nas terminacGes de neurdnios aferentes
primarios. A ativacdo destes receptores promove a inibicdo da atividade da enzima
adenililciclase, responsavel pelo aumento dos niveis intracelulares de AMPc. A inibicdo desta
enzima resulta no bloqueio da entrada de célcio e abertura dos canais de potassio ocorrendo
uma hiperpolarizacdo da célula, neste estado a célula ndo libera os neurotransmissores

excitatorios responsaveis pela transmissdo da dor (GOLAN et al. 2014).

O efeito anti-inflamatério do OECA foi avaliado através dos testes Bolsa de ar e
Azul de evanz, estes testes avaliam fendbmenos caracteristicos que ocorrem diante de um

processo inflamatorio, a migracdo de células (leucocitos) e o aumento da permeabilidade
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vascular. O estimulo nocivo provoca uma cascata de eventos envolvendo mediadores

inflamatorios que resulta em alteragdes vasculares e celulares.

Conforme demonstrado nos graficos 8 e 9 o OECA (100 e 400 mg/kg) reduziu
significativamente a migracdo de células e o volume de exsudato extravasado do sangue
respectivamente para o sitio inflamatério (bolsa de ar). No grafico 10, o OECA (100 e 400
mg/kg) reduziu significativamente a concentracdo do corante Azul de evanz extravasado para
o liquido peritoneal. A droga padrdo (dexametasona), utilizada nos testes Bolsa de ar e Azul
de evanz, também reduziu significativamente a migracdo de células e o volume de exsudato

extravasado do sangue para o sitio inflamatério.

Os dados da nossa pesquisa corroboram com a pesquisa realizada por Mohmed-
Ibrahim et al., (2018) na qual avaliaram a atividade anti-inflamatéria do extrato metandlico
dos rizomas de Cyperus rotundus,e observaram importante efeito anti-inflamatério atribuido a
inibicdo da sintese dos mediadores (prostaglandinas, serotoninas e histamina). Foi possivel
verificar que o OECA reduziu significativamente o volume de exsudato e a quantidade de
celulas no sitio inflamatdrio, contudo ndo temos evidéncias suficientes para afirmar quais
mediadores foram responsaveis por estes eventos. Portanto, estudos adicionais sdo necessarios

para elucidar os mecanismos moleculares envolvidos no efeito anti-inflamatério do OECA.

O processo inflamatorio se inicia como uma resposta vascular caracterizada por
aumento do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular no local lesionado, as alteracdes no
endotélio sdo facilmente observadas com exsudacdo de proteinas plasmatica e liquido do
sanguepara o tecido, seguida pela migracdo de leucécitos (KUMAR et al., 2015).As células
residentes (macréfagos, células dendriticas, linfocitos, células endoteliais, fibroblastos e
mastocitos) presentes no tecido, quando estimulados, sintetizam e liberam mediadores
soluveis (quimiocinas, citocinas, radicais livres, aminas vasoativas e eicosanoides), tais
mediadores aumentam a permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de plasma que
contém anticorpos, proteinas do complemento necessario para opsonizar bactérias e diluir o
estimulo inflamatorio (MEDZHITOV, 2010; MORI et al., 2011).

O agente nocivo provoca a producao de varios mediadores inflamatorios, dentre eles
a PGE;, uma das fungdes desta prostaglandina é promover a contracdo das células endoteliais

aumentando a permeabilidade vascular e o fluxo de plasma do sangue para o tecido
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inflamado. As prostaglandinas séo sintetizadasatravés das enzimas ciclooxigenases (COXs).
A COX-1 é expressa na maioria dos tecidos, enquanto a COX-2 é induzida por estimulos
nocivos(YAO et al.,, 2018). A bradicinina é outro mediador importatnte na resposta
inflamatdria, age nos receptores B1 e B2 presentes nas células endoteliais, provocando

vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (PIETROVSKI et al., 2011).

