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RESUMO

Capsicum baccatum L. var. pendulum conhecida popularmente como pimenta dedo-
de-moca é uma das espécies de pimenta mais consumida no Brasil. Contudo ha
poucos relatos na literatura cientifica sobre as suas propriedades farmacoldgicas,
principalmente anti-inflamaté6ria e antinociceptiva. Este trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos de extratos provenientes do
fruto de C. baccatum, utilizando modelos in vivo em camundongos e in vitro em
cultura de macrofagos. Verificou-se que todos os extratos de C. baccatum (etandlico,
diclorometano, butandlico e aquoso) apresentaram atividade anti-inflamatéria in vivo,
através da reducado da migracao de leucécitos totais e neutréfilos para a cavidade
peritoneal em camundongos inoculados com carragenina. Além disso, os extratos
inibiram a resposta edematogénica induzida por carragenina, prostaglandina E, e
histamina em patas de camundongos. A atividade da mieloperoxidase (MPO)
também foi reduzida pelos extratos em tecido de patas injetadas com carragenina.
Também, o efeito antinociceptivo do extrato diclorometano foi demonstrado através
dos modelos de nocicepg¢ao induzida por acido acético, formalina e hiperalgesia
térmica induzida pela carragenina. A inibicado de alguns mediadores inflamatérios,
como o oOxido nitrico e TNF-a também foi demonstrada pelos extratos de C.
baccatum, in vitro em cultura de macrofagos peritoneais e de linhagem RAW 264.7
estimulados com carragenina, LPS e TNF-a ou LPS e IFN-y. Em resumo, os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram que todos os extratos de C.
baccatum inibiram a resposta inflamatéria in vivo através da reducdo da migracao de
neutréfilos e da formacao de edema. Estes efeitos podem ser em parte, pela inibicao
de mediadores pro-inflamatérios como PGE: e histamina no sitio inflamatério, bem
como pela inibicdo da producdo de TNF-a e 6xido nitrico por macréfagos. Além
disso, a atividade antinociceptiva demonstrada pelo extrato diclorometano acredita-
se ser mediada em nivel periférico e central. Considerando-se 0 amplo uso desta
planta no Brasil e em outros paises e os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos

demonstrados neste estudo, sugere-se potencial uso terapéutico de C. baccatum.

Palavras chave: Capsicum baccatum, inflamagéao, 6xido nitrico, TNF-o..






ABSTRACT

Capsicum baccatum L. var. pendulum, popularly known as pepper finger-girl is one
of the most consumed pepper species in Brazil, however, its pharmacological
properties mainly anti-inflammatory and anti-nociceptive have not been fully
characterized yet. This study aimed to investigate the anti-inflammatory and anti-
nociceptive effects of extracts derived from the fruits of C. baccatum, using in vivo
models in mice and in vitro in macrophages cultures. It was found that all C.
baccatum extracts (ethanol, dichloromethane, butanolic and aqueous) showed anti-
inflammatory activity by reducing of the total leukocytes and neutrophils migration
into the peritoneal cavity of mice inoculated with carrageenan. Moreover, the extracts
inhibited the edematogenic response induced by carrageenan, histamine and
prostaglandin E, in mice paws. The myeloperoxidase activity (MPO) also was
reduced by extracts in tissue of paws injected with carrageenan. Furthermore, the
antinociceptive effect of the dichloromethane extract was demonstrated by
nociception models induced by acetic acid, formalin and carrageenan-induced
thermal hyperalgesia. The inhibition of some inflammatory mediators such as nitric
oxide and TNF-o was also demonstrated by C. baccatum extracts in cultures of
peritoneal macrophage and RAW 264.7 line stimulated with carrageenan, LPS and
IFN-y. In summary, the results obtained in this study demonstrated that all extracts of
C. baccatum inhibited the inflammatory response in vivo by reducing neutrophil
migration and edema formation. These effects may be partly due to inhibition of pro-
inflammatory mediators such as histamine and PGE; to the inflammatory site as well
as by inhibition of TNF-o. and nitric oxide production by macrophages. Moreover, the
antinociceptive activity demonstrated by dichloromethane extract is believed to be
mediated by both peripheral and central level. Considering the widespread use of this
plant in the world and the anti-inflammatory and antinociceptive effects demonstrated
in this study suggests the potential therapeutic use of C. baccatum.

Keywords: Capsicum baccatum, inflammation, nitric oxide, TNF-o..
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1. Introducao

A inflamagdo e a sensagdo de dor sdo exiremamente necessarias ao
organismo para protegé-lo contra danos teciduais e infecgdes. O processo
inflamatério envolve uma complexa cascata de eventos celulares e moleculares que
alteram a resposta fisioldgica resultando nos sinais classicos da inflamacao como
vermelhiddo, calor, edema e dor no local da lesdo, podendo gerar em ultimo caso
até perda da fungcdo dos tecidos envolvidos (MEDZHITOV, 2010; CHOVATIYA E
MEDZHITOQV et al.,2014). A interacao celular e molecular no tecido inflamado resulta
na liberagdo de diversos mediadores, muitos deles capazes de sensibilizar os
nociceptores primarios provocando dor. A transmissao da dor envolve também
complexos mecanismos celulares e moleculares que operam sozinhos ou em
conjunto, no sitema nervoso periférico a partir da superficie da pele até o sistema
nervoso central para produzir diferentes tipos de dor (BASBAUM et al.,2009).

Mesmo sendo essencial a protecao do organismo, a resposta inflamatéria em
muitos casos pode se tornar persistente, prejudicial e muito dolorosa, como por
exemplo, uma resposta prolongada e exacerbada no combate a patégenos ou a
compostos téxicos, bem como durante doencas auto-imunes ou em condicdes
inflamatérias cronicas. De fato, muitas evidéncias apotam o papel da inflamacao na
progressdo de uma variedade de doencas tais como cardiovasculares,
neurodegenerativas, obesidade, cancer entre outras (OKIN e MEDZHITOV, 2012).

Ao longo dos anos, progressos tém sido alcancados no que diz respeito a
compreensao dos eventos celulares e moleculares envolvidos na inflamacgao e dor,
como por exemplo, 0s mecanismos da inflamagao induzida por infeccao. Porém, os
eventos que progridem para a inflamacao crénica, como em casos de infec¢des
cronicas e doencas autoimunes, bem como 0s que ocorrem em doencgas
cardiovasculares e Diabetes tipo 2 sdo pouco compreendidos (MEDZHITOV, 2008).
Portanto, em todas essas condi¢ées, para muitos pacientes a resposta inflamatéria e
a dor continuam a produzir sofrimento, dominando e prejudicando a qualidade de
suas vidas.

Além disso, o numero de pessoas idosas na sociedade vem crescendo em
virtude do aumento da expectativa de vida e isso acarreta uma maior prevaléncia de

doencas relacionadas com a idade, muitas delas caracterizadas por quadros
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inflamatérios e dolorosos, como por exemplo, a osteoartrite. Os avancos no controle
do céancer também aumentaram a expectativa de vida dos pacientes, que muitas
vezes sofrem com as dolorosas recindivas de tumores, além dos sintomas da prépria
quimioterapia (DUGOFF et al.,2014; OMS, 2015).

A maioria dos medicamentos atualmente disponivel no mercado como os anti-
inflamatérios do tipo corticosterbides e nao esteroides (AINEs), além dos
analgésicos opidides é parcialmente efetiva e associada a efeitos colaterais e em
muitos casos o0s opidédes estdo relacionados também a abuso e dependéncia.
Portanto, a inefetividade dos tratamentos causa, além de sofrimento pessoal, custos
muito elevados para a sociedade em geral (DINARELLO, 2010; PATRIGNANI e
PATRONO, 2014).

Por esses motivos ha uma necessidade clinica de geracdo de novos
compostos terapéuticos seguros e eficazes para a prevengcdo e tratamento de
doencas inflamatorias, bem como para o alivio da dor, e as plantas medicinais tém
demonstrado ser importante fonte para novas moléculas com essas propriedades
farmacolégicas (GAUTAM e JACHAK, 2009; COSTA et al., 2012, KOEBERLE e
WERZ, 2014).

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planeta, representada em mais de
20% do numero total de espécies da Terra o que proporciona ao Pais um importante
diferencial para o desenvolvimento de medicamentos (SIMOES et al, 2007;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2015). Dentro desta imensa variedade de
espécies encontram-se as plantas do género Capsicum, representado pelas
pimentas e pimentdes e as espécies mais conhecidas sao C. annuum, C. frutescens,
C. baccatum, C. pubescens e C. chinense (Giuffrida et al., 2013).

Na literatura cientifica ha poucos relatos sobre as propriedades
farmacolégicas de Capsicum baccatum L. var. pendulum, uma das espécies de
pimentas mais consumidas no Brasil, conhecida popularmente como pimenta dedo-
de-moca. Spiller et al. (2008) demonstraram atividade anti-inflamatéria do suco de C.
baccatum através do modelo de peritonite induzida por carragenina e de imunizacao
por mBSA em camundongos pré-tratados com doses que variaram de 0,2 a 2,0 g/kg.

Recentemente nosso grupo avaliou as propriedades antioxidante e anti-
inflamatéria de extratos de C. baccatum (etandlico, diclorometano, butandlico e

aquoso) preparados a partir das sementes e dos frutos, através de um
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fracionamento bioguiado. Os resultados mostraram que apenas os extratos etandlico
e butandlico (200 mg/kg, v.0.) apresentaram significativa reducao da migracéo de
leucécitos totais para a cavidade pleural de camundongos em modelo de pleurisia
induzida por carragenina, além da inibicdo da exsudacao protéica (Zimmer et al.,
2012).

Diante das atividades farmacoldgicas apresentadas por C. baccatum, é
importante dar continuidade as investigacdes das propriedades anti-inflamatérias
dos extratos de C. baccatum, além de investigar uma possivel atividade

antinociceptiva, ainda nao descrita na literatura para essa espécie.

17






Objetivos







2. Obijetivos

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva de extratos preparados a
partir de frutos de Capsicum baccatum, investigando o0s possiveis

mecanismos de acao responsaveis pela a¢ao farmacoldgica.

2.20bjetivos especificos

Avaliar in vivo, os efeitos dos extratos de C. baccatum sobre:

e a migracdo de leucdcitos e neutréfilos em modelo de peritonite induzido por
carragenina, em camundongos;

e 0 edema de pata induzido por carragenina, prostaglandina E, e histamina, em
camundongos;

e anocicepgao em modelo de contor¢gdes induzidas por acido acético;

e a nociepcao induzida por formalina em patas de camundongos;

e a hiperalgesia térmica induzida por carragenina em patas de camundongos

Avaliar in vitro, os efeitos dos extratos de C. baccatum sobre:

a atividade da enzima MPO (mieloperoxidase) em patas de camundongos

inoculadas com carragenina;

e a viabilidade celular em macréfagos peritoneais através do ensaio de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio);

e a producdo de éxido nitrico por macréfagos peritoneais estimulados com
carragenina;

e a produgcdo de O6xido nitrico e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o) por

macréfagos peritoneais e da linhagem RAW 264.7 estimulados com

lipopolissacarideo (LPS) e interferon gama (IFN-vy).
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3. Revisao do tema
3.1 Inflamacao

A inflamacdo pode ser definida como uma resposta imunoldgica a danos
celulares e/ou teciduais decorrentes de infeccdes microbianas ou estimulos nocivos
de origem quimica ou fisica. A resposta inflamatéria é inicialmente caracterizada por
um aumento da permeabilidade vascular devido a liberagdo de varios mediadores
quimicos, bem como um grande recrutamento de leucécitos para o local da
inflamacdo. Essa resposta é extremamente importante para a sobrevida do
organismo afetado, pois atua em direcdo a eliminagcdo de patégenos com a
finalidade da manutencdo da homeostase do organismo e reestruturacdo do tecido
lesionado. Contudo uma resposta desregulada acaba por prejudicar o proprio
organismo (MEDZHITOV, 2008).

A resposta inflamatéria aguda provocada por infeccdo ou lesdo do tecido,
envolve em primeiro plano a liberacdo dos componentes sanguineos (plasma e
leucécitos) para o local da infeccdo ou lesdo. Esta resposta tem sido melhor
caracterizada quando originada pelas infeccdes microbianas, principalmente
bacterianas, a qual €& desencadeada pelos receptores de reconhecimento de
padroes associados a patdgenos, como os receptores Tol-like (TLRs) e NOD
(“nucleotide-binding oligomerization-domain protein-“like receptors” -NLRs) presentes
em células da imunidade natural (BARTON, 2008).

