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RESUMO

Segundo a Associagao Internacional para Estudos da Dor, a dor € definida
como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um
dano real ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de tais lesdes” e busca-se,
cada vez mais, alternativas terapéuticas para o seu manejo. Tendo em vista a
quantidade de propriedades e constituintes presentes na Persea americana, essa se
torna alvo de estudos experimentais com a finalidade de validar as informacgdes acerca
da espécie no seu uso popular, possuindo na literatura estudos que descrevem
propriedades anti-inflamatéria e analgésica do extrato aquoso de suas folhas. O
objetivo do estudo foi investigar os possiveis mecanismos envolvidos na acéo
antinociceptiva da fragcao acetato de etila (F.PaAcet) e butandlica (F.PaBut) da espécie
vegetal. Avaliou-se a participagdo da via opioide, L-arginina-6xido nitrico, a-
adrenoreceptores e sistema muscarinico na atividade antinociceptiva e anti-
inflamatdria das fragcdes através do teste de nocicepg¢ao induzida por formalina e
edema de pata por carragenina. As F.PaAcet e F.PaBut apresentaram acgéo anti-
inflamatoria significante nas doses e concentracdes testadas. No teste de formalina,
ao avaliar a via opioide, apenas o grupo controle positivo (CP) apresentou uma
diferenca estatisticamente significante (p<0,05) no tempo de lambedura na fase
inflamatéria, quando comparado aos demais grupos. Na via L-NAME-Oxido Nitrico, o
grupo CP e F.PaBut apresentaram uma diferenca estatisticamente significante
(p<0,05) no tempo de lambedura na fase inflamatéria, quando comparado a aos
demais grupos. Na via a-2 adrenérgica, a F.PaBut apresentou uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) no tempo de lambedura na fase inflamatodria,
quando comparado aos demais grupos. No teste de edema de pata, a F.PaBut foi
capaz de reduzir o edema nos tempos 60 e 120 minutos, ao avaliar a participagao da
via L-arginina-6xido nitrico e apenas no tempo 240 minutos ao avaliar a via alfa-2-
adrenérigica. Ja a F.PaAcet reduziu o edema desde o tempo 60 minutos até o final do
teste, ao avaliar a participagao da via L-arginina-6xido nitrico e apenas no tempo 240
minutos ao avaliar a via alfa-2-adrenérigica. Sugere-se que as fragdes tenham suas
atividades associadas a modulagao da liberagao de NO, assim como a modulagao da
lliberacdo de noradrenalina dos terminais simpaticos na fase inflamatdria do teste de
nocicepg¢ao induzida por formalina e edema de pata induzido por carragenina,
associado a inibicdo da liberacdo de mediadores inflamatérios, como histaminas,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas, indicando uma potencial utilizagdo da
espécie vegetal na elaboracao de farmacos para tratamento de doencas inflamatoérias

Palavras-chave: Persea americana; Mecanismo de Ac¢éao; Dor; Inflamacgao.
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ABSTRACT

According to the International Association for the Study of Pain, pain is defined as “an
unpleasant sensory and emotional experience associated with real or potential tissue
damage, or described in terms of such injuries” and therapeutic alternatives are
increasingly sought for their management. In view of the amount of properties and
constituents present in Persea americana Mill., it becomes the target of experimental
studies in order to validate the information about the species in its popular use, having
in the literature studies that describe anti-inflammatory and analgesic properties of the
extract watery of its leaves. The aim of the study was to investigate the possible
mechanisms involved in the antinociceptive action of the ethyl acetate (F.PaAcet) and
butanolic (F.PaBut) fraction of the plant species. The participation of the opioid
pathway, L-arginine-nitric oxide, a-adrenoreceptors and muscarinic system in the
antinociceptive and anti-inflammatory activity of the fractions was evaluated through
the formalin-induced nociception test and carrageenan paw edema. F.PaAcet and
F.PaBut showed significant anti-inflammatory action in the tested doses and
concentrations. In the formalin test, when evaluating the opioid pathway, only the
positive control group (CP) showed a statistically significant difference (p <0.05) in the
licking time in the inflammatory phase, when compared to the other groups. In the L-
NAME-Nitric Oxide pathway, the CP and F.PaBut group showed a statistically
significant difference (p <0.05) in the licking time in the inflammatory phase, when
compared to the others groups. In the a-2 adrenergic pathway, F.PaBut showed a
statistically significant difference (p <0.05) in the licking time in the inflammatory phase,
when compared to the other groups. In the paw edema test, F.PaBut was able to
reduce the edema in 60 and 120 minutes, when evaluating the participation of the L-
arginine-nitric oxide pathway and only in 240 minutes when evaluating the a-2-
adrenergic pathway. F.PaAcet reduced edema from 60 minutes until the end of the
test, when evaluating the participation of the L-arginine-nitric oxide pathway and only
in 240 minutes when evaluating the alpha-2-adrenergic pathway. It's suggested that
the fractions have their activities associated with the modulation of NO release, as well
as the modulation of the release of noradrenaline from the sympathetic terminals in the
inflammatory phase of the formalin-induced nociception test and carrageenan-induced
paw edema, associated with inhibition of release of inflammatory mediators, such as
histamines, serotonin, bradykinin and prostaglandins, indicating a potential use of the
plant species in the preparation of drugs for the treatment of inflammatory diseases.

Key-words: Persea americana; Mechanism of Action; Pain; Inflammation.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor
€ definida como sendo uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada a uma lesao tecidual (PORTNOI, 2014). Em condigdes fisiologicas,
constitui um mecanismo protetor do organismo que o alerta para lesdes, levando-
0 a ativagdo de reflexos para minimizar os danos provocados ao organismo
(SCHOELLER, 2016).

O mecanismo de nocicepgao envolve agressdes ou lesdes teciduais que
resultam na liberagdo de inumeros mediadores quimicos, capazes de ativar ou
sensibilizar nociceptores. Os nociceptores sao receptores periféricos de alto
limiar, ativados por estimulos mecanicos, térmicos e quimicos que atuam em
conjunto com as fibras nervosas na transmissdo da informacdo ao sistema
nervoso central (SNC) (ROCHA et al, 2007). As fibras nervosas, A-
delta(mielinicas) e C (amielinicas), sofrem transducédo pelo estimulo nocivo, os
quais sao transmitidos pelos ganglios da raiz dorsal da medula, talamo e cortex
somatossensorial através da via neoespinotalamica, considerada a principal via
de condugéo da informagéo dolorosa (GOOLAN et al, 2009; NAIME, 2013)

A terapia convencional para o controle da dor, principalmente no que diz
respeito ao tratamento/controle de estados cronicos de dor, se baseia no uso de
analgésicos opioides, antiinflamatorios n&o-esteroidais, antidepressivos
triciclicos e anticonvulsivantes. Todavia, os efeitos indesejaveis promovidos por
esses farmacos oferecem obstaculos a utilizagdo dos mesmos na terapéutica
(ATTAL et al., 2010). No processo de descoberta e desenvolvimento de novos
compostos farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de
origem vegetal, representam importante fonte de drogas. Em virtude de uma
biodiversidade extensa e ainda nao desbravada a busca por espécies vegetais,
as quais, em grande maioria, ja sao utilizadas pela populacdo baseada no senso
comum, tem sido alvo de estudos cientificos e testes para as mais variadas
patologias e até melhora de sinais e sintomas caracteristicos de doengas, como
a dor (BARREIRO, 2009).
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A espécie Persea americana Mill, pertencente a familia Lauraceae é
integrante das florestas de natureza tropical, onde é arvore de folhas perenes,
com nome popular de abacateiro, e tem seu fruto conhecido como abacate
(TESKE; TRENTINI,1996). Este, tem sido descrito como matéria-prima na
preparagao de emulsdes para os tratamentos de pele seca, agentes protetores
contra a radiacdo ultravioleta, compostos antioxidantes e anti-envelhecimento
(BARREIRO; BOLZAN, 2013).Estudos demostraram que as folhas exibem
propriedades antiinflamatérias (ADEYEMI et al., 2002), antioxidantes,
anticonvulsivante (OJEWOLE;AMABEOKU, 2006), hipoglicemiante
(EZEJIOFOR et al, 2013, antifungicas, antianémica, antidiarreica e antiviral,
quando estdo presentes em extratos hidroalcoolicos, aquosos ou sao
preparadas por infusao (chas) (ALONSO, 2004; LORENZI; MATQOS, 2008).

