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RESUMO

A artrite reumatoide é uma doenga crbnica auto-imune e caracteriza-se por apresentar
inflamacéo, presenca de auto-anticorpos e pela formacéao do tecido de granulacdo denominado
pannus, que invade e destrdi as estruturas proximas a articulagdo. Como alternativa para tratar
esta comorbidade, as plantas medicinais tém um lugar de destaque, principalmente no Brasil,
onde sua extensa biodiversidade contribui substancialmente para os estudos de novos
medicamentos. Nesse contexto, plantas do género Costus, utilizadas pela medicina popular,
tém sido descritas com diversas funcBes terapéuticas, como anti-inflamatdria, analgésica e
antimicrobiana. Diante disto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial citotoxico e anti-
inflamatdrio de fracGes cloroférmio e metanol do extrato bruto das folhas de Costus spiralis
no tratamento da artrite. Para isto, foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, provenientes
do Biotério Central da UFAL com aprovacdo pelo CEUA (protocolo n° 040/2018).
Inicialmente, as fraces cloroférmio de C. spiralis (FCCS) e metanol de C. spiralis (FMCS)
foram submetidas ao ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico de
Metiltetrazolium (MTT) para determinar a citotoxicidade, nas concentragées de 0,05, 0,5, 1,5,
5, 15, 50 e 100 pg/mL. A partir deste, foi observado que FCCS e FMCS nas concentracdes
testadas ndo demonstraram reducdo da viabilidade celular de forma estatisticamente
significante, assim como com o farmaco padrédo, a dexametasona, quando comparados com 0
grupo controle. Para determinar o efeito do tratamento com a FCCS e FMCS sobre o
desenvolvimento da artrite, foi administrada a dose de 100 mg/kg, v.o. durante sete dias a
partir do dia 14 apds a inducéo da artrite. O tratamento com FMCS ndo causou uma inibicdo
estatisticamente significante do aumento de volume da pata quando comparada ao controle
positivo, durante os sete dias de tratamento. Por outro lado, a FCCS causou uma inibi¢do
estatisticamente significante do aumento de volume da pata quando comparada ao controle
positivo a partir do 19° dia. O farmaco padrdo utilizado, dexametasona, foi capaz de inibir o
aumento de volume da pata significativamente nos dias 18, 19, 20 e 21. O tratamento com a
fracdo cloroférmica de C. spiralis foi capaz de reduzir o volume do edema de pata no ensaio
de artrite. O tratamento com a FCCS de C. spiralis foi capaz de reduzir o volume do edema de
pata no ensaio de artrite induzida por adjuvante completo de Freund. Os resultados obtidos
neste trabalho d&o suporte ndo somente a pesquisa com plantas medicinais, como também por
novos farmacos analgésicos e anti-inflamatérios.

Palavras-chave: Artrite reumatodide. Plantas medicianis. Costus spiralis. Anti-inflamatorios.
Analgésicos.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis is a chronic autoimmune disease and is exhibited by inflammation, the
presence of self-attacks and the formation of granulation tissue called pannus, which invades
and destroys structures external to the joint. As an alternative to treat this comorbidity,
medicinal plants have a prominent place, especially in Brazil, where their great biodiversity is
substantially affected for the study of new medicines. In this context, plants of the genus
Costus, used by folk medicine, have been described with various therapeutic functions, such
as antiinflammatory, analytical and antimicrobial. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the anti-inflammatory potential of chloroform and methanol fractions of the raw
extract of Costus spiralis leaves in the treatment of arthritis. Swiss mice, victims, access to the
UFAL central vivarium with CEUA approval (protocol No. 040/2018) were used. Initially, as
C. spiralis chloroform (FCCS) and C. spiralis methanol (FMCS) fractions, they were
subjected to cell viability assays by the methyltetrazolium colorimetric method (MTT) to
determine a cytotoxicity at the rates of 0,05, 0,5, 1,5, 5, 15, 50 and 100 pg / mL. From this, it
was observed that FCCS and FMCS in the analyzes did not show statistically significant
reduction in cell viability, as standard. dexamethasone when compared to the control group.
To determine the effect of FCCS and FMCS treatment on the development of arthritis, a dose
of 100 mg / kg, v.o. for seven days from day 14 after arthritis induction. FMCS treatment did
not cause a statistically significant inhibition of paw volume increase when compared to the
positive control during the seven days of treatment. On the other hand, FCCS caused a
statistically significant inhibition of paw volume increase when compared to the positive
control from day 19. The standard drug dexamethasone was able to significantly inhibit paw
swelling on days 18, 19, 20 and 21. Treatment with the C. spiralis chloroform fraction was
able to reduce the volume of paw edema in the trial. of arthritis. Treatment with C. spiralis
FCCS was able to reduce the volume of paw edema in Freund's complete adjuvant-induced
arthritis assay. The results obtained in this work support not only the research with medicinal
plants, but also the search for new analgesic and anti-inflammatory drugs.

Keywords: Rheumatoid arthritis. Medicianis plants. Costus spiralis. Anti-inflammatory.
Painkillers.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca crénica auto-imune comum, que ocorre
em todas as partes do mundo e em todas as etnias (BRANDAO, 2010), com incidéncia
de 40:100000 mulheres e de 18:100000 homens (BRASIL, 2017), com maior frequéncia
entre a faixa etaria de 30 a 50 anos de idade, sendo 0 motivo para esta diferenga entre
0s sexos desconhecida, mas pressupde-se estar relacionado com questdes hormonais e
funcbes imunoldgicas (CARVALHO et al., 2012).

Caracteriza-se por apresentar sinovite, presenca de auto-anticorpos e pela
formacdo do tecido de granulacdo denominado pannus, que invade e destroi as
estruturas proximas a articulacdo, tais como a cartilagem articular, o 0sso subcondral, 0s
tenddes e os ligamentos (HANADA; YOSHIMURA, 2013). Em geral, esta afeccédo
acomete grandes e pequenas articulacbes, de forma simétrica, em associacdo com
manifestacdes sistémicas, como rigidez matinal, fadiga e perda de peso, com um curso
clinico flutuante, com periodos de melhora e exacerbacdo dos sintomas articulares
(KHURANA, 2015).

O uso de medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais € a mais antiga
forma de cuidados e prevencdo a saude do homem, tendo recebido indmeras
contribui¢bes de varios cientistas, como Hipdcrates, Chochinkei, Galeno e Avicena.
Paracelsus foi o primeiro a conceituar a diferenga entre veneno e remédio: “todas as
substancias sdo venenos, ndo hd uma que ndo seja veneno. A posologia correta
diferencia o veneno do remédio” (WAGNER, 2016).

O potencial brasileiro na area de fitoterapicos inclui cerca de 120 mil espécies,
incluindo a grande maioria na regido amazoénica. Destas, a crenca popular selecionou de
duas mil espécies, as quais pertencem a medicina popular. Entretanto, somente cerca de
10% destas foram cientificamente investigadas vistas 0 aspectos quimico e
farmacologico (LEITE, 2012). Nota-se, pois, que ha uma vasta disparidade entre a
diversidade da flora medicinal e os esforcos de pesquisa que visam estabelecer critérios
etnofarmacoldgicos adequados (FERREIRA, 2010).

Dentro das abordagens atuais para pesquisa de novos agentes anti-inflamatorios
eficazes e com maior seguranca estdo os produtos naturais de plantas de uso tradicional,
que por sua vez, sao fontes de diversas substancias com potencial terapéutico. O uso

popular de plantas medicinais € extremamente amplo, sendo bem reconhecidas suas
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atividades estimulante, antidepressiva, anti-hipertensiva, calmante, sedativa, anti-
inflamatoria, entre outras (MEDZHITOV, 2008). Essa ampla atividade das plantas
medicinais deve-se aos diferentes tipos de metabdlitos secundarios biossintetizados.

Vaérios desses metabdlitos apresentaram atividade anti-inflamatoria comprovada
cientificamente (SIMOES et al., 2014) e entre esses metabdlitos destacam-se 0s
flavonoides que, além da atividade anti-inflamatdria, apresentam atividades
antiaterosclerdtica, antitumoral, antitrombogénica, antiosteopordtica e antiviral
(NIJVELDT et al., 2011). A prospeccao e o estudo de plantas medicinais de uso popular
no tratamento de processos inflamatorios podem nos levar a descoberta de novos
farmacos anti-inflamatérios com maiores eficacia e seguranca que os anti-inflamatorios
de uso corrente (GAUTAM; JACHAK, 2010).

Dentre as inimeras plantas utilizadas tradicionalmente como anti-inflamatorio,
estd a Costus spiralis (Costaceae), também conhecida como cana do brejo ou cana de
macaco. Tal espécie tem sido utilizada pela medicina popular brasileira para o
tratamento de nefrites, inflamagdes da uretra, infeccbes da bexiga, célculos renais e
aterosclerose (ANTUNES, 2010). Portanto, o objetivo desse estudo € avaliar o potencial
anti-inflamatorio de fragdes derivadas do extrato bruto das folhas de C. spiralis no

tratamento da artrite.
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2 JUSTIFICATIVA

O incentivo ao uso dos fitoterapicos tem como propdsito prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doencas, com um valor mais acessivel a populacdo e aos
servigos publicos de saude, quando comparados aqueles obtidos por sintese quimica,
que, em geral, s&o mais caros, devido as patentes tecnoldgicas envolvidas (CORREA,
2014).

A utilizacdo dos fitoterapicos e plantas medicinais permite a ampliacdo do acesso
da populacéo a opc¢oes terapéuticas, apresenta-se como importante instrumento para os
profissionais da salde, além de valorizar o conhecimento popular. Sendo considerada
parte fundamental nas politicas puablicas, a utilizacdo destes métodos é recomendada
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), visto que 80% da populacdo utiliza esse
recurso nos seus cuidados basicos de saude e cerca de 67% das espécies sdo originadas

de paises em desenvolvimento (BRASIL, 2006).

A espécie Costus spiralis (Jacq.) Roscoe é popularmente conhecida como cana
do brejo ou cana de macaco. E uma espécie pertencente a familia Costaceae e é
popularmente usada para o tratamento de infec¢des urinarias, célculos renais, infeccbes

de garganta, ouvido e também como diurético (HABSAH, 2004).