O reconhecimento inicial da infeccdo € mediado pelos macrofagos residentes
e pelos mastécitos, levando a producdo de uma variedade de mediadores
inflamatorios, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas vasoativas, eicosandides e
produtos de cascatas proteoliticas. O principal e imediato efeito desses mediadores
€ a exudagdo de proteinas e o recrutamento de leucécitos (principalmente
neutréfilos) para o tecido extravascular onde se encontra a lesdo. O endotélio dos
vasos sanguineos, ativado pelos mediadores, permite o extravasamento seletivo dos
neutrofilos, enquanto previne a saida dos eritrécitos. Essa seletividade é dada pela
ligacdo de selectinas endoteliais com integrinas e receptores de quimiocinas nos
leucécitos. Essa ligacdo ocorre tanto na superficie endotelial como no espaco
extravascular através de proteinas plasmaticas que formam uma matriz provisoria

para a ligacao das integrinas dos leucécitos (POBER e SESSA 2007).
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Quando os neutréfilos chegam ao local da leséo eles se tornam ativados,
tanto pelo contato direto com os patégenos como pela agao das citocinas secretadas
pelas células residentes. Os neutréfilos ativados liberam conteddo téxico, como
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, proteinase 3, catepsina G e elastase na
tentativa de matar os agentes invasores, no entanto, esse contetudo tdéxico nao
diferencia os agentes microbianos do tecido do hospedeiro sendo, portanto,
inevitavel o dano colateral ao tecido. O sucesso da resposta inflamatéria aguda
resulta na eliminagdo dos agentes invasores seguida pela fase de resolucdo e
reparacao tecidual, a qual é mediada principalmente pelos macréfagos residentes e
recrutados. O processo de transi¢do da inflamagao para a resolugéo é crucial e dado
pelos mediadores lipidicos pro-inflamatérios (prostaglandinas) e anti-inflamatérios
(lipoxinas). As lipoxinas inibem o recrutamento dos neutréfilos e em contrapartida
promovem o recrutamento de mondcitos responsaveis pela remog¢ao das células
mortas e inicio da remodelacao tecidual. Outros fatores responsaveis pela resolugcéao
da inflamacdo e reparacao tecidual sdo as resolvinas e protectinas, também
mediadores lipidicos, bem como o fator de transformacao do crescimento beta (TGF-
B) e fatores de crescimento (SERHAN, 2007).

Contudo, se houver falha na eliminagdo do patégeno, o processo inflamatério
persiste e adquire novas caracteristicas. O recrutamento de neutréfilos é seguido
pelo acumulo de macréfagos e linfécitos T. No entanto, se a combinacdo desses
fatores também ndo for suficiente, inicia-se um estado inflamatério cronico,
envolvendo a formagdo de granulomas (acumulo de macréfagos ao redor do
patdbgeno ou corpo estranho, apés a tentativa frustada de destruicdo). As
caracteristicas deste estado inflamatério podem ser diferentes dependendo do
fenétipo de células da classe T presentes. Além da presenca continua do patdégeno,
a inflamacao crénica pode resultar também de outras causas como as respostas
auto-imunes, que levam ao dano tecidual (DRAYTON et al., 2006; CHOVATIYA e
MEDZHITOV, 2014).

Nota-se que o0s mecanismos da inflamacédo induzida por infeccdo sao
melhores compreendidos do que os mecanismos da resposta inflamatéria crénica
sistémica. Porém pode-se classificar genericamente a via inflamatéria em
mecanismos indutores, sensores, mediadores e efetores (MEDZHITOV, 2010;
MURAKAMI e HIRANO, 2012).

26



3.1.1 Indutores, sensores, mediadores e efetores da inflamacao.

Os indutores s@o os sinais que iniciam a resposta inflamatéria. Eles ativam
sensores especializados que promovem a producédo de um conjunto de mediadores.
Estes, por sua vez, alteram o estado funcional de érgaos e tecidos (0s quais sdo os
efetores da inflamacdo) de um modo que lhes permite adaptar-se as condi¢des
indicadas pelos indutores da inflamacdo. Os indutores da inflamacao podem ser
exégenos ou endogenos. Os indutores exégenos podem ser classificados em dois
grupos: os de origem microbiana (“pathogen-associated molecular patterns” —
PAMPs - e fatores de viruléncia) e origem n&o microbiana (alérgenos, irritantes,
corpos estranhos e compostos toxicos). Indutores enddgenos sao sinais produzidos
por tecidos danificados, em condicdes fisioldgicas anormais ou em condicbes de
estresse. As caracteristicas destes sinais ndo sao bem descritos na literatura, talvez
porque os indutores endégenos exercam sua atividade apropriada in vivo somente
em determinadas combinagdes e/ou somente no contexto de tecidos lesados ou em
condigbes de mau funcionamento. Por exemplo, isquemia local, hipéxia, aumento
nas concentracdes de espécies reativas de oxigénio, etc, sdo todos associados com
dano tecidual ou mau funcionamento, mas nao sao reproduzidos em condic¢des in
vitro de cultura de tecidos, as quais sdo comumente caracterizadas por
concentracdes suprafisioldgicas de oxigénio e nutrientes (MEDZHITOV 2008, 2010).

Os indutores da inflamacao acarretam a producao de numerosos mediadores
inflamatérios, que por sua vez, alteram a fisiologia de muitos tecidos e 6rgaos. Esses
mediadores podem ser derivados de proteinas plasmaticas ou secretados por
células, principalmente macrofagos residentes e mastdcitos ou células presentes no
tecido. Os mediadores inflamatérios podem ser classificados de acordo com suas
propriedades bioquimicas em aminas vasoativas, peptideos vasoativos, fragmentos
do sistema complemento, mediadores lipidicos, citocinas e enzimas proteoliticas
(SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004; SHAIKH, 2011). Muitos desses
mediadores que sao capazes também de provocar dor serdo descritos mais
detalhadamente no item 3.31.
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3.2 Dor e Nocicepcao

Assim como o processo inflamatoério, a capacidade de detectar estimulos
nocivos é essencial para a sobrevivéncia e o bem-estar do organismo. A sensacao
de dor nos alerta para uma lesao real ou iminente e desencadeia respostas de
protecdo adequadas (BASBAUM et al., 2009). A dor é definida pela Associacao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel associada a dano real ou potencial de tecidos ou descrita
em termos de tal dano” (The International Association for the Study of Pain).

A dor pode ser classificada de acordo com algumas variaveis, como o tempo
de duracao (aguda e crbnica), de acordo com os mecanismos patofisiolégicos (dor
fisiolégica, nociceptiva e neuropatica) e ainda de acordo com seu contexto clinico
(p6s-cirurgica, relacionada a tumores, neuropatica e degenerativa). A dor aguda é
relacionada a dano tecidual, geralmente com duracdo limitada e associada a
reducéo da intensidade com o tempo, enquanto que a dor cronica pode ser definida
como um desconforto persistente por um periodo de 3 a 6 meses, além daquele
necessario para a cura da lesdo (VADIVELU et al., 2009).

A dor fisiolégica é definida como um desconforto ndo traumatico de curta
duracdo, cujo objetivo é alertar o individuo sobre a presenca de um estimulo
potencialmente prejudicial, como um objeto quente, evitando ou minimizando a lesao
tecidual através de movimentos reflexos. A dor nociceptiva tem sido denominada de
dor inflamatéria, pois a inflamacao periférica bem como os medidadores
inflamatérios representam importantes papéis no seu inicio e desenvolvimento. E
definida como percepgcdo a um estimulo nocivo resultante de dano celular
relacionado a condigdes traumaticas, cirurgicas ou relacionado a doengas. Em geral,
a intensidade da dor inflamatéria é proporcional a magnitude do dano tecidual e
liberacdo de mediadores inflamatérios. Por fim, a dor neuropatica € definida pela
Associacdo Internacional para o Estudo da Dor como “dor iniciada ou causada por
uma disfuncao ou lesdo patolégica” nos nervos periféricos e sistema nervoso central
(SNC) e caracteriza-se por ocorrer em situacdées em que nao ha identificacao de
estimulo nocivo ou na auséncia de inflamacéo detectavel. Doencas associadas com

a dor neuropatica incluem infeccbes (herpes zoster), distirbios metabdlicos
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(diabetes neuropatica), toxicidade (quimioterapia) entre outros (COSTIGAN et al.,
2009).

Quando se refere a dor, alguns distarbios podem estar relacionados, como a
Hiperalgesia e Alodinia. Hiperalgesia se caracteriza pela sensibilizacdo de
nociceptores polimodais e € responsavel por provocar uma resposta exarcebada a
um estimulo normalmente nocivo. Pode ser classificada em primaria (sensibilidade a
dor no local da leséo, relacionada a liberacao periférica de mediadores) e secundaria
(sensibilidade em locais adjacentes ao lesionado e relacionada com alteracdes na
excitabilidade dos neurdnios espinhais e supra-espinhais). Alodinia é definida pela
sensibilizacdo de mecanorreceptores que promovem uma resposta dolorosa a
estimulos nao nocivos, como por exemplo, o contato com um algodao (COUTAUX et
al.,2005; STEEDS, 2009).

Como descrito anteriormente, a dor é definida como uma experiéncia,
resultado de uma complexa interacao entre sistemas de sinalizacdo, modulacao dos
centros mais elevados e a percepcao unica do individuo. A ativacéo nociceptiva nem
sempre produz dor e, inversamente, a dor pode ocorrer na auséncia de um estimulo
nociceptivo identificavel (NAVRATILOVA e PORRECA, 2014).

Em 1906 Sherrington introduziu o conceito de nocicepc¢ao a fim de diferenciar
a percepcao de estimulos nocivos da sensacdo da dor, propriamente dita. A
nocicepgao envolve a deteccao de um estimulo nocivo pelos nociceptores; a
transducao, que corresponde a conversao desses estimulos em sinais neuronais a
partir de alteracbes de potenciais elétricos na membrana e consequente geragcao de
potencia de acao; envolve a transmissao desses sinais por fibras aferentes
primarias para o cérebro, onde por fim ocorre a modulacao, que compreende a
inibicao ou facilitacdo das informacdes nociceptivas da periferia ao SNC, através de
fibras eferentes que descendem do cérebro para a medula espinhal (COUTAUX et
al., 2005; VADIVELU et al.,2009).

As estruturas responsaveis por detectar os estimulos dolorosos séao
chamadas de nociceptores, terminacdes nervosas livres que representam a parte
mais distal de um neurbnio aferente. Sdo amplamente encontrados na pele,
musculos, mucosas, tenddes, tecido conectivo de 6rgaos viscerais entre outros e

podem ser ativados por estimulos de alta intensidade com potencial dano tecidual,
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como estimulos mecanicos, eletromagnéticos, elétricos, térmicos e quimicos
(STEEDS et al., 2009; GUYTON e HALL, 2011).

Ao receberem os estimulos dolorosos, os nociceptores disparam potenciais
de acao em neurbnios aferentes primarios e o impulso nervoso gerado se propaga
pelas fibras nervosas aferentes (ascendentes) até a medula espinhal e desta para o
cértex cerebral, onde serdo comandadas e geradas as respostas fisiologicas e
comportamentais. As fibras nervosas que conduzem o impulso nervoso podem ser
do tipo Ad (fibras de conducao rapida, relacionadas a dor aguda) e do tipo C (fibras
de conducao “lenta”, relacionadas a dor crénica) representadas por cerca de 60-90%
dos neurbnios aferentes primarios de origem cutanea ou de tecidos mais profundos
(BASBAUM et al., 2009; VADIVELU et al., 2009; SCHAIBLE, 2007).

Ao entrarem na medula espinhal as fibras periféricas fazem sinapse com
neurbnios de segunda ordem, predominantemente na lamina |l (substancia
gelatinosa) da medula espinhal e propagam a mensagem nociceptiva até o encéfalo
através de uma variedade de neutrotransmissores (como o aminoacido excitatorio,
glutamato ou o peptideo substancia P). As fibras terminais se projetam
principalmente ao talamo e posteriormente ao cértex somatosensor, onde ocorre a
somatizagcdo da dor, ou emitem ax6nios ao componente emocional da dor
(SCHAIBLE, 2007; GUYTON e HALL, 2011).

Além das vias nociceptivas ascendentes necessarias a interpretacdo da
sensacgao dolorosa, o organismo humano dispde de sistemas moduladores da dor,
também denominado de sistema de supressao da dor (“analgesia”) que ocorre tanto
no encéfalo como na medula espinhal. Este sistema consiste em trés grandes
componentes: PAG (area da substancia cinzenta periaquedutal), NMF (nucleo
magno da rafe) e complexo inibitério da dor (NAVRATILOVA e PORRECA, 2014).
No complexo inibitério da dor, localizado nos cornos dorsais da medula espinhal,
ocorre a depressao dos neurbnios nociceptivos e neste ponto, os sinais de analgesia
podem ser bloqueados a partir de transmissdes descendentes vindas de PAG e
NMF, bem como antes mesmo da dor ser transmitida para o encéfalo. Os principais
neurotransmissores envolvidos no sistema de analgesia sdo a encefalina e
serotonina, secretadas pela PAG e NMR (OSSIPQOV et al., 2010).

Como descrito anteriormente, a maioria dos nociceptores, sao fibras do tipo C

e considerados polimodais, isto é, respondem a estimulos quimicos como a
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bradicinina, a estimulos quimicos irritantes, como acidos ou capsaicina (a substancia
responsavel pela pungéncia da pimenta), estimulos térmicos e mecanicos
persistentes. Portanto, para que ocorra a transducao neuroquimica dos diversos
estimulos nocivos e geracado do potencial de acdo, 0os nociceptores expressam na
sua membrana canais ibnicos (canais de sédio dependente de voltagem e canais
ibnicos operados por receptor), receptores acoplados a proteinas G (que ativada
libera segundos mensageiros que influenciam os canais i6nicos) e ainda receptores
associados a tirosina quinase (BASBAUM et al., 2009; SCHAIBLE, 2007). Dentre os
canais ibnicos operados por ligantes, os mais importantes e estudados compdem a
familia dos receptores de potencial transitorio (TRP) e os canais ibnicos sensiveis ao
acido (ASICs). Da familia dos TRP, o mais descrito é o TRPV1 (receptor de potencial
transitorio vanildide 1), comumente referido como receptor da capsaicina, foi o
primeiro descrito como receptor polimodal ativado por trés estimulos dolorosos;
compostos vaniléides (capsaicina, resiniferatoxina), calor nocivo ( >43 °C) e pH
baixo (< 5,9). Desde entao, tem sido reportado que o TRPV1 é ativado pela canfora,
alicina, oxido nitrico (NO), toxinas de aranha e mediadores lipidicos como
endovanildides (anandamida) e produtos da lipoxigenase (leucotrieno B4);
potencializado pelo etanol, nicotina e citocinas préinflamatérias e modulado por
cations extracelulares (JULIUS, 2013).