No Brasil, as preparagdes advindas desta espécie sdo utilizadas para o
combate a problemas renais, agéo diurética e antihipertensiva, vermifugo, tendo
o carogo, folha e flor como as partes utilizadas pela populacdo local (REGO,
1995.). Adeyemi e colaboradores (2002) demonstraram a atividade analgésica e
anti-inflamatéria do extrato aquoso das folhas de P. americana por meio de
testes in vitro. Abubakar&Adamu (2013) evidenciaram agao do extrato das folhas
de Persea americana em modelo de dor experimental (contor¢ées abdominais
induzidas por acido acético) e reforcaram a necessidade de mais estudos acerca

dos constituintes envolvidos neste efeito analgésico.

Um estudo recente realizado por Salehi et al. (2020), identificou também
que insaponificaveis de abacate e soja, que constituem extratos vegetais feitos
de frutas e sementes de abacate e 6leo de soja, tem se mostrado uma alternativa
terapéutica natural para osteoartrite, disturbios autoimunes, reposicao hormonal

para mulheres em menopausa, além de efeitos anti-inflamatorios.

A espécie, Persea americana Mill.,, tornou-se alvo de estudo do
Laboratério Experimental do Estudo da Dor (LEED) - UFMA, grupo qual fago
parte e alguns trabalhos ja evidenciaram a participagao do extrato hidroetandlico
das folhas de Persea americana Mill. em modelo experimental de osteoartrite em
joelhos de ratos, na diminuicdo a sensibilidade a dor, demonstrando efeitos
antinociceptivos significativos nos testes para avaliagao de atividade motora

(Rotarod test), quantificagdo da dor espontanea pelo teste de Von-Frey adaptado
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e resposta frente a hiperalgesia mecanica (Randall Selitto test) (BONFIM, 2019).
Como também, um estudo realizado por Franca (2018), que avaliou a
participacdo do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill e
identificou sua atividade antinociceptiva e antioxidante na dor neuropatica e
ainda, inibicdo da atividade da COX 1 e COX 2, evidenciando maior potencial
sobre a COX 2, demonstrando, assim, a agao inibitoria do EHPA em via de
sintese de mediadores inflamatdrios. A agdo antinociceptiva periférica do EHPa
parece envolver receptores opioides € a modulagdo de oxido nitrico (LIMA,
2018).

Frente aos resultados ja obtidos dentro do grupo de estudo e
correlacionando com os encontrados na literatura, buscou-se investigar os
possiveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva das fragdes acetato
de etila e butandlica da Persea americana Mill, visto que se faz necessario mais
estudos para compreenséo da atividade analgésica associada aos compostos

da Persea americana Mill.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Espécie Vegetal: Persea americana Mill.

A Persea americana Miller (Figura 1), pertence a Familia Lauraceae,
género Persea, € comumente encontrada na América Central (LEITE et al.,
2009). E nativo do México, Guatemala e Antilhas, onde s&o identificadas mais
de 150 variedades, sendo comumente chamada de abacateiro no Brasil (ALVES,
2010).

A familia Lauraceae, possui rara incidéncia nas regides temperadas.
Encontra-se amplamente nas regides tropicais e subtropicais do planeta. E
constituida de 50 géneros, onde 22 sdo encontrados no Brasil. Em geral, as
plantas dessa familia sdo popularmente conhecidas como “canelas” e possuem

alto valor ecolégico e econémico (BARROSO et al., 2002).

O abacateiro possui porte médio-alto, variando de 12 a 25 metros.
Desenvolve-se bem em regides tropicais e subtropicais. A planta possui caule
cilindrico e lenhoso com coloragcdo cinza escuro. Suas folhas ndo possuem
estipulas, de peciolo curto e alternadas e podem ter varios formatos como
eliptico lanceoladas, oblongas, oblongo-lanceoladas ou ovais; podendo variar de
7 a 41 cm de comprimento. A cor da folha vai de bronzeada, quando nova, e,
aos poucos, vai esverdeando. O fruto € uma baga com uma semente grande,
cercada por uma polpa amanteigada (TEIXEIRA, 1995; KOLLER 2002).

As variedades cultivadas do abacateiro pertencem a mesma espécie
botanica e foram classificadas de acordo com suas caracteristicas em comum,
em trés subespécies (POPENOE, 1924). A subespécie mexicana, que possui
plantas nativas do México, com maturagcao do fruto no verao, possuindo maior
resisténcia ao frio; de fruta pequena; casca delgada, suave e lisa; de semente
relativamente grande. Os principais representantes desta subsespécie néao
possuem cultivo no Brasil, pois as caracteristicas de seus frutos nao satisfazem
o mercado interno (CAMPOS, 1985). A subespécie guatemalense, representada
por plantas nativas de regides da Guatemala e sul do Meéxico, seu
amadurecimento se da no inverno e primavera, possui menos resisténcia ao frio;

de fruta com tamanho mediano; casca grossa, dura, de superficie aspera e
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rugosa, suas folhas ndo possuem odor particular. E cultivada no Brasil
(CAMPOS, 1985 E KOLLER, 1992). E a subespécie antilhana, composta por
plantas provenientes das regides baixas dos tropicos, possuem maturagao no
verao e outono, é mais suscetivel ao frio; o fruto € de tamanho médio a grande,

porém de casca lisa e suave. (CAMPOS, 1985).

O México é o maior produtor mundial de abacate, produzindo
anualmente cerca de 1.264.140 toneladas, seguido do Chile (368.568t),
Republica Dominicana (295.081t) e Indonésia (275.953t) (AGRIANUAL, 2014).
No Brasil o abacateiro é cultivado em quase todos os estados, devido as suas
diversas variedades, trata-se de uma planta frutifera das mais produtivas por
unidade de area cultivada (TANGO; TURATTI, 1992). A produgao nacional em
2016 foi de 195 mil toneladas, em area de 10,8 mil hectares (IBGE, 2016).

Tradicionalmente, as folhas, fruto (abacate) e semente sdo conhecidos
pelas suas propriedades antibacteriana, antifungica, hipotensiva, anti-
inflamatoria, analgésica, antioxidante, hipolip€mica, amoebicidal e gliardicida
(ADEYEMI et al., 2002; DING et al., 2007; RODRIGUEZ-CARPENA, 2011;
JIMENEZ-ARELLANES, 2013).

Suas propriedades se devem principalmente aos constituintes presentes
em suas folhas, semente e fruto, tais como fitosterdis, triterpenos, flavonodides,
proantocianidinhas, acidos graxos, acido furandico, cumarinas, saponinas,
taninos, entre outros (ADEYEMI et al., 2002; DING et al., 2007; RODRIGUEZ-
CARPENA, 2011; JIMENEZ-ARELLANES, 2013; LU et al., 2005; LEITE et al.,
2009; ADEBOYE et al., 1999). O fruto é comumente empregado em dietas com
baixo nivel de colesterol, devido a quantidade de nutrientes presentes em sua
composi¢ao: minerais essenciais, potassio, vitamina B6, vitamina E e vitamina
do complexo B (MASEKO, NKAMBULE & BOTHA 2006).
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Figura 1. Persea americana Mill. coletada em zona rural do municipio da
Raposa — Maranh&o, Brasil. Fonte: BONFIM, 2019.

Adeyemi e colaboradores (2002) demonstraram a atividade analgésica e
anti-inflamatdria do extrato aquoso das folhas de P. americana, em que obteve
seus melhores resultados na dose de 800mg/kg de peso do animal. Abubakar &
Adamu (2013) evidenciaram agao do extrato das folhas de P. americana em
modelo de dor experimental (contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético)
e reforcaram a necessidade de mais estudos acerca dos constituintes envolvidos
neste efeito analgésico. Hernandez et al (2014) em testes pré-clinicos de
nocicepgao evidenciou a agao analgésica periférica e central de P. americana
nas doses 1, 5 e 10g/kg de peso do animal.

A espécie faz parte da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), que é constituida de espécies vegetais com
potencial de avangar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de
interesse do Ministério da Saude do Brasil. Tendo em vista a quantidade de
propriedades e constituintes presentes na Persea americana, essa se torna alvo
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de estudos experimentais com a finalidade de validar as informagdes acerca da

espécie no seu uso popular.

2.2 Dor

De acordo com a IASP, International Association for the Study of Pain
(Associagao Internacional de Estudos da Dor) a dor € uma experimentagao de
sentimentos desconfortaveis, tantos fisicos como emocionais ligados a algum
potencial ou concreto dano (PORTNOI, 2014).

No Brasil, a dor crbonica é condicdo clinica bastante frequente,
estimando-se que 50% das consultas médicas estao relacionadas a dor crbnica
e que 50% dos doentes que a vivenciam podem tornar-se incapacitados por ela
(ROSSETTO, 1999). Na cidade de Sao Luis, capital do Maranhao, Brasil, um
estudo conduzido por Vieira (2012) utilizou 1597 voluntarios e estimou que a
prevaléncia de dor crénica seja de 42% e que 10% da populagdo apresente

algum tipo de dor neuropatica.