Nesta perspectiva e considerando o elevado potencial antinociceptivo e anti-
inflamatorio da C. spiralis, utilizaremos na metodologia do presente estudo as fracdes
cloroférmio (FCCS) e metanol (FMCS) obtidas a partir do extrato bruto das folhas desta
planta, visando avaliar o potencial citotoxico e anti-inflamatério no tratamento da
artrite em camundongos Swiss a partir do modelo de artrite induzida pelo adjuvante de
Freund (SCHEMSKE, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotdxico e anti-inflamatorio de fragbes derivadas do extrato
bruto das folhas de C. spiralis no tratamento da artrite.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade das FCCS e FMCS do extrato bruto das folhas de C.
spiralis pelo método de MTT;
e Avaliar a atividade anti-inflamatdria da FCCS e FMCS do extrato bruto das

folhas de C. spiralis no modelo de artrite induzida por adjuvante de Freund.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Plantas medicinais

O termo fitoterapia deriva de duas palavras gregas: phyton, que significa planta e
therapeia, que significa tratamento. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a fitoterapia, como medicina alternativa ou complementar, é um
fendmeno social no mundo atual, caracterizado pelas suas inter-relacBes bioldgicas,
sociais, culturais e econdmicas. E um método de tratamento empregado em diversos
tipos de patologias de forma barata e ndo agressiva, por meio de vegetais puros ou
extratos dos vegetais, atuando na estimulagdo das defesas naturais do organismo
(SCHNEIDER, 2010).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preceitua ainda como fitoterapicos 0s
“produtos medicinais acabados e etiquetados, cujos ingredientes ativos sao formados
por partes aéreas ou subterraneas de plantas, ou outro material vegetal, ou combinacdes
destes, em estado bruto ou em formas de preparacdes vegetais (OMS, 2009).

A utilizacdo de medicamentos compostos de ervas data do inicio da civilizacéo,
quando os curandeiros utilizavam uma grande quantidade de ervas com o objetivo de
ajudar e até curar as enfermidades da época (FAGUNDES, 2013). Em meados dos anos
2600 a.C, ja se registrava o0 uso de ervas para fins terapéuticos, no momento em que o
imperador chinés, Sheng-Nung, listou cerca de 365 ervas utilizadas na cultura chinesa
(HOLUB et al., 2013).

Hoje, cerca de 80% da populacdo faz uso de plantas medicinais como método de
tratamento para inimeras patologias, 0 que tem aumentado o campo de pesquisa a
respeito e gerado um mercado em torno de 50 bilhdes de ddlares nos dltimos anos
(CALIXTO, 2018). A ANVISA, em 2010, colocou em pauta uma tabela composta por
mais de 60 tipos de fitoterapicos, detalhando o uso de cada um, destacando seus
beneficios e efeitos adversos (CURY, 2010).

A utilizacdo de plantas medicinais faz parte da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos desde 2006. Um dos objetivos da referida Politica € a
insercdo da fitoterapia no Sistema Unico de Satide (SUS) com seguranca, uso racional,
eficacia e qualidade. Apesar deste estimulo e da riqueza da flora, os estudos cientificos
sdo insuficientes (BRASIL, 2007).
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O uso de plantas medicinais e fitoterapicos é fonte de inovacdo em salde e
amplia as opcodes terapéuticas do SUS (BRASIL, 2007). O uso de plantas medicinais
pelas familias tem por finalidade prevenir doencas, tratar e/ou aliviar sintomas. Cada
grupo familiar ou comunidade possui um conhecimento préprio que é repassado entre
as geracOes e a utilizacdo de plantas medicinais como forma de cuidado em saude faz
parte deste contexto (CEOLIN et al., 2011).

No Brasil, especialmente na regido Nordeste, o0 uso de plantas medicinais e
preparagOes caseiras assumem importancia fundamental no tratamento de patologias
que afetam as populacGes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia
médica, influéncia da transmissao oral dos habitos culturais e a disponibilidade da flora.
O pais ocupa o primeiro lugar dentre os dezessete paises mais ricos do mundo em
biodiversidade e possui de 20 a 25% de todas as plantas e microrganismos existentes na
terra (RATES, 2011).

A integracdo entre o conhecimento popular e o conhecimento cientifico é
indispensavel, onde o profissional de salde participa deste processo contribuindo com
as ciéncias da saude, estimulando a autonomia dos individuos o conhecimento local e a
diversidade de nomes que a populacgdo atribui a cada espécie, assim como direcionando
0 uso correto, formas de preparo e contraindicagdes (WONG, 2013).

Um dos maiores cuidados que devem ser difundidos sobre o uso de plantas
medicinais é durante a gravidez, pois alguns constituintes podem ultrapassar a placenta
e causar efeito teratogénico, embriotdxico e abortivo. Isso ocorre pelo fato de muitos
acreditarem que produtos de origem vegetal ndo apresentam reacdo adversa ou efeitos
toxicos (RODRIGUES et al., 2011).

Apesar da biodiversidade e de politicas de incentivo a utilizacdo de plantas
medicinais na promocéo a saude, os estudos ainda sdo precarios no Brasil. Dessa forma,
faz-se necessario o desenvolvimento de pesquisas para enriquecer o conhecimento dos
profissionais de salde e da populacdo, assegurando a eficicia dessa pratica no SUS,

garantindo a integralidade da assisténcia e a participacdo social (HARVEY, 2008).
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4.2 C. spiralis (Jacg.) Roscoe

A familia Costaceae era classificada como uma subfamilia da grande familia
Zingiberaceae. Essa classificacdo baseava-se nas similaridades das estruturas florais
entre as espécies das duas familias. Tomlinson (1962) sugeriu que essas semelhancas
poderiam indicar uma ancestralidade comum e propds a elevacdo de Costaceae ao status
de familia independente, embasando sua proposta em diferencas morfolégicas e
anatdmicas. A familia Costaceae compreende quatro géneros: Costus, Monocostus,
Dimerocostus e Tapeinochilos. O género Costus foi dividido em quatro subgéneros:
Cheilocostus, Chamaecostus, Paracostus e Costus.

O género Costus é o maior dentre os pertencentes a familia Costaceae, das
ordem das Zingiberales com 125-175 espécies de distribuicdo pantropical, mas a
maioria de suas espécies ocorre nos Neotropicos (ARAUJO; OLIVEIRA, 2010). A
maioria das espécies se desenvolve em ambientes quente e Umido, como as bordas das
florestas e locais onde existem correntes de agua (SALINAS; CLAVIJO; BETANCUR,
2010).

A C. spiralis (Costaceae) € uma espécie herbacea, nativa de mata, conhecida
popularmente como canarana, canela-de-ema, cana-do-brejo, cana-de-macaco e
gengibre-espiral (COSTA et al., 2012) (Figura 1). A denominacgédo cana-do-brejo inclui
duas espécies: a C. spiralis e a C. spicatus, ambas com a mesma utilidade na medicina
tradicional (GASPARRI, 2015).

Esta espécie € comumente utilizada como planta ornamental e na medicina
popular no tratamento de diversas doencgas, como por exemplo, infec¢cbes no trato
urinario, pedras nos rins, controle da diabetes, artrite, assim como no tratamento da dor
e de processos inflamatérios (CUNHA et al., 2011).

O uso tradicional da C. spiralis no tratamento de doengas renais aliado a
presenca de flavonoides em suas folhas indica que o estudo fitoquimico biomonitorado
da espécie possa resultar na identificacdo de substancias bioativas com acdo anti-
inflamatdria, potenciais candidatos para o desenvolvimento futuro de farmacos ou de
marcadores para a obtencdo de extratos padronizados visando a producdo de
fitoterapicos (PHILLIPSON, 2010).
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Figura 1 - C. spiralis.

Fonte: MAAS; KAMER 2011

Outras espécies desse género, como é o caso da C. speciosus, também sdo
utilizadas na medicina popular por possuirem algumas propriedades farmacoldgicas
importantes no tratamento da dor e da inflamagdo (ARAUJO, 2010; MEDEIROS;
FONSECA; ANDREATA, 2014).

Em uma revisdo sobre a espécie C. speciosus, varias propriedades
farmacoldgicas sdo observadas na medicina popular, entre elas a acdo anti-inflamatoria
a partir da infusdo ou decoccdo de suas folhas (SRIVASTAVA et al., 2011). Outro
trabalho demonstrou a acdo anti-inflamatéria na fracdo cloroformica da C. afer que
reduziu significativamente o edema de orelha, sugerindo que nesta fragdo existem
metabdlitos secundarios responsaveis pela acdo farmacoldgica (MOODY; OKWAGBE,
2013).
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4.2.1 Aspectos botanicos

Apresenta 52 géneros nos quais estdo distribuidas cerca de 1.100 espécies. Uma
gama destas sdo ervas que apresentam rizomas aromaticos e outras sdo células
secretoras de 0leos que sdo comumente utilizados de diversas formas. Os géneros estéo
distribuidos em duas subfamilias, a saber (DI STASI; LIMA, 2012)

e Subfamilia Zingiberoidae, que compreendem os géneros Zingiber, Alpinia,
Hedychium, Curcuma, Renealmia e Riedelia, as quais apresentam diversas
espécies medicinais;

e Subfamilia Costoidae, na qual se encontram as espécies dos géneros Costus,

especialmente a spiralis (Cana do brejo).

A familia Costaceae é conhecida pelo seu valor medicinal. Estd amplamente
distribuida entre os tropicos, particularmente no Sudoeste da Asia. Os seus membros
constituem um importante recurso natural, oferecendo muitos produtos Uteis para
alimentos, especiarias, medicamentos, corantes, perfumes e estética (JANTAN et al.,
2013).

A India é uma das regides mais ricas e diversificadas no emprego e manipulacéo
das Costaceae. A regido Nordeste da india é a regido onde ha a maior concentragio
destas plantas, podendo ser encontrados 19 géneros e 88 espécies (PRAKASH, 2005).
Grande parcela dos membros pertencentes & Costaceae crescem na India em seu estado
selvagem (TUSHAR et al., 2011).