Os canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICS) sdo canais de cations
insensiveis a voltagem e sdo ativados por prétons extracelulares e modulados pela
proteina quinase C (PKC). Alguns estudos demonstraram que a expressao de ASICs
€ aumentada por mediadores pro-inflamatoérios, como o fator de crescimento do
nervo (NGF), serotonina, interleucina 1 (IL-1) e bradicinina (BASBAUM et al., 2009).
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3.3. Dor Inflamatoria

A nocicepcao gerada em reposta a danos teciduais bem como ao processo
inflamatério compreende o envolvimento de 3 diferentes grupos de inducdo. O
primeiro grupo € composto por fatores liberados pelo préprio dano celular e tecidual,
como os ions hidrogénio (H+) e adenosina trifosfato (ATP), responsaveis pela
ativacdo direta dos nociceptores levando a uma prévia excitabilidade neuronal. fons
hidrogénio interagem com receptores ASIC-1 e sensibilizam receptores TRPV1,
enquanto que ATP se liga em receptores (P2X3) resultando na abertura de canais de
cation (ndo s6 — fernanda) desencadeando a despolarizagdo na terminacao nervosa.
O segundo grupo esta relacionado ao processo inflamatério em si e inclui os
diversos mediadores inflamatérios como bradicinina, histamina, serotonina,
prostaglandinas, fator de agregacao plaquetaria (PAF), leucotrienos, citocinas pro-
inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas entre outros.
Muitos desses mediadores estdo entre os estimulos quimicos capazes de sensibiizar
0s nociceptores, desencadeando a dor inflamatéria. Essas substancias se ligam a
receptores acoplados a proteina G e induzem fosforilacdo de proteinas quinases
(PKA e PKC). Estas aumentam a eficiéncia de canais de sédios (TTX - tetrodotoxin-
resistentes), diminuindo o limiar de despolarizacdo dos nociceptores e tornando-os
responsivos a estimulos de baixa intensidade o que caracteriza o surgimento da
hiperalgesia. O terceiro grupo compreende substancia P (SP) e o peptideo
relacionado ao gene da calcitonina (CRGP) que sao liberadas pelos nociceptores,
podendo ativa-los direta ou indiretamente (COUTAUX et al.,2005; ANDERSSON e
TRACEY, 2012; REICHLING et al.,, 2013). A figura 1 mostra um resumo dos
mediadores liberados apds uma lesao tecidual e a sensibilizacdo pelos nociceptores

primarios.
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Figura 1. Sensibilizacdo dos nociceptores primarios por alguns mediadores inflamatorios
liberados apés lesao tecidual.

Os impulsos nervosos sao conduzidos pelas fibras aferentes até os seus corpos celulares no ganglio
da raiz dorsal e apds até a medula espinhal e encéfalo. H+: prétons, NO: 6xido nitrico, CGRP:
peptideo relacionado ao gene da calcitonina.

Figura adaptada de Julius, 2013.

3.31 Mediadores inflamatoérios e nociceptivos

Aminas vasoativas (histamina e serotonina): sdo formadas e armazenadas
em granulos de mastécitos, basoéfilos e plaquetas e sdo produzidas de modo “tudo
ou nada” através da degranulacdo de mastécitos e plaquetas. Elas exercem um
complexo efeito sobre o tecido vascular, causando aumento da permeabilidade
vascular e vasodilatacdo ou vasoconstricdo, dependendo do contexto. As
consequéncias imediatas da sua liberacdo por mastécitos podem ser altamente
prejudiciais em individuos sensiveis, resultando em colapso vascular e respiratorio
durante o choque anafilatico. Além disso, as aminas vasoativas também estao entre
os mediadores responsaveis pela sensacao de dor na inflamacao, através de sua
acao sobre os neurdnios sensoriais (MEDZHITOV, 2008).

Mediadores lipidicos: incluem os eicosandides e fatores de ativagao de
plaquetas (PAF). Apés a ativacdo intracelular pelos fons Ca®*, a enzima fosfolipase
A. a partir dos fosfolipideos da membrana celular, produz acido araquidénico e acido
lisofosfatidico, precursores de duas classes de mediadores lipidicos. Os fatores de
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ativacao plaquetaria (PAF) sdo gerados pela acetilacao do acido lisofosfatidico e
ativam varios processos que ocorrem durante a resposta inflamatéria, incluindo
recrutamento de leucdcitos, vasodilatacdo e vasoconstricido, aumento da
permeabilidade vascular e ativacao plaquetaria (MEDZHITOV, 2008). A classe dos
eicosandides é formada a partir do acido araquidbnico, que ao ser metabolizado
pelas cicloxigenases (COX-1 e COX-2) formam os mediadores lipidicos como as
prostaglandinas e tromboxanos, ou quando metabolizado pelas lipoxigenases
formam os leucotrienos e lipoxinas. As lipoxinas inibem e promovem a resolucéo
da inflamacao e reparacao tecidual. As prostaglandinas PGE, e PGil,, por sua vez,
causam vasodilatacado e a PGE, também é hiperalgésica e potente indutora de febre.
As prostaglandinas agem em receptores de prostandides (EP, DP e IP) nos
nociceptores. A ativacdo da adenilato ciclase promove 0 aumento na concentracao
de AMPc que sensibiliza os terminais nociceptivos em parte pelo aumento da
permeabilidade de sbdio, com consequente diminuigdo do limiar da dor (SCHAIBLE,
2007; RICCIOTTI e FITZGERALD, 2011).

Citocinas inflamatérias: as citocinas sdao mediadores protéicos ou
peptideos, liberados principalmente por células inflamatérias. Podem ser
enquadradas em diversas categorias: interferons (IFN), interleucinas (IL), fator
estimulador de colénias (CSF), fator de necrose tumoral (TNF-a e TNF-B) e fator de
transformacédo de crescimento (TGF- ). Algumas sao anti-inflamatérias enquanto
que outras sao pré-inflamatérias. O efeito bioldgico depende da citocina e do tipo da
célula envolvida, sendo que, de um modo geral, as citocinas apresentam influéncia
na ativacao, divisdo, apoptose e quimiotaxia celular e as citocinas pré-inflamatérias
participam de reacgdes inflamatoérias agudas, crénicas e reparo tecidual. Além disso,
elas iniciam e controlam o processo de cicatrizacdo, com estimulacdo da
reepitalizacdo, angiogénese e deposicao de colageno (DINARELLO, 2007). O TNF-a
€ uma citocina chave do processo inflamatério, pode ser produzido por células do
endotélio, mas principalmente por células inflamatérias como os macréfagos ou
neutrofilos, linfécitos T e mastocitos em reposta a muitos estimulos extracelulares
como outras citocinas, proteina de choque térmico, isquemia, luz UV e infeccdes
microbianas. O TNF-a exerce potentes efeitos inflamatérios como o aumento da
permebilidade vascular, inducao da expressdo de moléculas de adesdo celular e
vascular (ICAM-1 e VCAM-1), além de ser um potente ativador de neutréfilos e
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fagécitos mononucleares. O TNF-q, induz a liberagdo de outras citocinas como as
interleucinas IL-18 e IL-8, e aumenta a expressdao da COX-2 com consequente
liberacdo das prostaglandinas, principalmete PGE; potente indutora da hiperalgesia
(BRADLEY et al., 2008; SEDGER e MCDERMOTT, 2014). Além disso, esta citocina
também pode agir em receptores para TNF-o nos nociceptores produzindo a
sensibilizagdo, embora seus mecanismos moleculares ainda nao estejam claros
(CZESCHIKA et al., 2008; HESS et al., 2011).

Peptideos vasoativos: a substancia P é um neurotransmissor armazenado
na forma inativa em vesiculas secretoras e liberado por nociceptores e juntamente
com outro neurotransmisssor o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (GRP)
induz vasodilatacédo e extravasamento vascular de fuidos e proteinas, além de ativar
neutrofilos e causar a degranulacdo de mastocitos (MEDZHITOV, 2008). Outro
peptideo importante é a bradicinina, que além do efeito sobre o tecido vascular
possui um potente efeito pro-algesia (estimulacdo da dor). A bradicinina ativa as
cascatas de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1B, e IL-8) e do &cido
araquidénico com consequente producdo de prostaglandinas. Além disso, a
bradicinina estimula a liberacdo de peptideos como neurocininas e CGRP em
terminacdes nervosas aferentes e induz a producédo de 6xido nitrico. Outro efeito
relacionado a bradicina é a degranulacdo de mastdcitos que leva a liberagdo de
histamina e serotonina. Portanto, em conjunto, os peptideos, o éxido nitrico, a
histamina e a serotonina sdo o0s principais responsaveis pela vasodilatacao e
aumento da permeabilidade vascular atribuida indiretamente a bradicinina.
Finalmente, a bradicinina quando se liga a receptores B, ativa canais de cations
como o TRPV1 o que pode explicar o calor induzido por bradicinina (COUTAUX,
2005; Mizumura et al., 2009).

Oxido nitrico: é uma importante molécula de sinalizagdo intercelular e
intracelular envolvida em diversos mecanismos fisiolégicos e patofisiolégicos nos
sistemas cardiovascular, nervoso e imunolégico. Em concentracdes fisioldgicas o
oxido nitrico (NO) atua no sistema imune como uma molécula efetora citostéatica e
citotdéxica, a qual inibe o crescimento de diversos agentes de doencas infecciosas
como virus, bactérias, protozoarios, fungos e helmintos. Além disso, apresenta
atividade antitumoral (através da morte e/ou inibicdo do crescimento da célula

tumoral); antitromboética e anti-aterosclerética, pois relaxa a musculatura lisa
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vascular, modula a proliferacdo de células musculares lisas, inibe a agregacao
plaquetaria e adesdo e migracao de leucocitos (TOUSOULIS et al., 2012;
ANTOSOVA et al., 2012).

Tem sido demonstrado que NO pode ser pré-inflamatério (imunoestimulador,
anti-apoptético) ou anti-inflamatério (imunosupressor e pré-apoptotico), com
propriedades protetoras ou agressoras ao hospedeiro durante infecgdes e por isso, o
oxido nitrico ndo pode ser classificado rigidamente como uma molécula anti-
inflamatéria ou pré-inflamatéria (CIRINO et al., 2006).

Por outro lado, sabe-se que o NO pode agir como citotéxico em processos
patofisiolégicos e muitos trabalhos apontam o envolvimento do NO em diversas
desordens inflamatérias. Durante o processo inflamatério, grandes quantidades de
NO sao produzidas principalmente por neutréfilos e macréfagos ativados, através da
enzima iNOS, podendo ser prejudical para o organismo, visto que o NO age como
uma espécie reativa danificando a membrana celular de células normais. Evidéncias
indicam que a citotoxidade do NO ¢ atribuida principalmente ao peroxinitrito
(ONOOQ), produzido a partir da reagao entre o NO e o radical livre &nion superéxido
(O2 ). In vivo, o peroxinitrito causa danos ao DNA e oxidacao a liproteina de baixa
densidade (LDL), efeitos que estdo frequentemente associados a condi¢des
patofisiolégicas como asma, artrite, esclerose multipla, colite, psoriase, doencas
neurodegenerativas, desenvolvimento de tumores, rejeicdo a transplantes e ao
choque séptico (PACHER et al., 2007; SHARMA et al., 2007).

O o6xido nitrico também é considerado um importante mediador de
hiperalgesia no SNC, porém seus efeitos na periferia ainda ndo estdo bem
elucidados. Dados da literatura descrevem que doadores de NO podem induzir dor
em humanos e a administracdo de inibidores de NO reduz a hiperalgesia
inflamatéria via PGE. dependente (CURY et al., 2011).

A sintese de NO ocorre a partir do atomo de nitrogénio do grupo guanidino do
aminoacido L-arginina, em uma reacao catalisada pela enzima conhecida como
oxido nitrico sintase (NOS) dependente de oxigénio molecular. A enzima NOS
constitui uma familia com trés isoenzimas codificadas por genes distintos e
denominadas como: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS), sendo
a ultima, a forma presente em macréfagos e outras células inflamatérias ativadas. As

isoformas nNOS e eNOS sao conhecidas como constitutivas, porque,
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diferentemente da iINOS estas proteinas sdo expressas constitutivamente em baixos
niveis e podem ser ativadas rapidamente por um aumento de calcio no citoplasma,
na presenca de calmodulina. O influxo de célcio dentro das células leva a uma
rapida producao de NO em pequenas quantidades e por curto periodo de tempo. A
INOS possui uma molécula de calmodulina fortemente ligada, mantendo-a numa
conformagédo ativa, mesmo em baixos niveis de calcio, podendo ser denominada
NOS - célcio independente. Esta enzima pode produzir, constantemente, altas co
ncentracdes de NO por periodos prolongados (PACHER et al., 2007, PAUTZ et al.,
2010).

A enzima iINOS ¢é induzida por macréfagos ativados por citocinas como
interferon gama (INF-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ou lipopolissacarideo
(LPS) e resulta em maiores quantidades de NO comparado com a NOS constitutiva
e este aumento pode levar a diferentes efeitos patofisiolégicos, conforme descrito
anteriormente. Por esses motivos, muitas pesquisas tem focado no controle da
superproducdo dos niveis de NO através da inibigdo da iINOS, com o intuito de
desenvolver novos medicamentos para o tratamento de doencas mediadas pelo NO
(SHARMA et al., 2007; VITECEK et al., 2012).

