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RESUMO

A inflamacéo é um fenbmeno que envolve a participacdo de diversos mediadores, como
histamina, serotonina, bradicinina, TNF-a, IL-1B, e as prostaglandinas. Estes mediadores
induzem intensa migracéo de neutréfilos para os tecidos inflamados. Dentre os farmacos
utilizados para o tratamento da inflamacdo incluem os anti-inflamatérios néo-esteroidais
(coxibes) e os corticoides, entretanto possuem varios efeitos colaterais, especialmente
quando utilizados cronicamente. Substéncias que possuem nucleo inddlico tém sido
utilizadas no tratamento de afecc¢des inflamatérias apresentando boa efetividade e baixa
toxicidade. O NST constituido por nucleo inddlico apresentou atividades anti-inflamatoria e
antioxidante em diferentes modelos experimentais. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade anti-inflamatéria do derivado benzoiltriptaminico N-saliciloiltriptamina (NST) e os
possiveis mecanismos de a¢do. Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) e ratos
Wistar (150-210g), machos e fémeas. Para avaliacdo da atividade antiedematogénica do
NST foi utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina em ratos. Em
camundongos, a atividade antiedematogénica do NST foi avaliada diante dos seguintes
agentes flogisticos: dextrana, composto 48/80, histamina, serotonina, capsaicina e
prostaglandina. Em seguida, investigou-se o efeito do NST sobre a degranulacdo de
mastoécitos mesenteriais induzida pelo composto 48/80 (experimento ex vivo) em ratos.
Utilizou-se também o modelo de peritonite induzida por carragenina para elucidacdo dos
possiveis mecanismos de acao. Inicialmente foi realizada a contagem total e diferencial de
leucocitos, andlise da concentragdo de proteinas totais, atividade de mieloperoxidase
(MPO), catalase, concentracdo de nitrito (NO,) e espécies reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS). Avaliou-se também a incapacitacdo articular induzida por carragenina através do
tempo de elevagdo da pata (TEP) em incapacitbmetro. Por fim, avaliou-se a variagdo do
edema, tempo de elevacdo da pata (TEP) e a migracao de leucécitos no modelo de artrite
gotosa induzida por cristais de acido Urico em ratos tratados com NST. Todos 0s protocolos
foram aprovados pelo Comité de Etica Animal/UFPI, N°. 82/2014. O NST 100 e 200 mg/kg
(i.p.) reduziu o edema de pata induzido por carragenina da 12 a 52 hora (*p< 0,05). De forma
semelhante, o NST na dose de 100 mg/kg reduziu o edema induzido por dextrana,
composto 48/80, histamina, serotonina, capsaicina e prostaglandina, durante o tempo de
observacdo (*p< 0,05). Os grupos tratados com NST nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg
inibiram a degranulacdo de mastocitos (*p<0.05) quando comparado ao grupo veiculo. O
NST nas doses de 100 e 200 mg/kg (i.p.) inibiu a migracdo de leucdcitos no exsudato
peritoneal, a atividade da mieloperoxidase e catalase; (*p< 0,05) e as concentragdes de NO,
e TBARS. NST também reduziu significativamente (*p< 0,05) o (TEP) ja na primeira hora
apoés a inducdo da leséo articular. Por ultimo, o NST nas doses de 100 e 200 mg/kg inibiu
tanto a variagdo do edema o TEP (***p<0.001) e migracdo de leucécitos no modelo de
artrite gotosa, durante o tempo de observacdo. Conclui-se por tanto, que a substancia em
estudo exerce atividade anti-inflamatdria através da inibicdo do edema de pata induzido por
diferentes agentes flogisticos, por inibir a degranulacdo de mastdcitos, diminuir a migracéo
de leucocitos nos modelos testados e reduzir o estresse oxidativo.

Palavras-chave: N-Saliciloiltriptamina. Nucleo inddlico. Atividade anti-inflamatoria.
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ABSTRACT

Inflammation is a phenomenon which involves the participation of various mediators, such as
histamine, serotonin, bradykinin, TNF-a, IL-18, and prostaglandins. These mediators are able
to induce marked neutrophils migration towards inflammed tissues. Among drugs commonly
used to treat inflammatory diseases, non-steroidal anti-inflammatory drugs and corticoids are
included as the most important drugs. However, both classes are able to induce several side
effects, especially when used chronically. Interestingly, compounds which possess an indole
nucleus have been used in the treatment of inflammatory diseases, and have demonstrated
good efficacy and low toxicity. The N-salicyloyltryptamine (NST) consists of an indole-
derivative compound with anti-inflammatory and antioxidant activities in different
experimental models. The aim of this study was investigate the anti-inflammatory activity of
the NST, and its possible mechanisms of action. Male and female Swiss mice (25-30g) and
Wistar rats (150 — 210g) were used. The NST-induced antiedematogenic activity was
evaluated on the carrageenan-induced paw edema in rats, as well as the paw edema
induced by some phlogistic agents in mice, as follows: dextran, compound 48/80, histamine,
serotonin, prostaglandin E2 and capsaicin. Then, the effect of NST was investigated on
compound 48/80-induced ex vivo mast cell degranulation in mice mesenteric bed. The
carrageenan-induced peritonitis model in rats was also used in order to elucidate the
possible mechanisms of action. In this model, total and differential leukocyte count, total
protein concentration, myeloperoxidase activity (MPO), catalase, nitrite concentration (NO5)
and thiobarbituric acid reactive species (TBARS) was determined. The carrageenan-induced
rat knee joint incapacitation test was assessed by the determination of paw elevation time
(PET). Finally, the variation of edema, paw elevation time (PET), and leukocyte migration
were evaluated in gouty arthritis model induced by uric acid crystals in rats treated with NST.
All protocols were approved by the Animal Experimentation Ethics Committee, UFPI, no.
82/2014. The NST (100 and 200 mg/kg. i.p.) was able to reduce the paw edema induced by
carrageenan from the first to fifth hour (p<0.05). Similarly, the NST (100 mg/kg) reduced the
edema induced by dextran, compound 48/80, histamine, serotonin, prostaglandin E2 or
capsaicin during the whole observation time (p<0.05). The experimental groups pretreated
with NST (50, 100 and 200 mg/kg) inhibited mast cells degranulation when compared with
vehicle group (p<0.05). Furthermore, the NST (100 and 200 mg/kg, i.p.) inhibited leukocytes
migration, myeloperoxidase and catalase activity in the peritoneal exudate, as well as NO,
and TBARS levels (p<0.05). Besides, NST also reduced significantly the paw elevation time
within the first hour after joint injury induction (p<0.05). Finally, NST (100 and 200 mg/kg)
inhibited both variation of edema and leukocyte migration in the gouty arthritis model, during
the whole observation time (p<0.001). Therefore, the NST exerts anti-inflammatory activity
demonstrated by the paw edema inhibition induced by different phlogistic agents, probably
involving the inhibition of mast cells degranulation, decrease of leukocytes migration, and
reduction of oxidative stress-related mediators.

Keywords: N-Salicyloyltryptamine; indole nucleus; Anti-inflammatory activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

A palavra inflamacédo tem origem a partir de dois idiomas, o grego phlogosis e o
latim flamma, que independentemente da origem, significam “fogo”, ou “area em
chamas,” algumas descricbes de inflamacdo podem ser encontradas em papiros
egipcios, datados de aproximadamente 3000 a.C. (CASTARDO et al., 2008).

No entanto, o primeiro autor a caracterizar os quatro sinais cardinais da
inflamacéo foi Cornélio Celsus por volta do século | d.C. (LEME at al., 2006). Este
descreveu as principais caracteristicas inflamatorias: dor, rubor, calor e tumor
(DORWARD et al., 2012). O quinto sinal cardinal da inflamag&o, functio laesa (perda
da funcdo), foi descrito por Rudolph Virchow na segunda metade do século XIX em
seu livro Cellular Pathologie (JORIS, 2004). Os sinais cardinais da inflamacéo séo
resultado da vasodilatacdo (calor e rubor), do acumulo de leucdcitos e do
extravasamento de fluido intersticial (tumor ou edema), ocorre também a
estimulagdo das terminacdes nervosas por mediadores (dor) e por Ultimo sobrevém
a inibicao do reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido (perda da fungéo)
(ALLER et al., 2006).

A inflamacao ocorre mediante uma série de respostas celulares e moleculares
e serve para proteger o individuo contra infeccbes ou outros agentes
agressores. Essas respostas, também, auxiliam a recuperacado do tecido danificado
e a ativacao do sistema imune (MEDZHITOV, 2008; ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012).
O sistema imune é dividido em inato e adaptativo (WILLIAMS; BARNES; PORTNOY,
2016) e este ultimo, trabalha em conjunto com o sistema inato para resistir aos mais
diferentes tipos de infec¢cdes e manter a homeostase, isso depende em grande parte
do reconhecimento e da resposta a estes estimulos, por receptores de
reconhecimento de padroes (PRRs) presentes em diferentes tipos celulares
(SALEH, 2011).

Os principais iniciadores do processo inflamatorio sdo as células do sistema
imune, que podem ser divididas em células imunes pré e anti-inflamatérias cujo
equilibrio e a funcao celular controlam rigorosamente os processos inflamatorios em
curso (LEE et al.,, 2013). Por exemplo, quando as células sdo infectadas por

bactérias ou virus, os sinais de perigo produzidos por estas células sdo detectados
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por células do sistema imunes, inicialmente os neutréfilos. Em seguida, migram para
o local da infecgéo, onde, a partir de entdo, produzem uma série de quimiocinas que
recrutam outras células de defesa. Os macréfagos sdo recrutados posteriormente,
seguidos pelos linfocitos. Os macréfagos séo responsaveis pela morte dos
patdbgenos e remocao das células infectadas, promovendo assim a resolugdo da
inflamacé&o e a cura do individuo (LEE et al., 2014).

Em geral a inflamacéo € induzida por um agente externo de natureza biologica,
como detalhado anteriormente, no entanto, a mesma pode ser induzida sem a
presenca deste agente, neste caso, denominada de inflamagédo estéril. Dessa
forma, as células estimulam principalmente a producdo de Padrdes Moleculares
Associados a Lesdao (DAMPSs), que consistem em moléculas préprias do tecido e
qgue, no geral, tém sua existéncia restrita ao meio intracelular, mas que séo liberadas
mediante lesao fisica ou quimica; determinadas proteinas, como proteinas de alta
mobilidade do grupo B1 (HMGB1) que funcionam como sentinelas universais para
respostas mediadas por varios agentes (BIANCHI; CELONA, 2010); e os PRRs
(Receptores de reconhecimento de padrdes) que sdo responsaveis para reconhecer
padrdes moleculares e iniciar a resposta inflamatéria (BROGGI; GRANUCCI, 2015).

Assim como a inflamacdo induzida por agentes microbianos, a inflamacéo
estéril € caracterizada, sobretudo, pela infiltracdo de neutréfilos e macrofagos e
producdo de quimiocinas e citocinas tais como TNF-a, IL-1B e IL-6 (CHEN; NUNEZ,
2010, MURAKAMI; HIRANO, 2012).

A inflamacdo estéril pode ser bastante prejudicial ao organismo porque o
mecanismo estimulante pode ndo ser lesivo e assim sendo, fica dificil avaliar se a
resposta esta sendo Util ou ndo. As particulas estéreis, por exemplo, na maioria das
vezes ndo sdo prejudiciais e em sua maioria a resposta inflamatéria falha em
elimina-las. Sendo assim, a resposta imune € estimulada de forma ndo adequada e
a inflamacéo consequente pode causar danos graves ao hospedeiro como doencas
agudas e dano tecidual. Se nao resolvida, pode ainda desencadear resposta
inflamatoéria crébnica com dano tecidual grave e fibrose, e consequente

desenvolvimento de diversos tipos de doencas (ROCK et al., 2010).
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1.2 Inflamagéo aguda

A resposta inflamatdria pode ser dividida em duas fases, aguda e crbnica. A
primeira € caracterizada pelo aumento nos niveis de citocinas, infiltracdo de células
do sistema imunolégico, em especial os neutrofilos, e a liberagdo dos mediadores
celulares como serotonina, histamina, prostaglandinas, fator ativador plaguetario
(FAP), leucotrienos, citocinas (ZHOU et al., 2007). A fase crbnica é caracterizada
pelo aumento da infiltracdo de macréfagos no tecido (LEE et al., 2014). E uma
condicao patolégica onde ocorre progressiva destruicdo do tecido e normalmente
estende-se por mais de uma semana (SHARON; ELIZABETH, 2003).

Com relacdo a fase aguda, os neutréfilos sdo os primeiros granulécitos a
migrarem para o sitio inflamatério (Figura 1), seguidos por basdfilos e eosindfilos
(MANTOVANI, 2011), que desempenham papel fundamental na imunidade inata,
especialmente em processos infecciosos. Tal como indicado pelo termo
“granuldcito”, possuem grande numero de granulacfes (vesiculas intracelulares)
ricas em lisozima, elastase de neutréfilos (NE), e mieloperoxidase (MPO). Quando
em contato com o0s agentes invasores liberam estes reagentes e ainda removem 0s
patégenos estranhos por fagocitose. Assim, os neutréfilos desempenham um papel
fundamental na defesa do organismo. Esta capacidade de resposta é facilitada pelo
fato de que os neutréfilos migram rapidamente da medula para a circulacéo e desta
para o sitio inflamatério e sdo facilmente atraidos por varios agentes quimiotaticos
(FATTORI et al., 2016).

Para chegar ao espaco extravascular em direcdo ao tecido lesado, os
neutréfilos passam obrigatoriamente por processos sequenciais e seletivos,
dependentes da expressdo de moléculas de adesao tais como selectina, integrinas e
moléculas de adeséo da familia das imunoglobulinas (Ig) (MOGENSEN, 2009). Nas
vénulas pos-capilares dos tecidos inflamados, as selectinas presentes nas celulas
endoteliais (E e P-selectinas) interagem com ligantes presentes nos leucécitos, em
especial os neutréfilos (L-selectina), fazendo com que essas celulas percorram com
menor velocidade e rolem sobre o endotélio, possibilitando melhor adesédo e
apreensdo dessas células ao endotélio (LANGER; CHAVAKIS, 2009). Apés a
adesdo, os neutrofilos deixam os vasos através da interacdo com moléculas da
familia das imunoglobulinas como PECAM-1 e JAM-A chegam ao sitio inflamatério
(LEY et al., 2007).
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Figura 1. Representacdo dos eventos vasculares envolvidos na resposta
inflamatoria aguda.

Apo6s a lesdo ou infecgdo, observa-se o processo de vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade
vascular do endotélio (A), em seguida ocorre a migracdo de células leucaocitarias (B) e sdo liberados
diversos mediadores inflamatérios que controlam a inflamacao (C), a saida de exsudato rico em
proteinas de fase aguda (D) e em seguida ha recrutamento de leucécitos circulantes (E), e aumento
do fluxo de leucdOcitos nos vasos sanguineos periféricos a lesdo inflamatéria (F) (INSTITUT-
PASTEUR, 2015).

Os neutrofilos também podem ser maturados no préprio local da inflamagéo
para que produzam grandes quantidades de citocinas e quimiocinas, incluindo o
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL-1B e IL-8), dentre outras.
Isto permite o recrutamento de outras células do sistema imunolégico, em particular
macrofagos (NATHAN, 2006).

A resposta inflamatéria aguda é normalmente iniciada mediante a participacdo
de mediadores lipidicos, tais como eicosandides, prostaglandinas (PG) e os
leucotrienos (LT) (SAMUELSSON, 2012), e em seguida, pelo trafego de leucécitos
circulantes a partir do exsudato inflamatério, visto que os neutréfilos (PMN) sdo as
primeiras células a migrarem para o local da inflamacao, promovendo a quimiotaxia
de outras células leucocitarias (MALAWISTA et al., 2008). Sabe-se ainda que os
principais eventos na resolucdo da resposta inflamatoria sédo a diminuigdo do influxo
dos PMN, depuracédo de macrofagos e de detritos presentes (LAMMERMANN et al.,
2013).



23

7

A resposta inflamatéria excessiva € normalmente responsavel pelo
desenvolvimento de um processo mais severo, muitas vezes responsavel pelo
desenvolvimento de outras patologias como doencas vasculares, sindrome
metabdlica, doencas neuroldgicas, e muitos outros, e €, portanto, uma problema de
saude publica. Uma vez que a resposta inflamatoéria aguda é protetora, evolui para
permitir a reparacdo de tecidos lesionados e eliminar os organismos invasores, €
idealmente autolimitada e leva a completa resolucdo e retorno da homeostase
tecidual (BUCKLEY et al., 2013).

A resposta inflamatoria aguda esta diretamente relacionada com a liberagéo de
espécies reativas de oxigénio (EROS) e radicais livres derivados do nitrogénio
(ERNS) (MADHUSUDANA et al., 2012). Alguns estudos mostram que a maior parte
da citotoxicidade celular ocorre majoritariamente durante a fase aguda da
inflamacéo, sendo atribuida & acdo deletéria de espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico (NO) (GUALILLO et al., 2001).

O Fator nuclear kappa B (NF-kB) exerce um papel importante na promocéao da
inflamacdo aguda, sendo responsavel pela regulacdo da expressdo de muitos
genes envolvidos na inflamacéo, tais como enzimas induziveis, quimiocinas e
citocinas (BHARTI; AGGARWAL, 2002). Do mesmo modo, a resposta inflamatoria é
mediada por varias moléculas de sinalizacdo e vias enzimaticas, entre as quais a
ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que é importante na regulacdo da formacdo de
prostaglandinas a partir de acido araquidénico (A.A) durante a inflamacao (GUAN et
al., 1997). Além disso, Holtmann et al., (2002) mostraram que o TNF-a e a
interleucina-1B (IL-1B) sdo mediadores importantes, os quais desempenham papel
crucial tanto na fase aguda como também na fase crénica. A interleucina-10 (IL-10)
€ conhecida como a citocina anti-inflamatéria mais importante e inibe os mondcitos,
TNF-a derivado de macréfagos, e as interleucinas, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 (SHIN et
al., 1999). Caso existam falhas na restauracdo do processo inflamatério agudo ou a
perpetuacdo do agente patogénico, o processo inflamatério tende a se tornar
cronico, consequentemente ocorrem mudancgas no perfil celular como, por exemplo,
a substituicdo dos tipos celulares de polimorfonucleadas para mononucleadas,
representadas pelos macrofagos e linfécitos T (LAWRENCE; GILROY, 2007). Dessa
forma, a inflamacdo cronica surge devido a falhas na resolucdo do processo
inflamatorio agudo (MURAKAMI; HIRANO, 2012).
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1.3 Inflamagéo cronica

A fase crénica mostra-se mais complexa, uma vez que as causas especificas
para a persisténcia da inflamacéo crénica ainda ndo sdo bem compreendidas, no
entanto, mdultiplos fatores desempenham papel central no desencadeamento da
inflamag&o cronica (KANTERMAN; SADE-FELDMAN; BANIYASH, 2012). Dentre
eles, a infiltracdo celular e seus produtos potencialmente toxicos, a permanéncia dos
estimulos iniciais e a incapacidade de recuperacédo tecidual (AGGARWAL et al.,
2006). Esses fatores que podem levar a inflamacg&o crbnica sao evidentes devido a
resposta desencadeada por antigenos especificos, ndo especificos e autoimunes
como em casos de patdégenos persistentes ou tumores em crescimento que nao
poderiam ser eliminados e provocam respostas continuas, favorecendo fatores pro-
inflamatoérios (BANIYASH, 2006; LAWRENCY; GILROY, 2007).

