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RESUMO

VIEGAS, C. C. S. D. Atividade Antinociceptiva, Anti-inflamatdria e Antioxidante do
extrato etanodlico bruto e fracdo alcaldide da Waltheria viscosissima A. St. Hil -
Malvaceae. 2021. p. Tese (Pos-graduacdo em Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldgica
de Medicamentos) — UFPB/CCS/Joédo Pessoa — PB.

A Waltheria viscosissima A. St.-Hil (Malvaceaec) também conhecida como ‘Malva
branca’, foi relatada etnofarmacologicamente por ter propriedades antinociceptivas e anti-
inflamatdrias. O objetivo do presente estudo é elucidar a atividade antinociceptiva, anti-
inflamatoria e antioxidante do extrato etandlico bruto (EEBWa.v) e da fragdo alcaldide
(FAWa.v) das partes aéreas da W. viscosissima em camundongos Swiss. Inicialmente foi
realizado o teste de toxidade aguda do EEBWa.v e FAWa.v na dose de 2000 mg/kg,
intraperitoneal (i.p.), e a triagem comportamental através do teste de Rota Rod com
EEBWa.v e FAWa.v (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), diazepam (4 mg/kg, i.p.). O EEBWa.v e
FAWa.v (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), morfina (10 mg/kg, i.p.) e controle (tratado com
solucdo salina) foram usados em testes in vivo de nocicepgao quimica induzida por acido
acetico (0,6%; 10 mg/kg) e formalina (2,5 %). A inflamacdo aguda foi avaliada pelo
modelo de edema de pata induzido por prostaglandina e a nivel peritoneal, por carragenina
(1%), em testes in vivo, cujos grupos foram o controle (tratado com solu¢éo salina) e 0s
grupos tratados com EEBWa.v (100 mg/kg, i.p.), FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) e padrdo
indometacina (10 mg/kg, i.p.) ou dexametasona (2 mg/kg, i.p.). Apods o procedimento de
peritonite induzido por carragenina, os animais foram eutanasiados e o liquido peritoneal
coletado para avaliacdo da migracdo celular e balanco redox (malondialdeido - MDA e
Capacidade Antioxidante Total - CAOT). O mecanismo de ac¢do foi avaliado pelo teste
de formalina com cafeina (10 mg/kg, i.p.), naloxona (5 mg/kg, i.p.) e glibenclamida (10
mg/kg, i.p.). A morfina, EEBWa.v (50 e 100 mg/kg, i.p) e FAWa.v (100 mg/kg, i.p.)
reduziram significativamente o nimero de contor¢fes abdominais quando comparados ao
grupo controle, e a FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) foi superior a FAWa.v (200 mg/kg, i.p). No
modelo de nocicepg¢éo induzida por formalina, na fase neurogénica o EEBWa.v (50 e 200
mg/kg, i.p.) reduziu significativamente o numero de lambidas de pata. Na fase
inflamatoria a atividade da FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) foi superior ao EEBWa.v (200
mg/kg, i.p.). EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg, i.p) mostraram-se significativos para 0s
préximos experimentos. Ambas as amostras apresentaram reducdo no edema de pata e na
migracdo celular, assim como os tratados com indometacina e dexametasona, em animais
com inflamacéo induzida por prostaglandina e carragenina, quando comparadas ao grupo
controle. O balanco redox (CAOT e MDA) revelou que apenas EEBWa.v (100 mg/kg,
i.p) apresentou maior potencial antioxidante do que o grupo ndo tratado e o grupo
dexametasona, p <0,005 e p <0,001, respectivamente. FAWa.v (100 mg/kg, i.p) ndo
apresentou atividade antioxidante superior ao EEBWa.v. Também foi detectado que
EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg, i.p) ndo inibiram a peroxidacdo lipidica e apresentam
possivel mecanismo de acao antinociceptivo pelos receptores opioides e canais de K*ate.
A W. viscosissima estimula o controle da dor, que pode ser mediado por acéo central e
periférica. O EEBWa.v e FAWa.v mostraram-se promissores e com efeito bioativo
estatisticamente semelhante ao da morfina, indometacina e dexametasona, medicamentos
padrbées no mercado, mas com a vantagem da atividade antioxidante.

Plavra-chave: Waltheria viscosissima; Alcaloides; Inflamacgdo; Antioxidantes;
Antinociceptivo.



ABSTRACT

VIEGAS, C. C. S. D. Antinociceptive, Anti-inflammatory and Antioxidant activities
of the crude ethanolic extract and alkaloid fraction of Waltheria viscosissima A. St.
- Hil. (Malvaceae). 2021. p. Tese (Pds-graduacdo em Desenvolvimento e Inovagédo
Tecnolodgica de Medicamentos) — UFPB/CCS/Jodo Pessoa — PB.

The Waltheria viscosissima A. St.- Hil (Malvaceae) is also known as ‘Malva branca’, has
been reported ethnopharmacologically to have antinociceptive and anti- inflammatory
properties. The objective of this study is to lucidate the antinociceptive, anti-inflammatory
and antioxidant activity of the crude ethanol extract (EEBWa.v) and alkaloid fraction
(FAWa.v) of aerial parts of the W. viscosissima in Swiss mice. Initially, the acute toxicity
test of the EEBWa.v and FAWa.v was performed at a dose of 2000 mg/kg,
intraperitoneally (i.p.), and the behavioral screening through the Rota rod test with
EEBWa.v and FAWa.v (50, 100 e 200 mg/kg), Diazepam (4 mg/kg). EEBWa.v and
FAWa.v (50, 100 and 200 mg/kg) and morphine (10 mg /kg) were used in vivo tests of
chemical nociception induced by acetic acid (0.6%; 10 mg/kg) and formalin (2.5%) in
Swiss male mice. Acute inflammation was assessed by the prostaglandin induced paw
edema model and induced peritonitis by carrageenan (1%), in vivo tests, whose groups
were the control (inflammation induced without treatment) and the groups treated with
EEBWa.v (100 mg/kg), FAWa.v (100 mg/kg) and indomethacin (10 mg/kg) or
dexamethasone (2 mg/kg). After the carrageenan induced peritonitis procedure, the
animals were euthanized and the peritoneal fluid was collected to evaluate cell migration
and redox balance (malondialdehyde - MDA and Total Antioxidant Capacity

- TAC). The mechanism of action was evaluated by the formalin test with caffeine (10
mg/kg, i.p.), naloxone (5 mg/kg, i.p.) and glibenclamide (10 mg/kg, i.p.). The morphine,
EEBWa.v (50 and 100 mg/kg) and FAWa.v (100 mg/kg) significantly reduced the number
of abdominal contortions when compared to the control group and FAWa.v (100 mg/kg)
was superior to FAWa.v (200 mg/kg). In the formalin-induced nociception model, in the
neurogenic phase EEBWa.v (50 and 200 mg/kg) significantly reduced the number of paw
licks. In the inflammatory phase FAWa.v (100 mg/kg) was superior to EEBWa.v (200
mg/kg). EEBWa.v and FAWa.v (100 mg/kg) proved to be significant for the next
experiments. Both samples showed reduction in paw edema and cell migration, as well as
those treated with indomethacin and dexamethasone, in animals with inflammation
induced by prostaglandin and carrageenan, when compared to the control group. The
redox balance (TAC and MDA) revealed that only EEBWa.v (100 mg/kg) had higher
antioxidant potential than the untreated group and the dexamethasone group, p<0.005 and
p<0.001, respectively. FAWa.v (100 mg/kg) did not show antioxidant activity superior to
EEBWa.v. It was also detected that EEBWa.v and FAWa.v (100 mg/kg) failed to inhibit
lipid peroxidation and present a possible antinociceptive mechanism of action by opioid
receptors and K*atp channels. The W. viscosissima stimulates pain control, which can be
mediated by both central and peripheral action. The EEBWa.v e FAWa.v showed
promising and bioactive effect is statistically similar to morphine, indomethacin and
dexamethasone, standard drugs on the market, but with the advantage of antioxidant
activity.

Keywords:  Waltheria viscosissima;  Alkaloids; Inflammation;  Antioxidant;
Antinociceptive.
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1 INTRODUCAO

Os estudos com abordagem na etnobotanica vém se intensificando decorrente a
grande relevancia em compreender a relacdo do ser humano-ambiente-plantas, a qual
ainda é muito presente nos tempos atuais, cujo elo permite conhecer o potencial
terapéutico por meio dos relatos da medicina popular (NETO, 2016). O Brasil é avaliado
como um dos paises de maior biodiversidade do planeta por apresentar cerca de 20% do
namero total de espécies de plantas do mundo. O nimero de espécies é estimado entre
350.000 e 550.000, destas, apenas 55.000 estdo catalogadas e distribuidas entre as
diferentes regides do Pais. No entanto, boa parte dessa proporcdo de espécies ainda nao
foi investigada em relacdo as suas potencialidades terapéuticas (RIBEIRO et al., 2014).

A medicina popular € bastante aplicada, pois utiliza elementos naturais
que, muitas vezes, correspondem ao Unico meio de tratamento disponivel, sendo passado
de uma geracdo para outra. Assim, cresce a busca por novos fitoterdpicos, os quais
se encontram baseados nessas praticas consideradas tradicionais da medicina popular.
Entre inUmeras espécies vegetais de importancia medicinal, as plantas pertencentes a
familia Malvaceae apresenta uma grande variedade de compostos bioativos com
propriedades farmacol6gicas comprovadas cientificamente, dentre essas propriedades,
pode ser citada a acdo antinociceptiva e anti-inflamatdria, sendo esta Gltima relacionada
ao género Waltheria, cujo género € pertencente a subfamilia denominada de
Sterculiaceae (RIBEIRO et al., 2014; NETO, 2016; ABAT et al., 2017).

A Waltheria viscosissima é conhecida popularmente como malva-branca ou
malva-viscosa, a qual encontra-se amplamente distribuida no México, Africa e no
nordeste brasileiro. Seu uso terapéutico, na medicina popular brasileira, corresponde
a atividades ntitussigena e expectorante (VASQUES et al. 1999). Dados
etnofarmacoldgicos indicam que esta planta possui multiplas propriedades bioativas,
como controle da dor, inflamagdo, acdo antiflngica, hipoglicemiante, entre outras
(MOREIRA E BRAGANCA, 2011).

O estudo de Ferreira et al. (2019) realizou a triagem fitoquimica com
W. viscosissima, na qual foram encontrados esteroides, triterpenos, alcaloides e
oito flavonoides. Durante este estudo, testes in vitro utilizando o extrato bruto etandlico

das partes aéreas de W. viscosissima apresentaram atividade antioxidante e atividade
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larvicida contra Aedes aegypti (Ferreira et al., 2019). Outro estudo de Vasques et al.
(1999) com o extrato etanodlico das partes aéreas da W. viscosissima indicou acao
cardioprotetora em experimento in vivo. Sendo destaque para 0 presente estudo a busca
pela elucidacao do seu potencial bioativo no controle da dor e inflamacéo.

A dor desempenha um papel fisioldgico importante, sendo responsavel pelo
controle da homeostasia do organismo. Ela representa um dos principais sinais clinicos e
funciona como um sistema de alerta do organismo quando qualquer fator ameaca a
integridade fisica do mesmo. E quando ocorre dano tecidual, a dor sera acompanhada de
inflamacéo (JULIUS, BASBAUM, 2001; JOANNA, 2014).

O processo inflamatorio pode ser classificado em agudo ou cronico, o qual pode
ser decorrente a exposicdo a microrganismos, agentes irritantes, bem como
consequéncia de Doencas Crbnicas Ndo Transmissiveis (DCNT). Neste processo pode
ocorrer expressao de cicloxigenase 2 (COX-2), enzima responsavel pela producédo de
prostaglandinas; além da formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
aumento na migracéo celular (YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016).

Neste contexto é importante ressaltar que grande parte dos farmacos ja existentes
no mercado utilizados para o controle da dor e do processo inflamatério possuam maior
risco de toxidade, bem como efeitos colaterais significativos (OWEMIDU et al, 2018).
Os medicamentos com potencial anti-inflamatério, hoje indispensaveis para o tratamento
da dor e inflamacéo, atuam suprimindo principalmente a expressédo da ciclooxigenase 2
(COX-2) e nareducdo da migracéo celular. No entanto, essas drogas ndo tém efeito sobre
0 estresse oxidativo, que atua como desencadeador do processo inflamatério agudo ou
crénico em varias condicdes patoldgicas (YOUGBARE- ZIEBROU et al., 2016). Por isso
a busca por novas alternativas terapéuticas a partir de produtos naturais tem conquistado
o mundo cientifico (OWEMIDU et al., 2018; AVOSEH et al., 2019).