3.4 Produtos naturais

As plantas medicinais sdo frequentemente utilizadas com o intuito de auxiliar
as terapias convencionais ou até mesmo substituir o tratamento de varias doencgas,
dentre outros fatores pela facilidade de obtencao e baixo custo. Além disso, mesmo
que os medicamentos derivados de plantas tenham uma boa aceitacdo pela
populacao e estejam presentes no mercado farmacéutico, apenas uma pequena
parcela das plantas medicinais possui dados cientificos que comprovem sua eficacia
e seu espectro toxicoldgico, assim como garantia de qualidade do produto (SIMOES
et al., 2007). Sabe-se que as plantas medicinais apresentam ampla diversidade de
metabolitos secundarios com diferentes atividades biolégicas, tanto que ao longo
dos anos, os produtos naturais, incluindo aqueles derivados de plantas tém
contribuido enormemente para o desenvolvimento de medicamentos importantes

utilizados na medicina moderna. No entanto, o potencial de plantas como fonte de
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novos compostos com propriedades terapéuticas ainda é pouco explorado
(KOEBERLE e WERZ, 2014; HARVEY et al., 2015).

Em conjunto, todos esses fatos justificam a necessidade de um
aprofundamento no conhecimento das propriedades das espécies vegetais e sua
utilizagdo na formulagédo de medicamentos.

Dentre os diversos metabdlitos secundarios presentes nas plantas, alguns
grupos que deram origem a medicamentos sdo os terpendides, glicosideos e
alcaldides. Muitos exemplos histéricos demonstram que os produtos naturais
serviram n&o apenas como fonte de medicamentos, mas também ajudaram a revelar
novos aspectos da fisiologia. Por exemplo, o farmaco digoxina (glicosideo) obtido da
planta dedaleira (Digitalis sp.), é utilizado até hoje como cardiotdnico para o
tratamento da insuficiéncia cardiaca e além disso mostrou o papel da sédio-
potassio-ATPase. A morfina (alcal6ide), extraida da papoula (Papaver somniferum) é
um analgésico opidide largamente utilizado na clinica e apontou o caminho para os
receptores dos opidides enddgenos; enquanto que a muscarina, nicotina e
tubocurarina ajudaram a explorar os diferentes tipos de receptores de acetilcolina, e
assim por diante (HARVEY, 2008). Atualmente, diante da necessidade clinica por
novos medicamentos mais eficazes e seguros para o tratamento de doencas
inflamatérias, bem como para o alivio da dor, extratos e compostos isolados de
plantas estdo sendo considerados como uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de novos farmacos anti-inflamatérios e analgésicos, em busca de
uma melhor terapia e qualidade de vida dos pacientes (KOEBERLE e WERZ, 2014;
HARVEY et al.,, 2015). Dentro deste contexto, muitos trabalhos tém demonstrado
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias de compostos derivados de plantas,
incluindo efeitos sobre a expressdao de moléculas pro-inflamatérias como a enzima
oxido nitrico sintase (iNOS), a cicloxigenase 2 (COX-2) e citocinas como TNF-q,
entre outros (HUR et al.,2012; BELLIK et al.,2013; RIEDEL et al., 2015; OLIVEIRA et
al.,, 2014). Esses dados, reforcam a importancia de buscar através das plantas,
novos compostos biologicamente ativos ou passiveis de modificacoes e otimizacoes
estruturais para o desenvolvimento de farmacos mais eficazes e seguros no

tratamento de doencas inflamatérias e alivio da dor.
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3.41 Capscium baccatum

O género Capsicum pertence a familia das Solanaceas e compreende 25
espécies sendo representado pelas pimentas e pimentdes e as espécies mais
conhecidas sao C. annuum, C. frutescens, C. baccatum, C. pubscens e C. chinense.
Os frutos do género Capsicum contém uma vasta quantidade de compostos, como
os carotendides, responsaveis pela coloracao vermelha do fruto, vitaminas A, C e E,
acidos graxos saturados ou insaturados, 6leos volateis e capsaicinéides (WAHYUNI
etal., 2011, 2013, GIUFFRIDA et al., 2013).

O principal grupo de componentes ativos no género Capsicum Sao 0S
capsaicindides, responsaveis pela sensacao de ardor e pungéncia e a capsaicina
representa cerca de 90% do total de componentes deste grupo (SINGH et al., 2009;
AZA-GONZALEZ et al., 2011). Dentre os capsaicindides, o0 mais estudado é a
capsaicina, com varios trabalhos na literatura sobre suas atividades farmacoldgicas,
entre as quais: analgésica (KNOTKOVA et al., 2008), anticancer (YANG et al.,
2010), anti-inflamatéria, antioxidante e anti-obesidade (JOO et al., 2010; ANAND E
BLEY, 2011, SHARMA et al., 2013).

Em relacdo aos frutos da espécie C. baccatum, a sua pungéncia (ardor,
picancia), tipico dos capsaicindides presentes nas pimentas, € baixa, eles medem
entre 6,8 e 8,0 cm e tém de 1,0 a 1,5 cm de largura, apresentam varias cores e
formas, geralmente pendentes, persistentes, com polpa firme com sementes cor de
palha. Sao exemplos de frutos de Capsicum baccatum: Cambuci ou Chapéu-de-
Frade, Dedo-de-Moca, Cumari verdadeira, pimenta fina e pitanga. Sao nativos da
América do Sul, cultivados principalmente na Argentina, Coldmbia, Equador e Brasil,
nos estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul (EMBRAPA E HOTALICAS 2007;
ALBRECHT et al., 2012).

Capsicum baccatum L. var. pendulum (Willd.) (figura 2) € uma das espécies
de pimenta mais consumidas no Brasil e apesar disso, ha poucos relatos na
literatura cientifica sobre suas propriedades farmacolégicas. Estudos mais recentes
realizados com outras espécies de Capsicum reportam importantes propriedades
como hipocolesterolémica, anti-inflammatéria, antioxidante e antinociceptiva para
espécies de C. annuum (AIZAWA E INAKUMA, 2009; HERNANDEZ-ORTEGA et al.,
2012; KIM et al., 2014), C. chinense (CASTRO-CONCHA, 2014) e C. frutescens
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(JOLAYEMI, 2013, 2014). Os trabalhos descritos com C. baccatum var. pendulum
destacam as propriedades antioxidantes e antimicrobianas de extratos brutos
preparado a partir dos frutos (KAPPEL et al., 2008) e propriedades anti-inflamatdrias
do suco (SPILLER et al., 2008).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa avaliou as propriedades antioxidante
e anti-inflamatéria de extratos de C. baccatum (etandlico, diclorometano, butandlico
e aquoso) preparados a partir das sementes e dos frutos, através de um
fracionamento bioguiado (ZIMMER et al., 2012). Os resultados mostraram que no
modelo de inflamacdo pleural induzida por carragenina, os extratos etandlico e
butandlico (dose de 200 mg/kg, via oral) causaram significativa redu¢do da migracao
de leucdcitos totais para a cavidade pleural de camundongos, além da inibicdo da
exsudagdo protéica (ZIMMER et al, 2012). Por esses motivos é importante a
investigacao das propriedades farmacoldgicas de C. baccatum, os mecanismos de
acao envolvidos, bem como a composi¢cao quimica desta espécie.

Figura 2. Frutos de Capsicum baccatum L. var. pendulum.Fonte: Embrapa Hotaligas. Disponivel
em http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/#pimenta.
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Materiais e metodos







4. Materiais e métodos

4.1 Material vegetal

Para a obtencéo dos extratos de frutos de C. baccatum foi utilizado o material
previamente coletado confome Zimmer et al. (2012). O material vegetal moido foi
submetido a maceracdo com etanol 70% para obtencao do extrato etanélico. Além
disso, extragdes sucessivas em aparelho tipo soxhlet com solventes de polaridade
crescente (diclorometano, n-butanol e agua) forneceram os respectivos extratos, que
foram posteriormente levados a secura por evaporacdo do solvente. Os extratos
foram congelados em pequenas fracées até o momento do uso.

4.2 Animais

Para este trabalho foram utilizados camundongos machos BALB/c (n= 6), com
idade de 8 semanas obtidos da Fundacao Estadual de Producdo e Pesquisa em
Saude (FEPPS), Porto Alegre. Os animais foram mantidos no Biotério da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA) por pelo
menos 1 semana antes da conducdo dos ensaios biologicos, realizados nos
Laboratoérios de Imunologia e Biologia celular da UFCSPA. Os camundongos foram
mantidos em caixas plasticas (6 animais/caixa), a temperatura ambiente padrao (22
+ 1°C), expostos a ciclos aternados de claro/escuro por 12 h e com agua e ragao ad

libitum.
4.3 Consideracdes Eticas

Todos os procedimentos experimentais foram realizados em conformidade
com a Legislacdo Brasileira e apés aprovacdo pelo Comité de Etica no uso de
Animais (CEUA) da UFCSPA sob protocolo n° 205/13. As carcagas dos animais
sacrificados foram acondicionadas em embalagem plastica e armazenadas em
freezer a - 20 °C, até o recolhimento pela empresa especializada Ambientus
Tecnologia ambiental Ltda.
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4.4 Células e meio de cultura

Foram utilizados macrofagos da linhagem RAW 264.7 e macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c obtidos da cavidade peritoneal de animais
inoculados com tioglicolato, conforme descrito no item 4.71. As células foram
cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
contendo 100 U/mL de penicilina e 100 yg/mL de estreptomicina. As células foram

incubadas a 37°C e 5% de CO, com controle de umidade.

4.5 Tratamento

Para os experimentos in vivo, os extratos foram pré-dissolvidos em PBS
contendo Tween 80 (maximo 0,5%) e administrados aos animais por via subcutanea
nas doses de 50, 100 e 300 mg/kg. As doses foram escolhidas a partir de dados da
literatura e resultados prévios do nosso grupo (ZIMMER et al.,, 2012). Para os
experimentos in vitro, os extratos foram dissolvidos no préprio meio de cultura e as

células tratadas com concentragdes entre 30 e 300 pg/mL.

4.6 Ensaios in vivo

4.6.1 Peritonite induzida pela carragenina

Para avaliar o efeito dos extratos sobre a migracao de leucdcitos e neutréfilos
para a cavidade peritoneal de camundongos, foi utilizado o modelo de peritonite
induzido por carragenina. Grupos de camundongos BALB/c (n= 6) foram pré-
tratados por via subcutanea com PBS (grupo controle negativo 0,1mL/10g) ou
extratos de C. baccatum, 30 minutos antes da injecdo intraperitoneal do estimulo
inflamatério carragenina (500 ug/cavidade/0,2 mL). Dexametasona (2 mg/kg; v.o.) foi
usada como controle positivo e administrada 1 h antes da carragenina.
Primeiramente foi avaliado o efeito dos 4 extratos (diclorometano, etandlico,
butandlico e aquoso) nas doses de 50, 100 e 300 mg/kg com o intuito de analisar o
efeito da dose na migracao celular. Posteriormente realizou-se um experimento com
todos os extratos em uma Unica dose (100 mg/kg) para avaliar a diferenca de

poténcia entre eles. Apds 4 h da inoculagdo da carragenina, os camundongos foram
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eutanasiados e 3 mL de PBS contendo EDTA 1 mM foram injetados
intraperitonealmente nos camundongos. Logo apdés, os abdomens foram
cuidadosamente massageados e a suspensdo celular aspirada. Aliquotas dessa
suspensao foram utilizadas para a contagem de leucécitos totais em solucao de Turk
através da camara de Neubauer e para contagem diferencial por meio de laminas
preparadas em citocentrifuga e coradas com Pandtico. A contagem celular foi feita
em microcopio Optico e os resultados apresentados como numero de leucécitos e
neutrofilos por cavidade.

4.6.2 Edema de pata induzido pela carragenina, prostaglandina E; e

histamina

Grupos de camundongos BALB/c (n= 6) foram pré-tratados por via
subcutanea com PBS (grupo controle negativo 0,1mL/10g) ou extratos de C.
baccatum na dose de 100 mg/kg, 30 minutos antes da inducdo do edema.
Dexametasona (2 mg/kg; v.o.) foi usada como controle positvo e administrada 1 h
antes da indugcdo do edema. Apds os tratamentos, os animais receberam na pata
traseira por via intraplantar uma injecdo de 50 pL dos estimulos inflamatérios:
carragenina (500 pg/pata), histamina (100 pg/pata) ou prostaglandina E» (5 pg/pata).
A pata esquerda de cada animal recebeu 50 puL of PBS como controle negativo. O
edema de pata foi determinado através do volume de agua deslocado utilizando um
pletismdmetro e medido nos tempos de 1, 2, 3 e 4 h apds a injecao da carragenina e
nos tempos de 15, 30, 60 e 90 min apds as inje¢cdes de prostaglandina E, ou
histamina. Os resultados foram expressos em microlitros (uL) e corresponde a
diferenca de volume entre a pata direita e esquerda de cada animal. Logo apés as
medidas, 0s animais que receberam carragenina na pata foram eutanasiados e o
tecido da pata foi removido e armazenado em freezer a - 80°C para posterior analise

da atividade da mieloperoxidase.
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4.6.3 Atividade da mieloperoxidase (MPO) em patas injetadas com

carragenina

Para avaliar o efeito dos extratos de C. baccatum sobre a migracdo de
neutrofilos para o tecido da pata inoculada com o agente inflamatério carragenina,
os niveis de atividade da enzima MPO na pata foram mensurados. A metodologia foi
previamente descrita po Bradley et al. (1982) e modificada por De Young et al.
(1989). Amostras de tecido das patas injetadas com carragenina foram
homogeinizadas com 5% de tampao EDTA/NaCl (pH 4,7) e centrifugadas a 3000
rom por 15 min a 4 C. O precipitado formado foi ressuspendido em 0,5% de tamp&o
BHT (brometo de hexadeciltrimetii ambnio) pH 5,4 e as amostras foram entédo
submetidas a trés ciclos de congelamento (imersdao em nitrogénio liquido) e
descongelamento. Apds o ultimo descongelamento as amostras foram novamente
centrifugadas (15000 rpm, 15 min, 4(1C) e 5 yL do sobrenadante foi usado para o
ensaio de MPO em placas de 96 pocos. A reacdo enzimatica foi iniciada com 1,6
mM de TMB (tetrametilbenzidina), 80 mM de tampao de fosfato de sodio e 0,3 mM
de peroxido de hidrogénio. A reacao foi interrompida pela adicao de H,SO44M e as
absorbancias medidas a 450 nm em espectrofotdmetro. As leituras de densidade
optica (DO) de cada amostra foram comparadas com as de uma curva padrdao de
neutréfilos preparada a partir de uma suspensao celular obtida da cavidade
peritoneal de camundongos inoculados com carragenina, conforme descrito
anteriormente. Os resultados foram expressos em atividade de mieloperoxidase por
quantidade de neutréfilos na pata (Schneider and Issekutz, 1996).