E uma planta perene, rizomatosa, ereta, ndo ramificada, de 1 a 2m de altura,
nativa em quase todo o Brasil, principalmente nas regides da mata Atlantica e da
Amazonia. Possui folhas alternas, membranaceas, dotadas de bainhas papiraceas,
velutina, em ambas as faces, de 25 a 40 cm de comprimento por 6 a 10 cm de largura.
Possui inflorescéncias em espigas terminais estrobiliformes, com grandes bracteas
vistosas de cor vermelha, que protegem as flores de cor amarelada. Crescem em
densidades extremamente baixas. A maioria tem ramos com inflorescéncias terminais
que produzem apenas uma flor por dia, além de um periodo de floracdo estendido
(KAY; SCHEMSKE, 2003).
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O rizoma da C. spiralis é ramificado e carnoso e suas raizes sdo quase brancas.
Suas hastes séo quase eretas, quebradicas, carnosas, fibrosas e conservam a bainha das
folhas antigas. O peciolo é grosso e as folhas sdo espiraladas, invaginantes, obovadas ou
elipticas com até 35cm de comprimento. Essas folhas sdo lisas, luzidias, verde escura na
parte superior e mais clara na parte inferior, onde a nervura média é saliente (P1O
CORREA, 2007).

Multiplica-se tanto por sementes, como por rizomas. E cultivada como
ornamental, tanto para jardins, como para a producdo de flor de corte. Suas folhas,
hastes e rizomas sdo empregadas na medicina tradicional, principalmente na regido
Amazonica (LORENZI, 2012).

4.2.2 Aspectos etnofarmacoldgicos

Informacdes etnofarmacoldgicas registram o0 uso das raizes e rizomas como
diurético e tonico, para facilitar ou aumentar o fluxo menstrual (emenagoga) e provocar
transpiracdo (diaforético), enquanto o suco das hastes e folhas frescas diluidas em agua
é indicado contra gonorreia, sifilis, nefrite, picadas de insetos, problemas da bexiga e
diabetes (TOWNSEND; MCKENZIE, 2005). Externamente a decocc¢do é empregada
para aliviar irritacdes vaginais, leucorreia e no tratamento de Ulceras (BOORHEM e
LAGE, 2009), enquanto na forma de cataplasma é empregada para desbridar feridas
(BRITTO e SENNA-VALLE, 2011).

No Brasil, a C. spiralis € usada na medicina popular como diurético, analgésico
para a bexiga e uretra, bem como para ajudar no processo de eliminacdo de calculo renal
(CRUZ, 2010). Na Mata Atlantica, a infusdo das folhas é usada contra hipertenséo e o
decocto de suas folhas, contra diarreia. A infusdo obtida dos colmos é usada contra
hepatite e colicas intestinais, no alivio de irritagcbes vaginais e leucorreia (LIMA, 2012).

Nas regides Norte e Centro-Oeste, a C. spiralis ¢ empregada no tratamento do
reumatismo (TRESVENZOL et al., 2016). Com base no conhecimento empirico, a cana
do brejo também atua como coadjuvante no tratamento do diabetes mellitus
(VALLANCE; CHAN, 2019). Segundo Corréa (2014), o suco das folhas dessa planta é
eficaz contra a ateriosclerose, atua como calmante e sdo usadas topicamente na

resolucéo de abscessos.
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4.2.3 Efeitos biologicos

Um estudo publicado por Silva e colaboradores (2010), mostrou que das folhas
da C. spiralis foi isolado e descrito um novo diglicosideo flavonico, o 3,5-dihidroxi-7,4’
—dimetoxiflavona 3-O-neohesperidosideo. Ja eram conhecidos a tamarixetina 3-O-
neohesperidosideo, canferideo 3-O-neohesperidosideo, quercetina 3-0-
neohesperidosideo e o canferol 3-O-neohesperidosideo. Estes glicosideos flavénicos
demonstraram atividade inibidora para a producdo de Oxido nitrico em macrofagos
ativados, bem como atividade anti-inflamatdria (SILVA et al., 2010).

Dos rizomas da C. spiralis foram isoladas duas novas saponinas esteroidais, a
(38, 25R)-26-(5-D-glucopiranosiloxe)-22-hidroxifurose-5-3-ylO-D-apio-4-D-furanosil-
(1,2)-O[a-L-ramnopiranosil-(1,4)]--D-furanosil-(1,4)-O[a-L-ramnopiranosil-(1,2)]-5-
D-lucopiranoside. A partir de entdo, foram avaliadas suas atividades farmacoldgicas.
Utilizando a dose de 100mg/kg, estas saponinas foram capazes de inibir 0 aumento da
permeabilidade vascular, sugerindo que podem ser agentes terapéuticos para situacoes
que envolvem desordem inflamatoria, o que justifica o uso da C. spiralis pela medicina
brasileira (SILVA; PARENTE, 2013).

Visando aprimorar os testes e buscando maximizar os resultados, Silva e Parente
(2017) isolaram talos frescos da cana do brejo, descobrindo trés polissacarideos. A
partir de entdo, realizaram estudos quimicos e espectroscopicos indicando que estes
possuiam uma estrutura ramificada do tipo glicano. Mostraram ainda, que a capacidade
fagocitaria dos leucdcitos foi aumentada pela adicdo desses glicanos, sugerindo haver
neles uma acdo imunomoduladora. Com base nesse achado, estes glicanos também
foram possiveis de inibir o potencial de inflamagdo em casos de estresse muscular.

Uma pesquisa pré-clinica com vistas a avaliar extratos da cana-do-brejo em seu
aspecto farmacoldgico suscitou ser a espécie possuidora de atividade analgesica, assim

como possuir acao antiedematogénica e antiespasmodica (BRASIL, 2006).
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Na composicdo quimica do decocto da planta foi registrada a presenca de
inulina, taninos, sistosterol, saponinas, mucilagens e pectinas (ALBUQUERQUE,
2011). Neste contexto, Braga et al. (2017) em uma analise fitoquimica do extrato
metanolico encontraram flavonoides, esterdis, polifendis e alcaloides, sendo o0s
polifendis o constituinte fito quimico que mais apresentou efeito bioldgico. Segundo
Maas (2002), muitos polissacarideos do tipo glicano, encontrados em vegetais,
demonstraram atividade anti-inflamatéria e imunomoduladora, 0 que sugere que 0s
mecanismos de acdo desses polissacarideos poder ser devido a sua a¢do no sistema
reticulo endotelial, com a estimulacao fagocitéria.

Com base em estudos fitoquimicos e da combinacdo de espectroscopia e
métodos quimicos realizados com as partes aéreas de costus spp., foi descrita a estrutura
e o isolamento de dois novos diglicosideos flavonicos, principalmente nas folhas da
cana do brejo, a exemplo da tamarixetina 3-O-neohesperidosideo e o canferidio 3-O-
neohesperidosideo. Estes apresentaram atividade inibidora da producdo de éxido nitrico
pelos macrdfagos ativados, onde apresentaram atividade anti-inflamatéria. Além destes,
também foram identificados outros compostos, a exemplo da quercetina 3-O-
neohesperidosideo (CZARNECKI; GRZYBEK, 2005).

4.3 Dor e Nocicepgao

A dor é um mecanismo de protecdo, sendo considerada uma experiéncia
indesejavel, fisica ou emocional de carater subjetivo, ligada a memdrias emocionais,
fatores patoldgicos, genéticos e cognitivos (NOEL et al.,, 2014). A Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP), em 1994 conceituava dor como sendo "uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Em 2016, a mesma Associac¢do definiu a
dor como sendo “uma experiéncia angustiante associada a uma leséo tecidual atual ou
potencial com componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e sociais” (TRACEY;
MANTYH, 2017). A dor fornece um rapido aviso ao sistema nervoso para iniciar uma

resposta motora e minimizar o prejuizo fisico (FEIN, 2014).
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Sendo uma condicéo extremamente subjetiva, é bastante complicado mensurar e
classificar os diversos tipos de dor. Um critério bastante utilizado é o temporal, ou seja,
a duracdo da dor em um espaco de tempo. Segundo esse critério, a dor €é classificada em
transitoria, aguda e cronica (LOESER; MELZACK, 2009). A dor transitoria tem a
funcdo de proteger o organismo contra uma possivel lesdo dos tecidos, ou seja, ocorre
sem que haja danos teciduais. J& na dor aguda, ocorre uma lesdo tecidual que antecede a
sensacdo dolorosa, podendo ser ocasionada por diversos tipos de lesdes como
escoriaces e processos cirurgicos. Em ambos os tipos, a dor ocorre por determinado
periodo de tempo e serve para alertar uma alteracdo na homeostase do organismo
(MILLAN, 2009).

Quando o organismo ndo é capaz de solucionar a causa que deu origem a
sensacdo dolorosa, e esta se prolonga no tempo (meses ou anos), estamos nos referindo
a dor cronica (McCURDY; SCULLY, 2015). Séo varias as causas que podem origina-
la, 0 que torna ainda mais complexo o diagndstico e o tratamento. Esse tipo de dor
causa intenso sofrimento, incapacita o individuo a desenvolver suas atividades normais,
além de diminuir a qualidade de vida, pois podem se associar a outras patologias, como
por exemplo, a depressdo (TRACEY; DICKENSON, 2012).

Outro critério utilizado para classificar a dor € quanto a sua origem, que pode ser
definida como nociceptiva, inflamatdria e neuropatica. A dor nociceptiva corresponde a
uma resposta fisiologica do Sistema Nervoso Central e Periférico a uma lesdo tecidual
(superficial ou mais profunda) localizada (SALTER, 2015).

Enquanto na dor inflamatoria, a ocorréncia de uma lesdo tecidual leva a
liberacdo de mediadores inflamatorios que sensibilizam/ativam os neurénios periféricos,
induzindo, assim, uma resposta nociceptiva que desencadeara a dor (CUNHA, 2011).

Quando uma lesdo afeta diretamente o sistema nervoso (somatosensorial) a dor
produzida é a neuropética (TREEDE et al., 2011). As causas sdo diversas e podem ser
periféricas ou centrais como: traumas mecanicos, alcoolismo, diabetes, infecgéo por
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), terapia medicamentosa cronica de algumas
doencas, como cancer e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (SCADDING,
2013).