A dor caracteriza-se por uma resposta protetora do organismo, visto que
alerta o individuo para uma lesao possivel ou real dos tecidos, que leva ao
surgimento de respostas que possuem como finalidade o controle de uma
potencial les&o tecidual (VITOR, 2008).

A dor pode ser classificada em aguda (inferior a 30 dias), quando possui
carater fisiologico, podendo ser ocasionadas por lesdo corporal, queimaduras,
infecgdes, entre outras. Ou crdnica, quando sua ocorréncia € superior a 30 dias.
Também podem ser divididas segundo seu mecanismo fisiopatolégico em dor
nociceptiva através da ativacao fisioldgica dos nociceptores (CUSTODIO, 2008)
mas também pode ser ativada por componentes psicoldgicos e subjetivos, ou
seja, cada ser humano reage a dor de maneira diferente e com intensidades
variadas (PEIXOTO, 2011).

A nocicepgado consiste em um processo neural de codificagdo e
processamento de um estimulo nocivo. Sendo esta composta por etapas de
modulagao, transmissédo e transdug¢ao dos sinais neurais desencadeados por
estimulos nocivos externos. Ocorre primeiramente a transformacdo dos

estimulos ambientes externos, que podem ser fisicos, quimicos ou térmicos, em
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potenciais de acao, sendo estes transferidos das fibras nervosas periféricas,
para o SNC. Essa transformacao é chamada de transducédo e é mediada por
nociceptores que se apresentam como terminagdes nervosas livres. A partir da
aplicagdo de um estimulo nocivo, ocorre a ativagdo dos nociceptores e a

informacao de um potencial dano € encaminhada ao SNC. (ALVES, 2017).

A Figura 2 demonstra a transmissao do potencial de agao gerado pelo
estimulo da dor até o cortex. As terminagdes nervosas das fibras Ad e C,
possuem a aptiddo para traduzir estimulos agressivos de natureza térmica,
chamados de termoceptores. Quando traduzem estimulos quimicos denominam-
se nociceptores; e quando traduzem estimulos mecanicos, mecanoceptores.
Esses receptores levam a informacéo até o sistema nervoso central e o cortex
cerebral fara a interpretacdo como dor. As fibras Ad sdo mielinizadas e as C
amielinicas (sem mielina) e transmitem estimulos dolorosos em velocidades
distintas. As que possuem bainha de mielina transferem mais rapidamente a
informagédo; enquanto as sem mielina conduzem de maneira mais lenta
(ROCHA, 2007).

Dada a natureza complexa da dor com a participacao de aspectos fisicos,
cognitivos, psicologicos e comportamentais, o tratamento da dor é multimodal,
envolvendo reabilitacdo fisica e psicolégica, tratamento farmacoldgico,
mudancas no estilo de vida ou até intervengdes cirurgicas (DALE & STACEY,
2015).

O tratamento medicamentoso das dores nociceptiva e mista, devem ir de
acordo com o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Dor Crénica (2012),
proposto pela Organizacdo Mundial da Saude, que consiste em um
escalonamento de medicagbes, incluindo analgésicos, anti-inflamatorios,
farmacos adjuvantes (antidepressivos ou relaxantes musculares) e opioides
(fracos e fortes), (Figura 3) (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).
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Percepg¢ao central

Talamo

Transmiss&@o e modulagdo
descendente

Condugao

Q:o peﬁférico

Tfansdugéo de slnals

Figura 2. Vias nociceptivas do sistema nervoso periférico ao sistema
nervoso central. Fibras nervosas aferentes primarias A, Ad e C cujos corpos
celulares encontram-se no ganglio da raiz dorsal (DRG) que transmitem impulsos
da periferia ao corno dorsal da medula. Fonte: Griffin e Woolf (2009)
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farmacolégico
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Drogas Adjuvantes (antidepressivos ou relaxantes musculares)

Figura 3. Escada Analgésica da OMS: Degraus do Tratamento da Dor
Nociceptiva e Mista. Fonte: OMS, 2012.

A dor, quando nao tratada de maneira adequada, afeta diretamente a

qualidade de vida dos doentes e de seus familiares em todas as dimensdes:

fisica, psicologica, social e espiritual (FERREL, 1991). Para obtencdo no

sucesso do manejo da dor, é necessaria uma avaliagdo minuciosa de sua

natureza, o conhecimento dos diferentes tipos e padroes de dor, como também
das possibilidades de tratamento (DE CASTRO, 2013).

24



2.3 Inflamagao

O processo inflamatério ocorre como uma resposta do tecido a injuria
celular e caracteriza-se por um fenbmeno complexo, dindmico e mediados por
diversos fatores, podendo manifestar-se a partir de qualquer agente lesivo,
fisico, bioldgico ou quimico, que envolve uma cascata de eventos bioquimicos e
celulares, incluindo extravasamento de fluidos, ativagdo enzimatica, migracao
celular, liberagdo de mediadores, sensibilizagao e ativagao de receptores, lise
tecidual e de reparo (CARVALHO & LEMONICA, 1997).

Os mediadores pré e pro-inflamatorios originarios do exsudato e do
infiltrado celular durante a inflamacéo, sdo de grande relevancia terapéutica,
sendo estes inibidos ou estimulados e possibilitando o controle dos sinais e
sintomas do processo infeccioso (XVII ENCONTRO LATINO AMERICANO DE
INICIACAO CIENTIFICA, 2013)

As respostas inflamatérias ocorrem em trés fases, a aguda,
caracterizada por vasodilatagdo local transitéria e aumento da permeabilidade
capilar; a fase subaguda tardia, caracterizada por infiltragdo de leucécitos e
células fagocitarias; e a fase proliferativa crbnica, em que ocorrem a
degeneracao e fibrose do tecido (GOODMAN & GILMAN, 2010).

A reacao inflamatdria aguda caracteriza-se por uma série de eventos que
se relacionam, entre os quais aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade
vascular na regido afetada, exsudagdo de fluido (edema), dor localizada,
migracdo e acumulo de leucdcitos inflamatoérios dos vasos sanguineos para
dentro do tecido, formacgao de tecido de granulagao e reparo tecidual, incluindo
a participagdo de diferentes tipos celulares, como neutréfilos, macréfagos,
mastocitos, tinfécitos, plaquetas, células dendriticas, células endoteliais e
fibroblastos, entre outras. As primeiras células a chegar ao tecido que sofreu
injuria sao os neutrofilos e, subseqlentemente, os macrofagos teciduais (LIMA
et al., 2007).

A infiltracdo de neutrdfilos ocorre através de proteinas transmembranas,
as selectinas e intreginas, que permitem o rolamento e a adesao dos neutrofilos

ao longo da parede do capilar e do endotélio inflamado, além de coordenarem a
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transmigragdo através da membrana basal. Posteriormente, os mondcitos
migram para o local inflamado, sofrem diferenciacdo para macrofagos e
promovem a remogao de detritos e neutrdfilos apoptéticos (FREIRE; VAN DYKE,
2013).

Em geral, a resposta inflamatoéria aguda é benéfica e persiste por um curto
periodo de tempo, a partir de mecanismos que levam a reparacdo do dano e
homeostase. Entretanto, estados de agresséo persistente, aumentam os riscos
de danos celulares, resultando em respostas fisiolégicas anormais e ao
desenvolvimento de estados inflamatdrios crénico (KAULMANN; BOHN, 2014).

2.4 Via L-arginina-oxido nitrico

A L-arginina € um aminoacido que esta envolvido em diversos processos
metabdlicos, como por exemplo na formacgao de creatina, que € o precursor da
creatinina, no ciclo da uréia, na producao de proteinas e sintese de piramidinas.
Em 1987, foi evidenciado a sua participacdo como precursor do 6xido nitrico
(NO), sendo este um gas inorganico que esta relacionado a fungdes fisioldgicas
e patologias. O NO é formado a partir de um aminoacido, L-arginina, que sofre
uma reagao reagao catalizada por uma familia de enzimas, a 6xido nitrico
sintases (NOS), convertendo Larginina em L-citulina e NO, necessitando da
presenga de dois co-substratos, o oxigénio e o fosfato dinucleétido adenina
nicotinamida (NADPH), (Figura 4) (BRUNINI et al.,2006).