4.6.4 Nocicepcao induzida pela injecao intraperitoneal de acido acético

Este modelo nos permite avaliar a nocicepcao inflamatéria visceral e a
atividade antinociceptiva de substancias que atuam tanto em nivel central quanto
periférico (KOSTER, 1959). Grupos de camundongos BALB/c (n= 6) foram pré-
tratados por via subcutanea com PBS (grupo controle negativo 0,1mL/10g), acido
acetilsalicilico (grupo controle positivo, 100mg/kg) ou extratos de C. baccatum na
dose de 100 mg/kg. Apds 15 minutos dos tratamentos, os animais receberam por via

intraperitoneal uma injecao de acido acético (0,8%, 0,1mL/10g) e logo apds foram
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colocados individualmente em funis de vidro para avaliagdo da resposta nociceptiva.
Neste método, a resposta nociceptiva é caracterizada por contorcdes da
musculatura abdominal juntamente com a extensao de uma das patas posteriores. O
resutado & expresso em numero de contorcées, quantificadas cumulativamente

durante um periodo de 30 minutos apds o estimulo com acido acético.

4.6.5 Hiperalgesia térmica induzida pela injecao intraplantar de

carragenina

A avaliagao da atividade antinocieptiva de C. baccatum sobre a hiperalgesia
térmica foi conduzida somente com o extrato diclorometano, que obteve melhor
resposta no ensaio de contorcdes por acido acético. O ensaio de hiperalgesia
térmica consiste em colocar os animais sobre uma placa quente apds injecao
intraplantar de um estimulo hiperalgésico, como a carragenina, € 0 comportamento
do animal de pular, sacudir ou lamber a pata injetada sobre a placa € considerado
como indicativo de hiperalgesia térmica. A laténcia para o aparecimento desta
resposta, cronometrada em segundos, pode ser considerada como indicativo da
intensidade da resposta nociceptiva a um estimulo térmico. Antes da injecdo da
carragenina (500 pg/pata) os animais foram colocados individualmente sobre a
placa, previamente aquecida a 46-48°C, para a obtencado de valores basais. Um
tempo de corte de 15 segundos foi utilizado para minimizar danos ao tecido. Apos
um intervalo de 30 minutos os animais foram entao pré-tratados por via subcutanea
com PBS (controle negativo), com o extrato diclorometano (100 mg/kg) ou com
indometacina (5mg/kg; controle positivo). A injecdo de carragenina (500 pg/pata) foi
administrada nas patas dos animais apds 30 minutos dos tratamentos. A avaliacao
da resposta hiperalgésica de cada animal sobre a placa quente foi determinada nos
tempos de 60, 120 e 180 minutos apds o estimulo com a carragenina, com
permanéncia maxima de 15 segundos na placa por animal. O tempo que o animal
levou para pular, sacudir ou lamber a pata foi cronometrado em segundos e o
resultado expresso como tempo de laténcia da resposta térmica.
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4.6.6 Nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de formalina

Para avaliar se o extrato diclorometano de C. baccatum apresenta atividade
antinociceptiva via mecanismos centrais foi conduzido o modelo de nocicepcao
induzido pela formalina (Hunskaar e Hole, 1987). Grupos de camundongos BALB/c
(n= 6) foram pré-tratados por via subcutanea com PBS (grupo controle negativo
0,1mL/10g), morfina (grupo controle positivo, 5 mg/kg) ou extrato diclorometano na
dose de 100 mg/kg. Apds 30 minutos, os animais receberam na pata direita traseira
por via intraplantar uma injecdo de 50 pL de PBS (control negativo) ou formalina
2,5% dissolvida em PBS. Logo apdés o estimulo nociceptivo, os animais foram
colocados individualmente em funis de vidro e com um cronémetro foi contabilizado
o tempo (em segundos) gasto pelos animais com lambidas e/ou mordidas nas patas,
indicativos de dor. Os animais foram observados durante 30 minuntos e a contagem
foi avaliada em duas etapas: primeiros 5 minutos (primeira fase) e entre 15 e 30

minutos (segunda fase) apés a injecao da formalina.

4.7 Ensaios in vitro

4.71 Obtencao e cultura de macréfagos peritoneiais

Os macroéfagos peritoneais foram obtidos a partir da cavidade abdominal de
camundongos BALB/c inoculados por via intraperitoneal com uma solugao estéril de
tioglicolato 3% (2,0 mL/animal). Apdés 3 dias da inoculacdo os animais foram
eutanasiados e 5 mL de meio DMEM foram injetados por via intraperitoneal. Os
abdomens dos animais foram cuidadosamente massageados, a suspensao celular
foi aspirada e centrifugada a 1.200 rpm por 10 minutos. O pellet formado foi
ressuspendido em DMEM e uma aliquota desta suspenséo celular foi usada para
contagem de leucécitos totais em camara de Neubauer sob microscépio optico, para

entao seguir com 0s proximos ensaios.
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4.72 Ensaio da viabilidade celular pelo método de MTT

Para avaliar se os extratos de C. baccatum poderiam afetar a vibilidade
celular, antes de conduzir os experimentos in vitro, os macréfagos foram submetidos
ao método de redugdo do MTT (Mosmann, 1983). Este ensaio colorimétrico se
baseia na reducao do MTT (roxo) a formazan, um produto amarelado formado pela
acao de enzimas mitocondriais em células vivas. Macrofagos peritoneiais obtidos
conforme descrito anteriormente foram semeados em placas de 96 pocos (2 x 10°
células/0,2 mL/poco) em DMEM e incubados por 24 h em estufa a 37(1C. Apds
remocao das células ndo aderentes, os macrofagos foram incubados por 48 h com
DMEM ou extratos de C. baccatum dissolvidos em meio de cultura em
concentragdes de 3, 30, 100 e 300 pg/mL. Apos esse periodo de tratamento, o
sobrendante foi removido por aspiracao e 10 uL de uma solucao de MTT (5 mg/mL
em PBS) e meio de cultura foram adicionadas em cada po¢o e as células foram
incubadas por 4 h a 37(1C. Em seguida foram adicionados 100 uL de dimetil
sulféxido (DMSO) em cada poco para solubilizar os cristais de formazam e as
leituras das densidades opticas (D.O) foram lidas em espectrofotébmetro a 570 nm.
Os resultados obtidos em D.O foram transformados em percentual de viabilidade

celular e comparados as amostras controle nao tratadas.

4.73 Estimulacao de macréfagos peritoneais e RAW 264.7 com

carragenina ou LPS + IFN-y

Para avaliar os efeitos dos extratos de C. baccatum sobre a producdo de
oxido nitrico (NO) e a citocina TNF-a por macrofagos, estas células foram
estimulados com carragenina ou LPS + IFN-y. Macréfagos peritoneais e macrofagos
da linhagem RAW 264.7 foram semeados em placas de 24 pocos (5 x 10°
células/mL/pogo) em DMEM e incubados por 24 h em estufa a 370/C. Apo6s a
remocao das células ndao aderentes, os macrofagos foram incubados por 24 h com
DMEM ou com os extratos dissolvidos em meio de cultura em concentragdes de 30,
100 e 300 pg/mL. Apds o periodo de tratamento, o sobrendante foi removido por
aspiracao e as células foram estimuladas com carragenina 1000 pg/mL ou com uma
combinacao de LPS 10 ng/mL e IFN-y 1ng/mL, solubilizados em DMEM. Apéds 24 h
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dos estimulos, aliquotas do sobrendante foram armazenadas em freezer a -80 [1C

para posterior analise da producao de éxido nitrico e TNF-o.

4.74 Anadlise da producao de o6xido nitrico (NO) por macréfagos
peritoneais e macréfagos RAW 264.7

Os niveis de NO foram determinados nos sobrenadantes de macrofagos
peritoneais e RAW estimulados com carragenina ou LPS + IFN-y pelo método de
Griess (Green et al.,1982). Neste ensaio colorimétrico a medida de NO, cujo tempo
de meia vida & muito curto, € determinada pela formacao de nitrito (NO2) na amostra
que durante a reagdo forma um composto estavel de coloragdo purpura. As
amostras foram analisadas em espectrofotébmetro a 540 nm e as concentracdes de
nitrito foram determinadas utilizando uma curva padrao de NaNO,. Os resultados
foram expressos em micromolar (uM) de NO,,

4.75 Analise da producao de TNF- o por macrofagos peritoneais
O conteudo da citocina pré-inflamatéria TNF- o foi determinado nos
sobrenadantes de macréfagos peritoneais estimulados com LPS e IFN-y. A analise

foi realizada por meio de um kit de ELISA (eBioscience, USA), conforme as

instrugdes do fabricante, usando um leitor de microplaca.
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5. Analise estatistica

Os dados foram analisados através de ANOVA de uma via seguido do teste
Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5.01. Os resultados foram
expressos como média * erro padrao da média (EPM) e valores de p < 0,05 foram
considerados significantes. Todos os experimentos foram realizados pelo menos 3

vezes e em quadruplicata.

51






Resultados







6. Resultados

6.1 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a migracao de leucoécitos e
neutréfilos no modelo de peritonite induzido por carragenina em

camundongos

A figura 3 mostra que a indugdo de peritonite com o estimulo inflamatério
carragenina (Cg) (500 pg/cavidade, i.p.) provocou um aumento significativo no
namero de leucécitos totais que migraram para a cavidade peritoneal dos
camundongos, quando comparado com a quantidade basal de células dos animais
que receberam apenas PBS (Fig. 3 A-D). Apds a contagem diferencial, observou-se
gue a maioria das células que migraram eram neutréfilos (Fig. 3 E-H). Os animais
que receberam o pré-tratamento com os extratos de C. baccatum (extrato etandlico,
diclorometano, butandlico e residuo aquoso) nas doses de 50 a 300 mg/kg s.c.
apresentaram significativa reducao no numero de leucécitos totais e neutréfilos que
migraram para a cavidade peritoneal, quando comparado ao grupo controle
carragenina. Como esperado, os animais pré-tratados com o anti-inflamatério
esteroide dexametasona, também apresentaram reducdo no numero de células
recrutadas. Os resutados apresentados nado demonstraram um efeito dose-
dependente (Fig. 3). Como todos os extratos foram capazes de inibir o recrutamento
de neutrdfilos, outro experimento independente foi realizado somente com a dose
100 mg/kg, s.c., a fim de comparar a poténcia entre eles. A figura 4 mostra que
todos os extratos inibiram de forma similar o numero de leucocitos e neutrofilos, nao
apresentando, portanto, diferenca significativa de poténcia entre eles. Os extratos
etandlico, diclorometano, butandlico e aquoso (100 mg/kg, s.c.) inibiram a infiltracao
de leucécitos para a cavidade peritoneal na ordem de 34,6%, 25%, 23,5% e 49,4%
respectivamente (Fig. 4A), e a infiltracdo de neutréfilos em 36,4%, 36,4%, 42,3% e
56,4% respectivamente (Fig. 4B), quando comparados com 0O grupo controle

carragenina (Cg).
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Figura 3. Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) nas doses de 50, 100 e 300 mg/kg (s.c) e Dexametasona (2,0 mg/kg, v.0) sobre a
migracao de leucdcitos e neutréfilos para a cavidade peritoneal em camundongos estimulados com
carragenina. Diferenca significativa em relagéo ao grupo Cg: * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001 e
em relagdo ao grupo PBS: #p < 0,01; ** p < 0,001.
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Figura 4. Avaliacdo da poténcia entre os extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM:
diclorometano, BUT: butandlico, RAq: aquoso) na dose de 100 mg/kg, sobre a migracao de leucdcitos
e neutréfilos para a cavidade peritoneal em camundongos estimulados com carragenina.