Ainda com relagdo ao processo de cronificacdo da inflamacdo € importante
destacar a  substituichio de células polimorfonucleadas, encontradas
predominantemente na fase inicial da resposta inflamatoria, por células gigantes,
mononucleadas como fibroblastos, mondcitos e linfocitos (JANSSON; HENSON,
2012; TABAS; GLASS, 2013). A mudanca no perfil celular parece estar diretamente
relacionada a producao de interleucina 6 (IL-6). Alguns estudos mostram que a IL-6
estimula em células endoteliais a producéo da proteina quimioatraente de monadcitos
do tipo 1 (MCP-1) e a expressdao de moléculas de adesdo. Sabe-se ainda que a
exposicdo de neutrdfilos também contribui para a liberacdo de MCP-1 e isso
favorece a quimiotaxia e migracdo de células mononucleadas principalmente
monaocitos (GABAY, 2006). A partir de entdo, os mondcitos sao responsaveis pela
producdo do fator pré-mitogénico M-CSF (fator estimulador de colénia de
macrofagos) que induz sua diferenciagdo em macréfagos, induzindo assim a
proliferacéo celular (LIBBY, 2007).

Parece existir uma relagdo ciclica a partir do momento em que ocorre a
ativacdo de neutrdéfilos e macréfagos, pois 0s mesmos sintetizam e secretam varios
mediadores pro-inflamatdrios, dentre os mais comuns tem-se as interleucinas IL-1,
IL-6, e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), os eicosandides, leucotrienos (LTB4),
prostaglandinas (PGE2) e tromboxanos (TXB2), bem como outras moléculas

efetoras como, por exemplo, oxido nitrico (NO) e perdxido de oxigénio (H20). Esse
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conjunto de fatores parece favorecer a perpetuacdo do processo inflamatério
(NAKAMURA et al., 2003).

Outra alteracdo relacionada a inflamacédo crbénica € o remodelamento da
matriz extracelular (MEC). Estudos in vitro ttm demonstrado que metaloproteinases
(MMPs) podem clivar uma grande quantidade de substratos, incluindo
macromoléculas da matriz, colageno intersticial, fibronectina, laminina e a
proteoglicana, entre outras (SOUZA; LINE, 2002). As MMPs sao capazes de
degradar todas as proteinas componentes da matriz extracelular e das membranas
basais e isso nos leva a acreditar que estas podem degradar substratos da MEC
para permitir a passagem de células infiltrantes, favorecendo a manutencdo do
estado inflamatorio (SOROKIN, 2010).

Outros elementos que participam da instalacdo e manutencdo da resposta
inflamatoria crbnica € o acido Urico e os radicais livres. A presenca do acido Urico no
organismo caracteriza uma situacao clinica conhecida como hiperuricemia e é
responsavel pela precipitacdo de cristais de acido urico nas articulacdes,
parénquima renal e tubulos renais. Esta condicéo clinica é conhecida como gota, e
pode ser desencadeada pela aceleracao no metabolismo formador do acido arico ou
por uma excrecdo deficiente deste acido pelos rins (HORDONHA, 2009). Os
radicais livres EROs e ERNs também desempenham um papel impar no agravo dos
processos inflamatdrios crénicos, agindo tanto diretamente como agentes lesivos, ou
indiretamente induzindo a transcricdo de fatores pro-inflamatoérios e pré-apoptéticos
(BARTOSZ, 2009; WILSON et al., 2009).

1.4 Mediadores quimicos da inflamacéo

Os agentes inflamatérios induzem a producéo de diversos mediadores que, por
sua vez, alteram a funcionalidade de tecidos e 0rgaos, e muitos deles tém efeitos
comuns sobre o sistema vascular e o recrutamento de leucécitos. Eles podem ser
derivados de proteinas plasmaticas ou secretados por células leucocitarias (MAJNO;
JORIS, 2004). Os mediadores celulares podem ser produzidos por leucdcitos,
macrofagos residentes nos tecidos, mastocitos ou pelas células presentes nos
tecidos locais. Alguns mediadores (tais como a histamina e serotonina) sédo pré-

formadas e armazenadas nos granulos de mastécitos, basofilos e plaquetas. Outros
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sdo pré-formados e circulam como precursores inativos no plasma (MEDZHITOV,
2008).

A histamina e a serotonina estdo entre as aminas mais importantes porque
sdo os primeiros mediadores a serem liberados durante a inflamacdo aguda
(MACGLASHAN, 2003). As consequéncias de sua liberacdo pela desgranulacao dos
mastocitos podem ser bastante prejudiciais em organismos sensiveis e podem
resultar em colapso vascular e respiratorio durante o choque anafilatico (KUMAR et
al., 2009).

A histamina atua principalmente nos receptores H1 na microcirculagao,
promovendo vasodilatacdo das arteriolas, aumento da permeabilidade vascular,
inducdo da sintese de prostaciclina e a liberacdo de Oxido nitrico endotelial. A
permeabilidade vascular ocorre através da contracdo das células endoteliais, com
iIsso ocorre abertura das juncbes celulares endoteliais, resultando no
extravasamento plasmético (JUTEL et al., 2009).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € uma indolamina, resultante da
hidroxilacdo e descarboxilacdo do aminoacido L-triptofano. Grande parte da 5-HT no
organismo € encontrada nas células enterocromafins do trato gastrointestinal, sendo
0 restante encontrado nas plaquetas e no sistema nervoso central (SNC). Varios
estudos tém mostrado sua participacdo na modulagédo da motilidade gastrointestinal,
ténus vascular periférico, tdbnus vascular cerebral, além de exercer importante funcéo
plaguetaria e na fisiopatologia de diversas desordens de humor, enxaqueca,
sindrome do intestino irrithvel, hipertensdo sisttmica e  pulmonar
(MOHAMMADZADEH et al., 2008). Ela estimula as terminagdes nervosas sensitivas
para a dor e prurido. (YAMAGUCHI et al.,, 1999). Assim como a histamina, a
serotonina induz vasoconstricdo transitoria, seguida de vasodilatacdo, que é
responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo o qual provoca calor e eritema
(SEPIASHVILI et al., 2013).

Outros mediadores importantes sdo 0s metabodlitos oriundos do acido
araquidénico (AA) derivados de fosfolipidios e dos &cidos graxos presente na
membrana plasmatica (FITZGERALD; PATRONO, 2001). Quando liberado da
membrana o AA pode ser metabolizado por diferentes vias enzimaticas, por
exemplo, a via das ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2), e a via da lipoxigenase. A
COX-1 é expressa constitutivamente enquanto a COX-2 é pro-inflamatoérias e gera

um excesso de prostaglandinas pro-inflamatérias (WANG; DUBOIS, 2010). Os
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metabdlitos da via da COX séo os prostandides (PGE2, PGD2, PGF2a, PGI2 e
TXA4), ja os subprodutos da via da LOX séo os leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4,
LTD4) e lipoxinas (PACHER et al., 2007). Estes mediadores de uma forma geral
encontram-se intrinsecamente implicados na dinamica do processo inflamatério, que
leva a eventos vasculares e celulares que, por sua vez, predispdem ao surgimento
dos sinais classicos da inflamacdo e/ou manifestacdes dolorosas (BOOTHE, 2001,
CHEN YANG; GROSSER, 2013).

As enzimas ciclo-oxigenases sdo responsaveis pela transformacdo do acido
araquidoénico em PGG2 e esta em PGH2, que por sua vez vao dar origem a PGD2 e
PGE?2 ativas (PACHER et al., 2007). Estas PGs saem da célula por transportadores
especificos de prostaglandinas e exercem sua acdo em familias de receptores
préprios, presentes na membrana celular. Estes receptores sdo denominados de
EP1, EP2, EP3 e EP4 para a ligagdo da PGE2; DP1 — 2, para a PGD2; receptor FP,
para a PGF2; IP para a PGI2; e TPa e TPh, para o TXA2 (BURIAN; GEISSLINGER,
2005).

As prostaglandinas possuem varios efeitos biologicos, entre os mais
importantes tém-se a quimiotaxia de leucécitos, neutréfilos e macréfagos, efeitos
pirbgenos e vasodilatacdo, elas sdo também responsaveis pela estimulacéo,
migracao e proliferagédo de fibroblastos e ainda podem aumentar a permeabilidade
vascular (LEE et al., 2003).

Outro grupo de enzimas importantes sdo as (LOX), derivadas do AA e de
origem citosolica, sado formadas por trés enzimas que s6 estao presentes em alguns
tipos de células, como neutrofilos e as plaguetas, e seus metabdlitos séo
denominados &cidos hidroperoxieicosatetraendicos (HPETE). Os leucotrienos
possuem acdo vasodilatadora e edematogénica (ALLER et al.,, 2006). O LTB4,
também promove agregacdo e adesao dos neutréfilos no endotélio venular, gera
espécies reativas de oxigénio e promove a liberacdo de enzimas lisossomais, além
da potente atividade quimiotatica (SHERWOOD; TOLIVERKINSKY, 2004).
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1.5 Estresse oxidativo

Estudos recentes mostram que a deteccdo das concentracbes de EROs e
ERNs é de primordial importancia na determinacdo de inUmeros processos
fisiolégicos e patolégicos (GONG et al., 2016). Trabalho recente mostra o estresse
oxidativo como fator prejudicial para as células, uma vez que pode induzir danos ao
DNA, oxidar acidos graxos em lipidios, aminoacidos nas proteinas, e desativar
certas enzimas e seus cofatores. Os efeitos biolégicos, eventualmente, levam a
destruicdo de tecidos (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). As EROs também tém sido
associadas com vérias doencas, incluindo as doencas cardiovasculares (SITI,
CHANDEL; KAMSIAH, 2015), diabetes (TANGVARASITTICHAI, 2015), cancer, entre
outras (KARAASLAN; SUZEN, 2015). Nas doencas como artrite reumatoide e
artrose, que ocorrem normalmente nas articulagdes, os radicais livres sé&o
produzidos principalmente por macréfagos e neutrofilos ativados na membrana
sinovial e condrocitos (ROBERTS et al., 2010). Segundo Kovac et al., (2014), essas
EROs também podem causar sérios danos em outras estruturas celulares, por
exemplo, no sistema nervoso central, favorecendo quadros convulsivos e
epilépticos.

O oxido nitrico (NO), um dos radicais livres mais importantes, produzido
principalmente por macréfagos ativados, quando reage com oxigénio forma
peroxinitrito (ONOO’), um poderoso oxidante de proteinas. O ONOO- pode
seguidamente, ser protonado na presenca de hidrogénio (H"), originando radical
bastante reativo e toxico, o hidroxil (HO"), potencializando efetivamente a acao toxica
do NO e do O (Yen et al., 2008). Esse radical livre atua como principal efetor do
processo inflamatério e participa de diversas func¢des importantes, dentre elas a
vasodilatacdo, através de efeito sinérgico com a PGIl, para relaxar células
musculares lisas e permitir a passagem de células leucocitarias através do endotélio,
promove a citotoxicidade contra agentes invasores, entretanto também provoca
acOes deletérias ao organismo, como danos teciduais, desaminacdo do DNA e
formacéo de peroxinitrito (DEDON; TANNENBAUM, 2004; ROBERTS et al., 2010).
As ERNs e EROs podem ainda ativar vias de sinalizagcéo nucleares para transcricao
de agentes proé-inflamatérios (SALVEMINI et al., 2011; LEE; YANG, 2012).

Para reverter os efeitos prejudiciais das EROs as terapias antioxidantes sao

consideradas benéficas e bastante recomendadas. A ingestdo de alguns alimentos
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pode atuar diretamente na neutralizagéo da ac&o dos radicais livres ou participar de
forma indireta do sistema enzimético com funcdo semelhante (SHAMI; MOREIRA,
2004). A literatura afirma que o estresse oxidativo pode ser causado por
desequilibrio entre a producdo e remocdo de EROs, que resulta no acumulo de
radicais livres nas células, ocasionado pela superprodu¢cdo de EROs ou a
deterioragdo do sistema antioxidante (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Dessa forma,
€ muito importante reduzir os niveis elevados das ERNs e EROs, bem como, as
altas concentracdes de interleucinas IL-1 e TNF-q, e isso parece ser uma terapia
médica supressiva e logica para complicagBes relacionadas com 0S processos
inflamatdérios (ALG et al., 2010).

Alguns autores mostram que 0s minerais como selénio, cobre, ferro e zinco
possuem boa atividade antioxidante, as vitaminas B, C e E, e alguns fitoquimicos
como flavonoides também apresentam atividade antioxidante relevante (HAMID et
al., 2010, SHAHIDI; ZHONG, 2015).

Embora muitas maneiras para diminuir a concentragcdo das EROs sejam
conhecidas, diversos estudos demonstraram que a suplementacdo com
antioxidantes, muitas vezes nao conseguiu impedir a progressao da doenca ou
ampliar a expectativa de vida dos pacientes (MENDELSOHN; LARRICK, 2014).

1.6 Tratamento farmacologico

A busca pelo tratamento da dor ou febre relacionada ou ndo ao processo
inflamatério data de 400 a.C, pois, naquela época o médico grego Hipdcrates
prescrevia extrato da casca e das folhas do salgueiro (Salix Alba). No entanto,
somente no século 19, o ingrediente ativo da casca do salgueiro, salicina foi
identificado na Europa. Em 1860 a empresa Kolbe na Alemanha comecou a
producdo do &cido salicilico. O acido acetilsalicilico a forma mais palatavel de acido
salicilico foi introduzido no mercado pelo laboratério Bayer no final do século XIV
(VANE, 2000). No entanto, o mecanismo de acdo dos agentes anti-inflamatorios e
analgésicos tais como aspirina e indometacina permanecia desconhecido até o inicio
dos anos 1960. Nessa década John Vane descobriu o mecanismo de acdo da
aspirina e outros medicamentos anti-inflamatérios nédo esteroides (AINES),
aumentando assim a capacidade de desenvolver novas terapias anti-inflamatorias
(VANE, 1971).
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O mecanismo de agdo dos AINEs ocorre através da inibicdo da atividade das
enzimas ciclo-oxigenase 1 e 2. Essas enzimas sdo importantes para a sintese de
varios mediadores, como as PGs, formados a partir do acido araquidénico. A COX-1
e COX-2 sao enzimas bifuncionais que medeiam uma reacdo em que O
araquidonato mais duas moléculas de oxigénio sdo convertidos em endoperoxido
ciclico (PGG2), em seguida o PGG2 sofre uma reducéo de dois elétrons para formar
prostaglandina H2 (PGH2) (ASAD et al., 2015). O intermediario instavel PGH2 se
reorganiza espontaneamente ou € enzimaticamente convertido por enzimas
especificas para PGs biologicamente ativas (SIMMONS, 2004). A regulacao geral do
tipo e quantidade de PG produzida numa dada célula ou tecido é determinada pelos
niveis das enzimas sintase presentes no meio (CROFFORD, 2013).

Todos os AINEs sao inibidores do sitio ativo da COX, mas as diferencas sutis
na maneira em que os AINEs interagem e ligam ao local ativo sédo responsaveis por
algumas das diferencas nas suas caracteristicas farmacoldgicas. O &cido
acetilsalicilico € um modificador irreversivel da COX-1 e COX-2, enquanto que todos
os outros AINEs s&o inibidores competitivos, pois competem com o acido
araquidonico pelo sitio ativo das enzimas (LLORENS et al., 2002).

O uso frequente do AAS leva ao aparecimento de varios efeitos adversos, entre
0S mais comuns tem-se a intolerancia gastrintestinal, erosdes duodenais, lesbes
intestinais, e 0 seu uso em longo prazo pode resultar em hemorragia, inflamacéo e
perfuracdo de ulceras (ESCH, 2013). Esse fato fez com que ao longo dos anos
muitas pesquisas buscassem novos farmacos com boa acdo anti-inflamatéria e
efeitos adversos reduzidos, e foi neste contexto que em 1950 foi desenvolvido a
fenilbutazona, um dos primeiros farmacos ndo salicilato, mas que também
apresentou efeito adverso importante como a agranulocitose. Em meados do século
XX surgiu a indometacina, também um farmaco ndo salicilato, com propriedade
analgésica e anti-inflamatoria, substituindo a fenilbutazona, e, a partir de entéo,
varios outros farmacos com propriedades antiflogisticas foram sendo sintetizados,
buscando sempre a melhor eficacia e menos efeitos adversos (MONTEIRO et al.,
2008).

Na década de 90 surge outra classe de farmacos com atividade anti-
inflamatoria promissora, sdo os COXIBES. Embora esses farmacos apresentassem
boa atividade anti-inflamatdria por inibir seletivamente a COX-2, muitos desses

medicamentos ndo se mantiveram no mercado devido aos efeitos adversos severos
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no sistema cardiovascular (aumento do risco de trombose), renal, e doencas
hepéticas graves (EMA, 2004; ANTMAN et al., 2007).

Mesmo diante de inUmeras pesquisas, 0os medicamentos disponiveis no
mercado para o tratamento de doencas inflamatérias ainda apresentam eficacia
limitada e possuem efeitos adversos que restringem sua utilizacao (VIEIRA, 2014).

Outra classe terapéutica bastante usada como anti-inflamatérios sédo os
corticoides, os mesmos sdo utilizados para a reducédo da inflamacdo numa ampla
variedade de doencas, tais como doencas reumaticas, doencas alérgicas e doencas
autoimunes em geral (SCHAFER-KORTING, 2005). Os corticoides sao farmacos de
escolha para o tratamento de uma gama de doencas inflamatérias do trato
gastrointestinal, como por exemplo a doenca de Crohn ou colite ulcerativa, onde a
terapia busca entre os efeitos a regulacdo negativa da expressdo de multiplas
citocinas e quimiocinas, diminuicdo da expressdo de moléculas de adesédo e a
diminuicdo da expressdo de enzimas como a oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e
a ciclo-oxigenase 2(COX-2) (FIOCCH, 2002; ROGLER, 2010).

No entanto, esses farmacos apresentam varios efeitos adversos, entre os mais
comuns tem-se a supressao do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), reduzindo a
producdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH), através de retroalimentacao
negativa, que, por sua vez, conduz a uma secrecao de cortisol reduzida pela
glandula suprarrenal; osteoporose, alteracées na densidade mineral 6ssea; retardo
do crescimento em criancas; catarata e glaucoma ou ainda lesGes gastricas e
toxicidade renal grave (BARNES; PEDERSEN, 1993, SINGH et al., 2016).

Tais efeitos representam importante limitagdo ao uso desses farmacos, sendo
assim, é necessario que as pesquisas continuem na busca por alternativas mais
eficazes e seguras no tratamento da inflamacdo (MISHRA; TIWARI, 2011).

Na ultima década, a utlizacdo de plantas medicinais tem aumentado
substancialmente, seja como agentes utilizados na medicina tradicional ou como
matéria prima para a producdo de suplementos dietéticos, tanto nas culturas
ocidentais e asiaticas (SPONCHIADO et al, 2016). Além disso, segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de 70-80% da populacdo mundial depende
exclusivamente de ervas para seus cuidados de saude primarios (MUHAMMAD et
al., 2011). Apesar do grande desenvolvimento de métodos para a sintese de
produtos farmacéuticos, as plantas medicinais ainda representam importantes fontes

de novas identidades moleculares, principalmente devido ao fato de que as plantas
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podem sintetizar e produzir constituintes que sao dificeis de obter através de sintese
quimica. Os compostos oriundos de fontes naturais também podem servir como
protétipos para a sintese de novos medicamentos com atividades biologicas e
terapéuticas semelhantes, ou ser ligeiramente modificados de modo a torna-los mais

eficazes ou menos toxicos (REGNER et al., 2011).

1.7 Plantas medicinais

Desde os primordios da humanidade e até mesmo nas escrituras sagradas
existem relatos importantes sobre 0s recursos naturais para a promocao da saude.
Por exemplo, Eclesiastico 39, 4, diz que o “Senhor produziu da terra os
medicamentos; e o0 homem sensato ndo os desprezara”, sendo assim, o homem
sempre recorreu a natureza para aprimorar seus conhecimentos, a fim de melhorar
sua capacidade de alimentagdo, vestimentas, fertilizantes, fragrancias, e
medicamentos, especialmente através do uso de plantas medicinais (GURIB-FAKIM,
2006).