NADPH NADPH
L-arginina s==pp-N-hidroxi-L-arginina m=pe-L-citulina+
Ca+2 02

oéxido nitrico (NO)

Figura 4. Sintese de 6xido nitrico a partir da L-arginina. Fonte: Flora Filho;
Zilberstein, 2000.
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A sintese enzimatica de citrulina pode ser inibida por analogos da L-
arginina, como N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N®-nitro-L-arginina (L-NNA)
e NC-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME). Estes inibidores s&o utilizados em
pesquisas para entendimento do efeito do NO nos tecidos, visto que inibem a
producdao do NO e consequentemente, os efeitos desencadeados pela sua
presenca (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

O NO esta envolvido em diversos processos fisiologicos e estudos
sugerem sua complexa participagdo na modulagao da dor. Este é um importante
neurotransmissor envolvido no processo nociceptivo e, no corno dorsal da
medula espinhal, contribui para o desenvolvimento da sensibilizacdo central.
Além disso, dados experimentais também demonstraram que o NO inibe a
nocicepg¢ao no sistema nervoso periférico e no sistema nervoso central (CURY
et al., 2011).

2.5 Via alfa-2-adrenérgica

Os alfas-2-adrenorreceptores possuem uma estrutura similar a maioria
dos outros receptores neuronais, incluindo outros receptores adrenérgicos como
alfa-1, beta, muscarinico, dopamina, opioide, adenosina e serotonina. Essas
caracteristicas estruturais dos receptores estao relacionadas com as respostas
adrenérgicas, principalmente na ligagdo funcional com os nucleotideos de
guanina (proteina G). Os alfas-2-adrenorreceptores podem ser encontrados em
regides cerebrais, central e periféricas, como também, em tecidos hepaticos,

renais e pancreaticos, exercendo fungdes fisoligicas. (BAGATINI et al., 2002).

O mecanismo de acao dos agonistas alfa-2 consiste esta relacionado
com a estimulagao dos receptores alfa-2 adrenérgicos, que impedem a liberagéo
de noradrenalina central e periférica pela inibicdo do influxo de ions calcio na
membrana neuronal, diminuindo a excitacdo do Sistema Nervoso Central (SNC).
Dessa forma, esse grupo farmacolégico proporciona efeitos calmante,
analgésico, miorrelaxante e redutor da capacidade de responder a estimulos,
além de induzir hipotermia e bradicardia (CAIRES & CLARK, 2014).

Devido suas propriedades analgésicas, essa classe € uma alternativa ao

uso dos opioides, via epidural, sendo utilizados principalmente em casos de dor
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neuropatica e em pacientes com dores resistentes aos opioides. Por possuirem
menos efeitos adversos, como auséncia de depressao respiratoria, prurido,
vOmito e dependéncia, se tornam uma alternativa terapéutica quando comparado
ao uso de opioides (BRONDANI et al., 2004). Seus efeitos podem ser revertidos
por farmacos antagonistas, como a ioimbina e atipamezole (V SIMPOSIO DE
MEDICINA VETERINARIA DO CENTRO UNIVERSITARIO CESMAC, 2015).

2.6. Sistema muscarinico

Assim como outros receptores da superficie da membrana celular, como
exemplo os adrenérgicos, os receptores muscarinicos traduzem sinais pela
membrana celular e interagem com as proteinas de ligagdo de GTP (GOOLAN,
2009).

Se tem identificado 5 subtipos de receptores muscarinicos (M1, M2, M3,
M4 e M5) que apresentam ampla distribuigdo no sistema nervoso central, sendo
também, encontrados em tecidos periféricos, como coragdo, glandulas
enddcrinas e exdcrinas, fibras musculares lisas digestivas e placenta (ROMERO
et al., 20019).

O controle parassimpatico da inflamagao consiste no arco reflexo da
inflamacao, que transmite informagdes da periferia para o sistema nervoso
central, objetivando a regulacao inflamatoria. Esse arco reflexo, € uma via neural
aferente sensorial e um arco neural motor eferente que transmite informacgdes

para que ocorra a modulagao das respostas imunes (MIRANDA, 2016).

Os agonistas e antagonistas dos receptores muscarinicos séo utilizados
como moduladores das respostas autbnomas de 6rgaos efetores, influenciando
na atividade da acetilcolina, que possui como efeitos analgesia, de despertar e
atencédo (GOOLAN, 2009).

2.7 Via opioide

Os opioides possuem sua acao analgésica mediada através da interacao
com os receptores opioides (Mp, Delta e Kappa), estando esses localizados

principalmente no sistema nervoso central, embora na presenca de inflamagao
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eles possam se expressar no sistema nervoso periférico, podendo seus efeitos

serem antagonizados pela naloxona (MIRANDA, 2016).

Seus efeitos farmacologicos s&o atribuidos a ativagdo de receptores
localizados na camada superficial do corno dorsal da medula espinhal. Os
receptores do tipo mu, nos subtipos mu-1 e mu-2, distribuem-se ao longo de toda
a medula espinhal, ja os receptores delta estdo restritos aos segmentos
cervicais. Esses dois tipos de receptores sao responsaveis pela inibicdo dose-
dependente das respostas aos estimulos termocutaneos. Os receptores kappa
estdo localizados no segmento lombo-sacral da medula espinhal e estdo
relacionados a potente supressao da resposta aos estimulos quimicos viscerais,
mas nao interferem na nocicep¢do somatica (VALADAO, DUQUE & FARIAS,
2002).

Os opioides representam o principal sistema de controle periférico e
central da dor. Apresentam uma elevada distribuicdo de receptores no corno
dorsal da medula espinal- laminas | e 1| (MERRER et al., 2009) e por isso € um

importe alvo para caracterizagao farmacoldgica de substancias.

Os peptideos opioides (B-endorfina, encefalinas e dinorfinas) agem
sobre os receptores y, 6 e k, acoplados a proteina G, que quando ativados
inibem a adenilato ciclase, subsequentemente reduz o influxo de calcio, aumenta
o fluxo de potassio, gerando reducdo na liberacdo de neurotransmissores
excitatérios pré-sinapticos e hiperpolarizagao pos-sinaptica (STEIN, 2013). Além
disso, parte da resposta inibitéria do sistema é atribuida pela desativacdo do
sistema noradrenérgico no cérebro e ativagdo de receptores az-adrenérgicos na
medula espinal (VO et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva

das fragdes acetato de etila e butandlica de Persea americana Mill.

3.2Especificos
¢ Avaliar, no efeito antinociceptivo das fracbes de Persea americana Mill:
1) a participacao da via opioide
2) a participacao da via L-arginina - 6xido nitrico
3) a participagao dos alfa-adrenoreceptores
)

4) a participagao do sistema muscarinico
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Estudo do mecanismo de acao antinociceptivo e anti-inflamatério de

fracoes da Persea americana Mill.

Tazia Lopes de Castro', Breno Facundes Bonfim', Priscylla Gouveia Mendonga’,
Lilalea Gongalves Franga', Jodo Batista Santos Garcia' e Maria do Socorro de

Sousa Cartagenes'

'Laboratério de Estudo Experimental da Dor, Departamento de Ciéncias

Fisiologicas, Universidade Federal do Maranhdo — S&o Luis — Maranhao — Brasil.

RESUMO

Segundo a Associacdo Internacional para Estudos da Dor, a dor é
definida como sendo “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a um dano real ou potencial dos tecidos, ou descrita em termos de
tais lesdes” e busca-se, cada vez mais, alternativas terapéuticas para o seu
manejo. Tendo em vista a quantidade de propriedades e constituintes presentes
na Persea americana, essa se torna alvo de estudos experimentais com a
finalidade de validar as informagdes acerca da espécie no seu uso popular,
possuindo na literatura estudos que descrevem propriedades anti-inflamataéria e
analgésica do extrato aquoso de suas folhas. O objetivo do estudo foi investigar
0s possiveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva da fragao acetato
de etila (F.PaAcet) e butandlica (F.PaBut) da espécie vegetal. Avaliou-se a
participagdo da via opioide, L-arginina-oxido nitrico, a-adrenoreceptores e
sistema muscarinico na atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria das fracoes
através do teste de nocicepcao induzida por formalina e edema de pata por
carragenina. As F.PaAcet e F.PaBut apresentaram acao anti-inflamatdria
significante nas doses e concentragcbes testadas. No teste de formalina, ao
avaliar a via opioide, apenas o grupo controle positivo (CP) apresentou uma
diferenga estatisticamente significante (p<0,05) no tempo de lambedura na fase
inflamatéria, quando comparado aos demais grupos. Na via L-NAME-Oxido

Nitrico, o grupo CP e F.PaBut apresentaram uma diferenga estatisticamente
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significante (p<0,05) no tempo de lambedura na fase inflamatdria, quando
comparado a aos demais grupos. Na via a-2 adrenérgica, a F.PaBut apresentou
uma diferencga estatisticamente significante (p<0,05) no tempo de lambedura na
fase inflamatdria, quando comparado aos demais grupos. No teste de edema de
pata, a F.PaBut foi capaz de reduzir o edema nos tempos 60 e 120 minutos, ao
avaliar a participagdo da via L-arginina-6xido nitrico e apenas no tempo 240
minutos ao avaliar a via alfa-2-adrenérigica. Ja a F.PaAcet reduziu o edema
desde o tempo 60 minutos até o final do teste, ao avaliar a participagao da via L-
arginina-éxido nitrico e apenas no tempo 240 minutos ao avaliar a via alfa-2-
adrenérigica. Sugere-se que as fragdes tenham suas atividades associadas a
modulagao da liberacdo de NO, assim como a modulacdo da lliberagdo de
noradrenalina dos terminais simpaticos na fase inflamatéria do teste de
nocicepg¢ao induzida por formalina e edema de pata induzido por carragenina,
associado a inibigdo da liberacao de mediadores inflamatérios, como histaminas,
serotonina, bradicinina e prostaglandinas, indicando uma potencial utilizagdo da
espécie vegetal na elaboracdo de farmacos para tratamento de doencas

inflamatorias.