Diferenga S|gn|f|cat|va em relagédo ao grupo Cg: * p < 0,05, ** p < 0,01; ™ p < 0,001 e em relagéo ao
grupo PBS: ™ p < 0,001,

6.2 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre o edema de pata induzido

por carragenina, prostaglandina E2 e histamina em camundongos

A figura 5 mostra os efeitos dos extratos de C. baccatum (100 mg/kg) na
resposta edematogénica induzida pelos estimulos inflamatérios carragenina (500
Mg/pata), prostaglandina E, (5 pg/pata) e histamina (100 pg/pata) em patas de
camundongos. Conforme a figura 5A, os animais que ndo foram tratados com os
extratos, apresentaram um aumento significativo no edema apés 1,2, 3 e 4 horas do
estimulo carragenina. O maior pico de edema obervado no grupo controle foi apés 3
h do estimulo, periodo em que os extratos etandlico, diclorometano, butandlico e
aquoso inibiram o edema formado de forma significativa em 30,5%, 34,8%, 50% e
63,6% respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Cg) (Fig 5B). A figura
5C mostra que o pico da resposta edematogénica apos o estimulo intraplantar de
prostaglandina E, (PGE,) foi em 15 minutos e que nos tempos seguintes avaliados
(30, 60 € 90 min) o edema foi gradualmente reduzindo. Durante o pico do edema (15
min), os extratos diclorometano, butanélico e aguoso apresentaram uma inibicado da
resposta edematogénica em 23,1%, 38,4% e 68,6% respectivamente, quando
comparado ao grupo controle ndo tratado (PGE.) (Fig 5D). A administracdo de
histamina na pata dos camundongos provocou um pico de resposta edematogénica
apos 30 minutos (Fig 5E) do estimulo e neste tempo apenas os extratos butandlico e
aquoso foram capazes de inibir o edema em 46% e 56,5% respectivamente quando
comparado ao grupo controle néo tratado (Hist) (Fig 5F).
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Figura 5. Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) na dose de 100mg/kg (s.c) e Dexametasona (Dexa, 2,0 mg/kg, v.0) sobre o edema de
pata induzido pela carragenina (Cg), prostaglandina E, (PGE-,) e histamina (Hist) em camundongos.
Diferenca significativa em relagdo aos grupos controles (Cg, PGE; e Histamina): * p < 0,05, ** p <

0,01 e *** p < 0,001.
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6.3 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre atividade da

mieloperoxidase (MPO) em patas injetadas com carragenina em camundongos

A atividade da mieloperoxidase, uma enzima encontrada nos granulos dos
neutréfilos foi analisada em patas de camundongos injetadas com carragenina,
como indicativo de infiltracdo de neutréfilos para o tecido inflamado. A Figura 6
mostra atividade da MPO nas patas, expressa em numero de neutréfilos infiltrados
no tecido. O grupo de animais controle carragenina, que nao recebeu tratamento
com os extratos apresentou elevada atividade de MPO, representada por uma
infiltracdo de neutréfilos de cerca de 2,3 + 0,21 x 10* células/pata. Os animais
tratados com os extratos etandlico, diclorometano, butabdlico e aquoso,
apresentaram significativa reducao na atividade de MPO, em 39,6%; 42,4%; 83,3%

e 66,7%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Cg). (Fig 6).
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*kk T

T

Cg CE DCM BUT RAq
Extratos (100 mg/kg) s.c

Carragenina (500 ug/50 pl/pata)

Atividade de MPO
(x10* neutrofilos)

Figura 6: Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,

RAqQ: aquoso) na dose de 100 mg/kg, sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) em patas de
camundongos injetadas com carragenina.

Diferencga significativa em relag@o ao grupo Cg: * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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6.4 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a nocicepcao induzida pela
injecao intraperitoneal de acido acético em camundongos

A figura 7 mostra os efeitos dos extratos de C. baccatum sobre a nocicep¢ao
induzida pelo acido acético através do numero de contor¢gées abdominais provocada
por este estimulo nos animais. O grupo de animais controle, ndo tratado, apresentou
aproximadamente 40 contor¢cdes durante os 30 minutos contabilizados, equanto que
0s animais tratados com o analgésico acido acetil salicilico (AAS, 100 mg/kg), como
esperado, apresentaram inibicdo no numero de contorgdes. O pré-tratamento com
os extratos Etandlico, Butandlico e Aquoso na dose de 100 mg/kg nao afetou a
nocicepcao induzida pelo acido acético, porém o extrato diclorometano reduziu em
88% 0 numero de contorcées abdominais, quando comparado ao grupo controle (Fig
7).
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Figura 7: Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) e do acido acetil salicilico (AAS) na dose de 100 mg/kg, sobre a nocicepgao induzida
pelo &cido acético em camundongos.

Diferencga significativa em relag@o ao grupo controle (C): * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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6.5 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a hiperalgesia térmica

induzida pela injecao intraplantar de carragenina

A figura 8A mostra a progressdo da hiperalgesia térmica induzida pela
carragenina (500 ug/pata) quando os animais foram colocados sobre a placa quente.
Os animais que receberam apenas PBS nas patas apresentam em média um tempo
de laténcia em torno de 14 segundos sobre a placa em todos os tempos analisados,
enquanto que o grupo controle que recebeu carragenina na pata apresentou uma
reducéao significativa no tempo de laténcia (8,8 + 2,54 segundos) apds 60 minutos da
inducdo, quando comparado com o grupo PBS, indicando uma resposta
hiperagésica (Fig. 8A). Os animais pré-tratados com o extrato diclorometano (300
mg/kg) apresentaram um tempo de laténcia de 15 segundos ap6s 60 minutos da
injecao intraplantar da Cg, ou seja, o extrato foi capaz de prevenir a hiperalgesia
térmica induzida pela carragenina. O analgésico indometacina (5mg/kg) apresentou

resposta semelhante ao extrato (Fig. 8B).
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Figura 8. Efeito do extrato diclorometano (DCM,100 mg/kg) de C. baccatum e da indometacina (Ind)
sobre a hiperalgesia térmica induzida pela injecéo de carragenina em pata de camundongos.
Diferenga significativa em relagéo ao grupo Cg: ** p < 0,01.
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6.6 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a nocicepcao induzida pela
injecao de formalina na pata de camundongos

O efeito do extrato diclorometano sobre a nocicepcdo em nivel de SNC foi
avaliado no ensaio da formalina, no qual, o comportamento de lamber e/ou morder a
pata é indicativo de dor. A figura 9 mostra que o extrato dilclorometano na dose de
100 mg/kg foi capaz de inibir em 67,3 % a resposta nociceptiva induzida pela injecao
de formalina na pata, durante a primeira fase (neurogénica). Na segunda fase
(inflamatéria) a inibigdo foi de 100%, os animais pré-tratados com o extrato nao
apresentaram qualquer manifestacéao de dor, através de lambidas ou mordidas nas
patas, apos a injecao da formalina. O analgésico opidide morfina (5mg/kg), como
esperado, inibiu as duas fases da nocicepc¢do induzida pela formalina quando
comparado ao grupo controle em cada fase.
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Tempo (seg)
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Figura 9. Efeito do extrato diclorometano (DCM,100 mg/kg) de C. baccatum e da morfina (MORF)
sobre a nocicepgao induzida pela inje¢cao de formalina em pata de camundongos.
Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (C): * p < 0,05 e *** p < 0,001.
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6.7 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a viabilidade celular de
macrofagos peritoneais

A figura 10 mostra que apdés 48 horas de tratamento nenhuma das
concentragdes testadas (3-300ug/mL) dos extratos de C. baccatum interferiram com

a viabilidade dos macréfagos peritoneais, quando comparado ao grupo controle.
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Figura 10. Efeito dos extratos etandlico, diclorometano, butandlico e aquoso de C. baccatum nas
concentracoes de 3, 30, 100 e 300 pug/mL sobre a viabilidade celular de macréfagos peritoneais.
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6.8 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a producao de oxido nitrico

por macroéfagos peritoneais estimulados com carragenina

O o6xido nitrico € um importante mediador inflamatério e para avaliar se os
extratos de C. baccatum inibiriam a sua producdao, macrofagos peritoneais foram
estimulados com carragenina (1000 pg/mL), o mesmo agente utilizado para induzir a
inflamac@o nos modelos animais aqui testados. Os macréfagos peritoneiais quando
estimulados por 24 h com carragenina produziram niveis elevados de NO em
relagdo aos niveis basais das células tratadas com o meio de cultura DMEM. O pré-
tratamento dos macroéfagos peritoneais por 24 h com os extratos de C. baccatum (30
— 300 pg/mL) reduziu significativamente os niveis de NO induzido por carragenina
(Fig. 11)
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Figura 11. Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) nas concentragbes de 30;100 e 300 ug/mL sobre a produgédo de éxido nitrico por
macro6fagos peritoneais estimulados com carragenina.

Diferenca significativa em relagdo ao grupo Cg: * p < 0,05; ** p < 0,01 e em relacdo ao DMEM: # p<
0,05; " p< 0,01; ** p< 0,001.
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6.9 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a producao de oxido nitrico

(NO) por macrofagos peritoneais e RAW estimulados com LPS e IFN-y

O efeito dos extratos de C. baccatum sobre a producdo de NO também foi
investigado em macréfagos estimulados com LPS e IFN-y, dois estimulos indutores
da producédo de NO. Neste ensaio, além de macréfagos peritoneais, macréfagos da
linhagem RAW também foram estimulados por 24 h com LPS (10 ng/mL) e IFN-y (1
ng/mL) (Fig. 12). Ap6s o estimulo, observou-se que os macrofagos da linhagem
RAW produziram niveis mais elevados de NO (Fig. 12 E-H), que os macréfagos
peritoneais (Fig. 12 A-D), quando comparado com o nivel basal produzido pelas
células tratadas com meio (DMEM). O pré-tratamento das células com os extratos de
C. baccatum (30-300 pg/mL) por 24 h reduziu os niveis de 6xido nitrico induzido por
LPS e IFN-y. A inibigdo de NO provocada pelos extratos foi mais evidente nos
macrofagos peritoneais (Fig. 12 A-D) do que nas células de linhagem quando
comparado com o grupo controle (Fig.12 E-H).
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Figura 12. Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etandlico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) nas concentragdes de 30, 100 e 300 ug/mL sobre a produgcédo de 6xido nitrico por
macréfagos peritoneais (8 A-D) e macrofagos da linhagem RAW 264.7 (8 E-H) estimulados com LPS
10 ng/mL e IFN-y 1 ng/mL.

Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (C): * p < 0,05; ™ p < 0,001 e em relagdo ao
grupo DMEM:* p< 0,05; ## p< 0,01; b p< 0,001.
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6.10 Efeito dos extratos de C. baccatum sobre a producao de TNF-a por

macrofagos peritoneais com LPS e IFN-y

A estimulacao de macrofagos com LPS (10 ng/mL) e IFN-y (1 ng/mL) também
induz a producdo de TNF-a, uma das citocinas pro-inflamatérias envolvidas no
recrutamento de neutréfilos para o sitio inflamatério. O estimulo com LPS/IF-y por
24h provocou um significativo aumento na producao de TNF-a pelos macrofagos
quando comparado com as células tratadas apenas com meio (DMEM). O pré-
tratamento dos macréfagos peritoneais com os extratos etandlico, diclorometano e
aquoso de C. baccatum por 24 h foi capaz de prevenir o0 aumento dos niveis de
TNF-o induzido por LPS e IFN-y (Fig. 13).

600+

#
T

400+

200+

TNF-o (pg/mL)

DMEM C _CE__DCM_BUT _RAgq
Extracts (300 pg/mL)

LPS 10/ IFN-y 1 (ng/mL)

Figura 13. Efeito dos extratos de C. baccatum (CE: etanélico, DCM: diclorometano, BUT: butandlico,
RAQ: aquoso) na concentracdo de 300 pug/mL sobre a producao de TNF-a por macréfagos peritoneais
estimulados com LPS 10ng/m + IFNy 1ng/mL.

Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle (C): * p < 0,05 e em relagdo ao grupo DMEM: *
p< 0,05.
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7. Discussao

Capsicum baccatum L. var. pendulum conhecida popularmente como pimenta
dedo-de-moca é uma das espécies de pimentas mais consumidas no Brasil e apesar
disso ha poucos relatos na literatura cientifica sobre suas propriedades
farmacoldgicas, principalmente anti-inflamatéria e antinociceptiva (KAPPEL et al.,
2008; SPILLER et al., 2008, ZIMMER et al., 2012). Este trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos de extratos provenientes
dos frutos de C. baccatum, utilizando modelos de inflamag&o e nocicepg¢ao in vivo
em camundongos e modelos in vitro usando cultura de macrofagos.

A inflamacéo e a sensacao de dor sdo fungdes extremamente necessarias ao
corpo para protegé-lo contra danos teciduais e infecgdes. A inflamacdo aguda é
caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular que resulta no
extravasamento de fluidos e proteinas e infiltracdo de leucécitos, principalmente
neutréfilos para o sitio inflamatério. Além disso, diversos mediadores inflamatérios
sao liberados, como as citocinas fator de nectrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas
(IL-1B, IL-6, IL-10) e interferon gama (INF-y); bem como histamina, serotonina,
bradicinina, prostaglandinas, éxido nitrico, sendo muitos deles capazes de provocar
dor (MEDZHITOV, 2008; SHAIKH et al., 2011; CHOVATIYA e MEDZHITQV et al.,
2014).

Para a avaliagdao in vivo da atividade anti-inflamatéria dos extratos de C.
baccatum, utililizou-se neste trabalho os modelos de peritonite induzido por
carragenina (Cg) e edema de pata induzido por Cg, prostaglandina E, e histamina.

A perintonite induzida por carragenina é um modelo experimental bem
caracterizado de inflamacdo aguda e empregado largamente para testar novas
terapias anti-inflamatérias por permitir a quantificacdo e correlagdo da migracao
celular e do exsudato inflamatério. A carragenina € um polissacarideo derivado de
algas marinhas da classe das Rhodophyceae e a inflamacao aguda induzida por ela
em modelos animais de peritonite e edema provoca aumento da permeabilidade
vascular com consequente infiltracdo celular para o tecido, principalmente de
neutréfilos. Provoca também liberacdo de uma série de mediadores inflamatérios

como bradicinina, histamina, prostaglandina E,, citocinas IL-18 € TNF-a, além de
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espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Posadas et al., 2004; LORAM et al.,
2007; NECAS e BARTOSIKOVA, 2013).