De uma forma mais ampla, a flora pode ser utilizada para varios fins; como
alimenticios, uso de suas fibras, construcdo de casas, materiais, transporte, usos
diversos como a fabricacdo de ferramentas de trabalho, brinquedos, e finalmente
para o uso medicinal (ALLEN, 2012).

Os primeiros registros, escritos em tabuas de argila em cuneiforme, sdo da
Mesopotamia e datam de cerca de 2600 a.C; esses relatos destacam o uso de
substancias como os Oleos de Cedrela fissilis Vell, Cupressus sempervirens L,
Glycyrrhiza glabra L, os quais ainda estdo em uso atualmente para o tratamento de
agravos como tosses, resfriados, infeccbes parasitarias e inflamacdo (GURIB-
FAKIM, 2006).

Historicamente, a relevancia do uso das plantas na medicina medieval fica
clara quando se leva em conta documentos da populagao judia do Cairo por volta do
século 12. Em uma lista de plantas existente na época constavam cerca de 170
espécies vegetais, 0 que corresponde em média a 81% das drogas sugeridas para
uso. Por outro lado, as drogas de origem inorganica totalizavam algo em torno de
10%, as drogas de origem animal ficavam apenas em 9%. Esses percentuais de

utilizacdo mostram o uso ancestral da flora pelas comunidades judias, registrado no
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Talmud, no qual 70 das 400 espécies de plantas citadas tém indicacdo medicinal
(LEV, 2007).

No século XV, a Europa Medieval ja tinha centralizado muitos dos seus
conhecimentos médicos, sendo a Ordem Beneditina, a de maior importancia na
época, a mesma era regida pela Regula Benedicti, que a partir dai passaram a
contar com boticas, enfermarias e jardins botanicos (DIAS, 2005; MEDEIROS,
2009).

Ao longo do Século XVI, os monges através da experimentacdo e observacéo
dos resultados de novos tratamentos, incluindo as plantas, passaram a ampliar os
conhecimentos greco-latinos contidos nos trabalhos de Theophrastus, Plinio,
Dioscoérides e Galeno, adicionando as mesmas ilustracdes e informacfes mais
atualizadas (BUENZ, 2004). A partir de entdo, os beneditinos passaram a ter as
plantas medicinais como fontes terapéuticas e reconhecer suas propriedades
medicinais (CUNHA, 2005).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais antecede o Periodo Colonial, pois
era uma pratica rotineira de diversas tribos indigenas na era pré-colonial (WALKER,
2013). Na carta de Caminha enviada a Portugal logo apés a descoberta do Brasil,
existiam relatos de algumas espécies vegetais, dentre estas, urucum - Bixa orelana
L. (FILGUEIRA; PEIXOTO, 2002). Pedro Alvares Cabral, observou entre os nativos o
uso de produtos de origem vegetal para diversos fins, dentre eles, alimentacao,
tratamento de doencas e finalidades cosméticas. Em seguida, Gabriel Soares de
Souza em seu “Tratado Descritivo do Brasil” de 1587, denomina os produtos
empregados na medicina indigena como “arvores e ervas da virtude” (WALKER,
2013).

Um momento importante que contribuiu para o fortalecimento do uso das
plantas medicinais no Brasil foi a chegada dos jesuitas, pois 0s mesmos nao ficavam
limitados apenas a catequese, e atuavam também no tratamento e curas de diversas
doencas, assim o0s jesuitas podem ser considerados pioneiros na elaboracdo da
primeira farmacopeia brasileira (POLLETO; WELTER, 2011).

A Familia Real portuguesa ao chegar ao Brasil promoveu a abertura dos
portos, fortalecendo o comercio e permitiu que outros povos, dentre eles alguns
naturalistas, chegassem ao Brasil. Dentre os naturalistas que se dedicaram ao
estudo do Brasil, podemos destacar o médico e botanico Karl Friedrich Philipp Von

Martius, responsavel em organizar e realizar a primeira expedicdo bem sucedida,
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tendo como objetivo o estudo cientifico da biodiversidade vegetal brasileira (PINTO
et al., 2002). Outras expedicdes importantes foram conduzidas por Alexander Von
Humboldt, Aimeé Bompland, Auguste de Saint-Hilaire, Johann Baptiste Von Spix,
Frei José Mariano da Conceicédo Velloso e Francisco Freire Allemé&o. Tais esforcos
resultaram em varias producdes cientificas, abrangendo a descricdo de espécies
medicinais da flora, suas indicagdes terapéuticas e o seu modo de uso (SCALCO et
al., 2010).

Em meados do século XX, o processo crescente de industrializacdo e producao
de drogas sintéticas fez com que houvesse uma diminuicdo do uso de plantas
medicinais pela populagéo brasileira (BRUNNING; MOSEGUI; VIANA, 2012). Esse
decréscimo foi relacionado ndo apenas a uma desvalorizacdo da cultura popular,
mas também aos interesses econOmicos da propria industria farmacéutica
(FIGUEIREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014). Mesmo assim, a utilizacdo de
plantas bioativas entrou em ascensdo na segunda metade do século XX nas zonas
urbanas, em especial entre os jovens. Esse fato pode estar relacionado aos
movimentos urbanos existentes na época, com destaque ao movimento denominado
“contracultura” existente na segunda metade do século XX. Esse movimento marcou
a volta das praticas terapéuticas tradicionais no final do século XX, precisamente
nos anos 80, ocorreu uma revalorizagdo dos recursos terapéuticos tradicionais.
Atualmente, o uso de plantas medicinais pode ser visto nos grandes centros urbanos
do Brasil, onde existem varios estabelecimentos comerciais destinados a venda de
produtos de origem natural, ou ainda a figura do raizeiro, presente nas feiras livres
(LUZ, 2005).

A diversidade existente no Brasil seja de carater biolégico, socioecondmico,
étnico e cultural favoreceu a criacdo de sistemas de conhecimento terapéuticos, cuja
aceitabilidade pela populacéo é alta. Seja no ambiente urbano ou rural, as plantas
medicinais sado utilizadas como alternativa terapéutica principalmente para as
populacbes mais carentes, que possuem acesso limitado aos farmacos sintéticos
(ALVES; SILVA; ALVES, 2008).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, plantas medicinais sdo todas
aguelas que contém, em um ou mais de seus Orgaos, substancias que podem ser
utilizadas com propdésitos terapéuticos ou que sejam precursoras de semissintese
guimico-farmacéutica (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Assim, as

infusdes, conhecidas popularmente como chas, os pos, as tinturas e outras formas
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de preparacdes a partir de determinadas partes das plantas medicinais sao
utilizadas para tratamento das mais diversas enfermidades (BALUNAS; KINGHORN,
2005).

Ultimamente alguns estudos vém sendo realizados com o intuito de corroborar
com as informagdes populares alusivas ao uso de plantas medicinais. Podemos
mencionar atualmente o interesse dos cientistas da indastria farmacéutica no
desenvolvimento de pesquisas com o objetivo de descobrir novos principios ativos e,
dessa forma, aprimorar as descobertas de novas atividades farmacologicas de
substéancias oriundas de plantas (GURIB-FAKIM, 2006, SPONCHIADO et al., 2016).

Nos ultimos anos a demanda por plantas medicinais tem aumentado por
varias razbes, dentre elas destacam-se os efeitos colaterais dos farmacos
industrializados, que tém motivado os seres humanos a usar produtos naturais, e 0
alto custo dos medicamentos sintéticos (PHONDANI, 2010).

As plantas produzem uma grande variedade de metabolitos secundarios,
muitos dos quais funcionam como aleloquimico ou substancias de sinalizacdo para
atrair insetos polinizadores e animais que realizam as dispersfes de frutas. Sua
funcdo principal € a defesa quimica contra herbivoros, microrganismos e plantas
competitivas. Mais de 22.000 metabdlitos secundarios contendo nitrogénio foram
descritos até agora em plantas, destes, 21.000 s&o alcal6ides seguidos de aminas,
aminoéacidos nédo proteicos, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos (WINK, 2016).

Neste contexto as plantas medicinais tornaram-se alvo de interesse para
pesquisas cientificas nesta area. Exemplos de principios bioativos isolados de
espécies vegetais, tais como flavonoides, terpendides, cumarinas e alcaloides sao
reportados por suas significativas atividades na modulacdo de mediadores pro-
inflamatorios (TALHOUK et al., 2007).
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1.8 Alcaloides indélicos

Os metabolitos primarios, como aminodacidos, acidos organicos e hidratos de
carbono, sdo essenciais para a vida do vegetal e existem em todas as plantas
(HURTADO-FERNANDEZ et al., 2011). JA4 os metabdlitos secundarios nido estio
diretamente envolvidos no ciclo de vida, mas ajudam as plantas nas mais diversas
funcdes, como adaptativas e protetoras, favorecendo a sobrevivéncia e propagacao
da espécie, tais como: protecdo contra agentes patogénicos como Virus,
micoplasma, bactérias e fungos, contra predadores, insetos e mamiferos, contra
certas plantas competidoras e os mais diversos estresses externos como radiacao
ultravioleta e ozénio, podendo ainda exercer outra funcdo importante como atrair
diversas espécies polinizadoras e dispersoras de sementes (SA et al., 2014). Assim,
0s metabolitos secundarios se relacionam geralmente a funcdes ecologicas (LEE et
al., 2013). Como citado anteriormente, os alcaloides fazem parte de uma vasta
classe de metabdlitos secundéarios encontrados em plantas e devido a sua
capacidade de exercer atividades farmacoldgicas especialmente em mamiferos, os
alcaloides tém sido estudados ha mais de 4 mil anos, mas, apenas no século 19
foram isolados alguns exemplares como a morfina, atropina, efedrina, reserpina,
dentre outros com atividades terapéuticas, possibilitando a reintroducéo de inUmeros
farmacos no tratamento das mais diversas doencas (TREASE; EVANS, 2009,
HANOSOVA et al., 2015).

Formados a partir do triptofano, um acido aminado, aromatico que contém um
sistema de anel inddlico, originado na rota do acido chiquimico via acido antranilico,
podem atuar como precursores de uma grande variedade de outros alcaloides além
dos inddlicos, passando por rearranjos que promovem a conversao do sistema de
anel indélico em quinolinico (SOTTOMAYOR et al., 2004).

O ndcleo inddlico (Figura 2) é um dos mais bioativos na natureza (ALVES,
2009), faz parte de muitas moléculas naturais e sintéticas com importantes
atividades bioldgicas (KAUSHIK et al., 2013), como por exemplo, anti-inflamatoria,
antitumoral, analgésica e antipirética (YADAV et al.,, 2010). Na pratica médica,
existem varias substancias em uso, cuja estrutura basica € o grupamento indolico,
como por exemplo, a ergometrina, que induz a contragdo da musculatura uterina, a

ioimbina, um antagonista do receptor alfa-2 adrenérgico, a reserpina que quando
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associada ao diurético é efetiva na prevencao de retencdo de sédio e formacao de
edema (SCHRIPSEMA et al., 2004).

A indometacina (Acido [1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-3-indolil] acético)
(Figura 3) é um anti-inflamatorio ndo esteroidal, derivado do acido indol acético
(VEIGA et al., 2005). Foi introduzida no mercado em 1965 para o tratamento de
vérias doencas inflamatodrias. A indometacina é um farmaco que possui alguns
efeitos indesejaveis, principalmente no trato gastrointestinal, mas é considerado
muito eficaz. Sua acdo farmacoldgica se da pelo bloqueio das enzimas COX-1 e
COX-2, impedindo a biossintese das prostaglandinas (BORNE, 2008). Possui
similaridade estrutural com alguns derivados inddlicos endégenos como o triptofano,
serotonina e triptamina (FERNANDES et al., 2004).

Assim, devido a sua excepcional atividade biologica, o grupamento inddlico,
formado por um anel benzenico, e um anel de pirrol participa, ainda, como
intermediario chave na sintese de substancias com estrutura aminoalquil ou um
grupo carboxiaril de grande interesse farmacologico (GUTIERREZ, 2005)

O anel pirrol € um heterociclo muito importante, foi descoberto ha cerca de 150
anos. O mesmo se apresenta como estrutura basica de varios produtos naturais,
entre eles destacam-se os alcaldides e varias substancias sintéticas com atividades
biologicas, por exemplo, atividade antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria,
citotéxica, antioxidante, antitumoral, imunomoduladora e inibidora de citocinas
(ATTANASI et al., 2008; DAVIS et al., 2008; FAN et al., 2008)
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Figura 2: Nicleo  inddlico. Figura 3: Indometacina. Adaptada (KIM,;
Adaptada (OLGEN, 2002) (2,3- YEO 2016). (Acido 1-(4-clorobenzoil)-5-
Benzonirrol, cetol,1-benzazol) metoxi-2-metil-1H-indol-3-acético).
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Dentre os derivados com nucleo indolico destacam-se os benzoiltriptaminicos,
cujas estruturas estdo relacionadas com a N-benzoiltriptamina (Figura 4),
previamente isolada da espécie Myrtopsis myrtoidea (Baill.) Guillaumin, uma planta
da familia Rutaceae (HIFNAWAY, 1957). Dentre esses derivados incluem-se o N-N-
dimetiltriptamina e o 5-metoxi-NN-dimetiltriptamina, os quais possuem atividade
psicotomimética (SHEN et al., 2010; Xl et al., 2016) e o N-saliciloiltriptamina (Figura
5) ou (2-Hidroxi-N-[2-(1H-indol-3-il) etil] benzamida) que apresentou atividade
anticonvulsivante, hipnotico e relaxante muscular (OLIVEIRA, 2001). No entanto,
ndo foi encontrado na literatura trabalho que mostre a atividade anti-inflamatoria da

substancia em estudo.

H H
\ \
) L
Figura 4: Estrutura da  N- Figura 5: Estrutura da N-Saliciloiltriptamina
benzoiltriptamina (NBT) (NST)
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade anti-inflamatéria do derivado benzoiltriptaminico N-
saliciloiltriptamina (NST) e determinar possiveis mecanismos de acao.

2.2 Objetivos especificos

v' Determinar o efeito antiedematogénico do NST no edema de pata induzido por
carragenina em ratos.

v' Avaliar a acdo antiedematogénica do NST nos edemas de pata induzidos por
dextrana, (dext), composto 48/80, (comp 48/80) histamina, (hist) serotonina, (5-
HT) capsaicina (caps) e prostaglandina E2 (PGE2) em camundongos.

v' Investigar a atividade anti-inflamatéria do NST no modelo de desgranulacéo
mastocitaria ex vivo em ratos.

v Estudar o efeito anti-inflamatério do NST sobre o ndmero de leucécitos
(contagem total e diferencial) no exsudato de peritonite induzida por carragenina
em camundongos.

v Avaliar a concentracao de proteinas totais no exsudato da peritonite induzida por
carragenina em camundongos tratados com NST.

v Averiguar a atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) e catalase (CAT); e
as concentracfes de oxido nitrito e espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) no exsudato peritoneal induzido por carragenina em camundongos
tratados com NST.

v' Investigar a atuacdo do NST sobre a incapacitacdo articular induzida por
carragenina em ratos.

v' Determinar o efeito do NST sobre o edema, a dor periférica e a migracao de
leucdcitos em modelo de artrite gotosa induzida por cristais de urato
monossodico (acido Urico) em ratos.

v" Avaliar o efeito do NST sobre a coordenacdo motora e capacidade exploratéria

nos testes do rota-rod e campo aberto em camundongos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Drogas, reagentes, solucdes e equipamentos

Carragenina, dextrana, composto 48/80, histamina, serotonina, capsaicina e
prostaglandina (Sigma, EUA), indometacina (Indocid®), Lexotan (Rivotril®) cetotifeno,
Tween 80 (Sigma, EUA), solucdo de Turk, NaCl 0,9%, agua destilada, bicarbonato
de sodio (MERCK, Brasil), acido acético (Sigma, EUA), L-metionina (Sigma, EUA),
Triton X-100 (Sigma, EUA), cloreto de hidroxilamina (Sigma, EUA), EDTA, riboflavina
(Sigma, EUA), reagente de Griess (Sigma, EUA), acido tiobarbitarico (TBA) (Sigma,
EUA), dodecilsulfato de sédio (SDS) (Fluka, EUA), diazepan (Sigma, EUA), brometo
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (Sigma, EUA), o-dianisidina (Sigma, EUA),
fosfato de sédio (Merck, Alemanha), fosfato de potassio (Merck, Alemanha), sulfato
de zinco (Merck, Alemanha), peroxido de hidrogénio (Merck, Alemanha), Tris base
(Merck, Alemanha), hidroxido de sodio (Merck, Alemanha), acido tricloroacético
(Merck, Alemanha), 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) (Merck, Alemanha),
NaNO2 (Sigma, EUA),

Paquimetro digital (Pantec®), Incapacitdmetro (Insight®), pHmetro (Tecnal®),
Autoclave (Prismatec®) Balanca analitica (Shimadzu®), balanca eletronica (Toledo),
camara de Neubauer (Optik Labor), analisador bioquimico Labtest®, sonicador
(Marconi®) pipetas automaticas, (Eppendorf), agitador de tubos vortex (AP56
Phoenix), microscopio 6tico, centrifuga, microcentrifuga, banho-maria, leitor de placa
(BioTek EL800), espectrofotometro 40 UV-Vis, camera fotografica, campo aberto
(Insight®), rota-rod (Insight®).

3.2 Obtencdo do N-Saliciloiltriptamina, 2-hidroxi-N-[2-(1H-indol-3-il) etil]
benzamida (NST)

O N-Saliciloiltriptamina 2-Hidroxi-N-[2-(1H-indol-3-il) etil] benzamida foi obtido
no laboratorio de Quimica Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
sob responsabilidade do professor Dr. Stanley Juan Chavez Gutierrez que nos
cedeu gentilimente a molécula. Os detalhes da metodologia de obtencdo e
caracterizagdo quimica do NST estdo disponiveis no trabalho de dissertacdo

intitulado “Estudo quimico e efeitos psicologicos de substancias indolicas” e no artigo
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“Synthesis and structural characterization of N-benzoyl-tryptamine and Its new
analogue N-Salicyloyltryptamine, a potential anticonvulsant agent”. Resumidamente,
para a obtencdo do NST foi utilizado como matéria-prima a triptamina (1) e salicilato
de metila (2), de acordo com a metodologia de Oliveira e colaboradores (2006)

conforme a reacéo da Figura 6.

Figura 6: Obtencdo do NST. 2-hidroxi-N-[2-(1H-indol-3-il) etil] benzamida.
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Fonte: (OLIVEIRA et al., 2006)

3.3. Equipamentos
Fonte: SIGMA

As doses de 50, 100 e 200 mg/kg do NST utilizadas nos protocolos
experimentais foram definidas com referéncia em dados da literatura (OLIVEIRA,
2001). As mesma foram diluidas em solucdo contendo 5% Tween 80 em NaCl 0,9%

(0,1 mL/10 g) como veiculo e administrados por via intraperitoneal (i.p.)

3.4 Animais utilizados

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss,
adultos pesando entre 25-30g e ratos albinos (Rattus norvegicus) Wistar pesando
entre 180 e 220g, machos e fémeas, provenientes do biotério setorial do Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui — UFPI.

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno, a temperatura de 24 = 1°C,
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ciclos de claro e escuro de 12h com racdo padrdo (Labina-Purina®) e agua ad
libitum. Para a execucdo dos protocolos experimentais, 0os animais nao foram
submetidos a jejum de sdlidos, os mesmo foram separados por grupos de 6 animais
(n=6). Receberam NST, veiculo, indometacina, cetotifeno ou diazepam por via
intraperitoneal (i.p.), decorridos 30 minutos foram submetidos aos protocolos
experimentais. Apdés o0s procedimentos experimentais, 0s animais foram
eutanasiados com sobredose de tiopental sédico (100 mg/kg, i.p.), sob supervisdo
da médica veterinaria Adeline de Andrade Carvalho (CRMV-PI 866-VP) de acordo
com a Resolucéo N° 1000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV). Os protocolos experimentais foram realizados apés aprovacao
do Comité de Etica em Experimentacio com animais da Universidade Federal do
Piaui (CEEA/UFPI, Parecer N° 082/14).