A migracdo de leucocitos envolve uma cascata de eventos como a marginalizacao,
rolamento, adesdo e transmigracdo para o tecido inflamado. A migracdo de leucdcitos é
resultado da alteracdo ocorrida na superficie do endotélio provocada por mediadores como
(histamina, leucotrienos e citocinas), estes sdo liberados quando as células residentes
reconhecem o patdgeno presente no tecido. As citocinas (TNF-a e IL-1f), os PAMPS e outros
mediadores ativam as células endoteliais que passam a expressar moléculas de adesao, além
de sintetizarem quimiocinas (SUMMERS et al, 2010). As moléculas de adesdo (selectinas)
promove a interacdo fisica entre os leucocitos e as células endoteliais, fendmeno conhecido
como marginalizacdo dos leucécitos. Apo6s a marginalizacdo ocorre o rolamento dos
leucdcitos sobre o tecido endotelial mediado também por selectinas e seus receptores. Em
resposta ao gradiente quimioatraente os leucécitos entram na etapa de adesdao mediada pelas
integrinas que se ligam as moléculas de adesdo celular (VCAM-1) presentes nas celulas
endoteliais, os leucécitos transmigram e seguem um gradiente de quimiocinas até o local
lesionado (KIM; MOUDGIL, 2017).

O processo inflamat6rio apresenta uma relagcdo importante com a via de sinalizacao
do fator nuclear kappa B (NF-kB), o qual é responsavel pela regulacédo e codificacdo de varios
genes pré-inflamatorios como as citocinas, quimiocinas, moléculas de adesao e proteinas de
fase aguda, ciclo-oxigenase induzida e iINOS. Nas células ndo estimulada, o NF-kB fica
inativo no citoplasma em um complexo IkB-NF-kB. Esta via de sinalizagdo é ativada por
estimulos inflamatorios (LPS, citocinas e outros) que promovem a fosforilagdo do IkB
resultando na dissociacdo do complexo IkB-NF-kB, logo ocorre a migracdo do NF-kB para o
nucleo da célula para codificar e expressar 0s genes pré-inflamatorios e consequentemente a
sintese destes mediadores inflamatorios (SIBI; RABINA, 2016).

A dexametasona, farmaco padrdo usado na pesquisa, € um glicocorticoide que atua
em varias vias de sinalizacdo, inclusive a via do fator nuclear Kappa B. Ativa o fator nuclear

kappa B (NF-kB) responsavel por regular a expressdo de varios genes responsaveis pela
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producdo de diferentes mediadores pro-inflamatérios, assim como de proteinas com fungédo
enzimatica responsaveis pela sintese de novos mediadores. Além disso, atua também na
inativacéo da fosfolipase A2, reduzindo o efeito pro-inflamatdrio dos mediadores produzidos a
partir do acido araquidoénico (LAW et al., 2015; WESTERGAARD et al., 2015). Apesar de
ndo termos avaliado o mecanismo de acdo do OECA, é possivel inferir que 0 OECA possa
agir em vias semelhantes a dexametasona. Contudo, sd0 necessarios novos estudos com o

OECA para elucidar seu mecanismo de acao.

Conforme dados encontrados na literatura, a Cyperus articulatus é empregada em
grande escala na industria de cosmético. A espécie do género Cyperus mais estudada quanto
as suas propriedades farmacologicas € a rotundus. Apesar da auséncia de estudos direcionados
as propriedades farmacoldgicas (analgésica e anti-inflamatdria), a Cyperus articulatus var.
nodosus ja é usada empiricamente para fins terapéuticos, em nossa pesquisa foi possivel
confirmar cientificamente o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do OECA, servindo de
base para futuras pesquisas que buscam o desenvolvimento de novos farmacos com estas

propriedades encontradas.
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7 CONCLUSAO

<\

Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

O OECA é constituido, principalmente, de sesquiterpenos e monoterpenos.

O OECA apresenta dose segura quando administrado em doses inferior a 2.000 mg/kg
por via oral.

O OECA apresenta atividade antinociceptiva aumentando o limiar da dor.

O OECA age em mecanismo de a¢do semelhante ao da Morfina sobre a nocicepcao.

O OECA apresenta atividade anti-inflamatdria diminuindo o volume de exsudato no
sitio inflamado em consequéncia da diminuicdo da permeabilidade vascular e

diminuicdo da migracédo de leucdcitos.
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