O presente trabalho mostrou que os animais pré-tratados por via subcutanea,
com os extratos de C. baccatum (extrato etandlico, diclorometano, butandlico e
residuo aquoso) nas doses de 50 a 300 mg/kg apresentaram significativa reducao
no numero de leucocitos totais e neutrédfilos que migraram para a cavidade
peritoneal, ap6s o estimulo intraperitoneal da carragenina. Como todos os extratos
foram capazes de inibir a migracdo celular sem, contudo apresentarem um efeito
dose-dependente realizou-se um novo experimento de peritonite com a
administracdo dos extratos somente em uma dose (100 mg/kg, s.c.), a fim de
comparar a poténcia entre eles. Os resultados demonstraram que todos os extratos
inibiram de forma similar o numero de leucécitos e neutréfilos para a cavidade, nao
apresentando, portanto, diferenca significativa de poténcia entre eles.

Esses dados corroboram em parte com os resultados anteriores obtidos pelo
nosso grupo Zimmer et al. (2012) testaram os mesmos extratos de C. baccatum (200
mg/kg), por via oral, no modelo de pleurisia induzida pela carragenina em
camundongos e demonstrou que apenas o0s extratos etandlico e butandlico
reduziram a infiltracdo celular para a cavidade pleural. E importante notar que os
extratos diclorometano e aquoso apresentam propriedades apolares e polares
respectivamente, as quais podem interferir nas etapas farmacocinéticas quando
administrados por via oral, o que poderia justificar a auséncia dos efeitos desses
extratos no trabalho de Zimmer et al. (2012).

Juntamente com a migracao celular para o local da lesdo, a formacao de
edema decorrente do aumento da permeabilidade vascular constitui mais uma
caracteristica do processo inflamatério agudo. Entéo, para a valiar se os extratos de
C. baccatum também interferiam na resposta edematogénica avaliou-se o efeito dos
extratos no modelo de edema de pata induzido por carragenina. Este modelo
experimental de inflamagao aguda é caracterizado por duas fases. Na fase inicial (1-
2 h) logo apés a injegcao da carragenina, o edema gerado € mediado por histamina e
serotonina. Na fase mais tardia, a permeabilidade vascular € mantida pela acdo das
prostaglandinas, associada a migracao de leucécitos para a regido inflamada, assim
como outros mediadores, como cininas, oxido nitrico e citocinas (MORRIS et al.,
2003; POSADAS et al., 2004; ROCHA et al., 2006; LORAM et al., 2007).
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O presente estudo demonstrou que todos os extratos de C. baccatum
(100mg/kg, s.c.) reduziram de forma significativa o edema de pata induzido por
carragenina apds 3 h do estimulo, sugerindo uma possivel acdo de C. baccatum nos
mediadores inflamatoérios acima citados. Assim, avaliou-se o efeito dos extratos de
Capsicum sobre o edema de pata induzido por histamina e prostaglandina E> em
camundongos. Os resultados mostraram que os extratos de C.baccatum (100 mg/kg
s.c) foram capazes de inibir o0 edema de pata induzido tanto por prostaglandina E,
(PGE2) como por histamina.

Como descrito anteriormente, a resposta edematogénica também ¢é
acompanhada pela infiltracdo de neutréfilos para o local da lesdo. Assim, para
avaliar os efeitos de C. baccatum sobre o recrutamento de neutréfilos para o tecido
da pata inflamada por injecdo de carragenina, foi conduzido o ensaio de atividade da
mieloperoxidase (MPQO). Esta enzima é secretada por neutréfilos nos sitios
inflamatérios podendo levar a danos teciduais e contribuir para a patogénese da
inflamagéo, sendo, portanto, muito utilizada como um marcador da infiltracdo de
neutréfilos (BRADLEY et al, 1982; FAURSCHOU et al, 2003). Os resultados
mostraram que o pré-tratamento dos animais com os extratos de C. baccatum (100
mg/kg s.c) reduziu de forma significativa os niveis de atividade da MPO no tecido
das patas, corroborando com o efeito inibitério dos extratos sobre a migracdo de
neutréfilos no modelo de peritonite. Estes dados indicam que no modelo de edema
de pata induzido por carragenina o efeito anti-edematogénico dos extratos de C.
baccatum pode estar relacionado, pelo menos em parte, com a redug¢ao da migracao
de neutréfilos e com a inibicdo de alguns mediadores inflamatérios como a PGE; e
histamina no sitio inflamatério.

Muitos mediadores inflamatérios liberados no local da lesdo sao capazes de
sensibilizar as terminagbes nervosas e desencadear a dor inflamatdria, portanto,
tendo em vista a atividade anti-inflamatéria dos extratos, avaliou-se a possivel
atividade antinociceptiva dos extratos de C.baccatum utilizando o modelo de
contorgdes abdominais induzidas pelo &cido acético. A administragao intraperitoneal
de acido acético provoca a liberacdo de muitos mediadores presentes no processo
inflamatério, como as citocinas (IL-1B, IL-8, TNF-a), prostaglandinas, bradicina, entre

outros e por isso, este modelo & considerado um tipico modelo de nocicepcao
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inflamatéria visceral (KOSTER et al., 1959; SANDKUHLER, 2009; BORGES et al.,
2013).

Antes do estimulo nociceptivo todos os animais foram pré-tratados com os
extratos de C. bacctum (etandlico, diclorometano, butanélico e aquoso) na dose de
100 mg/kg s.c., porém, apenas o exirato diclorometano apresentou atividade
antinociceptiva. Por outro lado, em relagdo ao efeito anti-inflamatoério, todos os
extratos mostraram atividade nos modelos testados. Desta forma, a auséncia de
atividade antinociceptiva dos extratos etandlico, butanélico e aquoso, sugere que
talvez diferentes substancias presentes nos extratos estejam mediando os efeitos
através de mecanismos de acéo distintos.

De fato, tanto o processo inflamatério, como a nocicepcao inflamatéria
envolve uma série de mediadores e mecanismos orquestrados para que ocorra a
resposta. As modificagdes funcionais que os mediadores inflamatoérios provocam nos
neurdnios aferentes primarios nociceptivos permitem o surgimento da hiperalgesia
inflamatéria, que se caracteriza por uma resposta exarcebada a um estimulo
normalmente nocivo de baixa intensidade. Os principais mediadores inflamatérios
hiperalgésicos sdo as citocinas TNF-a, IL-1 e IL-8 que por sua vez, sao
responsaveis pela liberacdo das prostaglandinas, como a PGE. também
hiperalgésica (VERRI et al., 2006).

O modelo de edema de pata induzido por carragenina é um modelo classico
de formacédo de edema e hiperalgesia. Muitos estudos indicam que o aumento de
PGE. mediado pela cicloxigenase-2 (COX-2) no sitema nervoso central contribui
para a severidade da resposta inflamatéria e dor neste modelo (GUAY et al., 2004;
NECAS e BARTOSIKOVA, 2013).

Para avaliar se o extrato diclorometano inibiria a resposta hiperalgésica foi
realizado o teste de hiperalgesia térmica induzida pela inje¢cdo de carragenina na
pata de camundongos. Quando comparados com o0s animais controle, que nao
foram tratados, os animais que receberam o extrato diclorometano (100 mg/kQ)
apresentaram um tempo de laténcia maior, tanto quanto os animais que nao
receberam o estimulo nociceptivo na pata, indicando que o extrato foi capaz de
prevenir a resposta hiperalgésica causada pela carragenina.

A fim de entender melhor a acdo antinociceptiva do extrato diclorometano,

utilizou-se 0 modelo de nocicepg¢ao induzida pela injegdo de formalina na pata. A
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formalina causa estimulacdo dos nociceptores o que caracteriza um modelo
caracteristico de dor persistente, além de ser considerado um modelo bifasico de
comportamento indicativo de dor e por isso mais especifico (HUNSKAAR e HOLE,
1987; SHIBATA et al., 1989; SANDKUHLER, 2009).

A primeira fase (nocicepcado neurogénica) inicia-se imediatamente ap6s a
injecado de formalina, se extende por 5 minutos e € caracterizada pelo efeito irritante
direto da formalina sobre 0s nociceptores que ativa as fibras aferentes primarias
(predominantemente fiboras C e em parte fibras Ad) acarretando a liberacdo de
neuropeptidios tais como subtancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da
calcitocina (CGRP) em terminais periféricos e centrais. Esta primeira fase pode ser
inibida por agonistas opidides, como morfina e fentanil, antagonistas dos receptores
da bradicinina e dos receptores vaniléides (TRPV). A segunda fase (nocicepcao
inflamatéria) é mediada pela combinacao de estimulos periféricos e sensibilizacéo
da medula espinhal. Esta fase ocorre entre 15 e 30 minutos apds a injecdo da
formalina na pata e é caracterizada pela liberacdo de varios mediadores
inflamatérios como histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas (BORGES et
al., 2013).

Os resultados apresentados mostraram que o extrato diclorometano inibiu as
duas fases da nocicepc¢do induzida pela formalina. Sugere-se entdo, que este
extrato é capaz de agir em nivel central, devido a inibicdo da fase neurogénica
(primeira fase), além de inibir o processo nociceptico em nivel periférico devido a
inibicao da fase inflamatéria (segunda fase), confirmando os resultados encontrados
no modelo de nocicepc¢ao inflamatéria induzida pelo acido acético.

Desse modo, verificou-se que os extratos etandlico, diclorometano, butandlico
e aquoso de C. baccatum possuem propriedade anti-inflamatéria, com reducao da
migracao de neutréfilos e da resposta edematdgenica e o extrato diclorometano
também possui atividade antinociceptiva com inibicdo das duas fases do modelo da
formalina.

Com o objetivo de compreender melhor os efeitos dos extratos de C.
baccatum envolvidos na atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva, realizou-se
alguns experimentos in vitro utilizando cultura de macrofagos.

Para isso, fez-se necessario estabelecer concentragdes ideais dos extratos, a

fim de evitar o uso de concentracoes excessivas que poderiam causar danos a
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viabilidade celular. Utilizou-se entdo o método de reducdo do MTT para avaliar os
efeitos dos extratos de C. baccatum sobre viabilidade celular e os resultados
mostraram que todas as concentracdes testadas ndao apresentaram efeito citotdéxico
para as células. Esses dados nos permitiram dar continuidade aos ensaios in vitro
para avaliacdo do efeito dos extratos sobre a producdo de mediadores pro-
inflamatérios como TNF-a e NO.

O o6xido nitrico (NO) é um importante mediador responsavel por diversos
efeitos tanto fisiolégicos como patofisiolégicos no organismo. Em concentragdes
fisiologicas tem propriedades vasoprotetoras, pois causa vasodilatacao, inibicao da
adesdo de leucécitos e agregacdo palquetaria, além de propriedades
antiproliferativa, antioxidante e microbicida (TOUSOULIS et al., 2012; ANTOSOVA et
al., 2012).

Porém, durante o processo inflamatério, neutréfilos e macréfagos ativados por
diferentes estimulos como interleucinas, TNF-a, IFN-y, bactérias ou produtos
bacterianos (por exemplo, LPS) via indugao da enzima éxido nitrico sintase induzida
(INOS), produzem grandes quantidades de NO, que pode ser citotdxico ao
organismo, atribuido principalmente ao peroxinitrito (ONOQO") produzido a partir da
reacao entre o NO e o radical livre anion superéxido (O. ). Essa citotoxidade esta
frequentemente associada a muitas doencas como artrite, esclerose mdltipla, colite,
psoriase, doencas neurodegenerativas, entre outras (PACHER et al., 2007;
SHARMA et al., 2007; PAUTZ et al., 2010). Por esses motivos, muitas pesquisas tem
focado no controle da superproducao dos niveis de NO através da inibicao da iNOS,
com o intuito de desenvolver novos farmacos para o tratamento de doencas
mediadas pelo NO (HESSLINGER et al., 2009; JANAKIRAM e RAQO, 2012).

Devido ao importante papel do o6xido nitrico no processo inflamatério, o
presente trabalho avaliou o efeito dos extratos de C. baccatum sobre a producao
desse mediador por macréfagos estimulados com carragenina, LPS e IFN-y.

Ja esta bem estabelecido na literatura que a carragenina € um potente agente
inflamatério em modelos animais de inflamacao, com liberacdo de mediadores
inflamatérios como prostaglandina E;, TNF-a, NO entre outros (MORRIS et al., 2003
e LORAM et al., 2007). Os efeitos imunoestimulantes dos polissacarideos decorrem
principalmente da modulacdo de macréfagos, porém, enquanto alguns tipos de

carragenina induzem potente ativacdo de macréfagos, outros parecem inibir suas
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fungbes. Além disso, alguns trabalhos demonstram que polissacarideos extraidos da
alga verde aumentam a expressdo de varias quimiocinas e interleucinas, além de
estimular a liberacdo de prostaglandina E» e induzir um aumento na expressao de
COX-2 e iNOS em macréfagos (NECAS e BARTOSIKOVA, 2013).

Nossos resultados mostraram que macréfagos peritoneais estimulados por 24
h com carragenina produziram niveis elevados de NO, os quais foram inibidos pelo
pré-tratamento das células com os extratos de C. baccatum (30-300 pg/mL).