3.5 Ensaios farmacolégicos

3.5.1 Toxicidade aguda em camundongos

A avaliagédo da toxicidade foi realizada conforme o guia OECD n° 423 (OECD,
2001), com modificagdes. Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas,
distribuidos em grupos de 3 animais machos e 3 fémeas. O NST foi solubilizado em
solucédo salina 0,9%, contendo 5% Tween 80. Em seguida, grupos diferentes de
animais foram tratados por via oral e intraperitoneal com dose Unica de 2000 mg/kg,
em volume de 10 mL/kg. Os animais foram obervados por até 8 horas no primeiro
dia do tratamento, em seguida foram observados diariamente por 14 dias. Os
parametros analisados foram: estado de alerta, sedacao, ptose palpebral, dispneia,
miccdo, diarreia, convulsdo, atividade motora espontanea, reflexo postural,
piloerecdo, resposta ao tato, mortes, dentre outros, de acordo com o Guia para

Reconhecimento e Avaliacdo de Sinais Clinicos.
3.5.2 Efeito do NST sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos
Foram utilizados ratos Wistar, machos e fémeas (n=6), distribuidos em 5

grupos. Os animais foram tratados por via intraperitoneal com veiculo, (NaCl 0,9% +
5% Tween 80), NST (50, 100 e 200 mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg) 30 minutos
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antes da administracdo intraplantar (i.pl.) de carragenina (1%; 0,1 mL) na pata
traseira direita (regido subplantar). A espessura das patas foi registrada por
paquimetro digital (Pantec®) em diferentes tempos (1, 2, 3, 4 5 e 6 h) ap6s a
administracdo de carragenina (Figura 7). O edema foi expresso pela diferenca, em
milimetros (mm), entre a espessura final e a espessura inicial da pata (WINTER et
al., 1962).

Figura 7: Esquema da metodologia do edema de pata induzido por carragenina.

Tratamento Estimulos

) . Medidas
i.p. i.pl

2H 3H 4H 5H 6H

Edema l"-l

NST 50, 100 ou 200
mg/kg

Indometacina 10 mg/kg
Veiculo

Carragenina 1% I'*

3.5.3 Acdo do NST nos edemas de pata induzidos por dextrana, (dext),
composto 48/80, (comp 48/80), histamina, (hist) serotonina, (5-HT), capsaicina,
(caps) e prostaglandina E2 (PGE2) em camundongos

Inicialmente, os animais foram divididos em grupos diferentes (n=6) e tratados
(i.p.) com veiculo, NST na dose de 100 mg/kg (melhor dose efetiva) ou indometacina
(10 mg/kg). Apos 30 minutos, foi administrado (i.pl.) 50uL de Dextrana 1%, composto
48/80 1%, Histamina 1%, serotonina 1%, capsaicina 1%, ou prostaglandina E2
0,01% na pata traseira direita. Os grupos SHAM foram tratados por (i.p.) com
veiculo, e 30 minutos depois receberam 50uL de solucdo salina estéril, (regido
subplantar) e serviu como grupo controle ndo tratado. A espessura das patas foi
registrada por paguimetro digital (Pantec®), imediatamente antes da administragéo

dos agentes flogisticos (tp) e a cada 30 minutos por intervalo de até 2 horas (Figura
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Figura 8: O edema foi expresso pela diferengca, em milimetros (mm), entre a
espessura final e a espessura inicial da pata (WINTER et al., 1962).

Figura 8: Esquema da metodologia do edema de pata induzido por diferentes agentes

flogisticos.
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3.5.4 Efeito do NST sobre a desgranulacdo de mastécitos ex vivo induzida pelo
composto 48/80 em ratos

Os animais foram distribuidos em 6 grupos (n=6) em seguida tratados (i.p.)
com NaCl 0,9%, veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80), NST (50, 100 e 200 mg/kg) ou
cetotifeno (2 mg/kg). Apés 2 h, os animais foram eutanasiados, os mesentérios
retirados e colocados em tubos de ensaio contendo solucédo de Ringer (10 mL). Nos
grupos tratados com veiculo, NST e cetotifeno, a desgranulacdo dos mastécitos foi
induzida pela incubagcdo dos mesentérios com 100 pyL do composto 48/80
(concentragao final de 0,4 pg/mL). Ao invés do composto 48/80, no grupo que
recebeu NaCl 0,9%, foi adicionado 100 pL de agua destilada.

Apés 30 minutos de incubacdo, os mesentérios foram montados em laminas
de vidro e corados com azul de toluidina 0,1%. A contagem dos mastécitos integros
e desgranulados foi realizada em dez campos aleatorios de cada lamina e o
resultado expresso como percentagem de mastédcitos desgranulados (NORTON,
1954).
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3.5.5 Efeito do NST na peritonite induzida por carragenina em camundongos

Camundongos Swiss (25-30 g) foram tratados (i.p.) com veiculo (NaCl 0,9% +
5% Tween 80), NST (50, 100 e 200 mg/kg) ou indometacina (10mg/kg) e apos 30
minutos receberam injecao de carragenina (0,05mL a 1%,) na cavidade peritoneal
(VINEGAR et al., 1973). Apos quatro horas, os animais foram eutanasiados, e a
cavidade peritoneal foi lavada com 5 mL de solucdo PBS heparinizada (10 Ul/mL)
(SOUSA; FERREIRA, 1985).

Aliguota adicional do exsudato foi armazenada em eppendorfs a -20°C para
posterior analise da atividade de mieloperoxidase (MPO), catalase (Cat) NO; e

espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS).

3.5.6 Contagem de leucoécitos total e diferencial no lavado peritoneal de

camundongos

Aliguota de 0,02 mL do exsudato peritoneal foi adicionada a 0,380 mL da
solucdo TURK, para a contagem do namero de leucécitos em camara de Neubauer
ao microscopio. O resultado da contagem total foi expresso como média de
leucécitos totais, a contagem diferencial foi realizada contando no minimo 100
leucdcitos e diferenciando-os pelo tipo de leucdcitos, utilizando para isso

microscopio optico.

3.5.7 Dosagem de proteinas no exsudato peritoneal de camundongos

A administracdo peritoneal de carragenina induz uma reacdo inflamatoria
local, que envolve a liberagdo de mediadores que promovem 0 aumento da
permeabilidade vascular tendo como consequéncia o extravasamento de exsudato
proteico para o intersticio. Sendo assim, essas proteinas podem ser quantificadas
pela utilizacdo de Kits especificos de dosagem de proteinas totais (PINHEIRO et al.,
2013). Utilizou-se reagente de biureto na metodologia para fazer o doseamento das
proteinas. Este reagente € uma solucéo de hidréxido de potassio (KOH) e sulfato de
cobre (CuS0O4), associada com tartarato de sodio e potassio (KNaC4H406-4H20),
possui coloracdo azul e torna-se violeta na presenca de proteinas, pois as ligacdes

peptidicas das proteinas (-CONH-) reagem com os ions cupricos, em meio alcalino,
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formando um complexo de coloracao violeta que é diretamente proporcional ao teor
das proteinas existentes no meio (HE; ZHANG, 2011).

Apos a centrifugacdo, foram colhidos os sobrenadantes e transferidos para
cubetas especificas e colocadas no analisador bioquimico automatico modelo
Standard, numero de série 1208.26 (Labtest®) para o doseamento das proteinas
totais de acordo com a programacdo do equipamento e recomendacdes do

fabricante.

3.5.8 Efeito do NST sobre a atividade de mieloperoxidase (MPO) no exsudato

peritoneal de camundongos

O ensaio de MPO foi baseado no método de Bradley et al. (1982), onde 400 pL
do exsudato da peritonite foram centrifugados a 4000 g durante 7 minutos a 4° C.
Em seguida,100 yl do sobrenadante foram recolhidos e adicionados a 1 mL de
tampdo HTAB 0,5% e pH 6,0 (brometo de hexadeciltrimetilambnio) seguida de
centrifugacédo a 4500 g durante 10 minutos a 4°C. Dez microlitros do sobrenadante
foram retirados e adicionados a placa de 96 po¢os com posterior acréscimo de 200
ML da solugdo de leitura (H,O destilada, tampéo fosfato pH 6,0, H,O, a 1% e O-
dianisidina 0,167 mg/mL). A atividade de MPO foi determinada por medicdo da
alteracdo da absorbancia a 450 nm em leitor de placa durante 5 minutos. A

concentracdo de MPO esta expressa em unidades de MPO por microlitro (MPO/uL).

3.5.9 Avaliacdo da atividade da catalase (CAT) no exsudato peritoneal de

camundongos

Duzentos microlitros da amostra foram adicionados a 1,2 ml de tampé&o
fosfato 50 mM pH 7,0 e em seguida 1 mL de solucéo de H,O, 30 mM foi adicionado.
A absorbancia foi aferida em espectrofotbmetro UV-Vis a 240 nm e consiste na
queda de absorbancia devido a degradacéo do H,0,. A absorbancia foi registrada a
cada 2 minutos durante 6 minutos. A catalase é expressa como pmoles de H,0,
decompostos/min/pL de soro (TAKAHARA et al., 1960).
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3.5.10 Avaliagdo da concentracdo do nitrito (NO2) no exsudato peritoneal de

camundongos

Inicialmente, 200 uL do lavado peritoneal foram diluidos em agua destilada
(1:4 v.v.) para posterior deproteinizagdo pela adicdo de 1/20 do volume de uma
solugdo de sulfato de zinco na concentracdo de 300 g/L para atingir uma
concentracao final de 15 g/L. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 1000 g
por 15 min a temperatura ambiente (ROMITELLI et al., 2007). Para determinacéo do
oxido nitrico, 100 yL do sobrenadante foi pipetado numa placa de pocos seguido da
aplicacédo de 100 pyL do reagente de Griess e apdés 10 minutos em temperatura
ambiente a densidade Optica (absorbancia) foi medida por espectrofotometria em
leitor de ELISA (BioTek EL800), utilizando um filtro de 550 nm (GREEN; WAGNER,;
GLOGOWSKI et al., 1982). Os resultados estdo expressos em termos de yMol/mL
de acordo com curva-padrao obtida de solucao de NaNO?2 (nitrito de sédio).

3.5.11 Determinacdo das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) no

exsudato peritoneal de camundongos

Duzentos microlitros da amostra foram adicionados a 350 uL de acido acético
a 20% (pH 3,5) e 600 pL de TBA 0,5% (dissolvido em acido acético). Em seguida as
amostras foram submetidas a fervura durante 45 minutos e imediatamente a um
banho de gelo durante 15 minutos. Cinquenta microlitros de dodecil sulfato de sodio
8,1% (SDS) foram adicionados e procedeu-se com centrifugacédo a 12000 g durante
15 minutos a 25°C. A densidade 6ptica (absorbancia) foi medida em
espectrofotometro UV-Vis, utilizando filtros de 420, 490 e 550 nm. O valor foi
expresso em nmol/mL (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

3.5.12 Avaliacdo do efeito do NST sobre a incapacitagéo articular induzida por

carragenina em ratos

Para avaliacdo do grau de incapacitacao articular motora do membro que
recebeu carragenina, foi utilizado o modelo de incapacitacdo articular em ratos,
descrito por Tonussi e Ferreira (1992). O sistema é formado por um tambor em ago

inoxidavel dividido em trés baias de 10 cm cada, nas quais 0S animais Sao
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posicionados. Sapatilhas metélicas foram ajustadas em ambas as patas posteriores,
sendo que, apenas a sapatilha que esteve na pata posterior direita foi conectada a

porta de entrada de dados do computador.

Figura 9: Incapacitébmetro (Insight®)

Fonte: Arquivo pessoal

No experimento foram utilizados ratos Wistar, apés ambientacdo de 30 minutos
e imediatamente antes da indugcdo de incapacitacdo por carragenina, 0s animais
foram submetidos ao teste de incapacitacao articular durante 60 segundos a uma
velocidade constante de 3 rotagbes por minuto (RPM) e os resultados foram
tomados como medida controle. Em seguida, os animais foram tratados (i.p.) com
veiculo, (NaCl 0,9% + 5% Tween 80), NST (50, 100 e 200 mg/kg) e indometacina
(10 mg/kg). Apdés 30 minutos os animais receberam carragenina 50 pL (300 pg) na
regido intra-articular da pata direita em ratos

As medicdes foram realizadas durante 60 segundos a cada hora até a sexta
hora e apOs 24 horas. A fim de atestar que um possivel efeito positivo no teste de
incapacitacdo articular, ou seja, maior tempo de elevacdo da pata (TEP) tenha
ocorrido em virtude da acdo anti-inflamatéria da substancia teste e ndo em

decorréncia de a¢bes depressoras sobre o sistema nervoso central, foram realizados
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os testes de rota-rod e campo aberto com o intuito de averiguar alteragbes na

coordenacao motora e capacidade exploratoria dos animais, respectivamente.

3.5.13 Efeito do NST sobre o edema, dor periférica e migracdo de leucécitos
em modelo de artrite gotosa induzida por cristais de urato monossodico (acido

arico) em ratos

O modelo experimental de artrite gotosa é bastante utilizado na avaliacdo de
novas drogas anti-inflamatérias (RASOOL; VARALAKSHMI, 2006). Cristais de urato
monossodico (MSU) foram previamente esterilizados em autoclave por 15 minutos a
121 °C, e em seguida, foram diluidos em salina 0,9% (40 mg/mL). A inflamacéo foi
induzida no primeiro dia do experimento por injecdo na regido tibiotarsica com
(100puL de MSU) na pata traseira direita. Os animais foram tratados com salina, NST
(50, 100 e 200 mg/kg i.p.) ou indometacina 10 mg/kg (i.p), 30 minutos antes da
injecdo de MSU. O tratamento foi repetido diariamente por um periodo de quatro
dias.

Nesse ensaio, a incidéncia e a severidade da artrite foram avaliadas através
da medida do volume da pata traseira direita com paquimetro (Pantec®) nos tempos
0, 4, 24, 48 e 72 h, 30 minutos depois do tratamento diario com NST. Ja a dor
periférica foi analisada observando o tempo de elevacéo das patas (TEP) utilizando
incapacitometro (Insight®) em diferentes intervalos de tempo O, 4, 24, 48 e 72 h,
também 30 minutos depois do tratamento diario com NST. Todas as medidas foram
feitas por um mesmo observador. Em todos os procedimentos experimentais 0s
animais foram treinados a caminhar no Incapacitbmetro no dia anterior ao teste.
Para validar o experimento, animais normais foram submetidos a marcha no
incapacitdmetro (TONUSSI, FERREIRA, 1992).

Posteriormente, os animais foram previamente anestesiados e eutanasiados
de acordo com a legislacao vigente, o material coletado foi fixado em formol a 10% e
encaminhado para o laboratorio de histologia e patologia da Universidade Federal do
Piaui-UFPI, onde foi clivado em sec¢des transversais e longitudinais e submetido ao
processamento histologico de rotina que inclui: desidratacdo em uma série crescente
de etanol - 70° GL a 100° GL, diafanizacdo em xilol, e em seguida obtencédo de
cortes de 5 uym de espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina e

logo apds, foram usados para determinar o numero de células que se infiltraram e
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caracterizar as populacdes de glébulos brancos (leucdcitos) presentes no tecido
(NIKI et al, 2001;. LEE et al, 2013). Todas as laminas confeccionadas foram
observadas e fotografadas com camera digital Olympus U-TVO 5XC acoplada ao

microscopio Olympus CX41.

3.5.14 Efeito do NST sobre a coordenacédo motora em camundongos — Teste do
Rota-Rod

Por este método € possivel detectar a ocorréncia de incoordenacdo motora,
permitindo uma interpretacdo mais precisa dos testes de nocicepcao e inflamacao
(LAPA et al., 2003). Camundongos machos foram selecionados 24 h antes do
experimento, através de uma triagem em sessfes de 1 minuto de duracdo, sendo
escolhidos os que permaneceram todo o tempo de avaliagcdo no aparelho. Os
animais foram distribuidos em trés grupos (n=6) e tratados com veiculo (i.p), NST
(200 mg/kg, i.p) ou diazepam (5 mg/kg i.p) como controle positivo. Apés meia hora
de administracdo do veiculo, NST e diazepam foi registrado o tempo de
permanéncia na barra giratoria, podendo o animal ser reconduzido por até trés

vezes apos a queda e admitindo-se como tempo maximo 60 segundos.

3.5.15 Efeito do NST sobre a capacidade exploratéria em camundongos — Teste

do campo aberto

Este teste foi utilizado para avaliar a capacidade exploratéria dos animais (LAPA,
2003). Os camundongos foram distribuidos em trés grupos (n=6) e tratados com
veiculo (i.p), NST (200 mg/kg, i.p) ou diazepan, (5 mg/kg i.p.). Apés 30 minutos, 0s
animais foram levados individualmente ao campo aberto, que consiste em uma
arena quadrada (30 x 30 x 15 cm), confeccionada em acrilico, com piso preto
dividido em nove partes iguais com paredes transparentes. O animal foi colocado na
arena e deixado para explorar o ambiente por um minuto. Apds esse periodo, foi
avaliado o numero de quadrantes atravessados com as quatro patas pelo animal,
durante um tempo de 5 minutos. A arena foi limpa com alcool a 20% apo0s cada
animal ser retirado, sendo entdo realizada a comparacdo entre 0S Qgrupos
(BROADHURST, 1957).
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3.5.16 Anédlise estatistica

Para andlise estatistica utilizou-se o software GraphPad Prism® verséo 6.01.
Utilizou-se ANOVA seguida de pés-teste de Tukey para comparacdo entre grupos
com apenas uma variavel independente e ANOVA two-way seguida de pos-teste de
Bonferroni entre grupos com mais de uma variavel independente. Os valores estédo
expressos como meédia = erro padrdao da média (E.P.M.) e o nivel de significancia

estabelecido foi de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacéo da toxicidade aguda do NST em camundongos

Os resultados obervados nao revelaram sinais de toxicidade sistémica apés a
administracdo do NST na dose de 2000 mg/kg (v.o, ou i.p.). Nao foram observadas
mortes e nem alteracdes de comportamento durante o tempo de observacao de 14
dias.

4.2 Efeito do NST sobre o edema de pata induzido por carragenina em ratos

O pré-tratamento dos animais com NST (100 mg/kg) inibiu significativamente
(*p<0,05) o edema de pata induzido por carragenina na primeira, terceira, quarta e
quinta horas, comparado ao grupo veiculo, para a segunda hora a significAncia foi
de (*p<0,01), com referéncia ao grupo tratado com veiculo (Figura 10). Da mesma
forma, o pré-tratamento dos animais com NST na dose de 200 mg/kg também
diminuiu significativamente (*p<0,05) a formacdo do edema na primeira hora,
obtendo inibicAo maxima da 22 a 52 hora de observacédo (***p<0,001) em relacéo ao
grupo veiculo. A indometacina (10 mg/kg) inibiu de forma significativa (*p<0,05) a
formacdo do edema j4 a partir da primeira hora e perdurou até a sexta hora
(***p<0,001) comparativamente ao grupo veiculo. O NST na dose de 50 mg/kg nédo
apresentou inibicdo significativa do edema de pata induzido por carragenina
(p>0,05). No entanto, nenhuma dose do NST inibiu 0 edema na sexta hora (p>0,05)
(Tabela 2).

Para continuar os estudos da atividade antiedematogénica do NST em
camundongos foi escolhido a partir deste resultado a dose de 100 mg/kg como a

dose efetiva.
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Figura 10: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre
o0 edema de pata induzido por carragenina (1 %; 0,1 mL, i.pl.) em ratos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05
**p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% tween 80) (ANOVA two way seguida de pés-teste de Bonferroni.
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Tabela 2: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) ,veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre

0 edema de pata induzido por carragenina (1 %; 0,1 mL, i.pl.) em ratos. Os valores estao expressos como média = E.P.M. *p<0,05

**p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two way seguida de pds-teste de Bonferroni.

Edema de pata (mm)

Tratamento
(mg/kg, i.p.)