Apesar de tradicionalmente a dor ter sido classificada com base em sua duragao
como aguda ou crénica, uma definicdo mais recente se refere a dor como adaptativa ou

ndo-adaptativa. A primeira apresenta-se como uma rea¢do normal a uma leséo tecidual,
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incluindo a dor inflamatoria. A inflamacdo é o maior componente de diversas condi¢fes
ligadas a dor, como a dor aguda pds cirdrgica ou traumatica, por exemplo, e algumas
situacbes que envolvem a dor cronica, como na osteoartrite (KLAUMANN et al.,
2008).

Os mediadores inflamatorios sensibilizam as vias neurais, aumentando a
percepcdo da dor. Caso a dor adaptativa ndo seja adequadamente tratada, ocorrem
modificacbes a nivel espinhal e supraespinhal que determinam a nomenclatura néo-
adaptativa. Exemplos de dor ndo adaptativa incluem a dor neuropatica, quando ocorre
uma injuria ao sistema nervoso, ou por alteracBes no processamento e na percepcao de
um estimulo néxico normal (McKUNE et al., 2015).

O sistema nociceptivo € o responsavel pela geracdo e modulacdo do estimulo
doloroso que ocorre a partir da transmissao de sinais que informam alguma lesédo
tecidual e resposta na forma de dor. Sendo assim, a nocicep¢do corresponde a
manifestacdes neurofisiologicas geradas pelo estimulo nocivo (LOESER; TREEDE,
2011).

Os neurbnios especializados para a transmissdo da dor (nociceptores)
encontram-se amplamente distribuidos e servem de alerta para um possivel dano ao
organismo, através da deteccdo de condigdes extremas de temperatura, pressao e
produtos quimicos prejudiciais (Figura 2) (VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2010).

Figura 2 — Representacdo esquematica de um nociceptor
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Existem duas classes principais de nociceptores, que sdo as fibras aferentes
mielinizadas (Ad - que conduzem mais rapidamente o impulso nervoso; AB — que
respondem a estimulos mecanicos indcuos) e as aferentes ndo-mielinizadas (fibras C
polimodais - de baixa condutancia). Esses nociceptores sdo encontrados na pele,
musculatura esquelética, articulagdes, visceras (JULIUS; BASBAUM, 2011). Aqueles
nociceptores que inervam 0 corpo possuem seus corpos celulares localizados nos
ganglios das raizes dorsais (GRD), enquanto os que inervam a face estdo localizados no
ganglio trigemial (MEYER, 2016).

As fibras nervosas aferentes primérias sdo as responsaveis por detectar estimulos
ambientais térmicos, mecanicos ou quimicos e traduzir essas informacdes em corrente
elétrica (BASBAUM et al., 2015). Os receptores de potencial transitério (TRP)
constituem o maior grupo de detectores de estimulo nocivos (CHENG; JI, 2013;
PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2017). Um desses receptores, conhecido o receptor
de potencial transitério vanildide 1 (TRPV-1), foi descrito como receptor polimodal,
ativado por estimulos térmicos (> 43 °C), baixo pH (< 5,9) e por compostos vaniloides
(capsaicina) (CATERINA; JULIUS, 2011; TOMINAGA, 2017).

Os mediadores inflamatorios que participam no processo de ativacdo dos
nociceptores séo a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, leucotrienos (LT),
fator de ativacdo plaquetaria (PAF), prostaglandinas (PG), tromboxanos, interleucinas
(IL), fator de necrose tumoral alfa (TNF- a), fator de crescimento neuronal (NGF) e
serina proteases (VERGNOLLE, 2010).

Na ocorréncia de uma lesdo tecidual e consequente liberacdo e interacdo dos
mediadores quimicos locais com seus respectivos receptores, € desencadeado um
processo de transmissdo do estimulo doloroso até alcancarem niveis centrais
(MARCON, 2011). Apds essa sensibilizagdo dos nociceptores periféricos e geracdo dos
potenciais de acdo, sdo liberados varios neurotransmissores, tais como: substancia P, L-
glutamato, acido gama aminobutirico (GABA), peptideo intestinal vasoativo (VIP),
colecistocinina 8 (CCK-8), somatostatina e peptideo do gene da calcitocina (CGRP) no
corno dorsal da medula espinhal (Figura 3) (DA MATTA, 2012).
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Figura 3 — Etapas de percepcéo da dor.
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Fonte: Adaptada de DA MATTA, 2012.

Os neurénios de segunda ordem sdo, entdo, ativados pelos neurotransmissores e
o sinal segue para as areas do sistema limbico (talamo) e cortex cerebral pelo trato
espinotaldamico, que compreendem as regides finais da via nociceptiva. Chegando ao
tdlamo, o estimulo nocivo passa pelo processo de somatizacdo, informando que existe
uma sensacdo nociceptiva, enquanto no cértex existe o componente emocional que

discrimina o tipo de sensagédo (ROY et al., 2011).
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4.4 Inflamagéo

O processo inflamatério € uma reacdo de reparacdo e defesa do organismo ao
dano tecidual visando destruir ou isolar o agente lesivo. A inflamagcéo é uma resposta
dos tecidos conjuntivos vascularizados as agressdes de diversas naturezas (fisica,
quimica ou biologica) que induz a liberacdo de uma gama de mediadores exogenos e
enddgenos (KUMMER; COELHO, 2012).

Esta resposta tem as suas desvantagens, pois causa edema, rubor, calor e dor,
que sdo os sinais cardinais da inflamacdo ja descritos por Cornelius Celsus, um médico
romano do século | d.C. Tais sinais, de fato, justificam o termo “inflamagdo”, derivado
do verbo latino inflammare, o que significa incendiar. Ja a perda da funcéo, quinto sinal
clinico da inflamacéo, foi adicionada posteriormente por Rudolph Virchow em 1858

(ALLER et al., 2007). A Figura 4 ilustra os cinco sinais caracteristicos da inflamacéo.

Figura 4 — Sinais caracteristicos da inflamacéo

?iNFLAMMAT \

Fonte: FANG et al., 2013.



35

Apos lesdo tissular ou infeccdo, a inflamagéo consiste na resposta organica mais
precoce do organismo. Sendo um processo fisiolégico, envolve uma ac¢do coordenada
entre o sistema imunoldgico e o tecido no qual ocorreu a lesdo. Na fase inicial da
inflamacdo, observam-se os sinais do calor e rubor que ocorrem devido a vasodilatacdo
periférica e aumento do fluxo sanguineo. Tais eventos vasculares sdo mediados
principalmente por Oxido nitrico (NO) e prostaglandinas (PG) (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2014).

A formacéo do edema, ou seja, do extravasamento do exsudato, acontece devido
a liberacdo simultdnea de mediadores como a histamina, bradicinina, PAF e LT que
aumentam a pressao oncotica e a permeabilidade vascular, fazendo com que os fluidos
proteicos (exsudato) passem para 0 espaco extracelular. A doré originada por
mecanismos mais complexos que incluem compresséo das fibras nervosas locais devido
ao edema, agressao direta as fibras nervosas e acdo farmacoldgica sobre as terminagdes
nervosas. Finalmente, a perda de funcdo € decorrente do edema (principalmente em
articulac6es, impedindo a movimentagdo) e da dor, que dificultam as atividades locais
(GILROY et al., 2014).

4.5 Recrutamento de leucocitos

O recrutamento de leucécitos durante a resposta inflamatéria envolve trés
fundamentais etapas: captura e rolamento das células, adesdo firme e transmigracéo.
Essas etapas dependem de moléculas de adesdo presentes no leucécito e no endotélio,
que se encaixam de maneira complementar, como mostra a Figura 5. A producdo de
fatores quimiotaticos como, por exemplo, as quimiocinas, também contribuem para o
processo de recrutamento (CHEN et al., 2013).

Assim, o recrutamento de leucdcitos para um sitio inflamatdrio obedece aos

seguintes passos:

Captura e rolamento: primeiramente, ocorre uma interacdo "frouxa" entre os leucocitos
e as ceélulas endoteliais. Essa fase pode ser dividida em duas etapas: captura
(“tethering”) e rolamento (“rolling”) e ¢ mediada pelas selectinas (P, E e L) e os
ligantes de selectinas, proteinas que contém carboidratos. Essa primeira etapa aproxima

os leucocitos das células endoteliais e, consequentemente, dos eventos que estdo
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ocorrendo no tecido. Uma vez rolando sobre as células endoteliais, os leucocitos podem
ser ativados por agentes quimiotaticos (VIEL et al., 2009);

Ativacdo por fatores quimiotaticos: Os agentes quimiotaticos agem em receptores com
sete dominios transmembrana (serpentindides) acoplados a proteina G. Essa ativagédo
leva ao aumento do numero e, principalmente, da afinidade de integrinas expressas na
superficie do leucdcito com moléculas do endotélio (MAMET et al., 2012);

Adesdo firme: A firme adesao e a posterior transmigracdo dos leucdcitos sdo mediadas
por integrinas. As integrinas sdo glicoproteinas heterodiméricas, aderentes,
transmembrana, constituidas de cadeias a e 3. As integrinas, entdo, se ligam a moléculas
da familia das imunoglobulinas expressas nas células endoteliais. Essa ligacdo permite
firme ades&o entre o leucdécito e o endotélio (VOILLEY et al., 2011);

Transmigracdo: O processo de transmigracdo pela célula endotelial podera, entdo,
ocorrer e depende de interacBes moleculares semelhantes aquelas necessarias a firme
adesdo (SERHAN; SAVIL, 2010).

Figura 5 - Mecanismo de recrutamento de leucécitos através do endotélio.

 Quimiocins ( )
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Fonte: Adaptado de CUNHA, 2011.
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Os diversos leucocitos, como os neutrofilos, mondcitos, eosinofilos e linfdcitos,
utilizam moléculas distintas, entretanto, superpostas para 0 processo de recrutamento.
Isso explica, em parte, a seletividade por certos tipos celulares em determinadas
respostas inflamatorias. Este modelo de recrutamento também é valido para a migracao
de diferentes leucdcitos para os orgaos linfoides, contribuindo para a homeostase do
sistema imunoldgico (SALLUSTO; MACKAY, 2014).