Assim, considerando os relatos populares sobre a acdo anti-inflamatoria
e antinociceptiva da W. viscosissima, juntamente com seus aspectos antioxidantes,
previamente elucidados em testes in vitro por Ferreira et al. (2019), sustentam a
hipotese de que esse vegetal pode promover o controle da dor e redugdo da inflamacéo
com a vantagem da possibilidade de acdo antioxidante evidenciando a relevancia deste
trabalho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DOR E NOCICEPCAO

A dor desempenha um papel fisiologico fundamental, sendo responsavel pelo
controle da homeostasia do organismo. A sensagéo dolorosa representa um dos principais
sinais clinicos e funciona como um sistema de alerta do organismo quando qualquer fator
ameaca a integridade fisica do mesmo (CHAPMAN; GRAVRIN, 1999; JULIUS,
BASBAUM, 2001). Normalmente, quando ocorre dano tecidual a dor sera acompanhada
de inflamacdo, assim classificada como dor inflamatoria (nociceptiva) na tentativa de
restabelecer a homeostase do organismo (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; RAJA
etal., 2020). A dor pode ser classificada conforme a caracteristica temporal em dor aguda
(curta duracdo) e crénica (longa duracdo) (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008;
COGHIL, 2020).

Estima-se que a prevaléncia de dor crénica no mundo encontra-se em torno de
10,1 a 55,5%, com uma média de 35,5% segundo a International Association for the Study
of Pain (IASP). O Brasil carece de estudos epidemioldgicos acerca da dor e pesquisas
confirmam uma incidéncia similar a mundial descrita pelo IASP (VASCONCELOQOS,
ARAUJO, 2018). Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED), a dor
cronica atinge pelo menos 30% das pessoas durante algum momento de suas vidas,
podendo chegar a 50% e 10 a 40% dos casos tem duracdo superior aum dia. A estatistica
oficial da dor no Brasil ainda € inexistente, mas sua ocorréncia tem aumentado nos
ultimos anos, constituindo a principal causa de limitacdo, incapacitacdo para o trabalho,
sofrimento, gerando graves consequéncias psicossociais e econémicas (SBED, 2009).

A dor manifesta-se de forma subjetiva por sofrer influéncia de experiéncias
prévias, que irdo determinar a individualidade de sua expressdo (CAMARA, 2009). Ou
seja, a compreensdo da mesma ainda é limitada, visto que o Sistema Nervoso Central
(SNC) apresenta mecanismos que processam informagdes nociceptivas subjetivas a
experiéncia de dor, perante tal complexidade surge os desafios para tratar a dor
(COGHIL, 2020; SBED, 2020).

A nocicepcdo € resultante do dano mecénico, da  exposicdo a intensas
temperaturas ou estimulos quimicos, o0s quais sdo detectados por uma
subpopulacdo de fibras nervosas periféricas, chamadas nociceptores, que séo
ativados por estimulos capazes de causar dano tecidual. Os nociceptores sao

excitados apenas quando as
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intensidades dos estimulos atingem o nivel nocivo, assim sugerindo que 0s mesmos
apresentem propriedade moleculares e biofisicas que permitem detectar seletivamente
e responder aos estimulos prejudiciais (JULIUS; BASBAUM, 2001; BASBAUM et al,
2009).

Existem duas classes gerais de nociceptores: a primeira que apresenta fibra Ad
(delta) de diametro médio, axénios mielinizados, os quais mediam potenciais de acdo de
conducao rapida, caracterizando a dor aguda; e a segunda classe séo as fibras C, as quais
sdo de diametro pequeno, cujos axdnios sdo ndo-mielinizados e transmitem estimulos
dolorosos de forma lenta, ou tardia, e difusa (Figura 1). As fibras C compreendem cerca
de 70% de todos os nociceptores do nosso organismo (JULIUS; BASBAUM, 2001;
STUCKY; GOLD; ZHANG, 2001; BASBAUM et al, 2009; MARCHAND, 2021).

Axonios aferentes primarios

Mielinizado

Diametro médio

Nocicepgdo

(mecanico, térmico, quimico)

D Fibra C

N&o-Mielinizado

Diametro pequeno

Coceira

Nocicepgdo

(mecanico, térmico, quimico)

Figura 1. Classes principais de nociceptores.

Fonte: Adaptado de Julius; Basbaum, 2001.

O processamento nociceptivo ocorre dentro do SNC e a principio dentro da
medula espinhal (COGHIL, 2020). No entanto esta cascata de nocicepcao se precede pela
transducéo (Figura 2A). A transducéo origina o processo doloroso que corresponde a uma
transformacdo dos estimulos agressivos em potenciais de acdo. Tais potenciais sdo
transmitidos para o SNC, influenciados pela inflamacdo e por estimulos ambientais,
fisicos ou quimicos, por meio das fibras nervosas periféricas do tipo Ad e C, como
apresentadas anteriormente, que conduzem o estimulo em diferentes velocidades (Figura
2A) (ABACHEN; SEHDEV, 2019; KEALY et al., 2020). Na etapa de transducéo,
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existe a liberagdo de citocinas, serotonina, noradrenalina, bradicinina, histamina,
substancia P, prostaglandinas e leucotrienos, em consequéncia do processo inflamatorio,
assim intensificando o efeito doloroso (Figura 2B) (BORGES et al., 2013; YOUGBARE-
ZIEBROU, 2016; CHEN; SEHDEV, 2019).

Percepciio central Cortex
10 N -
A 1] 2]
) Leséo tecidual provoca a D Mastieito As fbras C ativas Roeram PRGC e
7/ lberagéo de braicnina, 4T, [+ S0 08 substincia P, que estimulam os
prostaglandinas e K', que SV mastdcitos, 0s quais Rberam histamina,

Talamo —

estimulam as fioras C.

PRGC

0, Substinca P
Transmisso @ modulaciio 0

lescendente \ | ;" : l 0
¢ \ R G i b
o Bradicinina 0 l ’
e SHT >
R i
| P lesfotecdal  PoSagandna

o PRGC
Substancia P

Tronco encefalico

- « /

Transmissao
- -

f Medula espinal

0 PRGC e a substancia P
Condeso Estimulo peritérico erados pe{a.s fors C ey
£ a dilatagdo dos vasos

sanguineos.

Transaducao de sinais

Figura 2. Esquematizacdo da nocicepg¢do (A) e transducéo (B).

Fonte: Adaptado de Golan, 2009.

As substancias, ou farmacos com acéo analgésica apresentam um importante papel
no tratamento da dor, a qual é considerada um problema de saude publica. Abordagens
terapéuticas diversas tém sido utilizadas com a finalidade de atenué-la, uma vez que a dor
esta relacionada a diferentes condicdes patoldgicas e representa o sintoma que mais causa
sofrimento aos individuos (STUCKY; GOLD; ZHANG, 2001; BRENANN; CARR,;
COUSINS, 2007; TRACEY; MANTYH, 2007).

O desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatorios tem sido

importante objeto de estudo por muitos grupos de pesquisa, e as plantas medicinais
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surgem como uma fonte muito promissora de compostos com propriedades
farmacoldgicas visto que compostos com estruturas quimicas variadas ja foram
isoladas de plantas, cujos seus principios ativos se destacam com atividades bioldgicas
e/ou farmacoldgicas. A avaliacdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de
alguns de seus constituintes, tais como flavonoides, alcaloides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tem sido objeto de incessantes estudos,
onde j& foram comprovadas as agdes farmacoldgicas através de diversos testes pré-
clinicos com animais (FAUSTINO; ALMEIDA; ANDREATINI, 2010; SOUTO et al,
2011; SILVA et al., 2009; OLIVEIRA; SOUZA; ALMEIDA, 2008; AMARAL et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2007; ROCHA et al., 2007a; SAUDE-GUIMARAES; FARIA,
2007; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008; SOUSA et al., 2008; PEREIRA et al., 2012).

A busca da populagédo pelas plantas medicinais incentivou os pesquisadores e
a industria farmacéutica a investirem mais nas pesquisas de novos farmacos (SOUSA
et al., 2008). Portanto, ha um crescente interesse da comunidade cientifica em elucidar os
mecanismos responsaveis pelos efeitos de plantas medicinais, tdo utilizadas
empiricamente, bem como de seus constituintes quimicos, a fim de tornar o seu uso
mais eficaz e com menos efeitos adversos (Ql; WANG; YUAN, 2011).

Testes para a deteccdo das atividades analgésicas sdo importantes para o
desenvolvimento de farmacos a partir de plantas medicinais (AVOSEH et al., 2019).
Assim, inimeros grupos de pesquisa em todo o mundo tém voltado sua atengdo para
validacdo do uso de plantas medicinais e conhecimento dos seus metabolitos
secundarios na perspectiva de encontrar substancias similares a morfina, alcaloide, com
menos efeitos colaterais e economicamente acessiveis a populacdo (OLIVEIRA, 2006;
SILVA et al. 2008; CALIXTO et al., 2000).

2.2 INFLAMACAO AGUDA

A inflamac&o é um processo adaptativo aos estimulos nocivos, aos quais 0 corpo
humano esta constantemente exposto, ou seja, &€ uma resposta do organismo perante uma
agressao sofrida, assim fazendo parte de um mecanismo de defesa (VARELA et al.,
2018). No entanto, esta resposta inflamatoria aguda pode promover um desequilibrio no
sistema, assim proporcionando uma producdo exacerbada de mediadores da inflamacao,
como citocinas pro-inflamatorias (Interleucina 1f, Interleucina 6, Fator de necrose

tumoral -TNF-a), prostaglandinas e espécies reativas de oxigénio (ROS)
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(YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016; BARTH et al, 2016; CHIN, 2016; MUNSHI et
al.,2019). Segundo Baradi et al. (2010):

“A inflamacdo é conhecida desde a Antiguidade. O
primeiro a descrevé-la em seus constituintes
fundamentais foi Aurélio Cornélio Celso, na Roma
Antiga, cerca de 50 a.C. Ja no século XIX, o patologista
alemdo Rudolf Virchow introduziu o conceito de perda
funcional e estabeleceu as bases fisiopatolégicas do
processo inflamatério” (BARADI; CAROBREZ;
PINTO, 2010).

O processo inflamatorio pode ser classificado em agudo ou cronico (Figura 3A),
0 qual pode ser decorrente da exposi¢cdo a microrganismos, agentes irritantes, bem como
consequéncia de Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT). Neste processo pode
ocorrer a expressdo de cicloxigenase 2 (COX-2), enzima responsavel pela producéo
de prostaglandinas, a partir do acido araquiddnico, por meio da via inflamatéria. Assim
como a inflamacdo pode estimular a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e nitrogénio (ERNS), aumento da migracdo celular e induzir a degranulacdo de
mastocitos, sendo este Gltimo responsavel pela liberacdo de histamina, envolvido
na formagdo do edema (ARULSELVAN et al, 2016; YOUGBARE-ZIEBROU et
al., 2016; SOUSA-NETO et al., 2018).

Em destaque para a presente tese a inflamacdo aguda consiste em processo
imediato, tem curta duracdo, a qual pode durar minutos ou até dias, caracterizada
pelo aumento de proteinas plasmaticas de fase aguda e movimentacdo de leucécitos em
area extravascular. A inflamagdo aguda é mediada pela imunidade inata, primeira
linha de defesa do organismo, com envolvimento de células mieloides como neutréfilos
e baséfilos, os quais sdo importantes para proporcionar a retomada da homeostase (Figura
3B) (ABBAS et al., 2014; ARULSELVAN et al., 2016).

Existem trés etapas principais perante as respostas inflamatdrias agudas, as quais
incluem aumento do fluxo sanguineo para inflamar a area, seguido por vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, carreada com microcirculagdo e migracdo de
leucdcitos fagociticos para o tecido. Essa resposta gera sintomas clinicos classicos de
inflamacdo como inchaco, vermelhiddo, dor, calor e perda de funcdo (STEWART;
BEART, 2016; ARULSELVAN et al., 2016).
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Figura 3. (A) Classificacdo da inflamagéao categorizada por duragao e fungdes imunolégicas. (B) Vias da
inflamacdo aguda e seus processos de ativacgéo.

Fonte: Adaptado de Arulselvan et al., 2016.

Na resposta inflamatoria, os leucdcitos estdo presentes na localidade do dano
tecidual, criando o chamado “Sistema respiratério de explosdo”, o qual resulta no
aumento da absorcdo de oxigénio, deste modo promove a intensificacdo da producao
e liberagdo de EROS, de forma descontrolada, na area danificada e consequentemente
0 estresse oxidativo. Assim este meio inflamatério e/ou oxidativo prejudicial a satde
(Figura 4) (COUSSENS et al., 2002; HUSSAIN et al., 2003).

A,
tlo*ide,,
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2

Estresse Oxidativo

¥

Dano Dano Oxidativo
tecidual
Lipideos, proteinas, acido nucleico

Figura 4. Estresse oxidativo e inflamacéo: desequilibrio de antioxidantes e radicais livres.

Fonte: Adaptado de Arulselvan et al., 2016.
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2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres ttm um numero impar de elétrons, que os tornam altamente
reativos e instaveis. Consequentemente, eles podem reagir rapidamente com outras
substancias, tentando capturar o elétron necessario para obter a estabilidade. E quando o
organismo ndo consegue promover a homeostase, através do equilibrio entre a producéo
de EROS e a defesa do sistema antioxidante, o chamado "estado redox", ocorre
consequentemente o estresse oxidativo (Figura 4) (ARULSELVAN et al., 2016; POL et
al., 2019).