Veiculo
NST (50)
NST (100)
NST (200)

Indometacina (10)

Intervalo de tempo

1h 2h 3h 4h 5h 6h
1.63+0,12 3,58+0,23 3,76%0,16 3,72+0,28 3,71+0,26 3,27+0,23
1,12+0,20 2,88+0,25 3,08+0,26 2,96x0,09 2,98+0,14 2,62+0,16
0,86+0,24* 2,03+0,35** 2,93+0,23* 2,84+0,26* 3,07+0,26* 2,97+0,16
0,80+0,12* 1,43+0,37*** 1,97+0,43*** 1,9940,25***  2,04+0,37 *** 2,31+0,36
0,91+0,05* 1,23+0,18*** 1,19+0,18*** 1,23+0,22***  1,63+0,17*** 1,68+0,17***
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4.3 Efeito do NST sobre o edema de pata induzido por dextrana em

camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg diminuiu o edema induzido por dextrana a 1% na
pata traseira direita dos camundongos durante o tempo de observagdo. Sendo
(**p<0,01), para os primeiros 30, e (***p<0,001) para 60, 90 minutos. Para o tempo
de 120 minutos a significancia foi de (*p<0,05) em relagdo aos animais do grupo
controle que receberam apenas veiculo (Figura 11). Observou-se também inibicédo
significativa (***p< 0,001) do edema nos animais tratados com indometacina (10
mg/kg) durante o tempo de observacdo de 120 minutos, comparado ao grupo
veiculo (**p<0,001) (Tabela 3).

Figura 11: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por dextrana (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como meédia + E.P.M.
*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two
way seguida de pés-teste de Bonferroni).
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Tabela 3: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por dextrana (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two
way seguida de pés-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Dextrana

Intervalo de tempo

Tratamento

: 30 min 60 min 90 min 120 min
(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,07+0.01 0,08+0.01 0,04:0.01  0,06+0.01
Veiculo 121+008  1,26:006  1,00:009  0,72£0.09
NST (100) 0,85£0.18*  0,78+0.11**  0,51+0.11** 0,30+0,06**
Indometacina (10) 0,52+¢0.10**  0,65£0.02***  0,42+0.05** 0,20+0.05**

4.4 Acdo do NST sobre o edema de pata induzido pelo composto 48/80 em

camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg reduziu de forma significativa o edema de pata
induzido pelo composto 48/80 a 1% durante o tempo de 30, 60 e 90 minuto
(***p<0,001), em 120 minutos a significancia estatistica foi de **p<0,01 em relacdo
ao grupo controle tratado com veiculo. Observou-se também diminuicéo significativa
(***p< 0,001) do edema nos animais tratados com indometacina (10 mg/kg) durante
todo tempo de observacdo que variou de 30 até 120 minutos (***p< 0,001), em

relacdo ao grupo veiculo (Figura 12) (Tabela 4).
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Figura 12: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido pelo composto
48/80 (1 %; 0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80)

(ANOVA two way seguida de pos-teste de Bonferroni).
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Tabela 4: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido pelo composto
48/80 (1 %; 0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80)
(ANOVA two way seguida de pds-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Composto 48/80

Intervalo de tempo

Tratamento 30 min 60 min 90 min 120 min
(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,05+0.01 0,07+0.01 0,03+0.01 0,04+0.01
Veiculo 1,33 £0.05 1,25+0.06 1,20+0.13 0,91+0.10
NST (100) 0,71+£0.09***  0,81+£0.07***  0,79+0.11***  0,51+0,14**

Indometacina (10)

0,54+£0.13***

0,67x0.07***

0,69+£0.07***

0,50+£0.10***
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45 Acdo do NST sobre o edema de pata induzido por histamina em

camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg inibiu 0 edema induzido por histamina a 1% na
pata traseira direita dos camundongos a partir dos primeiros 30 minutos, perdurando
até os 90 minutos (***p<0,001) em relacdo ao grupo veiculo. Observou-se reversao
significativa (***p< 0,001) do edema no grupo tratado com a droga padrdo
indometacina até os 90 primeiros minutos (10 mg/kg), tendo como referencia o grupo

veiculo (Figura 13) (Tabela 5).

Figura 13: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por histamina (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongo. Os valores estdo expressos como meédia + E.P.M.
*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two

way seguida de pés-teste de Bonferroni).
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Tabela 5: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por histamina (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongo. Os valores estdo expressos como média = E.P.M.
*p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two

way seguida de pés-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Histamina

Intervalo de tempo

Tratamento

i 30 min 60 min 90 min 120 min

(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,06+0.02 0,05+0.01 0,03+0.01 0,03+0.01
Veiculo 0,55 £0.05 0,52+0.04 041+0.05  0,14+0.04
NST (100) 0,24+0.06***  0,20+0.06**  0,12+0.04***  0,08+0,02
Indometacina (10) 0,26+0.03**  0,22+0.05***  0,16+0.04***  0,09+0.04

4.6 Acdo do NST sobre o edema de pata induzido por serotonina em

camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg reduziu o edema induzido por serotonina
(Img/mL), nos tempos de 30 e 60 minutos com significancia de *p<0,05, para 90
minutos a significancia estatistica foi de **p<0,01, em relagdo aos animais do grupo
controle que receberam apenas veiculo. Observou-se inibicdo significativa (***p<
0,001) do edema nos animais tratados com indometacina (10 mg/kg) durante os
primeiros 90 minutos, em relacdo ao grupo veiculo. No entanto, nenhuma das
substéancias reverteu o edema de forma significativa na ultima hora de observacéao (p
>0,05) (Figura 14) e (Tabela 6).
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Figura 14 - Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por serotonina (1
%; 0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como media *
E.P.M *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80)
(ANOVA two way seguida de pos-teste de Bonferroni).
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Tabela 6: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por serotonina (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média = E.P.M
*p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two

way seguida de pés-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Serotonina

Intervalo de tempo

Tratamento 30 min 60 min 90 min 120 min
(mga/kg, i.p.)
SHAM 0,05+0.01 0,05+0.01 0,03+0.01 0,05+0.02
Veiculo 0.60+0.09 0,47+0.06 0,48£0.09  0,32:0.05
NST (100) 0,37+0.08* 0,28+0.07* 0,19+0.04**  0,19+0,08
Indometacina (10) 0,21+0.10***  0,19+0.03***  0,18+0.06***  0,14+0.05
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4.7 Efeito do NST sobre o edema de pata induzido por capsaicina em

camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg inibiu o edema induzido por capsaicina (1mg/mL)
nos tempos de 30, 60 e 90 minutos (*p<0,05), (***p<0,001) (**p<0,01),
respectivamente, em relacdo aos animais do grupo controle que receberam apenas
veiculo. Houve diminuicdo significativa (***p<0,001) do edema nos animais tratados
com indometacina (10 mg/kg) durante os primeiros 60 minutos (***p<0,01) e para o
tempo de 90 minutos. Na ultima analise (120 minutos) ndo houve inibicdo
significativa do edema em relagdo ao grupo veiculo (p >0,05) (Figura 15) e (Tabela
7).

Figura 15: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
da indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por capsaicina (1
%; 0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como meédia *
E.P.M *p<0,05 **p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two way

seguida de pés-teste de Bonferroni).
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Tabela 7: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por capsaicina (1 %;
0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M
*p<0,05 **p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) (ANOVA two way
seguida de pdés-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Capsaicina

Intervalo de tempo

Tratamento 30 min 60 min 90 min 120 min
(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,06+0.01 0,07+0.02 0,03+0.01 0,04+0.01
Veiculo 0.77+0.18 0,95+0.18 0,71+0.22 0,27+0.19
NST (100) 0,37+0.14**  0,31+0.08***  0,17+0.08**  0,21+0,08
Indometacina (10) 0,25+0.09***  0,24+0.08***  0,20£0.08**  0,13x0.06

4.8 Acao antiedematogénica do NST sobre o edema de pata induzido por PGE

2 em camundongos

O NST na dose de 100 mg/kg reduziu o edema induzido por PGE2 (50
ng/50uL,) nos tempos de 30 e 60 minutos de observacao (***p< 0,001), em relacdo
ao grupo veiculo. Para o tempo de 90 minutos a significancia foi de (*p< 0,05) em
relacdo aos animais do grupo controle que receberam apenas veiculo. Observou-se
reducdo significativa também do edema nos animais tratados com indometacina
(10mg/kg) durante os primeiros 60 minutos (***p<0,001). Para o tempo de 90
minutos a significancia estatistica foi de (*p< 0,05). No entanto, nenhuma das
substancias diminuiu o0 edema de forma significativa na ultima hora de observacéo (p
>0,05) (Figura 16) (Tabela 8).
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Figura 16: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por prostaglandina E2
(50 ng/0.05mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como meédia +
E.P.M *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% tween 80) (ANOVA
two way seguida de pGs-teste de Bonferroni).
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Tabela 8: Efeito do NST (100 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e da
indometacina (10 mg/kg i.p.) sobre o edema de pata induzido por Prostaglandinas
E2 (50 ng/0,05 mL, i.pl.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média
+ E.P.M *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80)
(ANOVA two way seguida de pos-teste de Bonferroni).

Edema de pata (mm)
Prostaglandina E2

Intervalo de tempo

Tratamento

. 30 min 60 min 90 min 120 min

(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,06+0.01 0,07+0.01 0,04+0.01 0,05+0.01
Veiculo 1,12 +0.14 1,05+0.11 0,38+0.07 0,19+0.09
NST (100) 0,47+0.08**  0,36+0.06*** 0,12+0.03* 0,13+0,03

Indometacina (10) 0,32+0.09*** 0,25+0.10*** 0,11+0.04* 0,12+£0.03
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4.9 Efeito do NST sobre a degranulacdo de mastocitos ex vivo induzida pelo
composto 48/80 em ratos

O pré-tratamento dos animais com NST na dose de (50 mg/kg i.p.) reduziu de
forma significativa (**p<0,01), em 32% a desgranulacdo de mastdcitos induzida pelo
composto 48/80 (0,4 pg/mL), quando comparado ao grupo veiculo. Da mesma
forma as doses de 100 e 200 mg/kg, i.p. também restringiram significativamente
(***p<0,001) a desgranulacdo de mastécitos em 71.02% e 70.85%, respectivamente,
com referéncia ao grupo veiculo. Da mesma forma o cetotifeno (2 mg/kg, i.p.) inibiu
(***p<0,001) em 74.54% a desgranulacdo dos mastocitos quando comparados ao

grupo veiculo (Figuras 17 e 18).

Figura 17: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80,) e cetotifeno (2 mg/kg, i.p.) sobre a desgranulacdo de mastocitos
mesenteriais ex vivo induzida por composto 48/80 (0,4 pg/mL). Os resultados estao
expressos como meédia + E.P.M. **p<0,01 ***p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA

one way e pos teste Tukey).
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Figura 18: Microfotografia representativa do efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80,) e
cetotifeno (2 mg/kg, i.p.) na desgranulacdo de mastocitos mesenteriais ex vivo induzida pelo Composto 48/80. Os mastocitos foram
obtidos de mesentérios de ratos corados com azul de toluidina 0,1% e submetidos ou ndo ao composto 48/80 (0,4 ug/mL); (A)
mastocitos dos ratos tratados apenas com salina; (B) mastdcitos dos ratos tratados com veiculo (NaCl 0,9% + 5 % Tween 80, i.p.)
e incubados com o composto 48/80, exibindo extensa degranulagdo dos mastécitos; (C) Mastoécitos dos ratos tratados com o NST
(50 mg/kg, i.p.); (D) mastdcitos dos ratos tratados com o NST (100 mg/kg, i.p.); (E) mastocitos dos ratos tratados com o NST(200
mg/kg, i.p.) e (F) cetotifeno (2 mg/kg, i.p.) e incubados com o composto 48/80 mostrando inibicdo da desgranulacdo (alguns

campos ampliados).
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4.10 Efeito do NST sobre o niumero de leucécitos (contagem total e diferencial)

no exsudato de peritonite induzida por carragenina em camundongos

A injecdo intraperitoneal de carragenina 1% (500 pg/ 0,05mL) nos
camundongos induziu um aumento significativo no nimero total de leucdcitos para a
cavidade peritoneal quando comparado ao grupo veiculo. O pré-tratamento dos
animais com NST (100, 200 mg/kg, i.p.) reduzivam de forma significativa
(***p<0,001) (1,37+0,07; 0,59+0,05) a migracao de leucocitos quando comparado ao
grupo veiculo (2,56+0,11). De forma semelhante, a indometacina (10 mg/kg, i.p.)
também reduziu (***p<0,001) (0,5+0,1)a migracdo de leucocitos para o fluido
peritoneal quando comparado ao grupo controle veiculo (2,56+0,11) (Figura 19 A).

Da mesma forma, o NST (100, 200 mg/kg, i.p.) e a indometacina (10 mg/kg,
i.p) diminuiram de modo significativo (***p<0,001) (20,0+5,2, 18,0+4,4 e 2043,5)
respectivamente, a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares na cavidade
peritoneal, quando comparado ao grupo controle veiculo (59,6+9,8) (Figura 19 B).

A migragéo de células mononucleares para a cavidade peritoneal também foi
diminuida (**p< 0.01) (3,17+0,65 e 3,40+0,68) nos animais tratados com NST (100 e
200 mg/kg i.p.) quando comparado ao grupo veiculo (8,8+1,53). Fato semelhante
pode ser descrito para os animais tratados com indometacina (10 mg/kg i.p.) (**p<
0.01) (2,5+0,65) (Figura 19 C). No entanto, a dose de 50 mg/kg (p>0,05) né&o
apresentou diminuicdo na migracdo de leucécitos totais tendo como referéncia o
veiculo, também ndo suprimiu a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e

mononucleares quando comparado ao veiculo.
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Figura 19: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) no

namero total (A) e diferencial (Polimorfo e mononuclear B e C) de leucocitos em peritonite induzida por carragenina

(500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. " p<0,001 veiculo vs salina e

***n<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e Teste deTukey).
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4.11 Dosagem de proteinas totais no exsudato peritoneal de camundongos

A administracao intraperitoneal de carragenina 1% (500 ug /cavidade) induziu
no grupo veiculo um aumento significativo do numero de proteinas totais no
exsudato peritoneal. O NST nas doses de 100 e 200 mg/kg, i.p. reduziu de forma
significativa (**p<0,01) a concentracdo de proteinas totais no exsudato peritoneal,
tendo como referéncia o grupo veiculo. A indometacina (10 mg/kg, i.p.) também
inibiu de forma significativa (**p<0,001) a concentracdo de proteinas totais

comparado ao veiculo (Figura 20).

Figura 20: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre a concentracdo de proteinas
no exsudato de peritonite induzida por carragenina (500 pg/cavidade, i.p.) em
camundongos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. "#p<0,001 veiculo

vs salina e **p<0,01, ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e Teste deTukey).
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4.12 Efeito do NST sobre a atividade da mieloperoxidase (MPO) em modelo de

peritonite induzida por carragenina em camundongos

A atividade da mieloperoxidase apresentou-se diminuida nos animais tratados
previamente com NST nas doses de 100 mg/kg (1.38+0.20, ***p<0,001) e 200
mg/Kg (1,43+0,24, ***p<0,001) em relacdo ao grupo veiculo (3,90+0,31). O mesmo
foi observado nos animais tratados com o anti-inflamatério padrdo, indometacina
(1.09+0,20 ***p<0,001). A dose de 50 mg/kg ndo apresentou reducéao significativa da

concentracédo de MPO (p>0,05) comparado ao grupo veiculo (Figura 21).

Figura 21: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) na atividade da mieloperoxidase em
exsudato de peritonite induzido por carragenina. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. **p<0,01 e *p<0,05 vs veiculo (ANOVA one way e poés-teste de
Tukey).
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4.13 Efeito do NST sobre a atividade da enzima catalase (CAT) em modelo de

peritonite induzida por carragenina em camundongos

A atividade da catalase apresentou-se significativamente diminuida nos
grupos tratados com NST nas doses de 100 mg/kg (0,93+0,10, **p<0,01) e 200
mg/kg (0.71+0,15, **p<0,01) quando comparada ao grupo veiculo (1.84+0,27). O
grupo tratado com indometacina diminuiu a atividade da catalase de forma
significativa (0,69+0,04, *p<0,05) quando comparado ao grupo veiculo (1.84+0,27).
O tratamento dos animais com NST na dose de 50 mg/kg ndo diminuiu

significativamente a atividade da catalase (1,57+0,20) (Figura 22)

Figura 22: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade da catalase em
exsudato de peritonite induzida por carragenina. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e p0Os-teste de
Tukey).
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4.14 Efeito do NST sobre a concentracdo de nitrito (NO,) em modelo de

peritonite aguda induzida por carragenina em camundongos

O pré-tratamento dos animais com NST nas doses de 100 e 200 mg/kg
reduziu a concentracdo de nitrito de forma significativa (14,09+1,17, ***p<0,001),
(13,02+1,51 ***p<0,001) quando comparado ao grupo veiculo (33,05+3,57). Da
mesma forma, o0s animais tratados com indometacina 10 mg/kg também
apresentaram reducao significativa da concentracdo de NO; (nitrito) (10,02+1,68,
***n<0,001) quando comparado ao grupo veiculo (33,05+5,3,57). No entanto, a dose
de 50 mg/kg (26,17+3,16, p>0,05) ndo apresentou reducdo significativa da

concentracdo de nitrito quando comparado ao grupo veiculo (Figura 23).

Figura 23: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre a concentracdo de nitrito NO,’
em exsudato de peritonite induzida por carragenina. Os valores estdo expressos
como média £ E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e
pés-teste de Tukey).
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4.15 Atividade do NST sobre a concentracdo de espécies reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS) em modelo de peritonite aguda induzida por

carragenina em camundongos

O NST nas doses de 100 e 200 mg/kg foi efetivo na reducdo das
concentracfes das espécies reativas ao acido tiobarbitarico, (3,10+£0,53 *p<0,05)
(2,40+0,24 **p<0,01) respectivamente, quando comparado ao grupo Vveiculo
(4,68+0,32). Da mesma forma, a indometacina diminuiu (2,94+0,32, *p<0,05) a
concentracdo de TBARS quando comparado ao grupo veiculo (4,68+0,32,) por outro
lado, o NST na dose de 50 mg/kg (3,94+0,28) ndo obteve os mesmos resultados
(p>0,05) (Figura 24).