Palavras-chave: Persea americana; Mecanismo de Ac¢ao; Dor; Inflamacao.

32



1. INTRODUGAO

Segundo a Associagao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor
€ definida como sendo uma experiéncia emocional e sensorial desagradavel
associada a uma lesao tecidual (PORTNOI, 2014). Em condigdes fisiologicas,
constitui um mecanismo protetor do organismo que o alerta para lesées, levando-
0 a ativagdo de reflexos para minimizar os danos provocados ao organismo
(SCHOELLER, 2016).

O mecanismo de nocicepgao envolve agressdes ou lesdes teciduais que
resultam na liberagdo de inumeros mediadores quimicos, capazes de ativar ou
sensibilizar nociceptores. Os nociceptores sao receptores periféricos de alto
limiar, ativados por estimulos mecanicos, térmicos e quimicos que atuam em
conjunto com as fibras nervosas na transmissdo da informacdo ao sistema
nervoso central (SNC) (ROCHA et al, 2007). As fibras nervosas, A-
delta(mielinicas) e C (amielinicas), sofrem transdug&o pelo estimulo nocivo, os
quais sao transmitidos pelos ganglios da raiz dorsal da medula, talamo e cortex
somatossensorial através da via neoespinotalamica, considerada a principal via
de condugéao da informagéo dolorosa (GOOLAN et al, 2009; NAIME, 2013)

A terapia convencional para o controle da dor, principalmente no que diz
respeito ao tratamento/controle de estados crbnicos de dor, se baseia no uso de
analgésicos opioides, antiinflamatorios nao-esteroidais, antidepressivos
triciclicos e anticonvulsivantes. Todavia, os efeitos indesejaveis promovidos por
esses farmacos oferecem obstaculos a utilizagdo dos mesmos na terapéutica
(ATTAL et al., 2010). No processo de descoberta e desenvolvimento de novos
compostos farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de
origem vegetal, representam importante fonte de drogas. Em virtude de uma
biodiversidade extensa e ainda ndo desbravada a busca por espécies vegetais,
as quais, em grande maioria, ja sao utilizadas pela populagdo baseada no senso
comum, tem sido alvo de estudos cientificos e testes para as mais variadas
patologias e até melhora de sinais e sintomas caracteristicos de doengas, como
a dor (BARREIRO, 2009).
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A Persea americana Miller, pertencente a Familia Lauraceae, género
Persea, é comumente encontrada na América Central (LEITE et al., 2009). E
nativo do México, Guatemala e Antilhas, onde sdo identificadas mais de 150
variedades, sendo comumente chamada de abacateiro no Brasil (ALVES, 2010).
Tradicionalmente, as folhas, fruto e semente sdo conhecidos pelas suas
propriedades antibacteriana, antifungica, hipotensiva, anti-inflamatoria,
analgésica, antioxidante, hipolipémica, amoebicidal e gliardicida (ADEYEMI et
al., 2002; DING et al.,, 2007; RODRIGUEZ-CARPENA, 2011; JIMENEZ-
ARELLANES, 2013).

Estudos recentes tem identificado que insaponificaveis de abacate e soja
tem se mostrado uma alternativa terapéutica natural para osteoartrite, disturbios
autoimunes, reposicdo hormonal para mulheres em menopausa, além de efeitos
anti-inflamatérios (SALEHI et al., 2020). Como também, a participagao do extrato
hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill. em modelo experimental de
osteoartrite em joelhos de ratos, na diminuicdo a sensibilidade a dor,
demonstrando efeitos antinociceptivos significativos nos testes para avaliagéo
de atividade motora (Rotarod test), quantificacdo da dor espontanea pelo teste
de Von-Frey adaptado e resposta frente a hiperalgesia mecéanica (Randall Selitto
test) (BONFIM, 2019). Um estudo realizado por Franca (2018), avaliou a
participacdo do extrato hidroetandlico das folhas de Persea americana Mill e
identificou sua atividade antinociceptiva e antioxidante na dor neuropatica e
ainda, inibicdo da atividade da COX 1 e COX 2, evidenciando maior potencial
sobre a COX 2, demonstrando, assim, a acao inibitéria do EHPA em via de

sintese de mediadores inflamatodrios.

Frente aos resultados encontrados na literatura, buscou-se investigar os
possiveis mecanismos envolvidos na agao antinociceptiva das fragdes acetato
de etila e butandlica da Persea americana Mill, visto que se faz necessario mais
estudos para compreensao da atividade analgésica e anti-inflamatéria associada

aos compostos da Persea americana Mill.
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2. METODOLOGIA
O estudo foi realizado no Laboratério Experimental para Estudo da
Dor (LEED), localizado no campus do Bacanga da Universidade Federal
do Maranh&o. O projeto foi submetido a analise pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo, sendo
aprovado pelo CEUA processo numero 23115.015096/2017-75 (Anexo
A).

2.1. COLETA E PROCESSAMENTO DA ESPECIE VEGETAL

A planta foi coletada na area rural do municipio de Raposa,
Maranhao, nas coordenadas geograficas 2°28'21.6"S 44°09'14.3"W. Para
contribuir com a identificacdo da mesma, que foi realizada pelo Herbario do
Maranhdo (MAR), vinculado ao departamento de biologia da Universidade
Federal do Maranhao (Anexo B). A amostra vegetal foi submetida a secagem em
estufa com circulagdo de ar, em temperatura limite maxima de 38°C; e
posteriormente trituradas em moinho de facas (tipo Willey, DeLeo®, EBD-5),
resultando em 938,09 gramas de matéria prima pulverizada (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). O p6 obtido foi submetido ao processo de extragdo por
maceragao fracionada com etanol 70%, na proporgéo de 1:3 (p/v), por periodo
médio de 15 dias. Parte das solugdes extrativas foram reservadas para analises
quimicas e o restante submetido a concentragdo sob pressdo reduzida em
rotaevaporador a pressao reduzida e a temperatura de 40° C, em seguida
liofilizado. Deste processo foi obtido o extrato hidroalcoolico (EAC). Em seguida,
o EAC separadamente, foi dissolvido em metanol/agua (80: 20 v/v) com agitacao,
a solugao extrativa foi submetida a particao liquido-liquido usando acetato de
etila e butanol. As solugdes foram filtradas e concentradas em evaporador
rotativo sob vacuo, para obtencdo das fragbes acetato de etila (F.PaAcet) e

butandlica (F.PaBut) de Persea americana Mill (Apéndice A).

2.2. ANIMAIS
Para a realizacao dos experimentos foram utilizados camundongos
(Mus musculus) da linhagem Swiss de aproximadamente 25-30g provenientes

do Biotério central da Universidade Federal do Maranhdo. Uma vez recebidos,
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os animais foram alocados em gaiolas de polietileno (n= 5/ gaiola) no Biotério
Setorial do Prédio de Pds-graduacgao de Ciéncias Biologicas e da Saude, onde
foram mantidos sob condigdes controladas de temperatura e iluminagao (ciclo

claro/escuro de 12 h), com agua e ragao ad libitum.

2.3. AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS
ANTINOCICEPTIVOS E ANTI-INFLAMATORIOS DAS FRACOES DE

Persea americana Mill.

2.3.1. Nocicepcgao induzida por Formalina

No modelo de dor induzida por formalina (2,5 %), 20 yL do agente
flogistico foram administrados por via intraplantar na pata traseira direita dos
camundongos pré-tratados (20 minutos) com o antagonista da respectiva via em
estudo e tratados (60 minutos) com as fracbes acetato de etila e butandlica
(50mg/Kg;v.0) da espécie vegetal, agonista da via em estudo e veiculo. O
comportamento nociceptivo foi avaliado durante 30 minutos em duas fases
distintas: 0 — 5 minutos (fase de dor neurogénica) e 15 — 30 minutos (fase de dor
inflamatadria), sendo determinado o tempo em segundos de lambedura na pata
lesionada nestes dois intervalos (Hunskaar; Hole, 1987, Tjolsen et al., 1992).
(Apéndice B).