O metabolismo celular naturalmente produz EROS, os quais sdo derivados de
radicais livres, como oxigénio singlete e peroxido de hidrogénio; bem como é capaz de
produzir espécies reativas de nitrogénio (ERNS). A maioria das EROS (peroxido
de hidrogénio, anion superdxido) sdo produzidas nas células, através da cadeia
respiratoria, metabolismo oxidativo, por meio da producdo de trifosfato de adenosina
(ATP), em nivel mitocondrial, e desempenham papéis cruciais como mensageiros
secundarios na ativacdo das vias de sinalizacdo em células animais e vegetais, e
funcGes como transducdo de sinal, expressdo gene e ativacdo de receptores (TAN;
NORHAIZAN; LIEW, 2018, SENONER; DICHTL, 2019).

O organismo ¢é constituido por um sistema antioxidante, formado por substancias
antioxidantes enddgenas (ex. superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e
exogenas (ex. beta-caroteno, vitamina E, polifendis, acido ascorbico) (Figura 5), cujo
objetivo é manter a homeostase entre a producdo e remocdo dos radicais
livres (SENONER; DICHTL, 2019). Assim, a disfuncdo mitocondrial que promove
a producdo descontrolada de ROS associado a destrui¢do ou deficiéncia de componentes
do sistema antioxidante acarreta no desequilibrio deste sistema, ou seja, 0 mesmo deixa
de ser capaz de neutraliza-las resultando no estresse oxidativo (Figura 5) (CHEN;
ZHONG, 2014; HUSSAIN et al., 2016).

No estresse oxidativo em nivel mitocondrial, a curto prazo, as EROS iniciam o
processo inflamatorio, visto que sdo considerados estimuladores da inflamacdo,
resultando na ativacdo principalmente do fator nuclear kappa B (NF-kB), onde as
principais estruturas afetadas que sdo alvos do estresse e consequentemente do processo
inflamatorio s&o: proteinas, lipidios, DNA e/ou RNA. Assim, perante a tentativa de
controlar tanto a producéo exacerbada de ROS como a inflamacéo, ja que existe uma
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relacdo estreita entre estresse oxidativo e inflamagdes, os fitoquimicos, como o0s
polifendis, vem sendo descritos na literatura como sendo capazes de modular o processo
inflamatorio decorrente ao seu potencial antioxidante (HUSSAIN et al., 2016;
NORHAIZAN; LIEW, 2018).

)/ 1. Disfung¢iio mitocondrial

%
3. Sistema antioxidante l
Endégeno
* Superéxido dismutase, ——— ROS 2 Produgio exacerbada
* Catalase
+ Glutationa peroxidase 1
Ex05eno 4. Estresse Oxidativo
+ Beta- caroteno
« Acido ascérbico
« Polifenodis

Gatilho para inflamacao

Figura 5. Disfungéo mitocondrial como gatilho do estresse oxidativo e inflamagé&o.

Fonte: Autor, 2021.

2.4 FAMILIA MALVACEAE

A familia Malvaceae é constituida por nove subfamilias, destacando-se:
Grewioideae Hochr., Brownlowioideae Burret, Bombacoideae Burnett, Malvoideae
Burnett, Helicterioideae (CONCEICAOQ; LIMA, 2016). Sao constituidas por 244 géneros
e 4225 espécies entre ervas, arbusto e arvores (STEVENS, 2003; ABAT et al., 2017). Os
membros desta familia encontram-se em quase todas as partes do mundo, com excec¢édo
de regibes muito frias, e sdo particularmente abundantes nas regiGes tropicais,
principalmente na América do Sul (Figura 6) (HEYWOOD, 1993). Muitas espécies da
familia Malvaceae sdo largamente usadas na terapéutica, como emolientes, anti-febris,
diuréticos, anti-inflamatorios e no tratamento de reumatismos, asma e disturbios
gastrointestinais, entre outras aplicacdes (AHMED et al., 1990). No Brasil, Barroso et al.
(1977) menciona a ocorréncia de 68 géneros e 735 espécies distribuidas por todo territdrio
(GRINGS; BOLDRINI, 2011). Diversos tipos de metabdlitos secundarios sdo
encontrados na familia Malvaceae, dentre eles: esteroides, terpenos, acidos fendlicos
(AHMED et al., 1990; AHMED et al., 1991; SHARMA; AHMAD,
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1989), alcaldides (GUNATILAKA et al., 1980), bem como flavondides (BILLETER et
al, 1991; ELLIGER, 1984; SILVA et al., 2005) e cumarinas (SILVA, 2004).

Figura 6. Distribuicdo de espécies de Malvaceae no mundo
Fonte: Heywood (1993).

2.2.1 Waltheria viscosissima A. St. Hil - Malvaceae

A Waltheria corresponde a um género pertencente a subfamilia denominada de
Sterculiaceae da familia Malvaceae. Este género encontra-se abundante na América,
destacando o nordeste do Brasil, México, Estados Unidos, norte da Argentina, Peru e
Paraguai (Figura 7) (CORREA, 1931; VASQUES et al, 1999; VASQUES et al, 2003;
SABA; SANTOS, 2017). Ha relatos na literatura de entorno de 50 a 60 espécies de
Waltheria que j& foram identificadas, sendo no Brasil identificadas 22 espécies, dentre
estas se destacam W. indica L., W. brachypetala Turks, W. communis A. St. Hil, W.
douradinha, St. Hilaire, W. viscosissima A. St. Hil. Sendo a ultima conhecida pela
medicina popular por apresentar propriedades como acdo expectorante, antitussigena,
anti-hipertensiva e anti-ulcerogénica (CORREA, 1931; CORREA, 1984; VASQUES et
al, 1999; MOREIRA; BRAGANCA,

2001). Na tabela 1 pode-se destacar as principais propriedades bioativos do género

Waltheria publicados na literatura cientifica.



Tabela 1. Propriedades bioativas do género Waltheria.
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AUTOR ESPECIE MATERIAL TIPO DE ATIVIDADE COMPONENTES ANO
BIOATIVO TESTE ISOLADOS
Yin et al. Waltheria Microemulsdo | In vitro Atividade - 2021
Indica a partir do antifingica contra
extrato bruto Phytophthora
capsici
Cretton et | Waltheria Extrato Bruto | In vitro Antitripanossdmica, | 8-desmetoxivalteriona F, | 2020
al. Indica das partes antichagésticos waltheriones RV, 1-
aéreas metoxivalteriona O, (S) -
15  -hydroxywaltherione
G, (8R) -8-
hydroxywaltherione M,
(9S, 13S) 2-
hydroxymethylwaltherione
C (8), (9S, 10sS, 13S) -10-
hydroxywaltherione C, e
(S) -13-metoxialteriona V,
bem como melovinona e
5'-metoxivalteriona A
Laczko et | Waltheria Extrato Bruto In vitro Anti-inflamatoria, Flavonoide (quercitina) 2020
al. Indica modulagio da
expressdo  1L-1B,
TNF-a, NFKkB
Basiru etal. | Waltheria Extrato  bruto | In vivo Atividade adversa - 2019
Indica das partes na reproducdo
aéreas masculina
Jang et al. Waltheria Extrato das | Invitro nematocida contra | alcaloides 2019
Indica partes aéreas Meloidogyne (4-quinolona, 5™
incognita metoxialteriona A,
waltherione- A e
waltherione- C)
Ferreira et | Waltheria Extrato das | Invitro Larvicida (Aedes esteroides, triterpenos, 2019
al viscosissima partes areas aegypti) alcaldides e oito

flavonoéides; waltherione-
A, waltherione-B
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Monteillier | Waltheria Extrato In vitro Anti-iflamatério e
et al. Indica diclorometado Anticarcinogénico i 2017
das partes
aéreas
Mundo et | Waltheria extrato solavel | Invivo anticonvulsivante - 2017
al Indica em metanol
' das partes
aéreas
Cretton et | Waltheria Extrato In vitro Antifungica Flavonoides (Oxianina,
al Indica diclorometado Contra Candida Vitexicarpina, 2016
' das partes albicans Crisospenol, Flidulanina,
aéreas 5-hidroxi -3,7,4'-
trimetoxiflavona) e
alcaloides (Quinolonas,
waltherione, vanessina)
Cretton et | Waltheria Extrato In vitro antitripanossoémica alcaloides (adouetina X, 2015
. diclorometado do Trypanosoma waltherione- Ae C), e
al. Indica d - . L
das partes brucei e T. cruzi derivados pentaciclicos
aéreas triterpénicos (acido
betulinico, 3 [-acetoxi
Ester metilico do &cido -
27-trans-cafeoiloxiolean-
12-en-28-6ico e éster
metilico do acido 3f-
acetoxi-27-cis-
cafeoiloxiolean-12-en-28-
0ico)
Cretton et | Waltheria Fragdo In vitro antitripanossomais - 2014
al Indica alcal6ide das
' partes areas
Gressler et | Waltheria Fracéo In vitro antimicrobiana Alcaloides 2008
al douradinha alcal6ide do (quinelona,watherione B,
' caule vanessina, watherione A)
Limaetal. Waltheria Fragdo In vitro acetilcolinesterésica | alcaloides 2009
brachypetala | alcaléide das
folhas
Schimdt et | Waltheria Extrato In vitro Anti-inflamatoria, - 2009
al douradinha lipofilico cicatrizante
Hoelzel et | Waltheria Extrato bruto In vitro antimicrobiana Alcaloide (quinelona 2005
al douradinha da casca daraiz waltherione-A)
Vasques et | Waltheria Extrato In vivo Cardioprotetora - 1999
al viscosissima | etandlico das
' partes aéreas
Zavalaetal. | Waltheria Extrato aquoso | In vivo Antidiarreica - 1998
indica

Fonte: Viegas et al. (2022).
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A W. viscosissima (Figura 8) é conhecida popularmente como malva viscosa ou
malva branca, a mesma tem ampla distribuicio no México até o sul do Brasil. E
considerada uma planta nativa do Brasil podendo ser encontrada na Amazoénia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, e nas regides norte e nordeste, exceto Acre e Piaui,
respectivamente (Figura 9) (CORREA, 1931; CORREA, 1984; VASQUES et al, 1999).
Quanto aos seus estudos bioativos elucidados, pode ser citado dois estudos importantes:
o de Ferreira et al. (2019), a partir do extrato bruto das partes areas da W. viscosissima, a
qual apresentou atividade larvicida (Aedes aegypti) in vitro, e as classes de metabdlitos
encontrados foram esterdides, triterpenos, alcaloides (Waltheriona A e Waltheriona
B) e oito flavonodides. E o estudo in vivo por Vasques et al. (1999) com o extrato
etandlico das partes aéreas da W. viscosissima, a qual demonstrou acdo
cardioprotetora (Tabela 1). Os estudos cientificos com W. viscosissima para elucidar
dados obtidos da medicina popular ainda sdo escassos, assim sendo ressaltada a

importancia de que mais pesquisas sejam realizadas.

Figura 7. Distribuigdo mundial do género Waltheria. Disponivel em: http://www.discoverlife.org.
Acesso 24 de maio de 2020.

Figura 8. W. viscosissima.

Fonte: Moreira; Braganca, 2011.


http://www.discoverlife.org/
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Figura 9. Distribuicdo mundial do género W. viscosissima. Disponivel em: http://www.discoverlife.org.
Acesso 24 de maio de 2020.

Como descrito anteriormente por meio dos levantamentos literarios, o Brasil é
caracterizado por apresentar uma grande biodiversidade de plantas, destacando as com
propriedades medicinais, no entanto, muitas destas propriedades conhecidas apenas
pelos ditos populares, a conhecida medicina popular. Dessa forma, umaboa parte
dessa proporcdo de plantas pertencentes a biodiversidade brasileiraainda ndo foram
investigadas em relacdo as suas potencialidades terapéuticas. Dentre as plantas que
apresentam beneficios terapéuticos, a familia Malvaceae vem sendo bastante estudada e
ela € constituida por nove subfamilias, 243 géneros e 4225 espécies, dentre elas a W.
viscosissima, a qual apresenta poucos relatos na literatura acerca das suas
propriedades bioativas. Portanto, € de suma importancia a elucidacdo das propriedades
quimicas e farmacoldgicas para contribuir para a disseminacdo do seu potencial
terapéutico na literatura mundial. Diante do exposto o desenvolvimento da presente tese
permitiu investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatério, bem como os
mecanismos de acdo associados as acdes antinociceptivas, alem do seu possivel papel
antioxidante. Uma vez que o desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-
inflamatdrios tém sido importante objeto de estudo por muitos grupos de pesquisa, e as
plantas medicinais surgem como uma fonte muito promissora de compostos com

propriedades farmacolégicas.


http://www.discoverlife.org/
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3. OBJETIVOS
3.1. GERAIS

e Avaliar a atividade farmacoldgica antinociceptiva, anti-inflamatoria e
antioxidante do extrato etandlico bruto e fracdo alcaldide das partes aéreas da
Waltheria viscosissima em camundongos Swiss (Mus musculus).