Figura 24: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.), sobre a concentracdo de espécies
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) em exsudato de peritonite induzido por
carragenina. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05, **p<0,01 vs

veiculo (ANOVA one way e poOs-teste de Tukey).
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4.16 Efeito do NST sobre a incapacitacado articular induzida por carragenina

A injecdo de carragenina (50 uL) na articulacédo tibio-femural dos animais
provocou incapacitacao articular evidenciada pelo aumento no tempo de elevagéo
das patas nos animais tratados apenas com veiculo. O grupo pré-tratado com NST
na dose de 100 mg/kg (i.p). mostrou diminuicdo significativa no TEP durante as
quatro horas de observacédo (***p<0,001). Ja na quinta e na vigésima quarta hora a
significancia foi **p<0,01 e *p<0,05 nesta ordem, comparados ao grupo veiculo. Os
animais tratados com NST (200 mg/kg i.p.) também apresentaram diminuicdo do
TEP em todos os tempos observados (***p<0,001). Na quarta e na vigésima quarta
hora a significancia foi (**p<0,01), tendo como referencia o grupo veiculo. A
indometacina (10 mg/kg) diminuiu de forma significativa o TEP nas primeiras cinco
horas (***p<0,001) e na vigésima quarta hora a significancia foi (**p<0,01)
comparada ao grupo veiculo. A dose de 50 mg/kg do NST ndo mostrou inibicao

significativa no tempo observado (p> 0,05) (Figura 25) (Tabela 9).
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Figura 25: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.), indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre

a incapacitacao articular induzida por carragenina (100 uL) em ratas. Os valores estdo expressos como média £ E.P.M; **p<0,01 e

***n<0,001 vs controle veiculo ) (ANOVA two way seguida de pés-teste de Bonferroni)
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Tabela 9: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.), indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre

o tempo de elevacdo da pata em modelo de incapacitacdo articular induzida por carragenina. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) (ANOVA two way e pOs-teste de

Bonferroni
Incapacitacao articular
Médias do tempo de elevacéo da pata (s)
Tratamento
(mg/kg. 1.p) 1h 2h 3h 4h 5h 24h
Veiculo 37,82+3.14 38,42+4,36 42,08+3,96 40,74+1,76 39.13+3,96 32,58+2,56
NST (50) 36,37+4,09 33,99+2.73 37.56+4.49 33,40+2,22 35,93+4,16 31,35+2.27
NST (100) 17,34+0,22*** 21,4942 38*** 25,39+2,63***  23,75%1,85*** 26,34+2,42** 25,86+1,72*
NST (200) 16,70%0,77*** 16,2442, 37*** 24,10+1,32*** 25,4+1,69***  23,69+2,06** 19,98+0,72**

Indometacina (10)

15,50+2,19%**

15,87+1.10***

15,12+1,39***

16,71+1,14%*

16,36+1,48***

18,75+2,05**
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4.17 Efeito do NST sobre o edema, a dor periférica e o nUmero de leucécitos
(contagem total e diferencial) em modelo de artrite gotosa induzida por

cristais de urato monosso6dico em ratos

O pré-tratamento dos animais com NST nas doses de 100 e 200 mg/kg inibiu
significativamente (***p<0,001) o edema de pata induzido por cristais de urato
monossodico, administrado na regido tibiotarsica durante todo o tempo de
observacdo comparado ao grupo veiculo (Figura 26 e 29, Tabela 10). A
indometacina (10 mg/kg) inibiu de forma significativa (***p<0,001) a formag&o do
edema ja a partir da primeira hora e perdurou por todo tempo de observacao,
comparativamente ao grupo veiculo. O NST na dose de (50 mg/kg) ndo apresentou
inibicdo significativa do edema de pata induzido por cristais de urato monossodico
(p>0,05).

A administracdo de cristais de urato monossddico (100 pL) na articulacdo
tibiotarsica dos animais provocou incapacitacdo articular evidenciada pelo aumento
no tempo de elevacdo das patas nos animais tratados apenas com veiculo. O grupo
pré-tratado com NST na dose de (100 mg/kg i.p.) mostrou diminuicdo significativa do
TEP durante todo o tempo de observacgéo, sendo (***p<0,001) para as primeiras 48
horas e (**p<0,01) ao final das 72 horas de analise com referéncia ao grupo veiculo.
Os animais tratados com NST (200 mg/kg i.p.) também apresentaram diminuicdo do
TEP em todos os tempos obervados com significancia para as primeiras quatro
horas de (*p<0,05), na vigésima quarta hora e ao final das setenta e duas horas a
significancia foi de (**p<0,01), no entanto, para o intervalo de tempo de quarenta e
oito horas a significancia foi de (***p<0,001), comparada ao grupo veiculo. A
indometacina (10 mg/kg) diminuiu de forma significativa (***p<0,001) o TEP durante
todo o tempo de observacdo, comparado ao grupo veiculo. A dose de 50 mg/kg do
NST n&o mostrou inibicdo significativa no tempo observado (p> 0,05) (Figura 27)
(Tabela 11)

O pré-tratamento dos animais com NST (100, 200 mg/kg, i.p.) reduziu de
forma significativa 911,4+79 e 903+46 (***p<0,001) a migracdo de leucocitos totais
quando comparado ao grupo veiculo (1643+138). De forma semelhante, a
indometacina (10 mg/kg, i.p.) também reduziu (***p<0,001) 913,7+64 a migracdo de
leucdcitos para o sitio inflamatério quando comparado ao grupo controle veiculo
(1643+138) (Figura 28A).
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Da mesma forma, o tratamento com NST (100, 200 mg/kg, i.p.) e a
indometacina (10 mg/kg, i.p) diminiu de modo significativo (***p<0,001) 105,8+13,
97,7+10 e 99,748 respectivamente a migracao de leucdcitos polimorfonucleares para
a regiao tibiotarsica quando comparado ao grupo controle veiculo (227,5£13 (Figura
28B).

A migracdo de células mononucleares para a regido tibiotarsica também foi
diminuida (***p< 0.001) nos animais tratados com NST (100, 200 mg/kg i.p.)
(105,8+13; 97,7+10) quando comparado ao grupo veiculo (227,5+20). O mesmo
pode ser descrito para 0os animais tratados com indometacina (10 mg/kg i.p.) (***p<
0.001) (99,7% 8) (Figura 28C). No entanto, a dose de 50 mg/kg nao apresentou
diminuicdo (p>0,05) na migragdo de leucdcitos totais tendo como referéncia o
veiculo, também ndo suprimiu a migracdo de leucdcitos polimorfonucleares e

mononucleares quando comparado ao veiculo.
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Figura 26: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.)
sobre o edema de pata induzido por cristais de urato monossaédico (artrite gotosa) em ratos. Os valores estdo expressos como
meédia + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0 ,001 vs veic ulo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) (ANOVA two way e pos-teste de

Bonferroni.
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Tabela 10: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5%
Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre o edema de pata induzido
por cristais de acido Urico monossodico em ratos. Os valores estdo expressos como

meédia + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0 ,001 vs veic ulo (NaCl 0,9% + 5% Tween

80, i.p.) (ANOVA two way e poOs-teste de Bonferroni.

Edema de pata (mm)

Intervalo de tempo

Tratame_nto 4h 24h 48h 72h
(mg/kg, i.p.)
SHAM 0,07+0,01 0.05+0.01 0.08+0,02 0.11+0,02
Veiculo
1.82+0.17 1,84+0,06 1,72+0,09 1,64+0,10
NST (50
(50) 1,66+0,06 1.67+0,07 1.65+0,13 1.44+0.11
NST (100) 1,30+0,04**  1,18+0,05"**  1,03+0,07*** 0,88+0,06"*"
NST (200) 1,47+0,11™*  1,23+0,08** 1 07+0,05™* 0,88+0,03"""
Indometacina (10) 1,02+0,09***  0,80+0,08***

0,71+0,05™**

0,63x0,027%**
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Figura 27: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.)
sobre a incapacitacdo articular induzida por cristais de urato monossodico (artrite gotosa) em ratos. Os valores estdo expressos
como média = E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0 ,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) (ANOVA two way e pés-teste

de Bonferroni.
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Tabela 11: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.)
sobre a incapacitacao articular induzida por cristais de urato monossodico em ratos. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. *p<0,05; **p<0,01; **p<0 ,001 vs veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) (ANOVA two way e pos-teste de Bonferroni.

Incapacitacao articular

Medias do tempo de elevacao da pata (s)

Tratamento

(markg. L.p.) Oh 4h 24h 48h 72h
SHAM 10,730,70 10,84+0,84  11,17£1,13 11,73+1,83 13,0220,31
Veiculo 12132175 40,52+1,41 42 1622,11 41,4642 57 36,9242 88
NST (50) 13,60+1,35  34,99+259  37,87+4,70 34 48+1,58 33,80£2,13
NST (100) 12,25+1,41  24,4522,92* 27 7242 48** 24 82+1 75" 25382190
NST (200) 13,88+2,12  29,69+2,52* 2922+1 71** 2677+3, 70" 24 6622 82%
Indometacina (10) 10,7620,61  23,6321,20*** 19,1620,86*** 18,53+2 50" 14 510,92
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Figura 28: Efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80, i.p.) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) no
namero total (A) e diferencial (Polimorfo e mononuclear B e C) de leucécitos na incapacitacdo articular induzida por cristais de

urato monossddico em ratos. Os valores estéo expressos como média + E.P.M. ##p<0,001 veiculo vs salina e *p<0,05, **p<0,01

e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e Teste deTukey).
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Figura 29: Fotografias do efeito do NST (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) veiculo (NaCl
0,9% + 5% Tween 80,) e indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre o edema induzido por
cristais de acido urico. O tecido foi obtido de fragmento da pata na regido tibiotarsica
de animais submetidos ou nado aos cristais de acido uUrico (40mg/mL); (A, Al) rato
tratado apenas com salina; (B, B1) rato tratado com veiculo (C, C1) ratos tratados
com o NST (50 mg/kg, i.p.); (D, D1) ratos tratados com o NST (100 mg/kg, i.p.); (E,
E1l) animais tratados com o NST(200 mg/kg, i.p.) e (F, F1) animais tratados com

indometacina (10 mg/kg, i.p.).
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4.18 Efeito do NST sobre a coordenagdo motora em camundongos — Teste do
Rota-Rod

O pré-tratamento dos animais com NST na dose de 200 mg/kg nao resultou em
diminuicdo da coordenagdo motora na dose testada (Figura 30). O diazepam (5
mg/kg i.p.), diminuiu o tempo de permanéncia na barra rotatéria com media (1905 +

2,32) em comparacao ao grupo veiculo (59,17+0.83).

Figura 30: Efeito do NST (200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) e
indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre a coordenacdo motora em camundongos
expressa como tempo de permanéncia na barra rotatéria. Os valores estdo
expressos como meédia + E.P.M. ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e pds-teste
de Tukey).
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4.19 Efeito do NST sobre a capacidade exploratéria em camundongos — Teste

do campo aberto

De forma semelhante ao modelo de permanéncia na barra giratoria, o
diazepam 5 mg/kg (8,00+3.51) diminuiu de forma significativa do numero de
invasdes em relacdo ao grupo veiculo (57.50+7,87) (Figura 31). O NST na dose de
200 mg/kg néo resultou em alteracdo da capacidade exploratéria dos camundongos
comparado ao grupo veiculo (50.00+£8,52, p>0,05).
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Figura 31: Efeito do NST (200 mg/kg, i.p.), veiculo (NaCl 0,9% + 5% Tween 80) e
indometacina (10 mg/kg, i.p.) sobre a atividade exploratéria em camundongos
expressa em numero de invasdes. Os valores estdo expressos como média = E.P.M.

***n<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e pos-teste de Tukey).
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5 DISCUSSAO

Compostos formados por nucleo indolico estao presentes em bactérias, plantas
e animais. Normalmente, estes compostos estdo relacionados com o metabolismo
do aminoécido triptofano e podem apresentar ligantes em regides diferentes do anel
inddlico (CANO et al., 2003). O anel inddlico possui uma estrutura heterociclica, foi
descoberta em 1866, e esta presente em um numero consideravel de produtos
medicinais derivados principalmente de plantas (WILLIAMS, 2001). O NST é
constituido por um nucleo indolico cuja estrutura quimica esta relacionada com a N-
benzoiltriptamina (Figura 4), um alcalbéide inddlico isolado da espécie Myrtopsis
myrtoidea (Baill) Guillaumin, (HIFNAWAY, 1957).

Contudo, ndo se encontram na literatura estudos correlacionados a
propriedade anti-inflamatéria  do N-saliciloiltriptamina (NST), em modelos
experimentais que mimetizem uma resposta inflamatoria, fato que garante o
ineditismo do nosso trabalho.

Inicialmente avaliamos o0s possiveis efeitos toxicos da substancia com a
administracdo oral do NST na dose de até 2000 mg/kg, e esta ndo apresentou
toxicidade aos camundongos durante o tempo de observacdo de 14 dias. Em
seguida, a toxicidade foi avaliada pela via intraperitoneal. Neste protocolo, os
animais receberam 2000 mg/kg e ficaram em observacdo por 14 dias, durante o
estudo ndo foram observadas alteracdes no sistema respiratério, sistema locomotor,
sistema nervoso central, periférico, somatico e autbnomo. Foi observado também
sobrevivéncia de 100% dos animais tratados com essa dose de 2000 mg/kg, assim
nao foi possivel estabelecer a DL50.

A literatura mostra que varios derivados sintéticos de alcaldides indolicos nao
apresentam atividade toxicologica expressiva, por exemplo, a vimpocetina um
derivado sintético da vincamina, apresentou efeito neuroprotetor em modelos
experimentais com animais (PEREIRA et al., 2003). Da mesma forma, derivados
inddlicos presentes em tecido bioldgico como triptofano, melatonina e serotonina sao
potentes sequestradores de radicais hidroxilicos (STOLC, 1999; CANO et al., 2003).

Logo ap6s os estudos de toxicidade foi avaliada a atividade do NST no modelo
de edema de pata induzido por carragenina em ratos, esse € um modelo classico
para triagem de drogas com atividade anti-inflamatoria bastante usado desde sua
descricéo por Winter (1969). Atraves deste modelo os pesquisadores Merck, Sharp e
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Dohme demonstraram a atividade anti-inflamatéria da indometacina (WILLOUGHBY,
2003).

A inflamacdo aguda induzida por carragenina € um processo hao imune, e
bastante reproduzivel. Quando injetada subcutaneamente na regido plantar do
animal, a carragenina induz os sinais cardinais da inflamagédo como edema (tumor),
eritema (rubor) calor e hiperalgesia que se desenvolvem imediatamente em
decorréncia da presenca de varios mediadores pro-inflamatorios plasmaticos como a
histamina, serotonina, bradicinina, citocinas ou das células envolvidas na resposta
inflamatoria (MORRIS, 2003; SADEGHI et al., 2011).

Os resultados apresentados neste estudo mostram que o pré-tratamento dos
animais com o NST (100 e 200 mg/kg i.p.) reduziu o edema de pata da 12 a 52 hora,
de maneira semelhante a indometacina, isto sugere que a atividade anti-inflamatoria
desta substancia pode estar relacionada com a inibicdo de mediadores inflamatérios
enddgenos como histamina, serotonina e bradicinina e também mediadores tardios
como, por exemplo, a inibicio da biossintese da ciclo-oxigenase e
consequentemente, diminuicdo da expressao das prostaglandinas.

Resultados semelhantes aos aqui encontrados foram relatados para outras
substancias constituidas por nucleo indélico, como criptolepina e a evodiamina, as
quais inibiram a formacdo do edema induzido por carragenina através de
serotonina, bradicinina e inibicdo da expressao do fator nuclear kappa B (NF-kB).
Estudos in vivo e vitro demonstraram que outros alcaldides indélicos também
diminuiram os niveis de citocinas pré-inflamatérias, como o fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a) e interleucina-1B, no modelo de edema de pata induzido por
carragenina em ratos (CHOI et al., 2006). Manikandan et al. (2014) avaliaram a
atividade farmacoldgica de varias substancias que continham o nudcleo inddlico e
comprovaram que as mesmas agiam como agente anti-neuroinflamatorio, por inibir
a expressao de COX-2.

Dando continuidade aos estudos com o NST fez-se necessario a realizacao de
uma série de experimentos com modelos de inflamag&o aguda in vivo, para isso foi
escolhido a menor dose eficaz (100 mg/kg).

Véarios modelos experimentais podem ser empregados para investigar o
potencial anti-inflamatério de uma substancia com potencialidade terapéutica, entre

0s mais comuns podemos citar o edema de pata induzido por agentes flogisticos,
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como a carragenina ja citado anteriormente, e a dextrana, estes agentes indutores
de inflamacgdo induzem uma série de eventos vasculares dentre eles promovem o
extravasamento vascular, a migracdo de células para o sitio inflamatério e a
liberacdo de mediadores enddgenos (WINTER et al., 1962).

Assim, o passo seguinte foi avaliar a atividade farmacologica do NST no
modelo de edema de pata induzido por dextrana (LEMBECK, 1980). A dextrana &
caracterizada como homopolissacarideo ramificado de alto peso molecular
biossintetizado por Leuconostoc mesenteroides, formada por unidades de D-glicose
conectada por ligagbes a(1-6) (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004). O edema induzido
por esse agente promove desgranulacdo de mastdcitos, e a liberacdo de
mediadores inflamatorios como histamina e serotonina (METCALFE, 2008).

O estudo mostrou que o tratamento prévio dos camundongos com NST
reduziu significativamente o edema de pata induzido por dextrana durante todo o
tempo de observacado. Esse padrdo de resposta no grupo que recebeu NST também
foi obtido no grupo tratado com a indometacina.

As substancias antiedematogénicas que inibem o edema de pata induzido por
dextrana, possivelmente atuam por mecanismos distintos. Um possivel mecanismo
seria agir diretamente sobre a inibicdo da permeabilidade tissular ou da dinamica de
fluidos; a segunda possibilidade seria o NST antagonizar especificamente o0s
agentes responsaveis diretamente pelo edema, dessa forma, interromper os
processos fisiolégicos que levam a formacdo dos agentes edematogénicos
(COURVOISIER; DUCROT, 1955). No presente trabalho, o NST promoveu uma
diminuicdo da formacdo do edema induzido pela injecéo intraplantar de dextrana,
sugerindo sua capacidade de bloguear as ac¢des da histamina e serotonina. Este
resultado sugere que o NST deve apresentar acdo direta na estabilizacdo da
membrana dos mastocitos impedindo assim a sua degranulacdo, ou ainda algumas
propriedades antagonistas especificas. Varios alcaloides inddlicos extraidos de
fontes marinhas apresentaram atividade anti-inflamatéria por inibir o edema de pata
induzido por dextrana e carragenina (JASWIR; MONSUR, 2011). Com base nos
resultados obtidos com o NST nos modelos de edema de pata induzidos por
carragenina e dextrana, e devido ao importante papel de mediadores enddgenos
liberados por estes agentes flogisticos, nos propomos a investigar a atividade
antiedematogenica do NST no modelo de edema de pata induzido pelo composto
48/80.
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O composto 48/80 é uma poliamina bésica, que induz a desgranulagédo de
mastocitos através da ligacdo a um sitio na membrana celular, um evento que
parece estar associado a um influxo de Ca** na célula (NORRBY, 1981). O modelo
de edema de pata pelo composto 48/80 é bastante utilizado para avaliar drogas com
possivel atividade antiedematogénica. Esse composto induz a desgranulacdo de
mastocitos favorecendo a liberacdo de histamina e serotonina no local da
inflamacédo, estes mediadores resultantes da desgranulacdo dos mastécitos séao
responsaveis pela formacdo do edema (YANG et al., 2002).

Os resultados mostram que o tratamento dos animais com NST reduziu
significativamente o edema induzido pelo composto 48/80. Isto sugere que o efeito
antiedematogénico do NST deve-se em parte, a estabilizacdo dos mastdcitos,
prevenindo a sua degranulacdo e impedindo a liberacdo de mediadores enddégenos
como histamina e serotonina, corroborando com o modelo anterior onde 0s animais
receberam dextrana como agente edematogénico.

De acordo com os resultados obtidos com 0 NST no edema de pata induzido
pelo composto 48/80 e sabendo-se da importancia da histamina no processo
inflamatdrio agudo, passou-se a investigar a atividade antiedematogénica do NST no
modelo de edema de pata induzido por histamina.

A histamina é vastamente distribuida nos tecidos, pode ser sintetizada e
liberada por diferentes células, dentre estas células destacam-se os mastécitos,
basdfilos e plaquetas. Pode ser liberada por exocitose durante as reacdes
inflamatdrias ou alérgicas com participacdo do sistema complemento (C3a e C5a),
Imunoglobulina E (IgE), e citocinas (IL-1 e IL-8) (HEBERT; JUST; SCHIMIDT, 2001),
induzindo acdo edematogénica em pouco tempo (BRAND et al., 2002).

O edema de pata induzido por histamina € um modelo classico vastamente
utilizado para provar os efeitos antiedematogénico de algumas plantas medicinais
(TAMADDONFARD et al., 2012). A atividade farmacoldgica de uma substancia sobre
a histamina pode ser observada basicamente sobre duas vias, primeiro sobre o
processo de degranulagdo dos mastécitos, induzida por substédncia como o
composto 48/80 ou ainda pela administracao de histamina no préprio tecido (GUO et
al., 1997).