Apos a transmigracédo pelo endotélio, os leucdcitos migram através do tecido em
direcdo ao tecido inflamado por um mecanismo orientado pelo gradiente quimiotatico.
Substancias exogenas e endogenas podem exercer esse papel quimiotatico para os
diversos leucocitos (SCHULTE et al., 2011).

4.6 Mediadores inflamatérios

Os mediadores da inflamacdo sdo substancias formadas e liberadas
concomitantemente ou sequencialmente, no local da leséo (ZHOU et al., 2007).
Originam-se do plasma ou das células. Aqueles oriundos do plasma, a exemplo do
sistema complemento, estdo em suas formas precursoras e devem ser ativados, em geral
por uma série de clivagens proteoliticas, a fim de adquirir suas propriedades bioldgicas
(CONTRAN, 2005).

Os mediadores oriundos de células normalmente estdo sequestrados nos granulos
intercelulares, que precisam ser secretados, a exemplo da histamina nos granulos dos
mastocitos, ou sdo sintetizados originalmente, a exemplo das citocinas e
prostaglandinas, em resposta a um estimulo (COLLINS, 2009). Essas substancias estdo
envolvidas na geracdo e manutencao dos eventos caracteristicos da reacdo inflamatéria
e interagem com receptores especificos nas células-alvo podendo, inclusive, estimular a
liberacdo de outros mediadores (ADEREM; SMITH, 2005).
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4.6.1 Quimiocinas

As quimiocinas sdo proteinas com atividade quimioatrativa e peso molecular
variando de 8 a 12 KDa. Sao produzidas por varias células, incluindo: células
endoteliais (NAKANO et al., 2013), células epiteliais (OH et al., 2013), fibroblastos,
mondcitos/macrdfagos, células dendriticas (HOEFFEL et al., 2013), células T e
eosindfilos (ROTH et al., 2013).

Quimiocinas sdo caracterizadas pela presenca de quatro residuos de cisteina
conservados na porcao amino-terminal. Na presenca ou auséncia de aminoacidos entre
as duas primeiras cisteinas séo classificadas como CC (CCL1-28), CXC (CXCL1-16),
CX3C (CX3CL1) e, ainda, existe a quimiocina C que possui somente uma cisteina na
porcdo N-terminal (XCL1 e XCL2) (GUERREIRO et al., 2013).

Tais proteinas contribuem para resposta inflamatéria dada sua capacidade de
induzir recrutamento e ativar populagfes de leucdcitos, induzindo degranulagdo e
levando a liberacdo de mediadores inflamatérios de células efetoras tais como basofilos,
mastocitos, neutrofilos e eosindfilos. Entretanto, essas moléculas também podem
exercer um papel na homeostase do sistema imune. Algumas delas dirigem o
recrutamento de células para os tecidos linfoides (JOHNSON et al., 2014).

Contudo, o estudo das quimiocinas nos Gltimos anos tem contribuido para o
entendimento do seu papel nas diversas doencas inflamatdrias, na hematopoiese, na
angiogénese, na geracdo de metastases, na rejeicdo de tumores, na diferenciacdo de
células T e na infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana. Assim, as quimiocinas
sdo fatores essenciais para a migracdo celular, atuando sobre receptores com sete
dominios transmembrana associados a proteina G, levando a ativagdo de cascatas de

sinalizacdo intracelular (OH et al., 2013).
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4.6.2 Cininas

As cininas sdo glicoproteinas que sdo produzidas e secretadas por diferentes
tipos celulares em virtude de variados estimulos. Exercem sua funcdo ligando-se a
receptores especificos de célula alvo, em diversas situacdes criticas, como defesa,
reparo e crescimento do organismo. A cascata da cinina é desencadeada na ativacdo em
conjunto com a cascata de coagulacdo, portanto, ocorre uma ligagdo entre a cascata da
cinina, cascata de coagulacéo e sistema complemento (SC) (RANG et al., 2007).

As cininas, em especial, a bradicinina, sdo potentes agentes nociceptivos. A
bradicinina excita o0s neurdnios sensoriais primarios e provoca a liberacdo de
neuropeptideos. Na dor aguda, os receptores P, medeiam a algesia da bradicinina,
enquanto que na dor da inflamagdo crdnica, parece envolver a participacdo de
receptores Pi1. Os receptores P1 em células inflamatorias, como macrofagos, podem
desencadear a produgdo das citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1 e TNF-a
(BROWN; ROBERT, 2006).

4.6.3 Histamina

A liberacdo da histamina ocorre pelo processo de exocitose durante as reacdes
inflamatdrias ou alérgicas, através da interacdo de fatores do sistema complemento (C3a
e C5a) e de antigenos com anticorpos IgE fixados nos mastdcitos. A atividade bioldgica
da histamina ocorre através de sua interacdo a pelo menos quatro subtipos de receptores
acoplados a proteina G, denominados H; H,, Hs, Hs e Hs (HUANG; THURMOND,
2008).

A histamina exerce sua a¢do quando interage com seus receptores especificos
(Hi, Hz, Hz e Hy). A ativacdo dos receptores Hj resulta numa vasodilatagdo de inicio
rapido e de curta duracdo, além de aumentar a permeabilidade vascular, enquanto a
ativacdo dos receptores H, causa uma vasodilatagdo mais prolongada e de inicio lento,
via do monofosfato ciclico de adenosina/proteina quinase A (AMPc-PKA) (LEURS;
WANTANABE; TIMMERMAN, 2001).A interacdo entre a histamina e o0s receptores
H; aumenta a expressdo de P-selectina nas celulas endoteliais (promovem a adesao
neutrofilica) (GABOURY et al., 1995).
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A interacdo da histamina com receptores do tipo H; desencadeia aumento de
permeabilidade vascular em nivel de vénulas pos-capilares, além de estar envolvida com
a contracdo de musculos lisos em brénquios, intestino e Utero, aumento da secrecao
nasal de muco, producdo de prostaglandinas pelo tecido pulmonar, aumento da
quimiotaxia de leucocitos, entre outras funcBes (SILVA; CARVALHO, 2004). O
estimulo simultdneo de receptores H; e H, promove vasodilatagdo méxima
(MONTENEGRO; FECCHIO, 20009).

Os receptores Hs; funcionam como receptores pré-sinapticos, que estdo
envolvidos na regulacdo autdcrina negativa de histamina e de outros neurotransmissores
do SNC (BELL et al., 2004). Quanto aos efeitos do receptor H, pouco se sabe, porém, a
literatura sugere que esteja envolvido na inducdo de prurido (LING et al., 2004) e na
inflamacao alérgica (DUNFORD et al., 2006).

Agonistas dos receptores Hy causam um aumento de células T regulatorias e de
citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e 0 TGF-a. Por outro lado, o receptor Hy da
histamina também participa de outras respostas, favorecendo a quimiotaxia de células
inflamatdrias, como neutréfilos, células dendriticas e mastocitos (ZAMPELL,
TILIGADA, 2009).

4.6.4 Citocinas

As citocinas sdo mediadores proteicos ou peptideos que regulam a atividade
celular, principalmente do sistema imune. Incluem as interleucinas (IL), linfocinas,
inteferdns e fator de necrose tumoral (TNF). O efeito bioldgico depende da citocina e do
tipo da célula envolvida, sendo que, de um modo geral, as citocinas apresentam
influéncia na ativacdo, divisdo, apoptose e quimiotaxia celular (KRAYCHETE;
CALASANS; VELENTE, 2006).

Em doencas que cursam com processo inflamatdrio agudo ou cronico, é possivel
que as citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF) induzam o organismo a
criar uma série de respostas caracterizadas por febre, aumento do sono e da sintese de
proteinas no figado, reducdo da ingestdo de &gua e de alimentos, aumento da liberagdo
de cortisol, alteracdo da atividade das monoaminas, diminuicdo de atividades diarias e
da interatividade social e hiperalgesia (TYSON et al., 2009). Essas alteragdes ocorrem

como forma de acelerar as reagdes enzimaticas defensivas, reduzir a replicacdo de
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patdgenos, aumentar a proliferacdo de células imunes, imobilizarem a area que foi
lesada e conservar energia (GRELLNER, 2009).

4.6.5 Oxido nitrico (NO)

O 6xido nitrico (NO) é outro importante mediador da resposta inflamatoria.
Trata-se de um gas soltvel produzido pelas células endoteliais, macréfagos e alguns
neurdnios cerebrais (FILHO; ZILBERSTEIN, 2002). E sintetizado a partir da oxidacéo
de um dos dois nitrogénios guanidina da L-arginina, que é convertido em L-citrulina,
pela acdo da NO sintase (NOs). Foram identificadas trés isoformas da NOS: A NOS
endotelial (eNOS), neural (NNOS) e NOS induzida (iNOS) (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2006).

A eNOS e nNOS sdo produzidas de forma constitutiva e suas expressoes
aumentam com o fluxo de calcio, enquanto iINOS é produzida através de leucécitos
ativados ap0s a exposicdo a citocinas pré-inflamatdrias ou a produtos microbianos
(BROCHU; ROBERTS, 2009). Alguns estudos versam que o aumento na producéo de
NO, devido a inducdo da expressao de iNOS por citocinas inflamatdrias, € instrumento
da patofisiologia do processo inflamatério (CHANDRASEKHARAN; ROSS, 2005).

Outros estudos mostram que o NO ainda atua no vasorrelaxamento dependente
do endotélio, na inibicdo da ativacdo, adesdo e agregacdo plaquetéria, na regulacdo da
pressdo sanguinea basal, como vasodilatador, aumentando a permeabilidade vascular e
estimulando a producdo de prostaglandinas pré-inflamatorias, além de apresentar
atividade anti-inflamatéria (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

4.6.6 Mediadores derivados do sistema complemento (SC)

O sistema complemento é composto por proteinas da membrana plasmatica e
solveis no sangue, que participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memoria)
ao opsonizar 0s patdgenos e induzir uma série apropriada de respostas inflamatorias que
auxiliam no combate a infeccdo. InUmeras dessas proteinas reagem entre si para
complemento, como proteases que se ativam por clivagem proteolitica (BRANDAO et
al., 2006).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
https://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
https://pt.wikipedia.org/wiki/Opsoniza%C3%A7%C3%A3o
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Para que o SC exerca suas funcdes, ele deve ser ativado, originando assim uma
série de fragmentos com diferentes caracteristicas e funcbes especifica. Esta ativacdo
ocorre por duas vias: classica e alternativa. Cada uma delas é desencadeada por fatores
diferentes, sendo o inicio da ativacdo diferente para cada uma, mas que convergem em
uma via comum. Sua ativacdo tanto pela via classica como pela via alternativa leva a
formacdo do complexo litico de membrana (CLM) que destroi células (PARK;
VASKO, 2005).