3.2 ESPECIFICOS

e Realizar a toxidade aguda e triagem comportamental;

e Auvaliar a atividade antinociceptiva por meio do teste de contor¢do abdominal
induzido por &cido acético e o teste de formalina;

e Auvaliar a atividade anti-inflamatoria por meio do edema de pata induzido por
prostaglandina Ea:

e Investigar a influéncia do extrato e fracdo alcalGide das partes aéreas da Waltheria
viscosissima na migracdo celular no modelo de peritonite induzida pela
carragenina;

e Auvaliar a capacidade antioxidante total (CAOT) e peroxidacdo lipidica extra vitro
do extrato e da fracdo alcalGide das partes aéreas da Waltheria viscosissima no
liquido peritoneal de animais com inflamacao induzida;

e Investigar o mecanismo de acdo da melhor dose através da participacdo de
receptores adenosinérgicos, opioides e canais de K¥arp envolvidos na
antinocicepcdo causada pelo extrato e fracdo alcaldide das partes aéreas da
Waltheria viscosissima no teste da formalina;



MATERIAL E METODOS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus) machos (Figura 10),
albinos com peso variando entre 25 - 30 g, com aproximadamente 2 a 3 meses de idade.
Os animais foram provenientes do Biotério Convencional do laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), da Universidade Federal de Pernambuco
e mantidos em gaiolas de plastico (polipropileno), com grades em INOX, esterilizadas,
respeitando 0 nimero maximo de animais por caixa. Os animais tiveram livre acesso a
agua e racdo do tipo pellets (Purina®) sob condigdes de temperatura entre 21 + 2
°C, com um ciclo de claro e escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 06h00 as 18h00
horas e a fase escura das 18h00 as 06h00 horas em sala reservada com exaustor de
ar. O numero total de animais por grupo experimental foi de 6, sendo uma quantidade
minima para obter relevancia estatistica (p< 0,05), bem como um bom erro padréo,
conforme estudos ja previamentes publicados e dos quais, utilizou- se a mesma
metodologia para testes de atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria preconizadas
neste estudo, como Paiva et al. (2013); Tekulu et al. (2020) e assim evitar necessidades
de retestes. Quanto ao Teste de toxidade aguda foi utilizado um nimero de 3 animais
por grupo, conforme recomendacdo da OECD-OCDE 423 (2001), bem como a
triagem farmacologica, segundo Almeida; Oliveira (2006).

Todos os testes foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal da Paraiba, Brasil para uso de animais em pesquisas certificado
pelo n° 6450091221.

Figura 10. Camundongo Swiss
Fonte: Pereira (2013).



37

4.2 CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram utilizados o Extrato etanolico bruto das partes aéreas da W. viscosissima
(EEBWa.v) e a Fracao alcaloide das partes aéreas da W. viscosissima (FAWa.v) das partes
aéreas da Waltheria viscosissima fornecidos pela equipe da Prof® Dr2 Maria de Fatima
Vanderlei de Souza, do laboratoério de Fitoquimica Professor Dr. Raimundo Braz Filho,
Universidade Federal da Paraiba. Esta pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de
Gestdo de Recursos Genéticos e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen -
A568B8A).

Os testes referentes a atividade psicofarmacoldgica e atividade anti-inflamatéria
foram realizados no Laboratorio de Psicofarmacologia do Instituto de Pesquisa em
Farmacos e Medicamentos, Universidade Federal da Paraiba. As analises da migracdo
celular do teste de atividade anti-inflamatoria ocorreram no Laboratério de
Imunofarmacologia da Universidade Federal da Paraiba e o teste de Capacidade
Antioxidante Total e Peroxidacdo Lipidica foram realizados no Laboratorio de Estudos
Aplicados ao Treinamento Fisico a Performance e Salude, Departamento de Educacao
Fisica, da Universidade Federal da Paraiba, cujos respectivos estudos seguiram o
delineamento experimental esquematizado na figura 11.

Waltheria viscosissima » Extrato Bruto Etandlico » Fracdo Alcaloide
A. St.- Hil. (Malvaceae) (EEBWav) (FAWa.v) ___
—
i

¥

Figura 11. Deliniamento experimental do estudo do EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas da W.
viscosissima

Fonte: adaptado de Viegas, 2022.

Os camundongos foram previamentes alojados em gaiolas de plastico
(polipropileno) com pelo menos 120 min antecedentes ao experimento, com o objetivo

de minimizar possiveis alteracdes comportamentais decorrentes da mudanca de ambiente
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dos animais, permitindo assim, promover a adaptacao a sala de experimentacdo (21 +

2 °C). Os mesmos ficaram sem &gua e racéo por 60 min antes dos testes.

4.3 AVALIACAO DA TOXIDADE AGUDA DO EEBWa.v E FAWa.v

A avaliacdo de toxidade aguda do EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas da W.
viscosissima foi baseada segundo a OECD-OCDE 423 (2001). A qual consiste na diretriz
de determinacdo de toxidade aguda de produtos quimicos a partir de doses previamente
definidas.

Para o presente teste foram utilizados camundongos suicos machos (n=3), tratados
com 2000 mg/kg, administracdo intraperitoneal (Figura 12), do EEBWa.ve FAWa.v. O
grupo controle recebeu solugdo salina a 0,9%. Apds 14 dias foram documentadas

0 nUmero de animais vivos e mortos.

Figura 12. Camundongo Swiss com administracdo intraperitonial.
Fonte: Autor, 2021.

4.4 TRIAGEM COMPORTAMENTAL

4.4.1 Triagem Farmacoldgica comportamental com EEBWa.v

A triagem farmacolodgica foi realizada segundo o protocolo de Almeida;
Oliveira (2006), e consiste em uma técnica experimental simples que viabiliza

verificar o potencial
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terapéutico que o agente teste apresenta e em caso negativo, descarta-lo, assim evitando

desperdicio de tempo, droga e animais em experimentos mais especificos.

Para a avaliacdo do possivel efeito de um composto no SNC, foi tomado
como base o aparecimento de alguns sinais ou mesmo alteragdo do comportamento
de camundongos como descrito no Quadro 1. Foram feitas anotagfes dos parametros
comportamentais em intervalos compreendidos entre 0-30; 31-60; 61-120 e 121-240
minutos apos o tratamento (Almeida; Oliveira., 2006) (Quadro 1). Diante o exposto foi
avaliado a dose de 100 mg/kg como ponto de partida, valor referéncia nas citagdes literais
do género, do extrato etandlico bruto das partes aéreas da W. viscosissima.
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Quadro 1. Protocolo experimental utilizado na triagem farmacoldgica comportamental.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificacdo dos efeitos: (0) sem efeito — (-) efeito diminuido — (+)

efeito presente — (++) efeito intenso

TEMPO

1. SNC:a)- ESTIMULANTE

Até 307

60 120° 180° 2407

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrisais

1. SNC: b) - DEPRESSORA

Até 30°

60 120° 180° 2407

Hipnose

Ptose

Sedacédo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

1. SNCc)-OUTROS
COMPORTAMENTOS

Até 30

60 120 180 240

Ambulagio

Bocejo excessivo

Groming

Rearing

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega

Contorg¢des abdominais

Abducéo das patas do trem posterior

Pedalar

Estereotipia

2. SN AUTONOMO

Até 30

60 120 240

Diarreia

Constipagdo

Defecacdo aumentada

Respiracéo forcada

Lacrimejamento

Micgao

Salivagdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3. MORTE

Até 30°

60 120 180 240

OBSERVACOES:

Fonte: Almeida; Oliveira, 2006.
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4.4.2 Teste Rota Rod com EEBWa.v e FAWa.v

O teste Rota Rod corresponde a uma das principais abordagens acerca da
caracterizacdo comportamental em modelos animais. Esta técnica permite identificar
prejuizos como: ataxia, sedacdo e hiperexcitabilidade, considerados efeitos adversos. O
equipamento utilizado foi o EFF 412 rota-rod para camundongos (Insight-Brasil®)
(Figura 13), o qual mede atividade motora, demonstrando alteragdes de equilibrio e
coordenacao em animais de laboratério. Os animais foram divididos em oito grupos (n=6)
e tal técnica foi realizada apds os animais terem sido tratados com EEBWa.v e FAWa.v
(50, 100, 200 mg/kg) das partes aéreas da W. viscosissima, Diazepam (4 mg/kg) e Solucéo
salina (0,9%), correspondente ao grupo controle, cujo componentes foram administrados
pela via intraperitonial (i.p.). Apds 60 minutos os animais foram colocados com as
quatro patas sobre uma barra giratdria de diametro, elevado a 25 cm do piso, nas rotaces
de 15 e 30 rotagOes por minuto (rpm). Para cada animal foi registrado o tempo de
permanéncia na barra em um periodo de até 3 (trés) minutos (Figura 13), sendo o limite
maximo de trés quedas para cada animal (DUNHAM; MIYA, 1957). Os animais foram

avaliados nos tempos de 60, 90 e 120 minutos apds os tratamentos.

Figura 13. Rota Rod e registrado o tempo de permanéncia.
Fonte: autor, 2021.

4.5 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA COM EEBWa.v E FAWa.v

45.1 Teste das Contor¢des Abdominais Induzido por Acido acético com
EEBWa.ve FAWa.v
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O teste de contor¢des abdominais tem como objetivo avaliar o estimulo nocivo
minimo por meio das contragcbes abdominais (VIDYALAKSHMI et al., 2010). Os
animais foram divididos em oito grupos (n=6) e tratados com EEBWa.v e FAWa.v
(50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), morfina (10 mg/kg, i.p.), Solucdo Salina (0,9%, i.p.),
controle. Estes, apds sessenta minutos receberam a injecdo de &cido acético (0,6%; 10
mg/kg) na cavidade peritoneal. Apés 10 minutos da ministragdo do &cido os animais
foram transferidos para caixas de observacdo, sendo entdo registrado a contagem do
numero de contor¢cbes (Figura 14) ocorridas em um intervalo de tempo pré-
determinado, por vinte minutos, tomada como indice da resposta nociceptiva
(KOSTER, 1959).

Figura 14. ContorcGes abdominais induzido por &cido acético.
Fonte: Autor, 2021.

4.5.2 Teste da Nocicepcao Induzida por Formalina com EEBWa.v e FAWa.v

O teste da formalina foi realizado como descrito por Vaz et al. (1996) que é uma
modificacdo do modelo inicialmente descrito por Hunskaar e Hole (1987). Os animais
foram divididos em oito grupos (n=6) e tratados com EEBWa.v e FAWa.v (50, 100 e 200
mg/kg, i.p.), morfina (10 mg/kg, i.p.), Solucdo Salina (0,9%, ip.), controle. Apos trinta
minutos, foi injetada formalina (20uL, 2,5 %) na regido intraplantar da pata posterior
direita dos camundongos. Apos a injecdo da formalina, os camundongos foram
colocados em um aparato triangular composto por duas paredes espelhadas e uma
de vidro transparente (Figura 15), facilitando a visualizagdo do animal para
cronometrar o tempo de lambida da pata em duas fases (SHIBATA et al., 1989). A
fase neurogénica (0-5 min) ocorre imediatamente ap6s a administracdo da formalina,
provocando uma resposta nociceptiva decorrente da estimulacdo quimica direta dos

nociceptores e liberacdo de aminoacidos excitatorios (TJOLSEN et al., 1992); a inibicéo
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dessa fase é indicativa de drogas analgésicas que atuam em nivel central (HUNSKAAR,;
HOLE, 1987). Depois, ha um periodo chamado de interfase (5-15 min), que é
caracterizado pelos mecanismos enddgenos de supressdo da dor (HENRY et al., 1999;
GAUMOND; SPOONER; MARCHAND, 2007). A fase inflamatéria (15-30 min) é
conhecida por um processo periférico, a qual ocorre liberagdo de mediadores como a

serotonina, histamina, bradicinina e prostaglandina (PARADA et al., 2001).

Figura 15. Aparelho triangular espelhado para teste de Formalina.
Fonte: Autor, 2021.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA COM EEBWa.v E
FAWa.v

4.6.1 Teste de edema de pata Induzida por Prostaglandinas E

A atividade anti-inflamatéria por meio de edema de pata induzido por
prostaglandina E> (PGE2) do EEBWa.v e FAWa.v foi avaliada de acordo com o método
de Campos e Calixto (1995) com modificacfes. Foram avaliados 5 grupos com nimero
de 6 animais, sendo o grupo EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg i.p.), indometacina (10
mg/Kkg, i.p.), Solucdo Salina (0,9%, i.p.), correspondente ao grupo controle, e 0 grupo
basal Salina (Animal sem edema induzido com prostaglandina). Os animais receberam
apos 1 h, com excec¢do o grupo basal, por via intraplantar na pata esquerda para induzir
0 processo inflamatorio, consequentemente a formagdo do edema, 20 pl de salina
tamponada contendo prostaglandinas E> (5 pg /pata). A mensuracdo da pata esquerda e
direita ocorreram no tempo de 15, 30 e 60 min, apos a administracdo da PGE2 e para o
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grupo basal (Figura 16) com auxilio do paquimetro digital e realizado calculo para

determinacéo do resultado final (Pata esquerda - Pata direita).