A histamina pode se ligar basicamente a quatro subtipos de receptor
acoplados a proteina G (HR1, HR2, HR3 e HR4), que podem favorecer a formacéo

de fosfatidil inositol (IP3), e consequentemente, aumentar os niveis de calcio
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intracelular, e promover a ativacdo de fatores de transcricdo nuclear como, por
exemplo, o NF-kB e da via da adenilato ciclase. Os subtipos de receptores HR1 e
HR2 estdo envolvidos na maioria das respostas inflamatérias induzidas pela
histamina (JUTEL et al.,, 2009). A histamina € responsavel por uma serie de
modificagcdes vasculares dentre elas promove a vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, favorece a sintese do fator de ativacdo plaquetéria (PAF),
sintese de prostaciclina (PGI2), e por ultimo induz a liberacdo de NO (BORK, 2014).

De acordo com os resultados obtidos, o NST demonstrou efeito
antiedematogénico ao inibir o edema de pata induzido pela histamina, dessa forma é
possivel sugerir que esta substancia possa interferir na ligacdo da histamina em
seus receptores, ou ainda como dissera anteriormente, inibe a exocitose de
histamina no meio intersticial. Este fato corrobora com os resultados anteriores, onde
foram utilizados diferentes agentes edematogénicos que culminavam com a
liberagdo de histamina no meio intersticial e mesmo assim, o edema apresentou-se
menor em relacdo ao grupo controle veiculo.

Corroborando ainda com os resultados encontrados, Barbosa-Filho e
colaboradores (2006) demonstraram que outras substancias com estrutura quimica
similar ao NST, contendo nucleo inddlico também apresentaram atividade
antiedematogénica no modelo de edema de pata induzido por histamina.

Considerando a atividade antiedematogenica do NST sobre o edema de pata
induzido por histamina, e que a serotonina € o segundo mediador vasoativo pré-
formado, e possui acdes semelhantes a histamina (GOADSBY; LIPTON; FERRARI,
2002), resolvemos averiguar a atividade farmacolégica do NST no edema de pata
induzido por este agente flogistico.

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) € produzida por células
enterocromafins, encontrada no epitélio do trato gastrointestinal (SCHWORER,
2000). Também pode ser liberada por células mastocitarias e plaquetas. As
plaquetas concentram este neurotransmissor por meio de um mecanismo de
transporte ativo (SEPIASHVILI et al., 2013).

A 5-HT possui atividades fisiologicas semelhantes as da histamina, induz a
vasodilatacdo, favorece a permeabilidade vascular, e é considerada como
importante neurotransmissor, pois participa diretamente na sensibilizagdo de
nociceptores. Na resposta inflamatoria, a serotonina pode influenciar na migracdo e

proliferacdo de linfocitos, favorecer a fagocitose e a atividade citolitica celular,
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participa também, da sintese de citocinas e quimiocinas. A grande diversidade dos
efeitos imunomoduladores da serotonina € basicamente devido a heterogeneidade
dos receptores serotoninérgicos (SEPIASHVILI et al., 2013).

Os resultados mostram que o NST foi efetivo em diminuir o edema de pata
induzido por serotonina quando comparado a grupo veiculo. Sabe-se que a
serotonina modula a resposta inflamatoéria, por favorecer a vasodilatacdo, aumento
da permeabilidade vascular, a mobilidade a proliferacéo de linfécitos, a fagocitose, e
as propriedades citoliticas, favorecendo a sintese de citocinas e quimiocinas (JUTEL
et al., 2009), como dissera anteriormente. Sendo assim, é conveniente sugerir que o
NST possa atuar modulando negativamente a expressdo da serotonina no sitio
inflamatorio, isso pode ser demonstrado em parte nos modelos experimentais aqui
desenvolvidos e mostrados adiante onde ficou comprovado que o NST diminuiu o
extravazamento proteico, bem como a diminuicdo de células mononucleares, em
especial dos linfécitos no exsudato peritoneal.

Corroborando com o0s nossos resultados, alguns trabalhos mostram que
alcaloides contendo nucleo inddlico apresentaram atividade antiedematogenica no
modelo de edema de pata induzido por serotonina (SUZUKI et al., 1983; MATSUDA
et al., 1998).

Diante do efeito positivo do NST nos diferentes edemas testados até aqui,
resolvemos constatar a atividade antiedematogenica do NST agora no edema de
pata induzido por capsaicina.

Os agentes flogisticos vistos até agora sdo responsaveis pela ativacdo
quimica do processo inflamatério. Essas substancias podem ativar diversas vias da
cascata inflamatéria, induzindo os sinais classicos da inflamacdo ja citados
anteriormente. Por ativar diferentes vias, o uso de varios agentes flogisticos pode
ser justificado pela especificidade do seu mecanismo muito bem descrito na
literatura, ainda assim o uso da capsaicina bem como os outros agentes flogisticos
podem sugerir provaveis mecanismos de acdo anti-inflamatdria da substancia em
estudo (GABOR, 2000).

De maneira semelhante aos outros agentes edematogénicos a injecao
intraplantar de capsaicina na pata traseira de camundongos foi capaz de induzir
aumento no volume da pata. O edema induzido por capsaicina € um modelo classico
utilizado para avaliar a atividade anti-inflamatdria de diversas substancias (SOUZA

et al, 2009). A capsaicina ( 8-metil-N-vanilil-trans-6-nonenamida ) € um componente
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pungente da pimentas vermelhas do género Capsicum, é uma ferramenta
farmacologica utilizada para induzir respostas inflamatérias agudas neurogénicas
tais como vasodilatacdo, extravasamento de plasma, e sensibilizacdo dolorosa
(TANG, HAAS., 2004).

A capsaicina € uma ferramenta farmacolégica utilizada para induzir a
inflamacé@o neurogénica através da ativacdo de receptores vanildides especificos,
denominados receptores vanildides de potencial transiente do tipo 1 (TRPV1), que
seguidamente abre canais i6nicos gerando influxo de calcio na fibra nervosa,
levando a despolarizacéo das fibras C e Ad e consequentemente, induz a sensagao
de ardéncia, hiperalgesia e formacdo do edema (CATERINA et al., 1997;
FIORENTINO; CAIRNS, 2000). O aumento de célcio induz a liberacdo de outros
neurotransmissores e neuromoduladores nas fibras sensoriais, como substancia P e
peptideo relacionado ao gene de calcitonina, responsaveis pela inflamacéo
neurogénica, bem como pela vasodilatacdo, migracdo celular e extravasamento
plasmatico (HOLZER, 1988).

No modelo de edema de pata induzido por capsaicina o NST foi capaz de
inibir o edema logo nos primeiros 30 minutos e esse efeito perdurou durante todo o
tempo de observacdo. Da mesma forma, a indometacina também reduziu o edema
durante o tempo observado de 120 minutos.

Os resultados desta investigacao sugerem duas possiveis interpretacdes para
o efeito antiedematogénico do NST no edema de pata induzido por capsaicina. Em
primeiro lugar, o NST estaria impedindo a liberagdo direta de mediadores
inflamatoérios dos terminais neuronais. Em segundo lugar, o NST poderia inibir a
atividade inflamatoria inerente & molécula da capsaicina, pois sabe-se que a mesma
pode atuar de uma forma ndo neurogénica quando aplicada em determinado tecido
vivo (ANAND; BLEY, 2011).

Corroborando com nosso trabalho Radwan (2007) relata que o alcaldide
caulerpina possui atividade antiedematogénica no edema de orelha induzido por
capsaicina, neste mesmo trabalho o autor destaca ainda a reserpina, um alcaldide
indolico com boa atividade anti-inflamatoria.

A estimulagédo do TRPV1 pela capsaicina em neurdnios sensitivos de ratos €
potencializada pela PGE2 devido a ativagao da PKA (GU et al., 2003). Demonstrou-

se recentemente que a interagéo funcional do receptor TRPV1 com a PGE2 pode
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ocorrer também através da via de sinalizacdo da PKC, no entanto, pela ativacao do
receptor EP1 (MORIYAMA et al., 2005).

Sendo assim, investigamos a atividade antiedematogenica do NST no edema
de pata induzido pela prostaglandina E2 (PGE2). A PGE2 é produzida pela quebra
do acido araquidbnico pelas ciclo-oxigenases, e € liberada seguidamente apos a sua
sintese, desempenha a sua funcéo biologica por ativar receptor (EP) acoplado a
proteina G. A heterogeneidade nas funcdes biologicas da PGE2 é conferida a sua
ligacdo pelo menos a quatro subtipos diferentes de receptores EP que por sua vez
expressam seus sinais através de alteracdo do calcio intracelular (Ca®") ou
modificagdes dos niveis de adenosina-monofosfato ciclico (CAMP) (DEWITT, 1991).

Dessa forma, a PGE2 é responsavel pela ativacdo de varias cinases que
modulam uma série de fun¢des celulares, podendo levar a uma resposta inflamatoria
caracterizada pelo extravasamento de plasma, dor e febre (DEY et al., 2006). Das
trés isoformas existentes de COXs, a COX-2 é a Unica que pode ser induzida por
estimulos inflamatérios como carragenina, zimosan e LPS (SCHLACHETZKI et al.,
2010). Os resultados obtidos no edema de pata induzido pela injecdo de PGE2 em
camundongos mostram que esta substancia inibiu o edema de maneira semelhante
a indometacina. Estes dados revelam que a substéancia inibiu a acdo da PGE2 e que
esse efeito inibitério pode ser devido a ligacédo direta do NST ao receptor da PGE ou
ainda bloquear pontos na via de sinalizacdo induzida pela PGE2.

Dando continuidade aos protocolos experimentais e sabendo que o NST
apresentou atividade antiedematogénica em diferentes modelos experimentais,
buscamos averiguar a atividade anti-inflamatéria do NST, e para isso comeg¢amos
com a execucéo do protocolo de desgranulacdo de mastocitos em camundongos.

Nos vertebrados, os mastécitos estdo largamente distribuidos pelos tecidos
vascularizados, préximos a superficies expostas ao ambiente externo, como a pele,
vias respiratérias e o trato gastrointestinal. Os mastocitos estdo bem posicionados
para atuar como uma das primeiras células do sistema imune a interagir com
antigenos e toxinas ambientais, ou patégenos invasores (GALLI; TSAI, 2010).

Quando aderidos ao tecido conjuntivo, os mastécitos possuem conformacao
ligeiramente alongada ou arredondada quando isolados na cavidade peritoneal. Seu
citoplasma é rico em granulos eletrodensos, eles possuem nucleo grande, central e
arredondado que se coram metacromaticamente por corantes basicos, como o azul
de toluidina (METCALFE et al., 1997; DVORAK, 2005).
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A degranulacdo mastocitaria ocorre provavelmente por ativacdo de uma
proteina G de ligagdo ao trifosfato de guanosina (GTP), com ativagdo imediata de
uma fosfolipase C exclusiva para o bifosfato de fosfatidilinositol (PIP;) que em
seguida catalisa a liberacdo de IP; e DAG do PIP, de membrana. O IP3 favorece o
aumento nos niveis intracelulares de calcio, que subsequentemente ativa a
fosfolipase A2, seguidamente, o complexo calcio-calmodulina ativa a quinase de
cadeia leve de miosina. Nas células mastocitarias, o resultado desta ativacdo € a
formacdo de mediadores lipidicos (PG e TX) e a exocitose dos granulos ricos em
histamina, catepsina e carboxipeptidases; além de iniciarem processos de
transcricdo, e secrecdo de varias citocinas pro-inflamatérias como IL-4, IL-5, IL-6, IL-
8 e TNF-a (COSTA; WELLER; GALLI, 1998).

Os resultados mostram que nos grupos tratados com NST o percentual de
mastocitos degranulado foi menor quando comparado ao grupo veiculo. Isso pode
estar relacionado com a estabilizacdo das membranas mastocitarias pelo NST, que
impede a exocitose de mediadores inflamatorios.

Corroborando com nossos resultados, Barbosa-Filho et al. (2006) mostraram
em seu trabalho que varios alcaldides inddlicos apresentaram atividades anti-
inflamatoérias em diferentes modelos experimentais, principalmente o edema de pata
induzido por carragenina, dextrana e histamina. De acordo com o0s autores, a
atividade anti-inflamatodria destes compostos esta diretamente relacionada a efeitos
vasculares por inibir diferentes mediados entre eles as cininas, prostaglandinas e
aminas vasoativas como por exemplo, histamina liberada pelos mastdcitos.

Outros parametros de suma importancia na resposta inflamatéria séo a
migracdo de células leucocitarias para o local da inflamacéo, o extravasamento de
proteinas para o tecido ou exsudato e a liberacdo de citocinas (MEDZHITOV, 2010),
e para avaliar tais parametros utilizamos o modelo experimental de peritonite
induzida por carragenina em camundongos.

A carragenina administrada por via intraperitoneal induz um aumento
sustentado da permeabilidade pos-capilar, favorecendo um aumento na infiltracdo
celular, em especial dos neutréfilos (MALECH; GALLIN, 1987). Desta forma, este
modelo de inflamacdo aguda possibilita a quantificacdo de leucécitos que migram
para a cavidade peritoneal, sob a acdo de agentes quimiotéticos, principalmente

citocinas e quimiocinas (BROOKS; DAY, 1991). Muitos pesquisadores utilizam este
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ensaio experimental devido possibilitar uma avaliagéo tanto dos eventos celulares
quanto vasculares do processo inflamatério (RIBEIRO et al., 1997).

Com relacéo aos eventos celulares a analise da presenca de leucécitos é de
suma importancia para justificar a instalacdo da resposta inflamatéria. Os neutrofilos
séo células cruciais que tém papéis importantes em praticamente todas as doencas
inflamatorias, que vao desde aguda, cronica, autoimune, infecciosa, e as condi¢cbes
nao infecciosas (KOLACZKOWSKA, 2013). Os neutrdfilos constituem as primeiras
células sanguineas a serem recrutadas para o tecido, com o objetivo de eliminar o
agente patogénico e favorecer a recuperagcdo tecidual. No entanto, a sua
permanéncia no tecido pode promover sérios danos contribuindo para a instalacéo
do processo inflamatério crénico (MEDZHITOV, 2010).

Os animais pré-tratados com o NST apresentam reducdo significativa do
ndamero de leucdcitos no exsudato peritoneal. Este fato pode contribuir para a
recuperacdo do processo inflamatdrio. A literatura mostra que a deple¢do de
neutroéfilos suprimiu significativamente a inflamagéo no modelo de gota induzida por
cristais de acido Urico, isso sugere que a sua inibicdo pode ser um novo alvo para a
reversdo do processo inflamatério (FLAVIO; VERRI JR, 2016). Alem do mais, 0s
neutrofilos recrutados também produzem diferentes inteleucinas como a IL-183, TNF-
a, IL-8 e IL-6 que contribuem para potencializar a resposta inflamatoria (MARTIN,
2009).

Os resultados mostram que o NST também diminuiu a quantidade de
proteinas totais no lavado peritoneal, isso corrobora com resultados anteriores, onde
foi demonstrado que o NST inibiu os edemas induzidos por diferentes agentes
flogisticos. SILVA et al., (2013) demonstraram em seus estudos que o alcaldide
ind6lico caulerpina, inibiu a migracdo total de leucécitos e de leucdcitos
polimorfonucleares para a cavidade peritoneal no modelo de peritonite induzida por
carragenina em camundongos.

Como o NST apresentou atividade antiedematogénica na fase inicial e tardia no
edema de pata induzido por carragenina, e nos demais modelos edematogénicos
agui testados resolvemos investigar os possiveis mecanismos envolvidos.

Sendo assim, analisamos a atividade moduladora do NST diante de complexos
enzimaticos importantes como a mieloperoxidase (MPO), catalase (CAT) e ainda as

concentracdes de nitrito (NO), e espécie reativa ao acido tiobarbiturico.
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A mieloperoxidase € descrita como uma proteina com propriedades pro-
inflamatdrias importantes na defesa inata, sintetizada durante a diferenciagédo
mieloide, constitui o principal componente de granulos azurofilos do neutrofilo e
contribui para a migracdo de neutréfilos para o local da inflamacdo (LAU et al.,
2005).

Um parametro bastante usado e que fornece informacfes importantes,
mesmo que de forma indireta, da presenca de infiltracdo de leucdcitos nos tecidos é
o doseamento da concentracdo de MPO, sabe-se que os neutréfilos secretam trés
vezes mais MPO que os mononucleares (KRAWISZ et al., 1984). A MPO pode ser
liberada apds a ativacdo dos leucocitos, nos fagossomos ou no espaco extracelular,
guando liberada a MPO pode reagir com o peroxido de hidrogénio formado pela
NADPH oxidase, e aumentar o potencial téxico deste oxidante. O complexo
hidroperéxido-MPO pode promover a oxidacao de varias substancias, dentre elas o
cloreto, a tirosina e o nitrito, favorecendo a formacao de &cido hipocloroso, radicais
tirosina, e outros intermediarios reativos de nitrogénio. Esses compostos formados
favorecem o0 mecanismo de defesa contra micro-organismos (FAURSCHOU;
BORREGAARD, 2003; FLEMMIG, 2010).

Sendo assim, substancias que inibem a MPO podem apresentar importante
atividade anti-inflamatéria (PASSOS et al., 2007). Pois, a presenca de MPO
correlaciona-se fortemente com a quantidade de neutrdéfilos recrutados na leséo
durante a inflamacao (CROSS et al., 2003). Posto isso, resolvemos averiguar se 0
NST reduziria a concentragcdo da MPO no fluido peritoneal, desse modo, o pré-
tratamento dos animais com NST, assim como ocorreu com 0 grupo tratado com
indometacina, reduziu a concentracdo da MPO, sugerindo atividade anti-inflamatoria
do NST neste processo.

Relatos da literatura mostram que alcaldides indélicos inibiram concentracdes
de MPO em processos inflamatorios (BENSALEM et al., 2014). Jantschko et al.
(2005) mostraram que substancias como a 5-fluoro triptamina, 5-cloro triptamina, e
grande parte de compostos indélicos derivados da triptamina, atuam também como
excelentes inibidores da MPO.

Dando continuidade aos estudos foi avaliada a atividade enzimatica da
catalase no modelo de peritonite induzido por carragenina. As células leucocitarias e
as células teciduais lesadas liberam varias substancias oxidantes e enzimas que

promovem o estresse oxidativo, favorecendo o aparecimento de espécies reativas
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de oxigénio e nitrogénio. Estes agentes oxidantes estimulam a ativacdo de fatores
de transcricdo, como NF-kB, dimero e AP-1, favorecem ainda a perda dos estoques
energéticos celulares, principalmente por destruicdo de mitocondrias com liberacéao
de enzimas liticas, que podem levar a danos nas membranas celulares e
seguidamente danificar o ndcleo celular alterando a expressdo génica. A
exacerbacéo dos fatores de transcrigéo favorece a producéo de substancias génicas
que codificam enzimas como a catalase, que possui a capacidade de eliminar
radicais livres degradando peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio (WENTEN et
al., 2009), colagenase e estromelisina que promovem o reparo tecidual, a produgao
de citocinas, a proliferacdo de receptores de superficie celular, moléculas de
adesao, e de outros mediadores inflamatérios (COOB et al., 1996).

Diante do exposto, foi realizado a analise enzimatica para investigar a
atividade do NST sobre a enzima catalase. A catalase tem sido apontada como
indutora da iINOs e COX-2 atraves da via do NF-kB, mas o mecanismo ainda néo foi
elucidado (JANG et al.,, 2004). No entanto Jang et al, (2005) discutem em seu
trabalho que a expressdo de COX-2 e iNOs induzida por catalase € em parte
mediada pela transcricdo de COX-2 e iNOs através da ativacdo de NF-kB. Tal via
de ativacdo do NF-kB exerce agao contrarreguladora diante de baixas
concentracdes de radicais livres inibindo a expressao de catalase (MORGAN; LIU,
2011). O tratamento dos animais com NST nas maiores doses ou indometacina
diminuiu significativamente a atividade da catalase, este fato pode estar relacionado
com a diminuicdo de células leucocitarias no exsudato peritoneal, pois boa parte
dessa enzima antioxidante é produzida pelas mitocondrias, principalmente dos
leucdcitos (CADENAS; DAVIES, 2000). Como foi mostrado anteriormente, o NST
diminuiu a migracdo de leucdcitos no exsudato peritoneal, consequentemente, o
namero reduzido de leucocitos favorece a recuperacdo da lesdo. Isso corrobora com
o resultado obtido no doseamento da catalase.