4.6.7 Hidroxitriptamina (5-HT)

A 5-HT ou 5-hidroxitriptamina € uma indolamina, produto da hidroxilagdo e
carboxilacdo do aminoécido triptofano. E produzida nos nlcleos da rafe e lancada em
todo o cérebro. A 5-HT é um neurotransmissor e, como tal, serve para conduzir a
transmissdo de uma célula nervosa (neurdnio) para outra. A 5-HT é secretada por
neurbnios serotonérgicos e age em receptores de neurdnios pos-sinapticos
(COLDWELL etal., 2007).

E o segundo mediador vasoativo pré-formado com acdes semelhantes as da
histamina (RACKE; SCHWORER, 2001). Cerca de noventa por cento da 5-HT é
produzida por células enterocromafins, encontrada no epitélio do trato gastrintestinal, e
absorvida pelas plaquetas (YOUNG; FURNESS, 2001).

E proveniente principalmente de plaquetas, mastécitos e células endoteliais, bem
como de terminais serotoninérgicos centrais e ajuda na sensibilizacdo e ativacdo dos
neurdnios nociceptivos, o que promove a sensibilizacdo ou ativacdo direta dos
nociceptores, induzindo hiperalgesia por acdo direta contribuindo, dessa forma, para a
dor inflamatéria (JULIUS; BASBAUM, 2001).
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4.6.8 Metabolitos secundarios do &cido araquidonico

Os principais eicosanoides envolvidos tanto na geracdo da inflamacdo como
também na dor, sdo os LTs e as PGs. As PGs e os LTs promovem vasodilatacdo,
aumento da permeabilidade vascular e edema nos sitios de inflamacédo, enquanto que na
dor podem causar hiperalgesia a estimulos mecénico, térmico ou quimico
(SUBONGKOT et al., 2003).

S&o produtos do processamento do processamento do processamento do acido
araquidénido (AA) que normalmente é encontrado esterificado a fosfolipidios de
membrana, de onde € liberado por acéo de fosfolipases, como a fosfolipase A, (PLA,).
Os AA podem sofrer metabolizagdo pelas vias das enzimas, ciclooxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX) para produzir uma grande familia de eicosanoides (SILVA et al.,
2002).

Dentre as ciclooxigenases, a COX-1 € constitutivamente expressa, ou seja, esta
presente nas células em condigdes fisioldgicas, principalmente nos vasos sanguineos,
plaquetas, estbmago e rins (HIKIJI et al., 2008). A COX-2, por outro lado, é geralmente
ausente na maioria dos tecidos normais, porém pode ser rapidamente induzida em
resposta a uma variedade de estimulos, entre eles mitégenos, hormonios, citocinas e
fatores de crescimento, como IL-1, TNF-a e demais mediadores inflamatorios, sendo
responsavel também pela producédo de concentracdes elevadas de prostanoides durante a
inflamacdo (SANTOS et al., 2007).

Existe ainda, a COX-3, que se encontra distribuida principalmente no cortex
cerebral, medula espinal e coragdo. Alguns estudos sugerem que a inibicdo da COX-3
poderia representar 0 mecanismo central primario pelo qual os farmacos analgésicos e
antipiréticos, como os AINES, desenvolveriam suas atividades de reducdo de dor e da
febre (FONSECA et al., 2002).
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4.7 Atrite reumatoide: conceito e patogenia

A artrite reumatoide é uma doenga inflamatoria sistémica de carater autoimune
caracterizada pela presenca de poliartrite crénica, de ordem simétrica e erosiva,
podendo causar manifestacdes extra-articulares maultiplas, deformidades e reducdo da
funcdo articular (CARVALHO et al., 2010). Caracteriza-se por apresentar sinovite,
presenca de auto anticorpos e pela formacdo do tecido de granulacdo denominado
pannus, que invade e destréi as estruturas proximas a articulacdo, tais como a
cartilagem articular, o osso subcondral, os tenddes e os ligamentos (BARBOSA et al.,
2013).

Em geral, esta afeccdo acomete grandes e pequenas articulacbes, de forma
simétrica, em associacdo com manifestacdes sistémicas, como rigidez matinal, fadiga e
perda de peso, com um curso clinico flutuante, com periodos de melhora e exacerbacao
dos sintomas articulares (KHURANA, 2015). A avaliacdo da qualidade de vida
relacionada a salde tem sido utilizada como um bom indicador do impacto da artrite,
uma vez que esta afeccdo raramente leva a morte, porém causa sintomas como dor,
edema e rigidez articulares que afetam significativamente a funcionalidade (ABELL et
al., 2010).

A caracteristica principal da artrite reumatoide € a simetria poliartritica que afeta
principalmente os pés, as mdos e os punhos. Contudo, a maioria das articulacbes
diartroidais também é acometida (MACGREGOR, 2009). As grandes articulactes
geralmente tornam-se sintomaticas ap0s as pequenas articulacdes. Apresentacdes
assimétricas, com simetria desenvolvida no curso da doenca ndo sdo muito comuns
(BARROS et al., 2006).

A artrite reumatoide acomete as estruturas articulares, periarticulares e 0s
tenddes, porém a estrutura anatdbmica mais afetada é a membrana sinovial (CRUZ;
BRANCO, 2012). A sinovia normal, membrana que envolve as articulagdes, apresenta
trés camadas de células e estroma subsinovial avascularizado. Na artrite, a membrana
sinovial esta espessada, hiperémica e edematosa e apresenta seis a dez camadas,
dilatacdo venosa, alteracGes vasculares focais e segmentares, obstrucao capilar, areas de
trombose, hemorragia perivascular e o estroma subsinovial com a presenca de células
mononucleares (SKARE, 2009).
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Em humanos, o liquido sinovial normal contéem 10-200 células por mm3 e o
aspecto do liquido é claro e amarelado, em individuos com artrite reumatoide o liquido
sinovial contém em média 20000 células por mm3 e o fluido é escuro, turvo ou opaco e
apresenta cor esverdeada (GOLDING, 2011). A intensa inflamacdo articular, com
destruicdo da cartilagem e do osso, edema, dor e impossibilidade ou dificuldade em
executar atividades habituais caracteriza a artrite reumatoide (LESUIS et al., 2012).

O sitio inicial da inflamag&o articular € a membrana sinovial, que normalmente
secreta o liquido sinovial que reduz o atrito e nutre a cartilagem articular. A capsula
articular consiste de duas camadas: uma externa de tecido conjuntivo denso com vasos
sanguineos e nervos, e uma camada interna chamada de membrana sinovial (DE VITA
etal., 2012).

A semelhantes aos macrofagos e as células sinoviais tipo B semelhantes aos
fibroblastos. Nesse contexto, os macréfagos se acumulam na membrana sinovial e na
juncdo cartilagem denominada pannus, produzindo algumas citocinas pré-inflamatorias
tais como, TNF-a, IL-1 e quimiocinas (KINNE et al., 2010) que estimulam a atragéo de
leucdcitos para a membrana sinovial com subsequente sinovite (KALE et al., 2009).

O TNF-a estimula a proliferagdio de sinovidcitos, induzindo a hiperplasia
sinovial e a formagdo do pannus e a IL-1 estimula a proliferacdo de fibroblastos
sinoviais que estdo envolvidos na regulacdo da expressdo de moléculas de adesao,
citocinas e metaloproteinases (PAP et al., 2009).

As células T CD4" encontram-se em grande quantidade na membrana sinovial
de pacientes com artrite reumatoide (MATSUOKA et al., 2000). Os linfécitos, uma vez
ativados, estimulam os mondcitos, macréfagos, fibroblastos sinoviais e células B
(QIAO et al., 2009). Embora os linfocitos T sejam predominantes no infiltrado
leucocitario, as células B também estdo envolvidas na patogénese da artrite reumatoide,
produzindo o fator reumatoide (FR). Cerca de 80% dos portadores da AR apresentam
esse fator. O termo FR engloba um grupo de auto anticorpos das classes IgG, IgM e IgA
que tem em comum a capacidade de reagir com diferentes epitopos da porcdo Fc da
molécula de 19G humana (SHMERLING; DELBANCO, 2009).

Outro leucocito que merece destaque na patogénese da AR é o neutrofilo, uma
das primeiras células a chegar no local acometido, o qual exerce um papel importante
no quadro inflamatorio agudo (ABRAMSON, 2015). Os neutréfilos estimulam a

producdo de IL-8 no fluido sinovial, exercendo participacdo na atracdo de leucocitos
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para o interior da articulacdo e na destruicdo da cartilagem através da producéo de
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e enzimas proteoliticas (CHATHAM et al.,
2013).

Estudos em modelos experimentais resultam em um melhor entendimento do
papel de diferentes tipos celulares e mediadores inflamatorios envolvidos no
desenvolvimento da artrite. Pesquisas tém demonstrado que dentre os diferentes tipos
celulares, os neutréfilos se destacam, pois regulam e orquestram a resposta inflamatéria
aguda e participam também da inflamacéao cronica (QUITANS et al., 2010).

O acumulo de produtos potencialmente toxicos, como serino proteases,
colagenase, espécies reativas de oxigénio e fibronectina no liquido sinovial ocorrem
devido a processos de ativacdo de neutrofilos in situ. A presenca deste tipo celular tem
sido associada aos principais danos articulares observados na artrite reumatoide
(ELLIOTT et al., 2011). Sendo assim, 0 modelo de artrite se torna um modelo para se
estudar o recrutamento de neutréfilos, a resolucdo da resposta inflamatéria e a
participacao de diferentes moléculas nestes processos (CUNHA et al., 2015).