2.3.1.1. Envolvimento do sistema opioide

Os animais foram pré-tratados com naloxona (5 mg/kg, i.p.) 20 min
antes da administracédo das fragdes da Persea americana Mill (50mg/Kg, v.0.),
morfina (5 mg/kg, s.c.) ou veiculo (10ml/Kg; v.0). Sessenta minutos depois dos
tratamentos os animais foram submetidos ao teste de nocicepg¢ao induzido por

formalina.
2.3.1.2. Envolvimento do sistema L-arginina- oxido nitrico

Para avaliar a participagdo do sistema oxidonitrérgico na resposta
antinociceptiva das fragdes da Persea americana Mill, os animais foram pré-
tratados com L-NAME (50 mg/kg, i.p.). Apos 20 minutos os animais receberam
administracao das fragdes da Persea americana Mill (50mg/Kg, v.0.), L-arginina

(600 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10mlI/Kg; v.0). Sessenta minutos depois dos
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tratamentos os animais foram submetidos ao teste de nocicepg¢ao induzido por

formalina.
2.3.1.3. Envolvimento do sistema a2-adrenergico

Para avaliar a participagao do sistema a2-adrenergico sobre a atividade
antinociceptivadas fragbes da Persea americana Mill os animais foram tratados
previamente com o antagonista dos adrenoceptores do tipo a2, ioimbina
(0.15mg/Kg, i.p.) 20 minutos antes da administragdo das fracdes da Persea
americana Mill (50mg/Kg, v.0.), clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10ml/Kg;
v.0). Sessenta minutos depois dos tratamentos os animais foram submetidos ao

teste de nocicepcgao induzido por formalina.
2.3.1.4. Envolvimento do sistema muscarinico

Para avaliar a participacdo do sistema muscarinico na resposta
antinociceptivadas fracdes da Persea americana Mill os animais foram
previamente tratados com atropina (5 mg/kg, i.p.), um antagonista de receptores
muscarinicos. Apos 20 minutos foram tratados com as fra¢des (50mg/Kg, v.0.),
pilocarpina (5 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10ml/Kg; v.0). Sessenta minutos depois
dos tratamentos os animais foram submetidos ao teste de nocicepg¢ao induzido

por formalina.

2.3.2 Teste de edema de pata induzido por carragenina

O teste foi utilizado para avaliagao da atividade farmacolégica a partir da
administracao subplantar de carragenina. Os camundongos foram distribuidos
randomicamente em grupos (n=6), pré-tratados (20 minutos) com o antagonista
da respectiva via em estudo e tratados (60 minutos) com as fragbes acetato de
etila e butandlica (50mg/Kg;v.0) da espécie vegetal, agonista da via em estudo
e veiculo. Apds 60 minutos de tratamento, o edema de pata foi induzido pela
administragao subplantar de 50 yL de carragenina 1% na pata direta do animal.
O volume da pata do animal foi mensurado pelo pletismémetro digital (Modelo
Ugo Basile, Verese-Italia) com 0, 1, 2, 3 e 4 horas apds a indugao. O valor do

edema foi obtido pela diferenga entre o volume da pata direita e esquerda, sendo
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expressos como a variagao do volume da pata (mL) ao decorrer do tempo
(Passos et al, 2007) (Apéndice C).

2.3.2.1. Envolvimento do sistema a2-adrenergico

Para avaliar a participagédo do sistema a2-adrenergico sobre a atividade
anti-inflamtoéria fragdes da Persea americana Mill, os animais foram tratados
previamente com o antagonista dos adrenoceptores do tipo a2, ioimbina
(0.15mg/Kg, i.p.) 20 minutos antes da administragdo das fracdes da Persea
americana Mill (50mg/Kg, v.0.), clonidina (0,1 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10ml/Kg;
v.0). Sessenta minutos depois dos tratamentos os animais foram submetidos ao

teste de edema de pata induzido por carragenina.
2.3.2.2. Envolvimento do sistema L-arginina- oxido nitrico

Para avaliar a participagdo do sistema oxidonitrérgico na resposta
antinociceptiva das fragdes da Persea americana Mill, os animais foram pré-
tratados com L-NAME (50 mg/kg, i.p.). Apds 20 minutos os animais receberam
administracao das fragdes da Persea americana Mill (50mg/Kg, v.0.), L-arginina
(600 mg/kg, i.p.) ou veiculo (10mlI/Kg; v.0). Sessenta minutos depois dos
tratamentos os animais foram submetidos ao teste de edema de pata induzido

por carragenina.

2.4. ANALISE ESTATISTICAS

As analises estatisticas entre os grupos experimentais foram
realizadas usando teste two-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey. Os
resultados que apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipdtese de
nulidade menor que 5% (P <0.05) foram consideradas estatisticamente
significantes. A andlise estatistica foi realizada utilizando o software Graphpad

Prima 6°®.
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3. RESULTADOS

3.1. Teste de nocicepcgao induzida por formalina

Via L-arginina-6xido nitrico
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Figura 5. Efeito do pré-tratamento com L-NAME (50 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo das fracdoes acetato (F.PaAcet) e butanélica (F.PaBut) da Persea
americana Mill. no modelo de nocicepgdo induzida por formalina em camundongos
(n=6/grupo). Analise estatistica realizada no Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA.
*p=0,0190 versus controle negativo na fase neurogénica; **p<0,0001 e p<0,0002 versus
F.PaAcet e controle negativo na fase inflamatéria; ***p<0,0001 versus F.PaAcet e controle

negativo na fase inflamatdria.

A fase 1 (neurogénica) do grupo F.PaAcet apresentou uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle negativo veiculo
(p=0,0190), sugerindo que esta fragdo nao atue por essa via, visto que estava
na presenga de L-NAME (antagonista da via) e ainda assim, apresentou
diminuicao do tempo de lambedura da pata lesionada (Figura 5).

A fase 2 (inflamatdria) do grupo F.PaBut e L-arginina (agonista da via),
apresentaram uma diferenga estatisticamente significante em relagéo ao grupo
fragdo acetato (p<0,0001) e veiculo (p<0,0002 e p<0,0001 respectivamente),
apresentando um tempo de lambedura menor da pata lesionada (Figura 5).
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Via alfa-2 adrenérgico
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Figura 6. Efeito do pré-tratamento com ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo das fracdoes acetato (F.PaAcet) e butandlica (F.PaBut) da Persea
americana Mill. no modelo de nocicepgdo induzida por formalina em camundongos
(n=6/grupo). Analise estatistica realizada no Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA.
*p=0,0007 versus fase inflamatéria do grupo F.PaAcet; **p<0,0001, p=0,0256, p=0,0069 e
p<0,0001 versus fase inflamatéria do grupo F.PaAcet, fase neurogénica do grupo F.PaBut, fase
inflamatéria do grupo clonidina e fase inflamatéria do grupo controle negativo, respectivamente;

*k*k

p=0,0046 e p=0,0128 versus grupo acetato e controle negativo na fase inflamatéria.

A fase 2 (inflamatdria) do grupo F.PaBut e clonidina (agonista da via)
apresentaram uma diferencga estatisticamente significante em relagdo ao grupo
fragdo acetato (p<0,0001 e p=0,0046 respectivamente) e veiculo (p<0,0001 e
p=0,0128 respectivamente), apresentando um tempo de lambedura menor da
pata, sugerindo assim, que o grupo F.PaBut atue por esta via de forma agonista,
semelhante a clonidina, nas doses e concentragdes testadas (Figura 6).

A fase 2 (inflamatéria) do grupo F.PaBut apresentou uma diferenca
estatisticamente significante (p=0,0069) em relagéo a fase 2 do grupo clonidina,
apresentando um tempo de lambedura menor que a droga agonista padrao
(Figura 6).
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Via muscarinica
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento com atropina (5 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo das fragoes acetato (F.PaAcet) e butandlica (F.PaBut) da Persea
americana Mill. no modelo de nocicepgdo induzida por formalina em camundongos
(n=6/grupo). Analise estatistica realizada no Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA.

*p<0,05 versus F.PaBut, controle positivo e controle negativo na fase inflamatéria.