0 1h 15 min 30 min 60 min
- EEBWa.v(100 mg/kg, i.p.) Ministracdo PGE2  Medicdo Medicdo Medigéo
~FAWa.y (100 mg/kg, i.p.) na pata esquerda
- Indometacina (10 mg/kg, i.p.)

- Solucdo Salina (0,9%,i.p.)
- Basal

Figura 16. Delineamento experimental do teste de edema de pata induzido por PGE2.
Fonte: Autor, 2021.

4.6.2 Teste de Peritonite Induzida por Carragenina

Com a finalidade de avaliar a capacidade da substancia teste em inibir a migracéo
celular apds a administracdo de um estimulo nocivo, utilizou-se 0 modelo de peritonite
induzida por carragenina, pois esta substdncia produz uma resposta inflamatoria
aguda na cavidade peritoneal dos camundongos (HALL et al., 1998).

Para a peritonite induzida por carragenina, os animais foram separados em cinco
grupos (n = 6). Grupo basal (animal sem carragenina), grupo controle, tratado
com solucéo salina (0,9%, i.p.), grupo de intervencdo EEBWa. e FAWa.v (100 mg/kg,
I.p.) € 0 grupo padrdo dexametasona (2 mg/kg, i.p.). Em todos os grupos tratados, com
excecdo do grupo basal, foi adicionado carragenina (solucdo 1%), ap6s 30 minutos
para induzir inflamacdo.

Quatro horas ap6s a administracdo da carragenina, os animais foram eutanasiados
e 300 uL de PBS (phosphate buffer solution) gelado foi injetado na cavidade peritoneal.
Apbs massagem cuidadosa, o peritdnio foi puncionado e o lavado coletado em tubos do
tipo eppendorf e centrifugados (Mettich Zentrifugen®), 3000 rpm por 6 minutos,
temperatura de 4 °C. As células presentes nos pellets foram suspensas e a amostra foi
diluida com a solugéo de Turk 1:10 (Sigma-Aldrich®) em seguida, colocadas em uma

lamela na Camara Newbauer. A contagem foi realizada em um
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microscopio Optico utilizando a objetiva de 40x (Olympus®). Os resultados foram
expressos como numero de células/ml (BASTOS et al, 2007; MELO et al, 2011). O
sobrenadante foi armazenado no freezer em tubos do tipo eppendorf e com protecdo da
luz para serem utilizados para a realizacao dos experimentos de Capacidade Antioxidante

Total, bem como para o teste de peroxidacéo lipidica.

4.7 TESTES DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAOT) COM EEBWa.v
E FAWa.v DO FLUIDO PERITONIAL

A analise da capacidade antioxidante total (CAOT) foi realizada em triplicata
com o liquido peritoneal do grupo de solucédo salina (Basal- animal sem carragenina) e
grupos tratados com solucdo salina (0,9%, i.p.), 0 correspondente ao grupo controle;
grupo de intervencdo EEBWa.v e FAWa.v (100 mg / kg, ip) e dexametasona (2 mg / kg,
i.p.).
A andlise foi baseada no método descrito por  Brand-Williams;
Cuvelier; Berset (1995) no qual uma aliquota de 1,25 mg de 2,2 diphenyl-1-
picrylhydrasyl (DPPH) foi diluida em 100 ml de etanol (alcool etilico absoluto
99,5%), mantida sob refrigeracdo e protegida da luz. Foram adicionados 3,9 ml da
solucdo de DPPH a 100 pl de liquido peritoneal em tubos, que em seguida foram
agitados em vortex e deixados em repouso por 30 minutos. Posteriormente, foram
centrifugados a 10.000 rpm a temperatura de 20 °C por 15 minutos e o sobrenadante
utilizado para a realizacdo da leitura em espectrofotbmetro (Bioespectro® SP-220,
Curitiba, Brasil), a um comprimento de onda de 515 nm. Os resultados foram expressos
como percentual da atividade antioxidante (AOA):
AOA =100 — [DPPH<R]t/ [DPPH*R]B
100

Onde [DPPHeR]t e [DPPH*R]B correspondem as concentracdes de DPPHe
remanescente apés 30 minutos, avaliadas na amostra (t) e no branco (B) preparado com

agua destilada.

4.8 PEROXIDACAO LIPIDICA POR MALONDIALDEIDO (MDA) COM EEBWa.v
E FAWa.v DO FLUIDO PERITONEAL
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A andlise de peroxidacdo lipidica foi realizada em triplicata com o liquido
peritoneal do grupo de solucéo salina (Basal- animal sem carragenina) e grupos tratados
com solucdo salina (0,9%, i.p.), 0 correspondente ao grupo controle; grupo de
intervencdo EEBWa.v e FAWa.v (100 mg / kg, i.p.) e dexametasona (2 mg/kg, i.p.).

O Malondialdeido foi usado como um marcador de peroxidacgdo lipidica, dosado
no liquido peritoneal, de acordo com a metodologia descrita por Ohkawa; Ohishi; Yagi,
(1979). A atividade oxidante foi quantificada a partir da peroxidacéo lipidica do MDA,
por meio da reacdo do &cido tiobarbiturico (TBARS), com os produtos de decomposicao
dos hidroperdxidos. Em seguida, foi incubado em banho- maria a 37 °C por 60 minutos e
a mistura precipitada com acido perclérico a 35% e centrifugada a 14000 rpm por 10
minutos & 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novas aliquotas e adicionado 400ul
de acido tiobarbitlrico a 0,6% e incubado a 95 — 100 °C, por 60 minutos. Apds o
resfriamento, o material foi lido em espectrofotdmetro ultravioleta (Bioespectro, modelo

SP 22, Brasil) a um comprimento de onda de 532 nm, em temperatura ambiente.

4.9 AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA COM EEBWa.v E FAWa.v

4.9.1 Participacdo do Sistema Adenosinérgico

Para o teste de mecanismo pelo sistema adenosinérgico seguiu-se 0 modelo
experimental de formalina, onde foi utilizado a cafeina como antagonista néo- seletivo
de receptores da adenosina para a determinacdo de um possivel envolvimento do sistema
de receptores adenosinérgicos no efeito antinociceptivo da W. viscosissima (ESSER;
SAWYNOK, 2000). Para investigar tal mecanismo antinociceptivo do EEBWa.v e
FAWa.v foi selecionado a dose de 100 mg/kg.

Os animais foram divididos em sete grupos (n=6), os quais receberam EEBWa.v
e FAWa.v (100 mg/kg, i.p.); morfina (10 mg/kg, i.p.), cafeina (10 mg/kg, i.p.); EEBWa.v
(100 mg/kg, i.p.) + cafeina (10 mg/kg, i.p.); FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) + cafeina (10
mg/kg, i.p.); Solucdo Salina (0,9%, ip.), correspondente ao grupo controle. Os grupos
EEBWa.v + cafeina e FAWa.v + cafeina foram pré-tratados com cafeina quinze minutos
antes da administragdo do EEBWa.v e FAWa.v. Ap0s trinta minutos
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destes tratamentos, os animais foram submetidos ao teste da formalina (TJOLSEN et al.,
1992).

4.9.2 Participacao do Sistema opioide

A fim de avaliar a participacdo do sistema opioide sobre o efeito antinoceptivo do
EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas da W. viscosissima, foi utilizado a naloxona, um
antagonista opidide ndo-seletivo (JIN et al.,, 2010). Para investigar tal mecanismo
antinociceptivo do EEBWa.v e FAWa.v foi selecionada a dose de 100 mg/kg.

Os animais foram divididos em oito grupos (n=6), os quais receberam EEBWa.v e
FAWa.v (100 mg/kg, i.p.); Naloxona (5 mg/kg, i.p.); morfina (10 mg/kg, i.p.); EEBWa.v
(100 mg/kg, i.p.) + Naloxona (5 mg/kg, i.p.); FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) + Naloxona (5
mg/kg, i.p.); Morfina (10 mg/kg, i.p.) + Naloxona (5 mg/kg, i.p.); Solucéo Salina (0,9%,
I.p.), correspondente ao grupo controle. Os grupos EEBWa.v (100 mg/kg, i.p.) + Naloxona
(5 mg/kg, i.p.); FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) + Naloxona (5 mg/kg, i.p.); Morfina (10 mg/kg,
i.p.) + Naloxona (5 mg/kg, i.p.) foram pré-tratados com Naloxona quinze minutos antes
da administracdo do EEBWa.v, FAWa.v e Morfina. Apds trinta minutos destes

tratamentos, os animais foram submetidos ao teste da formalina (TJOLSEN et al., 1992).

4.9.3 Participagdo dos Canais de K*atp

Com o objetivo de verificar o envolvimento dos canais de K arp na atividade
antinociceptiva do EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas da W. viscosissima, foi utilizada
a glibenclamida, pertencente ao grupo farmacoldgico das sulfoniluréias, que bloqueiam
especificamente estes canais sensiveis a potassio (OCANA et al., 2004; LOPES et al.,
2012). Para investigar esse mecanismo antinociceptivo do EEBWa.v e FAWa.v foi
utilizado a dose de 100 mg/Kkg.

Os animais foram divididos em sete grupos (n=6), os quais receberam EEBWa.v e
FAWa.v (100 mg/kg, i.p.); glibenclamida (10 mg/kg, i.p.); morfina (10 mg/kg, i.p.);
EEBWa.v (100 mg/kg, i.p.) + glibenclamida (10 mg/kg, i.p.); FAWa.v (100 mg/kg, i.p.)
+ glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) e Solucdo Salina (0,9%, i.p.) correspondente ao grupo
controle. Os grupos EEBWa.v + glibenclamida e FAWa.v + glibenclamida foram pré-
tratados com glibenclamida quinze minutos antes da administracdo do EEBWa.v e
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FAWa.v. Apos trinta minutos destes tratamentos, os animais foram submetidos ao teste
da formalina (TJOLSEN et al., 1992).

4. 10 METODO DE EUTANASIA

Os animais foram eutanasiados seguindo as recomendac0es da Lei n. 11.794/2008,
do Decreto n. 6.899/2009 e demais disposicdes legais pertinentes ao escopo da Lei
n. 11.794/2008. Sendo os procedimentos realizados por pessoas capacitadas. Apds o
periodo experimental, os camundongos foram pré- anestesiados com acepromazina (3
mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100 mg/kg)
e cloridrato de xilazina (20 mg/kg) por via intraperitoneal, em dose suficiente para
eliminar o reflexo corneal (REV. ASSOC. MED. BRAS. 2010). Apds a auséncia do
reflexo corneal, administrou-se 2 mL/kg de cloreto de potassio e os camundongos foram
eutanasiados por deslocamento cervical (Association American Veterinary Medical
— AVMA, 2013; DAMY etal., 2010). Todos os procedimentos desta pesquisa do
inicio até 0 momento da eutanasia foram realizados para evitar o sofrimento, reduzir o

desconforto e dor dos animais.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

O método de Anélise de Variancia (ANOVA) “One-way” foi aplicado na analise
de dados paramétricos e ndo paramétricos, os quais foram obtidos a partir da realizacéo
do teste de normalidade de D’Agostino-Pearson. O teste estatistico de Kruskal-Wallis
seguido do teste de Dunnett foi utilizado na analise de dados ndo paramétricos e Boferroni
para o0s testes paramétricos, além da realizacdo de multiplas comparac@es. Os resultados
foram expressos com a média £+ SEM e foram avaliados estatisticamente usando
o software Prism v.9.0 e SPSS 11.5. Sendo considerados significativos os dados, caso o
nivel de significancia fosse menor do que p <0,05.

A porcentagem de inibicdo nos testes de mecanismo foi determinada pela
comparacdo entre as medias do grupo controle e experimental, calculadas conforme
a equacdo descrita abaixo (OLORUKOOBA; ODOMA, 2019).

(Média do grupo controle) - (Média do grupo experimental)

Percentagem de inibi¢do = x 100
Média do grupo controle
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5 RESULTADQOS

5.1 AVALIACAO DA TOXIDADE AGUDA DO EEBWa.v E FAWa.v

A avaliacdo de toxidade do EEBWa.v e FAWa.v foi baseada segundo a OECD-
OCDE, 423 (2001). Pode-se observar que a administracdo de EEBWa.v e FAWa.v na
dose de 2.000 mg/kg ndo foi capaz de produzir qualquer sinal de toxicidade, como:
alteracbes na pele, olhos e mucosas, alteracfes cardiorrespiratoria, comportamental e
motoras; e ndo houve mortes durante o periodo de 14 dias.