Outro importante ponto citado acima é a intensa dor articular gerada na AR.
Como resultado de leséo tecidual e reatividade imune anormal ou lesdo neural, a dor
esta frequentemente relacionada a processos inflamatérios (STEIN et al., 2013). Tais
processos geram a sensibilizacdo de nociceptores aferentes primarios, que é
caracterizada pela diminuicdo do limiar de excitabilidade necessario para ativa-lo, pelo
aumento da atividade espontanea da célula nervosa e pelo aumento na frequéncia de
disparo em resposta a estimulos supralimiares (COSTIGAN et al., 2011).

A consequéncia de tais alteragdes leva a dois fenémenos clinicos relevantes, a
hiperalgesia, caracterizada pela resposta exacerbada a estimulos dolorosos, e alodinia,
que € o surgimento da dor em resposta a um estimulo normalmente in6cuo (MISHARIN
et al., 2012), melhor descrito como hipernocicep¢do em modelos animais (OLIVEIRA
etal., 2011).

Existem diversos mediadores quimicos finais da hipernocicepcdo inflamatoria
gue podem ativar diretamente e/ou indiretamente os nociceptores. Entretanto, o estimulo
inflamatdrio normalmente ndo libera estes mediadores diretamente, mas sao precedidas
por outros mediadores como as citocinas (VERRI et al., 2011). Assim sendo, células
residentes (principalmente macrofagos, mastocitos e celulas dendriticas) e celulas

infiltradas liberam diversos mediadores inflamat6rios, como as citocinas, que
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desempenham papel essencial para o desenvolvimento da hipernocicepcdo inflamatdria
(DENG et al., 2009).

Figura 6: Mecanismos celulares que envolvem a Artrite Reumatoide.
Articulacdo em individuo saudavel (A), articulagdo em paciente com AR inicial (B),
articulagcdo em paciente com AR tardia (C).

Fémur

Sindvia

Articulagao Normal (A)

Angiogénese

Artrite reumatoide
inicial (B)

Hiperplasia sinovial

Hipertrofia dos
sinoviocitos

Plasmocito Artrite reurnatoide

tardia (C)
Projegbes da sindvia

Intensa angiogénese

Fonte: modificado de http://www.genocites.com/aferrante.geo/AR.htm
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4.7.1 Artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA): historico e

caracterizagéo

O entendimento dos mecanismos pelos quais a artrite reumatoide desencadeia é
baseado em estudos de cunho clinico e em modelos experimentais em animais
(KANNAN, 2005). A inducdo de artrite em animais tem sido realizada através da
administracdo de agentes do tipo artrigénicos, como o pristane, zymosan, o adjuvante
completo e incompleto de Freund (CFA), entre outros (CANNON et al., 2013).

A artrite induzida por adjuvante foi descrita pela primeira vez por Pearson em
meados de 1956, sendo caracterizada como uma doenga induzida em camundongos com
susceptibilidade genética por uma inoculacdo simples de micobactéria (Mycobacterium)
suspensa em 6leo, a qual da-se o nome de Adjuvante de Freund (CFA) (DONALDSON,
2003). Carl Pearson foi um médico americano que pesquisou sobre doengas musculares
de carater degenerativo. Visando induzir polimiosite através da inje¢do por via
intramuscular de CFA, Pearson notou que houve o desenvolvimento de uma artrite de
cunho crénico nos animais. Este modelo, portanto, reproduzia e traduzia sinais e
sintomas muito semelhantes aos da artrite em seres humanos (PEARSON, 1956).

O adjuvante completo e o incompleto de Freund tém sido utilizados para a
inducdo de artrite em animais. O adjuvante incompleto de Freund (IFA) é composto por
6leo de parafina contendo mono-oleato de manitol como surfactante. JA o adjuvante
completo de Freund (CFA) contém os mesmos componentes do IFA, porém com adi¢do
de uma micobactéria morta (DAHER, 2005).

A inducédo da artrite por CFA em animais tem revelado extensas variages na
frequéncia e severidade de lesdes de acordo com a raca. Os camundongos, em sua
grande maioria, ndo sdo susceptiveis a inducdo de artrite por adjuvante
(WHITEHOUSE, 2004). Por outro lado, os ratos desenvolvem com maior facilidade a
artrite induzida por CFA. Em relacdo a idade, as diferencas sé@o em relacéo a inducdo da
artrite. Camundongos jovens, de até 7 dias de nascimento, ndo sdo considerados

suscetiveis a doenga, apenas animais com mais de 21 dias de vida (SERHAN, 2005).
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4.7.2 Inducéo

O modelo de atrite é induzido por meio da micobactéria morta, em d&leo
adjuvante, que consiste em 6leo de parafina contendo mono-oleato de manitol como
surfactante (KAVUNCU, 2005). A concentracdo ideal para causar artrite severa é de
10,0 mg/mL e quando 0,1 mL da suspensao € injetado (WAUBEN, 2004).

Segundo 0 mesmo autor, em experimentos que visam testar casos menos
severos, uma concentracdo da micobactéria de 1,0 mg/mL a 5,0 mg/mL em Oleo é
adequada. Todavia, sdo comercializados por laboratérios especializados nas
concentragdes de 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL e 50 mg/mL, sendo esta Gltima pouco
encontrada. Doses mais elevadas apresentam a opcéo de serem manipuladas por meios
apropriados.

Em um estudo realizado por Cai e colaboradores (2010), animais que foram
injetados com 100 pug de CFA manipulado, desenvolveram sinais artriticos a partir do 9°
dia, a0 mesmo tempo que animais que foram injetados com 100 pL contendo 5 mg/mL
de CFA sd desenvolveram sinais artriticos a partir do 18° dia de indug&o.

4.7.3 Vias de inducdo em modelos experimentais

A via preferencial de imunizacdo é a intradérmica, na base da cauda. Outra via a
ser utilizada é a injecdo intracutdnea na pata traseira e intra-articular nas articulacdes
tibio-femural e tibio-tarsica (I11GO et al., 2001).

A indicacdo do volume de adjuvante a ser administrado varia entre 0s autores,
pois cada pesquisador padroniza o tipo de inducdo adequado aos objetivos de suas
pesquisas. Cook e Moore (2010) injetaram 100 pL de CFA, contendo 5,0 mg/mL de
Micobacterium butyricum, intraplantar em ratos. Por sua vez, Zhang e colaboradores
(2001) injetaram 100 pL de CFA, contendo 0,5 mg/mL de M. tuberculosis, intradérmica
na base da cauda de ratos; Zheng et al (2002) empregaram 100 pL de adjuvante,
contendo 10 mg/mL de M. tuberculosis, intradérmico na base da cuda. Todos obtiveram
uma inducdo de artrite por adjuvante satisfatoria padronizada de acordo com seus

propasitos.
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4.7.4 Curso da doenca

A artrite induzida surge geralmente entre 10 a 12 dias ap6s a estimulacdo por via
intraplantar na face dorsal da pata traseira do camundongo, e entra em remissao por
volta de 6 a 10 semanas, para este modelo descrito por Ottawa (2004). Apo6s a inducéo
ativa da doenca, sua progressdo e severidade podem ser quantificadas fisicamente,
histologicamente, radiograficamente e por ressondncia magnética (LE BARS;
GAZARIUM; CADDEN, 2004). A severidade pode ser observada na primeira ou
segunda semana e cessa nas trés semanas subsequentes.

O edema e deformidades podem ser vistas por um longo periodo
(MEDZHITOV, 2010). No exame fisico o que se verifica, na maioria das vezes, é 0
edema, pelo volume da pata ou espessura da articulacdo (geralmente joelho ou
tornozelo), e o grau de artrite é verificado por meio de eritema, edema periarticular e
deformidade (TRENTHAN et al., 2007).

Na artrite por adjuvante severa ha intensa difusdo, infiltrado celular inflamatorio
denso composto por celular mononucleares, polimorfonucleares e neutrofilos. A sindvia
e o tecido conectivo subsinovial apresentam como caracteristica edema com éarea de
necrose. Ao mesmo tempo, o tecido de granulacdo reativo, chamado de pannus,
estende-se para o tecido periarticular, ocasionando destruicdo da cartilagem articular e
consequente invasao para o espa¢o medular do osso (TERRIER et al., 2005).

Como a artrite induzida por adjuvante apresenta remissdo espontanea, a
utilizacdo de camundongos visando intervencao terapéutica e de cunho farmacolégico é
limitada (COSTA et al., 2008). Assim que a doenga entra em a¢do, a imunoregulacdo é
ativada como parte da resposta fisiologica. Concomitantemente, a destruicdo da
articulacdo € completa e ocasiona ndo restabelecimento articular, e assim, ndo é, na
maioria dos casos, ideal a realizacdo de testes com vista & discretas intervencdes
(MEDZHITOV, 2008).
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4.7.5 Diagnostico e tratamento

O diagndstico precoce da artrite reumatoide e o inicio imediato ao tratamento
sdo fundamentais para o controle da atividade da doenca e para a prevencdo de
incapacidade funcional e lesGes articulares irreversiveis (ROSEN, 2004). Entre as
caracteristicas fisicas do paciente, estdo a fadiga, inchago e limitacdo dos movimentos
(VAN VENROOWJ, 2004). Nesse contexto, o quadro laboratorial da artrite reumatoide
pode inclui, entre outras caracteristicas, anemia, aumento da velocidade de
hemossedimentacéo e da proteina C reativa (VOULGARI et al., 2009).

Mesmo ap6s décadas de pesquisas, a patogénese desta doenca ainda ndo esta
completamente elucidada. Admite-se que os fatores que a desencadeiam sejam
maltiplos, incluindo fatores imunes, genéticos e ambientais (JAYSON, 2009). O mesmo
autor mostra que uma porcentagem elevada de individuos que desenvolvem artrite,
apresentam o antigeno de histocompatibilidade da classe Il. A presenca deste antigeno
tem sido reconhecida como um fator de risco para o desenvolvimento da doenca.