Em seguida, analisamos a atividade do NST sobre as concentragdes de nitrito
no exsudato peritoneal. O NO é um radical livre de vida relativamente curta cerca de
10 segundos, que esta envolvido em diversos processos biolégicos. E comumente
conhecido como o fator relaxante derivado do endotélio e também responsavel por
regular o fluxo sanguineo vascular, promovendo a vasodilatacdo (IGNARRO,

KADOWITZ, 1985). Contudo, o NO regula diversos outros processos, tais como a
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potenciacdo em longo prazo da neurotransmissdo, a motilidade gastrica, cicatrizagdo
de feridas, respiracao mitocondrial, apoptose e inflamacédo (LO FARO et al., 2014).

A literatura mostra que o NO tem propriedades pré e anti-inflamatérias. O
equilibrio entre os dois depende de "onde" e "quanto” o NO é produzido. Uma
pequena quantidade de NO derivado da eNOS é benéfico, porque inibem a adeséo
e migracdo de células inflamatorias (LAROUX et al., 2001). Em contraste, as
guantidades relativamente grandes de NO produzido por iNOS apds estimulacao por
lipopolissacarideos ou citocinas inflamatérias como IL-1 e TNF-a sao responsaveis
para contribuir na inflamagéo, fazendo com que aumente a permeabilidade vascular
e infiltracdo de leucdcitos para os tecidos inflamados (NAGY; BUZAS et al., 2007).

Sabendo que o NO participa de eventos patolégicos associados com a
inflamacéo, a inibicdo desse radical com inibidores de NOS como o L-NAME tem
sido explorada como tratamento anti-inflamatério (LI; HSU, 2009).

Paradoxalmente, varios doadores de NO possuem atividade anti-
inflamatoria. Por exemplo, o doador de NO GEA 3175 é um agente anti-inflamatorio
potente por inibir a quimiotaxia dos leucdcitos (LAURSEN et al., 2007). Relatos na
literatura mostram que o paracetamol induz a liberacdo de NO e este por sua vez,
diminui a gravidade do choque endotoxico induzido por LPS em ratos (MARSHALL
et al., 2006). Aléem disso, os anti-inflamatorios ndo esteroidais que induzem a
liberacdo de NO melhoram a atividade anti-inflamatéria e tolerabilidade gastrica
guando comparados com os farmacos comuns (KEEBLE; MOORE, 2002). Citando
alguns exemplos, o furoxan-aspirina doador de NO inibe a liberagdo de citocinas a
partir de macrofagos humanos tratados com LPS (TURNBLL et al., 2008) e o nitro-
flurbiprofen inibe a producéo de TNF-a, IL-18 e mieloperoxidase induzida por LPS
no plasma, assim, é evidente que o papel de NO na inflamacdo é complexo e
variado (ANUAR et al., 2006).

Passou-se a investigar a acdo do NST sobre a concentracdo de 6xido nitrico
no exsudato da peritonite de camundongos. Fatores como baixa concentracdo e
meia-vida extremamente curta dificultam a dosagem do NO em amostras bioldgicas
(GRAU et al., 2007). Desse modo, a determinacdo indireta pode ser feita por
dosagem plasmatica ou urinaria de nitrato e nitrito (SUN et al., 2003). Dentre os
métodos indiretos, o de Griess € 0 mais difundido e aqui utilizado. Nossos resultados
demonstram que o NST diminuiu significativamente as concentra¢des de nitrito (NO*

) nas doses de 100 e 200 mg/kg. Alcaldides inddlicos isolados da raiz da Isatis
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indigotica Fort, apresentaram atividade anti-inflamatoria por inibir a producdo de NO
(KIM et al., 2004). A fracdo alcaldide da Alstonia scholaris L incluindo picrinina,
valesamina e escolaricina, substancias que contém o nudcleo inddlico em sua
estrutura, também apresentaram atividade anti-inflamatéria por inibir a sintese de
NO e PGE2 (ALOLGA et al., 2015).

O passo seguinte foi analisar a peroxidacgao lipidica, visto que este fenébmeno
€ bastante prejudicial ao organismo, pois favorece reacbes dos radicais livres
ampliando os danos celulares (CATALA, 2009). Niki et al. (2005), relatam que a
peroxidagdo lipidica pode estar diretamente relacionada com o surgimento de
doencas como aterosclerose, artrite reumatoide, catarata, e varias desordens
neurodegenerativas como doenca de Alzheimer (ARIMON et al., 2015).

Véarios aldeidos de pequeno peso molecular tais como a acroleina, o
malondialdeido e 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) s&o formados como produto secundario
durante o processo de peroxidacao lipidica, estes aldeidos s&o considerados
segundos mensageiros toxicos por reagirem com grupos lisina, cisteina e histidina
favorecendo les@es proteicas (NIKI, 2009). Os produtos resultantes da peroxidacao
lipidica sé@o responséveis pela ativacao de fatores de transcricao nuclear como o NF-
KB e consequentemente, induzem a transcricdo de fatores proé-inflamatérios
favorecendo o desenvolvimento de doencas inflamatorias (YADAV; ROMANA,
2013).

Dessa forma, avaliou-se o dano causado pelo estresse oxidativo inflamatério
sobre a peroxidacéo lipidica por meio da concentracdo de espécies reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS) determinada pela formacdo de complexos em alta
temperatura e baixo pH entre o acido tiobarbitirico e componentes reativos a ele,
principalmente o malondialdeido (LIMA; ABDALLA, 2001). Neste estudo, 0s animais
tratados com NST, nas doses de 100 e 200 mg/kg apresentaram concentracao
significativamente menor de TBARS comparados ao grupo veiculo. Corroborando
com nosso trabalho Andreadou et al. (2002) mostrou que animais tratados com
diferentes substancias contendo ndcleos indolicos apresentaram redugcdo nas
concentracdes de MDA em tecido cardiaco submetido a procedimento isquémico.

Outros estudos mostram que alcaloides indolicos como 16-formil-alfa-
metoxistrictamina, tubotaivina e picralinal inibiram a exsudagéo no modelo de edema
de orelha induzido por xileno em camundongos. Estes alcaloides inibiram as

concentracbes de mediadores inflamatérios, como NO, PGE2 e malondialdeido na
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inflamag&o induzida pela carragenina, no modelo experimental da bolsa de ar,
também em camundongos (SHANG et al., 2010).

Diante dos resultados favoraveis do NST na acdo antiedematogenica no
edema de pata induzido por carragenina, buscamos avaliar a sua atividade sobre
outro modelo de inflamac¢éo aguda como no teste de incapacitagéo articular induzido
por carragenina. Para estudar os mecanismos patologicos da dor artritica, varios
modelos experimentais que simulam a artrite humana foram desenvolvidos (YU et
al., 2002). Nesse estudo foi utilizado o modelo de incapacitacdo induzido por
carragenina. Este teste foi avaliado através da incapacitagéo articular usando como
medida a perda da funcionalidade mediante processo inflamatério (functio laesa),
essa técnica € bastante utilizada para triagem de possiveis farmacos analgésicos e
anti-inflamatérios (TONUSSI; FERREIRA, 1992).

A inducéo de artrite por injecéo intra-articular de carragenina apresenta padrao
de desenvolvimento semelhante ao apresentado para o edema de pata induzido
pelo mesmo agente, a administracdo de carragenina na cavidade articular promove
ja nas primeiras horas, a sintese e liberacdo de mediadores inflamatérios que
induzem edema e uma rapida infiltracdo de granulécitos polimorfonucleares, sendo
assim, a incapacitacdo ocorre devido a uma sensibilizacdo da articulacéo,
manifestada pela retirada do membro quando a articulacéo inflamada é pressionada
(hiperalgesia mecanica) (SANTER et al.,1983).

No final da década de 70, Castro e colaboradores (1979) mostraram que 0S
neutréfilos apresentavam atividade pro-nociceptiva. Varios trabalhos discutem a
fisiopatologia do edema intra-articular induzido por carragenina e afirmam que a
mesma além de liberar mediadores enddgenos como histamina, serotonina,
bradicinina e TNF-a na fase inicial da inflamacédo, também aumenta os niveis de
prostaglandinas mais tardiamente, e ainda favorece a migracéo de leucécitos para o
sitio inflamatoério (Di ROSA, 1971; MATSUMOTO et al., 2015).

Em 1985 Levine e colaboradores mostraram que a administracdo de LTB4 na
pata de rato induzia hipernocicepcdo mecéanica dependente diretamente da
migracdo de neutrdfilos. Os autores discutem ainda que para ocorrer
hipernocicepcdo dependente de neutréfilos, os mesmos precisam ser ativados.
Quando os neutrofilos sdo recrutados utilizando glicogénio ndo ocorre o fenémeno

da hipernocicep¢cdo, no entanto, quando neutréfilos sdo ativados com
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lipopolissacarideo ou carragenina o estado de hipernocicepcdo é imediatamente
estabelecido.

Neste modelo de incapacitacdo articular induzida por carragenina, o NST foi
efetivo na reducdo do tempo de elevagcédo da pata (TEP). Os animais tratados com
NST apresentaram diminuicdo da incapacitacdo articular a partir da primeira hora
apos a administracdo da carragenina, sendo o grupo tratado com NST 100 mg/kg o
gue apresentou maior inibicdo no parametro avaliado. De acordo com o resultado &
possivel sugerir que o NST atue por inibir a migracédo de leucocitos e as citocinas
pro- inflamatérias como IL-1, IL-6 e TNF-a ou ainda a liberagdo de mediadores
enddgenos como histamina e serotonina como discutido anteriormente.

Mohamed et al. (2007) mostram em seu trabalho que substancias contendo
ndcleo inddlico apresentaram atividade antiedematogénica e anti-inflamatéria por
inibir as enzimas  ciclo-oxigenase e 5-lipoxigenase, que convertem  acido
araquidonico em prostaglandinas e leucotrienos.

Os autores discutem ainda que o nucleo inddélico, presente em varias
substancias principalmente nos alcalbides, metabdlitos secundarios de plantas, vem
apresentando vasta atividade biologica, como anti-inflamatéria, anticonvulsivante,
cardiovascular e antibacteriana. Estes dados somam aqueles citados em nossos
resultados, quando foi afirmado que o NST diminui o TEP quando comparado ao
grupo veiculo.

Dando continuidade aos experimentos resolveu-se avaliar a atividade do
NST na artrite gotosa induzido por cristais de &cido Urico. O acometimento da gota é
uma resposta inflamatéria aguda que normalmente ocorre nas articulagdes. E um
processo inflamatério iniciado pela deposicdo de cristais de urato monossodico
(MSU) no tecido circundante (CODERE; WALL, 1987; NEOGI, 2011). As opc¢bes
terapéuticas para o tratamento da artrite gotosa incluem farmacos anti-inflamatérios
nao esteroides (AINE), colchicina em (dose baixa) e glicocorticoides intra-articular.
No entanto, os AINEs sao responsaveis por uma gama de efeitos colaterais, dentre
0S mais comuns tém-se Ulceras gastrointestinais, sangramento e disfuncao renal, a
colchicina pode induzir diarreia, os corticoides por sua vez, pode induzir
hiperglicemia, retencéo de liquidos e alteracdo de humor (LEE et al., 2013).

Clinicamente, a gota é associada com edema e eritema nas articulacdes, bem
como dor severa. Varios estudos indicam que a inje¢éo intra-articular (IA) de cristais

de urato provocam sintomas semelhantes aos observados nas manifestacoes
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clinicas da gota (CODERE, WALL, 1987, GETTING et al., 2002). Martin et al, (2009)
relataram que a administracéo intra-articular de MSU induz edema nas articulagdes,
dificuldade de movimento, comportamentos nociceptivos incluindo alodinia mecanica
e infiltracdo intensa de neutréfilos no tecido e no fluido das articulacbes, na
membrana sinovial e ainda induz a expressédo de mediadores pro-inflamatérios como
IL-1, TNF-a responsaveis pela manutencdo da resposta inflamatéria. Miyasaka
(1997) e Chen et al., (2004) mostraram que o MSU pode regular positivamente a
expressdo de proteinas pro-inflamatorias, INOS e a expressdo de COX-2 em
mondcitos e macrofagos, dessa forma favorece a expressdo de prostaglandina e
oxido nitrico observados na artrite gotosa.

Nesse modelo experimental observou que a administracdo de MSU nos
animais induziu edema nas articulacdes, diminuiu o limiar de retirada da pata logo
nas primeiras quatro horas apés a inducdo da artrite. Outros aspectos da resposta
inflamatéria foram obervados, incluindo acumulo de neutréfilos e o tamanho da
articulacao (Figura 29). Estudos mostram o influxo de neutrdfilos para fluido articular
em torno das 16 a 24 h apds a injecdo de MSU intra-articular bem como a intensa
infiltracdo na camada de revestimento superficial e subsinovial da sindévia por
leucécitos (principalmente neutréfilos) nas primeiras 24 horas (NISHIMURA et
al.,1997, GETTING, et al.,, 2002). De forma semelhante, o presente trabalho
constatou que a administracdo de cristais de urato monossodico aumentou
significativamente a infiltracdo de leucdcitos em especial os neutrofilos no tecido
periférico a articulacdo tibio-tarsica (Figura 28). O aumento da infiltracdo dos
neutroéfilos foi acompanhado por edema e nocicepgéo (Figura 26 e 27).

A administracdo intraperitoneal de NST nas doses de 100 e 200 mg/kg
reduziram de forma significativa o edema e a gravidade da alodinia mecanica, pois
0s animais submetidos ao tratamento com NST apresentaram diminuicdo da
incapacitacdo articular a partir das primeiras quatro horas apos a administracdo dos
cristais de &cido drico, o que e perdurou por todo tempo de observacdo. E possivel
sugerir que o NST atue por inibir (assim como em modelos anteriores) a migracéo de
leucocitos o extravasamento vascular e a liberacdo de agentes edematogénicos
como a histamina e a serotonina para o sitio inflamatorio. O NST também atenuou
significativamente a infiltracdo de leucdcitos induzida por MSU (Figura 28 e 29).

Segundo Fattori, Amaral e Verri Jr (2016), inibir o recrutamento de

neutrofilos, para a regido inflamatoria € de fundamental importancia para a reversao
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da artrite induzida por cristais de acido Urico. Sabe-se que o0s leucocitos estdo
intimamente relacionados com a producédo de varios agentes pro-inflamatérios como
as IL-1B, TNF-a, IL-8 e IL-6 (MARTINON, PETRILLI, 2006; MARTIN, HARPER,
2009). Notavelmente, indometacina diminuiu o edema, a alodinia mecanica e a
migracao de leucdcitos para a articulagdo na artrite induzida por MSU.

Corroborando com este trabalho Barbosa-Filho et al. (2006) relatam que os
alcaloides inddlicos é uma classe de metabolito secundario bastante estudada
devido a sua atividade anti-inflamatéria. Segundo o0 mesmo autor, eles apresentam
atividade anti-inflamatoéria em diferentes ensaios, incluindo edema de pata induzido
por carragenina, artrite induzida por diferentes agentes inflamatérios e no ensaio de
permeabilidade vascular induzido por &cido acético.

Todavia, farmacos que possuem atividade depressora como o diazepam
podem gerar resultados falso positivos no teste de incapacitacao articular devido as
alteragcbes na coordenacdo e estado vigil dos animais, diminuindo o tempo de
elevacdo da pata (TONUSSI; FERREIRA,1992). Sabendo disso, avaliamos o efeito
do NST sobre a atividade exploratoria e coordenacdo motora de camundongos
submetidos a campo aberto e barra giratéria (rota-rod). Os resultados obtidos néo
demonstraram atividade depressora do sistema nervoso central para os animais
tratados com NST na dose de 200 mg/kg. Tal efeito € importante porque outros
derivados inddlicos apresentam atividades no sistema nervoso central (OLIVEIRA,
2006).

Os dados exibidos neste trabalho contribuem para o conhecimento da acéo
farmacoldgica do NST, o qual apresentou importante atividade antiedematogénica e
anti-inflamatéria em diferentes modelos experimentais dentre eles: edema de pata
induzido por carragenina em ratos, edema de pata induzido por dextrana, composto
48/80, histamina, serotonina, capsaicina e prostaglandina E2 em camundongos, e
modelos de inflamacéo, como peritonite induzida por carragenina em camundongos
além da desgranulacdo de mastoécitos em ratos, e ainda ndo demonstrou efeito nos
testes comportamentais em rota Rod e campo aberto.

Os resultados obtidos sugerem, em suma, que o efeito anti-inflamatorio do NST
deve-se em parte a estabilizacdo dos mastécitos e provavelmente a inibicdo da
sintese, liberacdo ou acdo da histamina e serotonina. Os dados sugerem ainda que
a atividade anti-inflamatoria do NST pode estar relacionada a diminuicdo da

quimiotaxia de leucdcitos para o sitio inflamatorio e combate ao estresse oxidativo.
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Neste contexto, os dados obtidos em nosso trabalho demonstram possivel potencial
terapéutico para o desenvolvimento de farmaco com atividade anti-inflamatoria,
sendo necessarios para isso, estudos mais detalhados a fim de elucidar os

mecanismos de acao envolvidos.
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6 CONCLUSAO.

A investigacdo aqui realizada nos permite concluir que:

v' A administracdo do NST mostrou atividade antiedematogénica ao inibir, de
forma significativa, o edema de pata induzido por carragenina em ratos, bem
como os edemas induzidos por dextrana, composto 48/80, histamina,

serotonina, capsaicina e prostaglandina em camundongos,

v' O NST exibiu pronunciada atividade inibitéria da desgranulacdo de mastdcitos
induzida pelo composto 48/80 em ratos.

v" O NST reduziu significativamente a migracado de leucécitos (total e diferencial),
e ainda diminuiu a concentracao de proteinas totais no exsudato de peritonite

induzida por carragenina em camundongos.

v O NST diminuiu de forma significativa a atividade da mieloperoxidase, da
catalase, as concentracdes de nitrito (NO;) e a concentracdo de espécies
reativa ao acido tiobarbitirico (TBARS) no exsudato de peritonite induzida por

carragenina em camundongos.

v O NST reduziu de forma significativa a incapacitacdo articular induzida por

carragenina em ratos, por diminuir o tempo de elevacéo da pata.

v" O NST reduziu significativamente o edema, o tempo de elevacdo da pata e a
migracdo de leucécitos no modelo de artrite gotosa induzida por cristais de

urato monossoédico em ratos.

v" O NST nédo apresentou efeito sobre a coordenacdo motora e capacidade

exploratdria nos testes de campo aberto e rota-rod.
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7 PERSPECTIVAS

O presente trabalho tem como perspectivas:

Elucidar os principais mecanismos de acao da atividade anti-inflamatoria do

NST frente a andlise de western blotting para INOS, COX-2;

Avaliar a acdo do NST sobre a transcricdo de citocinas pro e anti-inflamatorias
TNF-a, IL-18, IL-6 e IL-10 através de qT-PCR;

Avaliar o efeito do NST em modelos de hipernocicepg¢éo induzida por ACF,;

Agregar tecnologia farmacéutica para garantir o desenvolvimento de formas
farmacéuticas para uso pela via oral (comprimidos) e topica (microemulséo) e

testa-las em modelos de inflamacao aguda e crénica;

Em suma, estes resultados sdo importantes para a realizacdo de estudos
complementares em niveis farmacodindmicos ou farmacocinéticos, que
permitirdo determinar as inter-relaces da molécula no organismo vivo, ou
ainda se a substancia teste (NST) representara inovacdo no tratamento da

dor e da inflamacéo.
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