5.2 TRIAGEM COMPORTAMENTAL

5.2.1 Triagem Farmacoldgica Comportamental com EEBWa.v

A triagem farmacologica foi realizada segundo Almeida et al. (2006) para avaliar
o0 possivel efeito de um composto no Sistema Nervoso Central (SNC). Pode-se observar
que o EEBWa.v (100 mg/kg) promoveu alteragcbes comportamentais como sedacao, a qual
apresentou efeito presente (+) ao longo dos 30 minutos, analgesia, efeito presente (+)
ao longo dos 60 minutos e resposta ao toque diminuida intenso (++) ao longo dos 240
minutos de experimento, cujas caracteristicas encontram-se referentes a atividade
depressora do Sistema Nervoso Central (Quadro 2). Para as demais alteragdes da triagem
farmacoldgica comportamental o EEBWa.v (100 mg/kg) se mostrou sem efeito. Quadro

2. Triagem Farmacoldgica Comportamental do extrato bruto (100 mg/kg, i.p.) das partes

aéreas da W. viscosissima.

TEMPO (min)
SNC (Depressora)
Até 30 60 120 180 240
Sedagdo +
Analgesia + +
Resposta ao toque ++ ++ ++ ++ ++
diminuida

Quantificacao dos efeitos: (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

5.2.2 Rota Rod com EEBWa.v e FAWa.v
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No teste de Rota Rod nenhuma das doses do EEBWa.v e FAWa.v (50,100,200
mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente o tempo de permanéncia dos animais
na barra de rotacdo, quando comparado ao controle, assim ndo apresentando prejuizos
como: ataxia, sedacao e hiperexcitabilidade, considerados efeitos adversos (Figura 17). E
pode-se observar que o diazepam apresentou tempo de permanéncia significativamente
menor no tempo de 30 minutos quando comparado ao grupo controle, p < 0,05, e para o

EEBWa.v (100 e 200 mg/kg) com p < 0,05 e p < 0,01, respectivamente.

Teste Rota-rod
250

Controle
200+ 4
Diazepam
EEBWa.v 50
EEBWa.v 100
EEBWa.v 200
FAWa.v 50
FAWa.v 100

FAWa.v 200

150- x nBUANr

100+

N

50+

Tempo de Permanéncia (S)
ODBEEOBEDEN

0= L .
30 60
Tempo (Min)

Figure 17. Efeito do tratamento com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (50, 100 e
200 mg / kg, i.p.), diazepam (4 mg / kg, i.p.) e solucdo de NaCl (0,9% i.p.), controle, no teste de Rota rod.
Cada coluna representa £ S.E.M. (n = 6) (One-way ANOVA - Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunnett) * p <0,05 versus controle e # p <0,05 e ## p <0,01 versus Diazepam.

5.3 ESTUDO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA COM EEBWa.v E FAWa.v

5.3.1 Teste das contor¢des abdominais induzido por acido acético

Todos os grupos tratados com a W. viscosissima e morfina tiveram menos
contorgdes abdominais em comparagdo com o grupo ndo tratado. No entanto, pode-se
observar na Figura 18 que os grupos tratados com EEBWa.v nas doses de 50 e 100
mg/kg diminuiram significativamente o numero de contor¢fes abdominais (0,0 £ 0,5 e
0,0 = 0,54, respectivamente) quando comparados com o grupo controle. O grupo

FAWa.v na dose de 100 mg/kg revelou maior potencial ativo (0,0 £ 0,33) quando
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comparado ao grupo controle, bem como apresentou um menor nimero de contorgdes
abdominais quando comparado ao grupo tratado com dose de 200 mg/kg do FAWa.v (0,0
+12,42). No grupo da morfina (10 mg / kg, i.p.) ndo houve contorcdes (0,0 + 0,0) (Figura
18).
Teste de contorgoes abdominais por acido acético

25—
20- #
154

10

Numero de contor¢oes abdominais

Figura 18. Efeito do tratamento com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (50, 100 e
200 mg / kg, i.p.); morfina (10 mg / kg, i.p.); solucdo de NaCl (0,9% i.p.), controle; no teste de contorgdes
abdominais induzidas por &cido acético. Cada coluna representa £ S.E.M. (n = 6) (One-way ANOVA -
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 versus controle e ## p
<0,01 versus FAWa.v 100.

5.3.2 Teste da Nocicepc¢do Induzida por Formalina

O tratamento com EEBWa.v, nas doses de 50 e 200 mg/kg reduziu
significativamente (15,0 + 2,98 e 15,3 * 3,8 s, respectivamente), a quantidade de tempo
gue os animais passaram lambendo a pata traseira na fase neurogénica do teste comparado
ao controle (70,0 + 11,6 s) (Figura 19A). Porém, na fase inflamatdria do teste, apenas a
dose de 100 mg / kg de EEBWa.v se mostrou estatisticamente relevante (51,0 + 16,9 s)
na reducdo do tempo de lambida em relagcdo ao grupo controle (246,0 + 23,9 s) (Figura
19B).

No tratamento com FAWa.v, apenas a dose de 100 mg/kg foi capaz de diminuir
significativamente o tempo de lambida na fase inflamatoria do teste (41,0 + 14,0 s) em
relacdo ao grupo controle (246,0 + 23,9 s) (Fig. 19B). Essa mesma dose teve significancia
no numero de lambidas de pata quando comparada a dose de 200 mg/kg de EEBWa.v. No
grupo tratado com morfina (10 mg / kg, i.p.) a dor foi significativamente inibida em ambas

as fases em comparacdo ao grupo controle (0,0 + 0,0 s) (Figura 19A e Figura 19B).
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Figura 19. Efeito do tratamento com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (50, 100 e
200 mg / kg, i.p.); morfina (10 mg/kg, i.p.) e solucdo de NaCl (0,9% i.p.), controle; no tempo de lambida
da pata nas fases neurogénicas (0-5 min) e fases inflamatérias (15-30) do teste da formalina. Cada coluna
representa + S.E.M. (n = 6) (One way ANOVA - Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 vs controle e # p <0,05 versus FAWa.v.

EEBWa.v e FAWa.v na dose de 100 mg/kg mostraram-se significantes nos estudos
qguando comparados ao controle na fase inflamatoria, assim seguiram preferencialmente
para o teste de edema de pata induzida por prostaglandina e peritonite induzida por
carragenina, cuja mesma avalia o controle da dor por acdo periférica, e para os testes de

possiveis mecanismos de acdo antinociceptivo.

5.4 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA COM EEBWa.v E
FAWa.v

5.4.1 Teste de Edema de Pata Induzido por Prostaglandinas Ez

Os resultados do edema de pata induzido por prostaglandina E> demonstram que
nos primeiros 15 minutos ap6s a provocagdo com prostaglandina os grupos tratados com
EEBWa.v na dose de 100 mg/kg (4,45 = 0,36 mm), FAWa.v na dose de 100 mg/kg (2,6 +
0,50 mm) e a indometacina (10 mg/kg) (2,10 £ 0,58 mm) diminuiram o edema da pata
em 6%, 45% e 55,6%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (4,73
*+ 0,51 mm) (Figura 20A). O grupo salina (0,48 + 0,09 mm), grupo sem inflamacé&o

induzida, se mostrou significante quando comparado ao grupo controle (4,73 + 0,51
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mm) e ao grupo tratado com o EEBWa.v na dose de 100 mg/kg (4,45 + 0,36), com p<0,01
para ambos (Figura 20A). O grupo indometacina (10 mg/kg) se mostrou significativo
quando comparado ao grupo controle (p<0,05).

No segundo momento de observacdo, apds 30 minutos da provocagdo com
prostaglandina, os grupos tratados com EEBWa.v na dose de 100 mg/kg (3,5 = 0,57 mm),
FAWa.v na dose de 100 mg/kg (1,67 £ 0,15 mm) e a indometacina (10 mg/kg) (2,63 *
0,43 mm) diminuiram o edema da pata em 28,9%, 66% e 46,5%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (4,92 + 0,30 mm), sendo significante para o grupo FAWa.v
(p<0,05) (Figura 19B). O grupo salina (1,11 = 0,25 mm), grupo sem inflamacao induzida,
se mostrou significante quando comparado ao grupo controle (4,92 = 0,30 mm) (Figura
20B). O grupo indometacina (10 mg/kg) se mostrou significativo quando comparado ao
grupo controle (p<0,05).

Os grupos tratados com EEBWa.v na dose de 100 mg/kg (1,25 + 0,18 mm), FAWa.v
na dose de 100 mg/kg (1,39 £ 0,23 mm) e a indometacina (10 mg/kg) (0,9 + 0,14 mm)
diminuiram o edema da pata em 61,5%, 57,2% e 72,3%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle (3,25 + 0,17 mm), apds 60 minutos da provocagdo com
prostaglandina (Figura 20C), com relevancia estatistica para o grupo tratado com
indometacina (p< 0,05) (Figura 20C). O grupo salina (0,41 £ 0,03 mm), sem
inflamacdo induzida, se mostrou significante quando comparado ao grupo controle
(3,25 £ 0,17 mm) (Figura 20C).

15 MINUTOS 30 MINUTOS 60 MINUTOS

(©

Edema de pata (mm)

Figura 20. Atividade anti-inflamatéria por edema de pata induzido por prostaglandina E; em animais
tratados com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg/kg, i.p.), Indometacina (10
mg/kg, i.p.) e solucdo de NaCl (0,9% i.p.), controle. O grupo Salina (animal sem prostaglandina e apenas
com salina). Cada coluna representa + S.E.M. (n = 6) (One way ANOVA - Kruskal-Wallis seguido pelo
teste de Dunnett) *p <0,05, ** p <0,01, **** p <0,0001 versus controle e ## p <0,01 versus salina.
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5.4.2 Teste de Peritonite Induzida por Carragenina

Os resultados da inflamag&o peritoneal induzida por Carragenina mostraram que
na dose de 100 mg/kg, EEBWa.v e FAWa.v foram capazes de inibir a migracao de células
para a cavidade peritoneal com p <0,05 (2,2 + 0,44) e p <0,01 (2,0 £ 0,5), respectivamente,
quando comparado ao grupo controle (6,9 + 0,82). Além disso, essa agdo foi
estatisticamente semelhante ao grupo tratado com dexametasona que foi utilizada como

controle positivo e também foi capaz de promover reducdo da migracéo celular (Figura
21).

Peritonite induzido por carragenina
15+

Células x 10%/ml

Figura 21. Atividade anti-inflamatéria por migracdo celular em animais tratados com o EEBWa.v e a
FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg/kg, i.p.), dexametasona (2 mg/kg, i.p.) e solugdo de NaCl
(0,9% i.p.), controle. O grupo Salina (animal sem carragenina e sem intervenc¢do). Cada coluna representa £
S.E.M. (n = 6) (One way ANOVA - Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) *p <0,05, ** p <0,01, *** p
<0,001 versus controle.

5.5 TESTES DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (CAOT) COM EEBWa.v
E FAWa.v NO FLUIDO PERITONEAL

No teste da CAQOT do fluido peritoneal, foi demonstrado que EEBWa.v na dose de 100
mg/kg apresentou atividade antioxidante superior em relacdo aos grupos controle e dexametasona
(p <0,05 e p <0,01, respectivamente). Os valores da FAWa.v na dose de 100 mg/kg ndo foram
estatisticamente maiores do que a dexametasona, conforme mostrado na Figura 22. Além disso,
a acéo antioxidante de EEBWa.v na dose de 100 mg/ kg foi estatisticamente semelhante a FAWa.v na
dose de 100 mg / kg (Figura 22).
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Capacidade Antioxidante Total (CAT)

Mesnsuramento CAT (M)

Figura 22. Capacidade antioxidante total (CAOT) no fluido peritoneal de camundongos saudaveis com
inflamag&o induzida por carragenina tratados com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima
(100 mg / kg, i.p.), dexametasona (2 mg / kg, i.p.) e solucdo de NaCl (0,9% i.p.), controle. O grupo da
solugdo salina (animal sem carragenina e sem intervencdo). Cada coluna representa + S.E.M. (n = 6). Os
resultados foram analisados por Boferroni. *p <0,05, versus controle e ## p <0,01 versus dexametasona.

5.6 PEROXIDACAO LIPIDICA POR MALONDIALDEIDO — MDA COM EEBWa.v
E FAWa.v NO FLUIDO PERITONIAL

A dexametasona inibiu 0 MDA, mas nao foi superior ao grupo salina, porém
foi similar ao grupo controle (Figura 23). Pode-se observar que 0s animais tratados
com EEBWa.v e FAWa.v ndo foram capazes de inibir a peroxidacdo lipidica no fluido

peritoneal, quando comparados ao grupo controle e ao grupo salina (Figura 23).
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Figura 23. Peroxidacéo Lipidica por MDA no fluido peritoneal de camundongos saudaveis com inflamag&o
induzida por carragenina tratados com EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg /
kg, i.p.), dexametasona (2 mg / kg, i.p.) e solu¢do de NaCl (0,9% i.p.), controle. O grupo da solucéo salina
(animal sem carragena e sem intervencdo). Cada coluna representa = S.E.M. (n = 6). Os resultados foram
analisados por Boferroni. * p <0,05, versus controle e ## p <0,01 versus dexametasona.