A fase 2 (inflamatdria) do grupo F.PaAcet apresentou uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) em relagdo aos demais grupos,
apresentando um tempo de lambedura menor da pata lesionada. Logo, sugere-
se que a fragao nao atua por esta via nas doses e concentracoes testadas, visto

que nao houve interferéncia no tempo de lambedura da pata lesionada (Figura
7).
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Via opidide
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Figura 8. Efeito do pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.) sobre o efeito
antinociceptivo das fragdes acetato (F.PaAcet) e butanodlica (F.PaBut) da Persea
americana Mill. no modelo de nocicep¢ao induzida por formalina em camundongos
(n=6/grupo). Analise estatistica realizada no Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA.

*p<0,0001 versus F.PaAcet, F.PaBut e controle negativo na fase inflamatéria.

A fase 2 (inflamatéria) do grupo morfina (agonista da via) apresentou
uma diferenga estatisticamente significante (*p<0,0001) em relagdo aos demais
grupos, apresentando um tempo de lambedura menor da pata, indicando que a

morfina foi capaz de reverter o bloqueio do antagonista da via, naloxona (Figura
8).

Como nao houve diminui¢do no tempo de lambedura da pata lesionada
nos demais grupos sob ac¢ao do antagonista da via, sugere-se que as fragdes
possam atuar na fase inflamatoria através dessa via, nas doses e concentragdes
testadas (Figura 8).
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3.2. Teste de edema de pata induzida por carragenina
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Figura 9. Efeito das F.PaBut e F.PaAcet (50 mg/Kg,v.0.), L-arginina (600 mg/kg, i.p.) e Veiculo (NaCl 0,9%,v.0.)
no teste de edema de pata induzido por carragenina em camundongos (n=6/grupo). Analise estatistica realizada
no Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey. **** p<0,0001 comparando
F.PaAcet versus grupo veiculo; #### p<0,0001 e ## p=0,0011 comparando F.PaAcet versus grupo L-arginina; @@
p=0,0097 e @@@@ p<0,0001 comparando F.PaBut versus grupo L-arginina.

Na via L-arginina do teste edema de pata induzido por carragenina, o
tratamento realizado com a F.PaBut na dose de 50mg/kg reduziu
significativamente o volume da pata lesionada com 60 minutos (p=0,0097) e 120
minutos (p<0,0001) apds o inicio do teste, quando comparado ao grupo controle
positivo L-arginina. A partir dos 120 minutos, ndo foi observado resultados

estatisticamente significantes quanto a redugao do edema (Figura 9).

Ja a F.PaAcet, na dose de 50mg/kg reduziu significativamente o volume
da pata lesionada a partir do 60 minutos do inicio do teste, até o final do teste,
com 240 minutos, quando comparado ao grupo controle positivo L-arginina

(p=0,0097) e ao grupo controle negativo veiculo (p<0,0001) (Figura 9).
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Figura 10. Efeito das F.PaBut e F.PaAcet (50 mg/Kg,v.0.), Clonidina (0,1mg/Kg,i.p.) e Veiculo (NaCl 0,9%,v.0.) no
teste de edema de pata induzido por carragenina em camundongos (n=6/grupo). Analise estatistica realizada no
Graphpad Prima 6, usando teste two-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey. **** p<0,0001 comparando
F.PaBut versus grupo veiculo; # p=0,0203 comparando F.PaBut versus grupo clonidina; @@@@ p<0,0001

comparando F.PaAcet versus grupo veiculo.

Na via alfa-2 adrenérgico do teste edema de pata induzido por
carragenina, o tratamento realizado com a F.PaBut na dose de 50mg/kg reduziu
significativamente o volume da pata lesionada ao final do teste, com 240 minutos,
quando comparado ao grupo controle positivo clonidina (p=0,0203) e ao grupo

controle negativo veiculo (p<0,0001) (Figura 10).

A F.PaAcet, na dose de 50mg/kg também reduziu significativamente o
volume da pata lesionada ao final do teste, com 240 minutos, quando comparado

ao grupo controle negativo veiculo (p<0,0001) (Figura 10).
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4. DISCUSSAO
O teste de formalina € composto por duas fases, uma neurogénica
(primeiros 5 minutos) e outra inflamatodria (15 a 30 minutos). A fase neurogénica
esta associada principalmente a ativagao das fibras C, devido ao estimulo da
formalina. Enquanto que a segunda fase estd associada a dor inflamatdria,
ocasionada pela liberagdo de histaminas, bradicinina, serotonina e
prostaglandinas (CARVALHO & LEMONICA, 1997).

Ao avaliar a fase neurogénica dos grupos F.PaBut e F.PaAcet em todas
as quatro vias estudadas, nao foi possivel identificar resultados estatisticamente
significantes, inferindo que suas agdées ndao sao mediadas pela inibicdo da

ativacao direta dos nociceptores locais.

Ja a fase inflamatoéria do grupo F.PaBut no estudo das vias L-arginina-
oxido nitrico e alfa-2-adrenérgico, apresentou um tempo de lambedura da pata
estatisticamente significante menor que os grupos F.PaAcet e veiculo,
semelhante aos agonistas das vias, L-arginina e Clonidina, respectivamente.
Diante disso, pdde-se evidenciar que a fragdo butandlica tenha sua acao
antinociceptiva e anti-inflamatéria associada principalmente a inibicado da
liberagcdo de histaminas, bradicinina, serotonina e prostaglandinas, visto que
mesmo sob efeito dos antagonistas das vias, foi possivel constatar resultados

significantes.

Ao avaliar a participacao da via opioide através do teste de formalina, o
unico resultado com relevancia estatistica encontrado foi o grupo controle
positivo, morfina, que apresentou um tempo de lambedura menor na pata
lesionada, na fase inflamatdria do teste, quando comparado aos demais grupos
em estudo, indicando assim, sua eficacia na reversao do bloqueio da via com
naloxona. Como os demais grupos nao apresentaram resultados com
significancia, sugere-se que sua atividade possa estar relacionada a via opiéde,
considerando que nao houve diminui¢do no tempo de lambedura quando sob

presenca do antagonista da via, a naloxona.

No mesmo teste, mas avaliando a participacdo do sistema muscarinico,
o resultado com significancia encontrado foi do grupo F.PaAcet, que apresentou

uma diminui¢do no tempo de lambedura na fase inflamatéria do teste, quando
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comparado aos demais grupos em estudo, sugerindo assim, que a fragao acetato
nao atua por esta via nas doses e concentracdes testadas, visto que ndo houve
interferéncia no tempo de lambedura da pata lesionada quando estava sob efeito
do antagonista da via. Além da associagcdo do seu efeito com a inibicdo da
liberacdo dos mediadores inflamatérios (histaminas, bradicinina, serotonina e
prostaglandinas). Embora tenha sido evidenciado por Umana e colaboradores
(2013) que o bloqueio do receptor muscarinico impediu a antinocicepgao
induzida pela fisostigmina, indicando que ha a possibilidade dos receptores

muscarinicos estarem envolvidos na modulacao da dor.

Um estudo realizado por Adedayo e colaboradores (2019), ao avaliar o
extrato metandlico de Cola nitida nas concentragdes de 50mg/kg, 100mg/kg e
200mg/kg, evidenciou que houve uma redugdo significativa do tempo de
lambedura nas duas fases do teste de formalina, neurogénica e inflamatdria.
Entretanto, o efeito do extrato foi mais efetivo na fase tardia do experimento,
assim como no presente estudo, que foi observado respostas estatisticamente
significantes apenas na fase inflamatéria. A Cola nitida possui compostos
semelhantes aos da Persea americana Mill, como fendis, taninos e flavonoides
(Dewole et al.,2013).

O teste de edema de pata induzido por carragenina € um teste bifasico,
onde no primeiro momento (primeira hora do teste), o processo inflamatério é
mediado por histaminas, serotonina e bradicinina. Ja a segunda fase (a partir da

3?2 hora do teste até 52 hora), € mediada por prostaglandinas (ALVES, 2010).

Ao avaliar a participagao da via L-arginina-6xido nitrico, o grupo F.PaBut
na dose de 50mg/kg reduziu significativamente o edema da pata nos 60 minutos
e 120 minutos, quando comparado ao grupo controle positivo L-arginina apos o
inicio do teste, sugerindo entdo, que sua acao esta associada a inibicdo da
liberagcdo de histaminas, serotonina e bradicinina. Apés 120 minutos, nao foi
observado diminuigdo do edema de pata, apontando que sua atividade n&o esta
associada a inibicdo de prostaglandinas. Entretanto, o grupo F.PaAcet na dose
de 50mg/kg reduziu significativamente o edema de pata a partir dos 60 minutos

do teste até a ultima hora, 240 minutos, quando comparado ao grupo controle

46



positivo L-arginina e ao grupo controle negativo veiculo. Dessa forma, sua

atividade esta associada a inibigdo da liberagao de prostaglandinas.