O lipopolissacarideo (LPS), um componente da membrana externa das
bactérias Gram-negativas € considerado um dos mais potentes iniciadores da
inflamacédo e responsével por ativar macréfagos e mondcitos a liberarem citocinas
como TNF-a, IL-1 e IL-6. Além disso, o LPS em combinagdo com citocinas como
IFN-y atua de modo sinérgico sobre a enzima iINOS em macréfagos resultando na
producdo de grandes quantidades de NO. A atividade da iINOS em macro6fagos é
primeiramente regulada e modulada por receptores celulares como receptores Toll-
like e CD14. CD14 é um receptor para o LPS e parece ter um papel essencial na
resposta inflamatéria em mondcitos e macréfagos através da ativagéo da via do fator
nuclear-kB (NFkB) enquanto que a indugao de iNOS por IFN-y é via sinalizagao de
Jak-STAT (JONES et al.,2007; PAUTZ et al., 2010).

Nossos resultados mostraram que todos os extratos de C. baccatum (30 a
300 ug/mL) inibiram a producédo de NO por macréfagos estimulados por LPS e IFN-y.
Essa inibicao foi mais evidente nos macréfagos peritoneais comparada com RAW,
talvez porque os niveis de NO produzidos por RAW tenham sido mais elevados,
corroborando com dados obtidos por Huang et al., (2011).

Estudos mostram que a biossintese de NO é regulada por uma variedade de
mecanismos em niveis de transcricdo e pos-transcricio em macréfagos ativados e
outras células, como a via do fator nuclear-kB (NFkB) (PAUTZ et al., 2010), um fator
de transcricdo com papel crucial nos genes envolvidos em processos fisiolégicos,
bem como na resposta a lesdo e infeccao. A ativacdo dessa via por fosforilacao e
subsequente degradacdo de uma proteina inibidora (IkB), leva a ativacdo da
transcricdo de genes para muitas proteinas pro-inflamatorias, tais como a éxido
nitrico sintase induzida (iNOS), ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de necrose tumoral-
a (TNF-o) interleucina-1B (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), inrterleucina-12 (IL-12),
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dentre outras, portanto a via NFkB é considerada como um potencial alvo de
intervencao em doencas inflamatérias (LAWRENCE et al., 2009).

O 6xido nitrico possui efeitos bifasicos na sua sintese e pode ele mesmo
regular sua prépria producdo por modulacdao da expressdao de mRNA de iNOS.
Baixas concentracdes de NO (tais como as que ocorrem no inicio da estimulacao
dos macréfagos pelas citocinas) ativam NF-kB e upregulam (aumentam a expressao
de) INOS (“feedback” positivo), enquanto altas concentragdes tem efeito oposto, que
pode prevenir uma superproducdo de NO. Enquanto a regulacdo do “feedback”
negativo da expressao de iINOS pelo NO em macréfagos € mediada pela inibicdo da
ativacao de NF-kB, a molécula de H>O,, bem como espécies reativas de oxigénio
ativam NF-kB com o aumento da expressao de iNOS e esta é suprimida por
compostos antioxidantes e enzimas. Entdo a producdo de H>O, por LPS em
macréfagos ativados participa na “upregulation” de iNOS (ZHEN et al., 2008; WINK
etal., 2011).

De acordo com os resultados obtidos pode-se sugerir que os efeitos inibitérios
de todos os extratos de C. baccatum sobre a producdo de NO por macrofagos
estimulados por LPS e IFN-y seja em parte pela inibicdo de iNOS, através da
inibicado das vias NFkB ou Jak-STAT. Além disso, sugere-se que as propriedades
antioxidantes presentes nos extratos (ZIMMER et al., 2012) possam contribuir com a
inibicdo da expressdo de iNOS, ja que estes compostos inibem a via NF-kB,
conforme descrito acima. De fato, recentes estudos tém demonstrado que muitos
componentes de plantas medicinais apresentam efeito inibitério sobre a expressao
de iINOS em macréfagos ativados por LPS, através da “downrregulation” de NF-kB
(MIN-SANG et al., 2012; SYAM et al., 2014; YANG et al.,2014; CHUN et al.,2014).

Além do 6xido NO produzido pela iINOS, muitos outros mediadores estao
envolvidos na patogénese da inflamacdo, como a citocina TNF-a. O TNF-a € a
principal citocina envolvida no recrutamento de neutréfilos durante a inflamagao
aguda e é condiderada papel chave em varias doencgas relacionadas com
inflamacao. Recentemente a citocina TNF-a tem ganhado destaque devido a eficacia
dos anticorpos anti-TNF-a no tratamento doencgas autoimunes como artrite
reumatoide, psoriase, espondilite anquilosante e doenca de Crohn. Esses anticorpos
nao atravessam a barreira hemato-encefalica, atuando perifericamente e

modificando os sintomas e progressdao da doenca. Em muitos pacientes eles tém
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demonstrado ser efetivos, porém seus efeitos no alivio da dor ainda ndo estdo bem
esclarecidos (SIEBERT et al., 2015; SEDGER e MCDERMOTT, 2014). Além disso,
esta citocina também pode agir em receptores para TNF-o nos nociceptores
produzindo a sensibilizacdo, embora seus mecanismos moleculares ainda nao
estejam claros (CZESCHIKA et al., 2008; HESS et al., 2011).

Os resultados aqui apresentados mostraram que além da inibicdo da
producdo de NO, os extratos de C. baccatum também reduziram a producao de
TNF-o por macréfagos estimulados com LPS e IFN-y. Como descrito anteriormente,
a via de sinalizacdo da producdo de TNF-a por macréfagos também envolve a
ativacao de NF-KB. Além disso, Medeiros et al. (2007) demontraram a participacao
de citocinas inflamatérias como TNF-o na via de sinalizacdo para a inducdo de
iINOS, o que sugere que o efeito inibitério dos extratos na producao tanto de NO
como TNF- a por macréfagos seja pela inibicdo da mesma via NF-Kp.

Os resutados até aqui sugerem que os efeitos anti-inflamatérios apresentados
por todos os extratos de C. baccatum sejam em parte pela inibicdo da migracao de
neutréfilos, bem como pela inibicido dos mediadores inflamatérios aqui avaliados,
como histamina e PGE2 no modelo de edema de pata e NO e TNF-a produzidos por
macréfagos. O efeito antinociceptivo apresentado apenas pelo extrato diclorometano
pode ser em parte devido a inibicao desses mediadores, os quais também sao
nociceptivos, porém, sugere-se que outros mecanismos estejam envolvidos com a
participacao de diferentes compostos ativos, presentes neste extrato.

As espécies de Capsicum sao relatadas por apresentarem entre outros
compostos, flavondides e capsaicindides como a capsaicina, descrita com atividade
anti-inflamatéria e antinociceptiva devido a inibicao da produgcédo de mediadores pro-
inflamatérios como a IL-6, TNF-a, PGE, e o6xido nitrico (LIU e NAIR, 2010;
JOLAYEMI e OJEWOLE, 2013; KIM e LEE, 2014). Flavono6ides e compostos
fendlicos sdo em grande parte responsaveis pela atividade antioxidante e anti-
inflamatéria das plantas, eles podem inibir a producado de eicosandides, como as
prostaglandinas formadas a partir do acido araquiddnico pela acdo da COX
(MUELLER et al., 2010; COSTA et al., 2012). Os extratos utilizados neste trabalho
foram obtidos previamente pelo nosso grupo (ZIMMER et al., 2012) a partir dos
frutos de C. baccatum e seguiram um fracionamento bioguiado com solventes de
polaridades diferentes, originando: o extrato bruto etandlico, extrato diclorometano,
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butandlico e aquoso. Todos os extratos foram analisados quimicamente por esses
autores e apresentaram quantidades significativas de compostos fendlicos totais e
favondides. No entanto, a caracterizacdo por HPLC nao identificou a presenca de
quercetina e rutina. A capsaicina, também analisada, foi encontrada somente nos
extratos etandlico e diclorometano.

Portanto, os efeitos anti-inflamatérios apresentados neste trabalho por todos
os extratos testados de C. baccatum podem ser devido também a presenca de
compostos fendlicos e flavonodides e nao somente a capsaicina como indicam alguns
autores. Assim, os efeitos antinociceptivos apresentados apenas pelo extrato
diclorometano em nosso trabalho, podem ser atribuidos em parte, pela presenca de
capsaicina.

A atividade antinociceptiva do extrato diclorometano foi avaliada
primeiramente através do modelo de nocicepcao visceral inflamatéria induzida pelo
acido acético. Neste modelo, a nocicepgédo € decorrente das diversas substancias
pré-inflamatérias liberadas, bem como pela dissociacao dos prétons presentes no
acido acético, que estimulam diretamente canais de cations nao seletivos, como os
canais ibnicos sensiveis ao acido (ASICs) e receptor de potencial transitério
vaniléide 1 (TRPV1) promovendo assim o inicio da dor visceral. A acidificagdo do
tecido pode ocorrer em uma variedade de patologias e os prétons podem estar
envolvidos na geragéo da dor inflamatéria (COUTAUX et al.,2005).

A capsaicina é o agonista protétipo do receptor TRPV1 e estudos prévios tem
demonstrado sua relevancia na transmissédo nociceptiva, principalmente porque ele
€ ativado por mediadores presentes nos tecidos adjacentes a lesdo. TRPV1 é um
canal ibnico, ativado por estimulo térmico (= 42 [1C), prétons e ligantes e claro pela
capsaicina. O TRPV1 esta localizado na periferia em fibras nociceptivas primarias do
tipo C, bem como em fibras A, na medula espinhal, além de alguns sitios
supraespinhais dentro do SNC, com possivel envolvimento no processamento da
dor. Um interessante fenbmeno esta associado aos efeitos opostos apresentados
pela capsaicina apdés a sua aplicacdo. Embora seja bem estabelecido que a
capsaicina possa causar dor e sensibilizagdo tanto de nervos periféricos como
centrais, sua acdo pode também conduzir a dessensibilizacdo. Tem sido descrito
que a dessensibilizacdo ocorre por mecanismo dose-dependente, onde doses
baixas, repetidas ou uma Unica dose alta de capsaicina injetada ou topica leva a
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imediata dessensibilizacdo, no entanto, uma Unica dose baixa pode causar a
ativacao (KENNEDY et al., 2010; O'NEILL et al., 2012). A dessensibilizacdo pela
capsaicina € um mecanismo complexo, ainda pouco compreendido, no entanto,
apresenta potencial terapéutico.

Aplicacdo topica de capsaicina tem demonstrado aliviar a dor neuropatica,
musculo-esquelética, dor na artrite, fibromialgia e psoriase entre outras. No entanto,
a compreensdao dos efeitos sistémicos e centrais da capsaicina é limitada
(KNOTKOVA et al., 2008; SHARMA et al., 2013; CHHABRA et al., 2012). A
capsaicina tem sido usada em muitos estudos para a investigacdo do seu papel em
receptores TRPV1 supraespinhais, como por exemplo, a ativacdo do canal por
mediadores enddgenos dentro do sistema nervoso central (SNC). Comparado com a
expressao de TRPV1 na periferia € na medula espinhal, acredita-se que em sitios
supraespinhais o0 seu papel seja exclusivamente analgésico. A microinjecao da
capsaicina dentro da regido ventrolateral da substancia cinzenta periaquedutal
(PAG) demonstrou um efeito antinociceptivo em ratos. Esses dados sugerem que os
efeitos analgésicos atribuidos a capsaicina seja devido a sua interagdo com as vias
descendentes da modulagdo nociceptiva. Por outro lado, outros estudos
demonstram que a injecdo de capsaicina em PAG resulta de uma hiperalgesia
anterior ao efeito analgésico, sugerindo que os efeitos antinociceptivos da
capsaicina no SNC seja devido a dessensibilizacao de receptores TRPV1 (O’NEILI
etal., 2012).

Ha poucos estudos que mostram os efeitos analgésicos para o género
Capsicum (HERNANDEZ-ORTEGA et al., 2012; JOLAYEMI e OJEWOLE, 2014),
contudo, este trabalho demonstrou pela primeira vez a atividade antinociceptiva de
C. baccatum. Sugere-se que a atividade analgésica apresentada pelo extrato
diclorometano seja mediada pela capsacina em receptores TRPV1, tanto em nivel

periférico como central, bem como pela inibicdo dos mediadores inflamatérios.
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8. Conclusoes

Concluimos através dos resultados obtidos que os quatro extratos de C.
baccatum avaliados (etandlico, diclorometano, butandlico e aquoso) apresentam
potencial anti-inflamatdrio, pois reduziram in vivo a migracdo de neutréfilos para a
cavidade peritoneal bem como a formacao de edema de pata em camundongos. O
efeito anti-inflamatério observado pode ser devido em parte, pela inibicdo de
mediadores pré-inflamatérios como PGE: e histamina no sitio inflamatério, ja que os
extratos, principalmente o butandlico e o aquoso amenizaram o edema de pata
induzido por esses mediadores. Além disso, os extratos também inibiram in vitro, a
producdo por macréfagos, de TNF-a e oOxido nitrico, moléculas importantes do
processo inflamatorio.

Apenas o extrato diclorometano apresentou atividade antinociceptiva. O
extrato reduziu o numero de contor¢des peritoneais induzidas por acido acético,
reduziu a nocicepgao tanto em nivel periférico como em nivel central no modelo de
nocicepcao induzida por formalina e inibiu a hiperalgesia térmica induzida por
carragenina. Os efeitos antinociceptivos em nivel periférico observados pelo extrato
diclorometano podem ser atribuidos a inibicdo dos mediadores inflamatoérios acima
citados.

Para melhor esclarecimento dos mecanismos de ag¢ao envolvidos nos efeitos
anti-inflamatérios e antinociceptivos, bem como para elucidacdo dos compostos

responsaveis, experimentos adicionais devem ser realizados.
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