5.7 AVALIACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NA
ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA COM EEBWa.v E FAWa.v

5.7.1 Participacao do Sistema Adenosinérgico

Na tabela 2 pode-se observar que o pré-tratamento com cafeina (10 mg/kg, i.p.),
tanto na fase neurogénica quanto na fase inflamatéria, ndo foi capaz de reverter o
efeito antinociceptivo do EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg, i.p.), mas se mostrou
significativamente menor o tempo de lambida quando comparado ao grupo controle na
fase inflamatéria. O grupo morfina apresentou redugdo significativa no tempo de
lambida em ambas as fases (0,0 £ 0,0 e 0,0 £ 0,0) e os grupos pré-tratados com cafeina

apresentaram relevancia significativa (p<0,05) quando comprado ao controle (Tabela 2).
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Tabela 2. Avaliacdo do mecanismo de acdo pela participacdo do sistema adenosinérgico
do EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima.

Tratamento Dose Fase % Fase %
(mg/kg, i.p.) Neurogénica Inibicdo Inflamatéria Inibicéo
Controle 0,9 % NaCl 63,2+5,4(s) - 171,0+ 10,2 (s) -
Cafeina 10 54,7+ 3,7 (5) 135 169,0 + 16,0 (5) 1,2
EEBWa.v 100 56,0 + 6,2 () 114 98,5+9,1(s) 42,4
FAWa.v 100 32,0+ 4,8(s) 49,4 73,0+ 14,0 (5) 57,3
EEBWa.v + 100; 10 495+2,0(s) 21,7 44,2 £ 4.2 (s)* 74,2
Cafeina
FAWa.v + 100; 10 43,2+ 0,61 (s) 31,6 30,0 £ 4,0 (s)* 82,5
Cafeina
Morfina 10 0,0+0,0(s)* 100 0,0+0,0(s)* 100

EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg / kg, i.p.), Cafeina (10 mg / kg, i.p.),
morfina (10 mg / kg, i.p.) e controle (Tratado com solucéo de NaCl a 0,9%, i.p.) no tempo de lambida da
pata na fase neurogénica (0-5 min) e fase inflamatoria (15-30) do teste da formalina e considerando % como
percentual de inibicdo da dor quando comparado ao grupo controle. Os resultados sdo representados por +
S.E.M. (n = 6) (One way, ANOVA- Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) *p <0,05 versus o
controle.

5.7.2 Participacao do Sistema opioide

Na Tabela 3 pode-se observar que o pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg,
i.p.), tanto na fase neurogénica como na fase inflamatéria do teste de nocicepgédo
induzida por formalina, ndo foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo do EEBWa.v
(100 mg/kg, i.p.), mas apresentou-se significante na reducdo do tempo de lambida da
pata quando comparado ao grupo controle (p<0,001). Em contrapartida o pré-
tratamento com naloxona nos animais tratados com a FAWa.v (100 mg/kg, i.p.)
diminuiu o percentual de inibi¢do da dor na fase neurogénica de 69,4 % para 22,2%, e
na fase inflamatoria de 67,8% para 5,4% (Tabela 3). Assim como pdde-se observar que a
naloxona reverteu a acdo antinociceptiva da morfina de 100% para 43%, fase
neurogénica, e de 100% a 50,9%, fase inflamatoria (Tabela 3). O grupo EEBWa.v +
Naloxona (87%) apresentou percentual de inibicdo estatisticamente superior que o
grupo FAWa.v + Naloxona, (5,4%) (Tabela 3). O grupo morfina (0,0+0,0e0,0+0,0) e
FAWa.v (22,0 + 1,4 e 63,0 = 4,3) apresentaram reducdo significativa no tempo de
lambida de pata no teste de formalina, em ambas as fases, quando comparado ao
controle (72,0 £ 4,7 e 195,5 £ 5,9) (Tabela 3).



39

Tabela 3. Avaliacdo do mecanismo de acdo pela participacdo do sistema opioide do EEBWa.v e
FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima.

Tratamento Dose Fase % Fase %
(mg/kg, i.p.) Neurogénica Inibicdo inflamatéria Inibicio
Controle 0,9 % NaCl 72,0+ 4,7 (s) - 195,5+5,9 (s) -
Naloxona 5 64,0+ 4,3 (s) 111 133,5+8,5(s) 31,7
EEBWa.v 100 33,5+3,3(9) 53,5 85,0+ 5,1 (s) 56,5
FAWa.v 100 22,0+ 1,4 (5)* 69,4 63,0 £ 4,3 (5)* 67,8
EEBWa.v + 100; 5 8,5 3,7 (s)** 88,2 25,5 £ 6,13 (5)** a 87,0
Naloxona
FAWa.v + 100; 5 56,0 £ 5,7 (5) 22,2 185+ 7,0 (s) 54
Naloxona
Morfina + 10;5 41+54 (s) 43,0 96,0+5,2 (s) 50,9
Naloxona
Morfina 10 0,0 £ 0,0 (s)**** 100 0,0 £ 0,0 (s)**** 100

EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg / kg, i.p.), Naloxona (5 mg/kg, i.p.),
morfina (10 mg / kg, ip) e controle (Tratado com solugdo de NaCl a 0,9%, i.p.) no tempo de lambida da
pata na fase neurogénica (0-5 min) e fase inflamatoria (15-30) do teste da formalina e considerando % como
percentual de inibicdo da dor quando comparado ao grupo controle. Os resultados séo representados por +
S.E.M. (n = 6) (One way, ANOVA- Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) *p <0,05, ** p

<0,01, *** p <0,001 versus o controle, ?p < 0,05 versus FAWa.v + Naloxona.

5.7.3 Participacao dos Canais de K*atp

Os resultados contidos na Tabela 4 sdo referentes aos dados obtidos do EEBWa.v
e FAWa.v na investigacdo do mecanismo de acdo com o uso da glibenclamida,
bloqueador dos canais de K¥atp, durante a fase neurogénica e inflamatéria do
teste de nocicepc¢do induzida por formalina. Os resultados demonstram que o pré-
tratamento com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) reverteu parcialmente a acao
antinociceptiva nos animais tratados com EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) na fase
neurogénica, sendo a reducdo do percentual de inibicdo da dor de 53,5% para 40,3% e de
69,4% para 38,9%, respectivamente (Tabela 4). J& na fase inflamatoria o pre-tratamento
com glibenclamida (10 mg/kg, i.p.) demonstrou uma reducdo de percentual de inibicéo
de 56,5% para 7,9% e 67,8 para 19,4%, nos animais tratados com EEBWa.v e FAWa.v
(100 mg/kg, i.p.), respectivamente, conforme demostrado na Tabela 4. No que se refere
ao tempo de lambida da pata traseira pode-se observar que os grupos tratados apenas
com EEBWa.v e FAWa.v na dose 100 mg/kg e morfina (10 mg/kg, i.p.) apresentaram
reducdo no tempo de lambida significativa quando comparado ao grupo controle (p <0,05,

p <0,01 e p <0,001, respectivamente).
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Tabela 4. Avaliacdo do mecanismo de acdo pela participa¢do dos Canais de K*arp do EEBWa.v
e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima.

Tratamento Dose Fase Neurogénica % Fase %
(mg/kg, i.p.) Inibicdo | Inflamatéria Inibicao
Controle 0,9 % NaCl 72,0+ 4.7 (3) - 1955+ 5,9 (s) -
Glibenclamida 10 32,0+ 3,4 (5)*** 55,6 120,0 £ 14,6 (s) 38,6
EEBWa.v 100 33,5+3,3(s)* 53,5 85,0+5,1 (5)* 56,5
FAWa.v 100 22,0+ 1,4 (s)** 69,4 63 +5,3 (s)** 67,8
EEBWa.v + 100; 10 43,0+ 4,3 (5) 40,3 180,0 £ 4,3 (s) 79
glibenclamida
FAWa.v + 100; 10 44,0+ 3,8 (s) 38,9 157,5+ 20,1 (s) 194
glibenclamida
Morfina 10 0,0 £0,0 (s)*** 100 0,0 £0,0 (s)**** 100

EEBWa.v e FAWa.v das partes aéreas de W. viscosissima (100 mg / kg, i.p.), Glibenclamida (10 mg/kg,
i.p.), morfina (10 mg / kg, i.p.) e controle (Tratado com solugéo de NaCl a 0,9%, i.p.) no tempo de lambida
da pata na fase neurogénica (0-5 min) e fase inflamatéria (15-30) do teste da formalina e considerando %
como percentual de inibicdo da dor quando comparado ao grupo controle. Os resultados séo representados
por £ S.E.M. (n = 6) (One way, ANOVA- Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunnett) *p <0,05, ** p
<0,01, *** p <0,001 versus o controle.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo mostraram atividades antinociceptiva, anti-
inflamatdria e antioxidante das partes aéreas da W. viscosissima, assim como possiveis
mecanismos de acdo antinociceptivo.

No teste de triagem comportamental por Rota Rod, nenhuma das doses
do EEBWa.v (50, 100 e 200 mg / kg) e FAWa.v (50, 100 e 200 mg / kg) foi capaz de
reduzir o tempo de permanéncia dos animais na barra de rotacdo quando comparado ao
controle. Esse resultado sugere que o material botanico ndo induz alteragcbes motoras,
ataxia, sedacdo e hiperexcitabilidade, os quais correspondem a efeitos adversos de um
farmaco ou composto ativo (Figura 17). O presente estudo também revelou que o
EEBWa.v e a FAWa.v na dose de 2000 mg/kg ndo promoveu toxicidade aguda (OECD-
OCDE, 2001). Dado este relevante e pioneiro, visto que ndo ha citacdo literaria
de estudos de toxidade com W. viscosissima.

O teste de contor¢des abdominais com acido acético é descrito na literatura como
modelo classico de nocicepcao para substancias com propriedades analgésicas que atuam
de forma central ou perifericamente (BORGES et al., 2013). O &cido acético provoca uma
irritacdo no peritdnio, induzindo o animal a contor¢des abdominais e estiramento da pata
traseira (COLLIER et al., 1968).

Assim a avaliacdo antinociceptiva, usando o teste de contor¢des abdominais
induzido por &cido acético, mostrou uma reducéo significativa no namero das contor¢cdes
abdominais nos animais tratados, tanto com o EEBWa.v nas doses de 50 e
100 mg/Kg, como nos tradados com a FAWa.v na dose de 100 mg/kg, quando comparados
ao grupo controle (Figura 18). Resultados semelhantes foram observados em outros
estudos in vivo usando o extrato bruto da W. indica L. nas doses 100, 200 e 300 mg/kg
(YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016) e W. americana nas doses 100 e 200 mg/kg
(OWEMIDU ET AL., 2018), que mostrou uma redugdo significativa no nimero de
contorgdes abdominais no teste de &cido acético.

A FAWa.v na dose de 100 mg/kg teve melhor desempenho, menor nimero de
contorgdes abdominais, do que a dose de 200 mg/kg da FAWa.v. (Figura 18) sugerindo
que a atividade antinociceptiva ndo tem resposta de forma dose-dependente, ou seja, a
intensidade da resposta da FAWa.v ndo é proporcional a dose administrada, ou podendo
sugerir atraves da curva dose-resposta o efeito platé na dose de 100 mg/kg. A reducédo

dessas contor¢des abdominais foi observada em animais tratados com morfina, que se
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caracteriza como um alcal6ide, substancia bioativa padrdo na inibicdo da dor
(SVERRISDOTTIR et al., 2015). Essa composi¢do da morfina d& suporte a atividade
antinociceptiva da FAWa.v, que é uma mistura de alcaloides, dentre eles a waltheriona A
e waltheriona B (FERREIRA et al., 2019).

Em geral, o &cido acético causa dor ao liberar diversas substancias endégenas
como serotonina, histamina, bradicininas, citocinas, prostaglandinas (PGs) e substancia
P. Esses mediadores quimicos estimulam neurénios nociceptivos periféricos que
aumentam a permeabilidade vascular sensibilizando localmente receptores peritoneais
que sdo responsaveis pela ativacao da resposta de contorcdo (BENTLEY, 1983; KHAN
et al, 2013; BORGES et al., 2013; YOUGBARE-ZIEBROU, 2016). O resultado obtido
nesse estudo indica que a W. viscosissima tanto pode impedir a liberacdo de mediadores
inflamatdrios, através da acdo periférica, quanto apresentar um efeito antinociceptivo
central, sendo assim, procedeu-se com meétodos mais especificos para melhor
caracterizacdo deste efeito, atraveés do teste de formalina (SHIBATA et al., 1989;
TIJOLSEN et al., 1992).