O NO é formado a partir da L-arginina, que sofre uma reagao catalisada
por uma familia de enzimas, a 6xido nitrico sintases (NOS), que converte
Larginina em L-citulina e NO (BRUNINI et al.,2006). O L-NAME ¢é analogo da L-
arginina, inibindo assim, a sintese de NO (FLORA FILHO & ZILBERSTEIN,
2000). Seu envolvimento na resposta inflamatéria pode estar associado com o
aumento da liberacdo de prostaglandinas pro-inflamatorias (CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002).

Sugere-se que a modulagdo da liberacdo de NO esta envolvida na
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da F.PaBut da Persea americana
Mill. e que a inibigdo da sintese de NO possivelmente seja um dos mecanismos
moleculares envolvidos na acéo da fragao, visto que, sob efeito do antagonista
da via, L-NAME, houve uma diminuicdo no tempo de lambedura da pata
lesionada na fase inflamatdria do teste de formalina e do edema da pata apds
inducdo com carregenina. Esse resultado corrobora com a literatura, onde
estudo realizado por Saragusti et al. (2012) evidenciou participagdo do NO na
segunda fase do teste de nocicepg¢édo induzida por formalina, potencializando
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do extrato em estudo apéds inibicdo da

sintese de NO.

Ja na avaliagao da participagao da via a2-adrenérigica, tanto o grupo
F.PaBut, como o F.PaAcet, na dose de 50mg/kg, apresentaram uma redug¢ao no
edema de pata estatisticamente significante apenas na hora final do teste (240
minutos), quando comparado ao grupo controle positivo clonidina e ao grupo
controle negativo veiculo, indicando que sua atividade esta associada a inibicdo

da liberacéo de prostaglandinas.

A liberagcao de noradrenalina dos terminais simpaticos € bloqueada pela
ativagado dos receptores a2-adrenérgicos a partir da administragao da clonidina.
A noradrenalina pode agir em neurbnios poés-ganglionares do simpatico,
provocando o estimulo da liberagao de prostaglandinas hiperalgésicas (BRAZ;
CASTIGLIA, 2000). Dessa forma, ao observar que semelhante ao grupo

clonidina, a F.PaBut apresentou uma reducao no tempo de lambedura da pata
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lesionada na fase inflamatdria do teste de formalina e do edema da pata apés
indugdo com carregenina, sugere-se que esta atue de forma semelhante na

modulacao da liberagédo de prostaglandinas.

5. CONCLUSAO

O presente estudo propde que as fragdes butandlica e acetato de etila
da Persea americana Mill. apresentem acao anti-inflamatéria significante nas
doses e concentragdes testadas, sugerindo que as fragbes tenham suas
atividades associadas a modulacdo da liberagdo de NO, assim como a
modulagao da lliberagdo de noradrenalina dos terminais simpaticos na fase
inflamatdria do teste de nocicepcéo induzida por formalina e edema de pata
induzido por carragenina, associado a inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatorios, como histaminas, serotonina, bradicinina e prostaglandinas,
indicando uma potencial utilizagdo da espécie vegetal na elaboracdo de
farmacos para tratamento de doencas inflamatodrias. Entretanto, ainda se faz
necessario estudos complementares, para evidenciar os mecanismos de acao
envolvidos na atividade antinociceptiva e anti-inflamatoéria da Persea americana
Mill.

48



5 CONSIDERAGOES FINAIS

Os objetivos do presente estudo foram atingidos durante o
desenvolvimento do mestrado, pretendendo-se submeter o resultado desse
estudo a publicacdo em revista académica. Foi proposto que as fragdes
butandlica e acetato de etila da Persea americana Mill. apresentem agao anti-
inflamatoria significante nas doses e concentragdes testadas, sugerindo que as
fracdes tenham suas atividades associadas a modulagao da liberacdo de NO,
assim como a modulacido da lliberacdo de noradrenalina dos terminais
simpaticos na fase inflamatdria do teste de nocicepc¢ao induzida por formalina e
edema de pata induzido por carragenina, associado a inibigdo da liberagédo de
mediadores inflamatérios, como histaminas, serotonina, bradicinina e
prostaglandinas, indicando uma potencial utilizacdo da espécie vegetal na
elaboracao de farmacos para tratamento de doencas inflamatérias. Entretanto,
ainda se faz necessario estudos complementares, como identificacdo dos
compostos ativos das fragdes, docagem molecular, entre outros, para evidenciar
0s mecanismos de acado envolvidos na atividade antinociceptiva e anti-

inflamatoéria da Persea americana Mill.
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ANEXO A: Certificado de Autorizagao CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA

CIAEP: 01.0341.2014

CERTIFICADO

Comissdo de Eicano Uso de Aimais

Certificamos que a proposta intitulada “ESTUDO DO MECANISMO DE ACAO
ANTINOCICEPTIVO DAS FRACOES DE PERSEA AMERICANA MILL’ registrada
com o n? 23115.015096/2017-75, sob a responsabilidade de MARIA DO
SOCORRO DE SOUSA CARTAGENES, que envolve a produgio, manuteng¢io ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n2 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi considerado APROVADO pela Comissdo
de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranho.

FINALIDADE () ENSINO (X) PESQUISA () EXTENSAOQ
Vigéncia da autorizagio 15/01/2018a30/12/2020
Espécie/linhagem/raca Camundongos Swiss
N¢ de animais 135
Peso/Idade 20-30g/30 a 50 dias
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UFMA

\Plor—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho

Presidente da Comissdo de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA
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ANEXO B: Certificado de tombo de exsicata

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAOQ

Fring e basiain sos s @ Lo o 5150 on PAOOTIOE - Sl Lak - Marewnia

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA - CCBS
HERBARIO DO MARANHAO - MAR

Séo Luls, 10 de Outubro de 2018

CONFIRMACAO DE IDENTIFICACAO

Segue abaixo a confirmagdo da identificagdo solicitada. Desde ja agradecemos 0
envio do material e informamos que o mesmo estard devidamente catalogado no
acervo do Herbario MAR.

N° 'zn';bo Coletor (numero) Familia Espécie
10.960 B. F. Bonfim (01) Lauraceae Persea americana Mill.

Atenciosamente,
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APENDICE A: Esquema ilustrativo do processamento da espécie vegetal

Folhas Persea
americana Mill.

l Coletadas: Raposa, Maranh3o — Brasil

Secagem Estufa com circulagdo de ar (38° C)
Moagem Moinho de facas (Willey, DelLeo®, EBD-5)
Extragﬁo Maceracao 1:3 (p/v) (etanol 70%)

‘ Rotaevaporado e liofilizado

Extrato
Hidroetandlico

(

Fragdo Acetato
de Etila

A Extracdo liquido - liquido

Fracdo Butandlica
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APENDICE B: Esquema do protocolo experimental Teste de Formalina

Camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss

(Total = 96 animais) **

Envolvimento do sistema

opioide

Pré-tratados com naloxona

5mg/kg i.p.

Envolvimento do sistema L-

arginina- oxido nitrico

Pré-tratados com L-NAME (50
mg/kg, i.p.

Envolvimento do sistema a2-

adrenergico

Pré-tratados com ioimbina

0,15mg/kg i.p.

Envolvimento do
sistema muscarinico

Pré-tratados com atropina

5mg/kg i.p.

43

43

438

43

Tratados com fracdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fragdo butandlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com morfina 5 mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

Tratados com fracdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fragdo butandlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com L-arginina 600mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

Tratados com fracdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fragdo butandlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com pilocarpina 3 mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

Tratados com fracdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fragao butandlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com clonidina 0,1 mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

*Avaliados clinicamente apés a indugao de nocicepgao por formalina, sendo eutanasiados ap6s a ultima

avaliagao.

**Cada grupo com um n=6 animais.
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APENDICE C: Esquema do protocolo experimental Teste Edema de Pata

Camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss

(Total = 48 animais) **

Envolvimento do sistema L-

arginina- oxido nitrico

Pré-tratados com L-NAME (50
mg/kg, i.p.

Envolvimento do sistema a2-

adrenergico

elojeweyul-juy oedeleay

Pré-tratados com ioimbina

0,15mg/kg i.p

438

48

Tratados com fracdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fracdo butandlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com L-arginina 600mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

Tratados com fragdo acetato de etila de Persea americana
Mill. 50mg/kg (Grupo A)

Tratados com fragao butanodlica de Persea americana Mill.
50mg/kg (Grupo B)

Tratados com clonidina 0,1 mg/kg (Grupo C)

Tratados com veiculo 10ml/Kg (Grupo D)

*Avaliados clinicamente apds a indugao de carragenina, sendo eutanasiados ap6és a ultima avaliagao.

**Cada grupo com um n=6 animais.
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