O teste de formalina corresponde a um modelo quimico de nocicepc¢éo que fornece
uma resposta com maior especificidade para avaliacdo da inibicao da dor, cujo objetivo é
obter critérios para avaliacdo da atividade nociceptiva, através da fase neurogénica (0-5
min), a qual ocorre de forma imediata, através de resposta central decorrente a
estimulagdo quimica direta dos nociceptores, predominantemente aferentes, e liberacdo
de amino&cidos excitatorios, como ocorre com agonistas opioides, por exemplo, a morfina
(TJOLSEN et al., 1992), onde a inibicdo dessa fase é indicativo de potencial bioativo
analgésico que atuam em acdo central (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Apos esta fase
inicia-se o periodo de interface (5-15min) que se caracteriza pelo mecanismo enddgeno
de supressdo da dor (HENRY et al., 1999; GAUMOND; SPOONER; MARCHAND,
2007). A fase inflamatoria (15-30 min) promove a liberacdo de mediadores inflamatorios
como a serotonina, histamina, bradicinina, citocinas e prostaglandinas (PARADA et al.,
2001).

Foi verificado que o tratamento com o EEBWa.v, nas doses de 50 e 200 mg/kg
reduziu significativamente a quantidade do tempo que os animais passaram lambendo a
pata traseira na fase neurogénica do teste em comparacdo ao controle (Figura 19A),
revelando resposta central para supressdao da dor. Porém, na fase inflamatdria do teste,
apenas a dose de 100 mg/kg do EEBWa.v se mostrou relevante na diminuicdo do tempo

de lambida em comparacdo ao grupo controle (Figura 19B). Esses resultados podem ser
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comparados com outros estudos utilizando o extrato bruto da W. americana nas doses de
100 e 200 mg/kg, que elucidou a supresséo da dor tanto na fase neurogénica quanto na
inflamatoria (OWEMIDU et al., 2018). A FAWa.v na dose de 100 mg/kg foi capaz de
diminuir significativamente o tempo de lambida na fase inflamatdria do teste em relacéo
ao grupo controle (Figura 19B), revelando acgéo periférica no controle da dor nesta dose.
E muito importante ressaltar que uma dose de 100 mg/kg da fragéo foi superior a uma
dose de 200 mg / kg EEBWa.v. (Figura 19B).

O potencial anti-inflamatério do EEBWa.v e FAWa.v na dose de 100 mg/kg
mostrou-se significativo no estudo quando comparado ao controle, na fase inflamatéria
no teste de formalina (Figura 19B). Assim procedeu-se com esta dose para 0s estudos
especificos de inflamacdo e mecanismo, visto que correspondeu a dose que melhor
revelou bioatividade ao longo dos estudos.

Existe uma relacdo estreita entre a dor e inflamagéo, normalmente, quando ocorre
dano tecidual, assim sendo classificada como dor inflamatoria (nociceptiva) (RAJA et al.,
2020). A inflamacéo aguda é uma reacao da microcirculacdo, caracterizada pela producéo
exacerbada de prostaglandinas, decorrente ao aumento da expressdo de COX-2, enzima
responsavel pela produgdo da mesma. Além disso, a inflamacdo aguda é marcada pelo
envolvimento da imunidade inata, primeira linha de defesa do organismo, com
participacdo de células mieloides como neutrdéfilos e baséfilos, 0s quais sdo importantes
para proporcionar a retomada da homeostase (ARULSELVAN et al., 2016;
YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016). Diante do supracitado, escolheu-se para
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria o modelo de pata induzido por prostaglandina E:
e peritonite induzido por carragenina.

No teste de edema de pata induzido por prostaglandina Ez, que corresponde a um
mediador inflamatorio lipidico sintetizado a partir do acido araquidénico, pela acéo da
enzima COX-2 (PARADA et al., 2001; YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016), pode-se
observar que o EEBWa.v e a FAWa.v diminuiram a formac&o do referido edema de pata
induzida por PGE2, em 6% e 45%, 28,9% e 66%, 61,5% e 57,2%, respectivamente,
durante todo periodo de observacdo (15, 30 e 60 min, respectivamente) quando
comparado ao controle. Este efeito na diminuicdo do edema de pata também pode ser
observado nos animais tratados com indometacina, farmaco padrdo, de 55,6%, 46,5% e
72,3% ao longo do periodo de observacdo (15, 30 e 60 min, respectivamente), quando

comparado ao controle (Figura 20A, 20B, 20C).
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A indometacina corresponde a um anti-inflamatorio ndo-esteroide, cujo
mecanismo de ac&o atua no efeito inibitorio sobre a sintese de prostaglandinas (ALVAN
et al, 1975). Assim sugere-se que a W. viscosissima pode impedir a liberagcdo de
mediadores endogenos da inflamacdo, como PGEZ2, responsaveis pela formacdo de
edema, possivelmente pela via inflamatoria, cujo &cido araquiddnico é catabolizado pela
enzima ciclooxigenase (COX-2). Bem como o0 presente material botanico pode atuar
impedindo a degranulacéo de mastdcitos, que é responsavel pela liberagdo de histamina,
envolvido na formacéo do edema (YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016; SOUSA- NETO
et al, 2018).

O teste de peritonite induzida por carragenina, o qual corresponde a um
polissacarideo sulfatado que induz a inflamacdo, mede a atividade anti-inflamatéria a
partir da migracdo celular a nivel peritoneal, por meio da acdo periférica (HALL et al.,
1998; SILVA et al., 2015; BARTH et al, 2016). Ambos EEBWa.v e FAWa.v foram
capazes de diminuir a migracao celular significativamente na inflamacdo aguda, quando
comparados ao grupo controle (Figura 21). O mesmo potencial de diminui¢do da
atividade migratéria foi elucidado para o grupo padrdo dexametasona, medicamento
esteroide classico com acdo anti-inflamatéria, quando comparado ao grupo controle
(Figura 21). EEBWa.v (100 m/kg) e FAWa.v (100 mg/kg) foram estatisticamente iguais
a dexametasona permitindo sugerir que a W. viscosissima pode controlar a dor pela acao
periférica (Figura 21), mas com a vantagem de apresentar atividade antioxidante (Figura
22). Esse resultado anti-inflamatério também foi relatado nos testes in vivo com extrato
das espécies W. indica (AVOSEH et al., 2019) e W. americana (OWEMIDU et al., 2018).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo envolvidas em varios niveis do
processo inflamatério (YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016). Estudos in vitro mostraram
que a inflamacdo induzida por carragenina ocorre através da ativacdo do receptor Toll
like-4 (TLR4) e producdo de ROS (BHATTACHARYYA et al., 2008). Neste estudo,
houve aumento das ROS nos grupos gque receberam carragenina quando comparados ao
grupo solucédo salina que ndo recebeu o estimulo inflamatorio (Figura 22). As ROS
participam do aumento da peroxidacdo lipidica, que é relatada como um fator
complicador do processo inflamatério (UZKESER et al., 2012). No entanto, EEBWa.v e
FAWa.v ndo foram capazes de inibir a peroxidacdo lipidica (Figura 23). Entretanto,
estudos in vitro realizados por Yougbare-Ziebrou et al. (2016) usando extrato aquoso de
W. indica (100 mg/kg) inibiu o efeito da peroxidagdo lipidica em
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homogeneizado de figado de rato em 74% (YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016).
Comparando os dois estudos, 0 método de extracdo (alcool e agua, respectivamente) foi
diferente e pode afetar o resultado ao inibir a peroxidagdo lipidica.

Poucos estudos com atividade antioxidante utilizando partes aéreas da W.
viscosissima foram realizados e publicados. Portanto, o estudo prosseguiu para
determinar a Capacidade Antioxidante Total (CAOT) do EEBWa.v e FAWa.v das partes
aéreas da W. viscosissima do fluido peritoneal em animais saudaveis submetidos a
inflamacédo induzida por carragenina. O EEBWa.v teve atividade antioxidante superior
aos outros grupos (Figura 22). Estudos preliminares in vitro elucidaram a acdo
antioxidante do extrato etandlico bruto da W. viscosissima, devido a presenca de
fitoguimicos como os flavonoides, que sdo metabdlitos secundarios, oriundos da via do
acetato e do chigquimato (FERREIRA et al., 2019), que tém potencial ativo para sequestrar
ROS, as quais promovem gatilho para inflamacdo (BARTH et al., 2016; Munshi et al.,
2019). Outro estudo in vitro com o extrato aquoso de W. indica (100 mg/kg) confirma o
potencial antioxidante desse género (YOUGBARE-ZIEBROU et al., 2016).

A FAWa.v. ndo teve a mesma capacidade antioxidante que o EEBWa.v (Figura 22).
Este fato pode ser justificado pelo processo de purificacdo do extrato bruto etandlico, que
possivelmente excluiu algumas substancias ativas, como flavondides e taninos que
limitaram o efeito antioxidante de FAWa.v., que € uma mistura de alcaldides, dentre eles
a waltheriona A e waltheriona B (FERREIRA et al., 2019; SARNTHIMA,
KHAMMUANG, 2012), além do possivel sinergismo molecular presente no extrato bruto
etandlico, o que pode aumentar essa atividade.

Quanto a investigacdo do mecanismo de agdo da atividade antinociceptiva das
partes aéreas da W. viscosissima pode-se observar que o pré-tratamento com cafeina (10
mg/Kkg, 1.p.), antagonista ndo-seletivo de receptores adenosina segundo Esser; Sawynok
(2000), tanto na fase neurogénica como na fase inflamatéria, ndo foi capaz de reverter o
efeito antinociceptivo do EEBWa.v e FAWa.v (100 mg/kg, i.p.) (Tabela 2). Em contra
partida o pré-tratamento com naloxona (5 mg/kg, i.p.), um antagonista opioide ndo-
seletivo segundo Jin et al. (2010), foi capaz de reverter a agdo antinociceptiva da FAWa.v
(100 mg/kg, i.p.), tanto na fase neurogénica, de 69,4% para 22,2%, como na fase
inflamatoria, de 67,8% para 5,4%, assim sugerindo possivel mecanismo de acdo pela

participacao do sistema opioide (Tabela 3).
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Este dado é similar aos achados pelo pesquisador Owemidu et. al. (2018), que
estudou a W. americana, cuja mesma apresentou diminuicdo na atividade antinociceptiva,
quando pre-tratada com naloxona, assim sugerindo a participacdo deste género nos
receptores opioides. Este fato pode ser justificado pela presenca dos alcaloides tanto na
W. americana como W. viscosissima (mistura de alcaloides, dentre eles a waltheriona A
e waltheriona B), assim apresentando possivelmente o mesmo mecanismo de acdo da
morfina, que corresponde a um alcaloide, com agéo nos receptores opioides (OWEMIDU
et. al., 2018; FERREIRA et al., 2019; SHARPE et al, 2020).

Outro mecanismo de acdo antinociceptivo avaliado foi o da participacdo dos canais
de potassio, onde foi utilizado a glibenclamida pertencente ao grupo farmacoldgico da
sulfoniluréia, um bloqueador especifico de canais de K* sensivel a ATP amplamente
utilizado (LOPES et al., 2012; ISLAM, SHAJIB, AHMED, 2016). Sabe-se que a abertura
dos canais de K* produz analgesia, que consequentemente reduz a sensibilidade neuronal
e inibi a liberacdo de varios neurotransmissores na medula espinhal envolvidos no
estimulo da dor (OLORUKOOBA; ODOMA, 2019).

Perante o supracitado o presente estudo com EEBWa.ve FAWa.v (100 mg/kg, i.p.),
com animais pré-tratados com glibenclamida, demonstrou reducdo na atividade de
inibicdo da dor de 53,5% para 40,3% e de 69,4% para 38,9%, respectivamente, na fase
neurogénica, e de 56,5% para 7,9% e 67,8 para 19,4%, respectivamente, na fase
inflamatéria no teste de nocicep¢do induzida por formalina (Tabela 4). Portanto, o
resultado indica uma possivel acdo antinociceptiva relacionada ao efluxo do ion de K™, a
partir da abertura do canal de K* sensivel a ATP (ISLAM, SHAJIB, AHMED, 2016;
OLORUKOOBA; ODOMA, 2019). Estes achados diferem do estudo in vivo realizado por
Owemidu et. al. (2018) com o extrato da W. americana, a qual ndo foi capaz de reverter
sua acdo antinociceptiva na presenca da glibenclamida.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu para a elucidacdo de atividades bioativas como
antinociceptiva, anti-inflamatéria e antioxidante de W. viscosissima, as quais Sdo
limitadas na literatura. Estes achados permitem-nos confirmar cientificamente os
conhecimentos ja previstos na medicina popular, descrito na etnofarmacologia, quanto a
sua ac¢do no controle da dor e inflamacdo. Portanto, a W. viscosissima pode ser uma nova
alternativa terapéutica para o controle da dor a partir de produtos naturais, sendo possivel
candidato a um fitoterapico promissor, bem como desenvolvimento de novos farmacos.
Além disso mostrou-se seguro pelo teste de toxicidade aguda, uma vez que ndo foram
apresentados mortalidade e sinais visiveis de toxicidade quando ministrado uma dose de
2000 mg/kg do extrato e fracdo, assim como ndo promoveu alteracdo motora, em modelos
animais, e apresentou potencial antioxidante, dando-lhe um diferencial perante a terapia
convencional. Assim como, revelou possivel atividade antinociceptiva pelo mecanismo

de acdo com a participacdo dos receptores opioides e canais de K* sensiveis a ATP.
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