Outras pesquisas indicam que o sistema imune inato pode estar envolvido no
desenvolvimento da artrite reumatoide, por meio da ativacdo de receptores reconhecidos
por bactérias, sendo o responsavel pelo recrutamento de células inflamatorias para a
cavidade articular, culminando com a liberacdo citocinas e prostaglandinas, que
contribuem para a intensificacdo da inflamacdo. Alguns estimulos ambientais, a
exemplo de infeccdes, vacinas e traumas emocionais também apresentam estreita
relacdo com o desenvolvimento da artrite reumatoide (MULLER-LADNER, 2010).

O tratamento inicia com a educacdo do paciente e seus familiares sobre a doenca
e o tratamento, com seus riscos e beneficios. O paciente deve ser constantemente
avaliado, preferencialmente, por uma equipe multidisciplinar. O tratamento
farmacoldgico varia de acordo com o estagio da doenga, assim como com sua atividade
e severidade (LAURINDO et al., 2009).

Os objetivos do tratamento da artrite reumatoide séo voltados com vistas a
aliviar a dor, reduzir a inflamacao, evitar ou reduzir os danos nas articulagdes, melhorar
a funcéo e trazer bem-estar e qualidade de vida ao paciente (ALBERS et al., 2005). S&o
comumente utilizados medicamentos que auxiliam na remissdo dos sintomas como dor
e inflamacdo, sendo destaque para os anti-inflamatorios ndo esteroidais, a exemplo do

naproxeno, ibuprofeno e alguns analgéesicos, como o acetaminofeno e o propoxifeno,
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além dos glicocorticoides, como é o caso da cortisona e prednisona (DAVIS et al.,
2007).

Além desses medicamentos, ha também aqueles que possuem a capacidade de
modificar o curso da doenca, os chamados farmacos antirreumaticos modificadores da
doenca, sendo o metotrexato o mais utilizado (PISETSKY, 2003). Existem alvos
terapéuticos que sdo conhecidos como modificadores de respostas bioldgicas, eles séo o
infliximab e o etanercept, que atuam como bloqueadores do TNFa, assim como a
anakinra que atua como antagonista da IL-1. Ambos apresentam custos elevados e sua
administracdo por via parenteral limitam o uso (FURST et al., 2012).

A escolha de um farmaco, por sua vez, é condicionada a gravidade da doenca, as
caracteristicas individuais e a condi¢do econdmica do paciente (RAZA et al., 2006). O
tratamento também contempla outras medidas, como o repouso, dieta adequada,
fisioterapia e acompanhamento com profissional de educacéo fisica (KITSIS, 2010).

Em casos avancados, pode haver indicacdo de um tratamento cirtrgico. Em
casos de lesdo estrutural, recomenda-se, se necessario, diferentes tipos de técnicas
cirurgicas, a exemplo da sinovectomia, utilizada em casos de sinovite persistente por
mais de seis meses, correcdes de tenddes, utilizacdo de proteses e até em casos de
artroplastia total (CAILLIET, 2001).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo e Local de realizacio

Pesquisa basica, delineada nos moldes da pesquisa experimental. Os testes in
vitro e in vivo foram realizados no laboratorio de Farmacologia e Imunidade pertencente
ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — LaFI/ICBS-UFAL, coordenado pelas
Professoras Doutoras Eliane Aparecida Campesatto e Magna Suzana Alexandre

Moreira.
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5.2 Material botanico

As folhas da C. spiralis foram coletadas no municipio do Crato (regido do cariri,
estado do Ceara, Brasil), no ano de 2012 e a identificacdo botanica foi realizada no
Herbario Prisco Bezerra (Universidade Federal do Ceard), onde a exsicata foi

depositada sob o nimero 044500.

5.3 Preparo e obtencdo das fracoes de C. spiralis

Todos os procedimentos de extracdo e fracionamento foram realizados no
BioMol-Lab (Laboratério de Moléculas Biologicamente Ativas — Universidade Federal
do Ceara) sob orientacdo do professor Dr. Bruno Anderson Matias da Rocha no ano de
2012,

Inicialmente, as folhas da C. spiralis foram coletadas, lavadas com agua
destilada e passaram pelo processo de secagem a temperatura ambiente (~25 °C). Ja
com o material seco, o segundo passo foi triturar as folhas (triturador) e tamisar o
material para separar as particulas de menor grau de divisao.

Apbs a obtencdo do po, iniciou-se 0 processo de extracdo a frio, utilizando
metanol (na proporcdo de 50 g de material vegetal para 1000 mL de solvente em um
erlenmeyer) e um agitador do tipo Shaker. A agitacdo perdurou por um periodo de trés
dias, sendo interrompida diariamente para uma agitacdo manual por alguns minutos.
Feita a extracdo, a amostra foi filtrada em algoddo com o auxilio de um funil de vidro
para separar o0 extrato da matéria organica que foi acondicionado em recipiente de vidro
ambar.

O solvente foi evaporado com o auxilio de um rotaevaporador a uma
temperatura, inferior a 50 °C e o extrato concentrado foi colocado em uma placa de
petri (previamente pesada), onde teve o restante de solvente evaporado utilizando-se um
banho-maria, também com temperatura inferior a 50 °C e por tempo necessario a

completa evaporagéo.
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Foi observado que o rendimento aproximado da extracéo gira em torno 6% (3 g
de extrato metanolico bruto a cada 50 g de material vegetal) (Figura 7).

Figura 7— Etapas do processo de extracao.

Fonte: SILVA, 2013.

O fracionamento do extrato foi realizado através de uma coluna de vidro, com
silica gel (SiO;) como fase estacionaria e solventes de diferentes polaridades como fase
movel (Figura 8).

O aparato da coluna foi montado em uma capela, a silica acondicionada com o
solvente de inicio (hexano) e o material vegetal (macerado com auxilio de almofariz e
pistilo) depositado na parte superior da coluna. Foi padronizada a propor¢édo de 1:15 (1g
de extrato bruto e 15g de SiO2). A quantidade de cada solvente utilizado foi uma
proporc¢do de oito vezes o volume de silica na coluna (calculada pela equagdo: Vsio,=
n.r’h, onde “r” é o raio da coluna e “h” a altura que a silica ocupa na coluna, em cm).
Observou-se na coluna utilizada (1,0 cm de raio) que 15,0 g de SiO, atinge uma altura

de aproximadamente 10 cm.
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Portanto, aplicando os valores na equacdo chegamos ao volume de 30 mL, ou
seja, a quantidade de cada solvente a ser utilizada foi de 240 mL (8 vezes o volume de
silica).

As fragbes foram acondicionadas em vidro ambar e em seguida tiveram o
solvente evaporado com o auxilio de placas de Petri (previamente pesadas) no banho-

maria com temperatura inferior a 50 °C.

Figura 8 — Fracionamento do extrato bruto da C. spiralis. A (fase cloroférmica); B
(fase metanolica).

Fonte: SILVA, 2013.
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5.4 Ensaios farmacoldgicos
5.4.1 Substancias

As fracOes testadas (FCCS e FMCS) foram suspensas em CMC 5%
(carboximetilcelulose) com o auxilio de quantidade suficiente do tensoativo Tween 80®.

Para realizagdo dos experimentos foi utilizado adjuvante completo de Freund
(Sigma) 1 mg/mL ), na dose de 20 pL/animal, via intraplantar, uma Unica vez no
primeiro dia do teste de artrite. No dia seguinte, foi administrada solucdo salina de
Cloreto de sdédio (NaCl 0,9%) na dose de 10 mg/kg via oral (v.0.), durante 7 dias,
posteriormente aos 14 dias da inducdo da artrite. Como farmaco padrdo foi utilizada
Dexametasona, na dose de 1 mg/kg, v.o, durante 7 dias, posteriormente aos 14 dias da

inducdo da artrite

5.4.2 Ensaio de Viabilidade Celular pelo método de MTT

Para o ensaio da viabilidade celular, foram plaqueados em placa de 96 pocos,
macréfagos da linhagem J774.A1 numa concentracdo de 5 x 10* células por poco
cultivados em meio DMEM (meio Dulbeco modificado por Eagle) suplementado com
10% de soro fetal bovino. Foi adicionado 200 pL do meio com as células em cada
cavidade. As células foram tratadas com as FCCS e FMCS nas concentragdes de 0,05,
0,5,1,5, 5, 15,50 e 100 pg/mL por 24 h e mantidas em estufa a 5% de CO,.

Uma hora antes de adicionar o MTT, trés pocos foram lisados com 2 pL de
Triton 100X para comparacdo de morte celular. Apés o periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi descartado e adicionado em cada po¢o 100 pL de uma solugédo de
MTT (500 pg/mL) e reincubadas por 1 h em estufa a 37° C e a 5% de CO,. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspendido com 100 pL
de dimetilsuféxido (DMSO) e a placa foi lida imediatamente com o auxilio de um leitor
de microplacas no comprimento de onda 530 nm. Essa técnica tem a capacidade de

analisar a viabilidade celular e o estado metabolico da célula a partir da reducdo do sal
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de tetrazolio (coloracdo amarela) a formazan (coloracao azul escuro), sendo bastante Gtil
para avaliar a citotoxidade (MOSMANN, 1983).

5.4.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas (6 a 8 semanas), pesando entre 25-
35 g, provenientes do Biotério Central da UFAL. Apo6s o periodo de desmame, 0s
animais foram alimentados com racdo propria para este tipo de roedores e agua mineral
em quantidade suficiente.

Os animais foram mantidos em grupos de 5 por caixa, 2 dias antes dos
procedimentos experimentais para fins de adaptacdo, mantidos em gaiolas do tipo
Kaefig produzida em polipropileno, autoclavavel, resistente a &cidos, nas medidas
30x20x13 — LxCxA), com grade aramada de ago inoxidavel contendo comedouro e
encaixe para bebedouro, onde serdo aclimatados a 22 + 2 °C, em um ciclo claro-escuro
de 12/12h (fase escura: 19:00 as 07:00h) e tratados com agua e racdo ad libitum. Antes
da realizacéo dos ensaios farmacoldgicos, os animais foram mantidos em jejum por um
periodo de 8 horas, com livre acesso a dgua. Todos os experimentos foram realizados no
periodo de 08h00 as 16h00 horas.

Durante os experimentos, foram utilizadas técnicas de imobilizacdo animal em
consonancia com os métodos preconizados pelo Comité de Etica para utilizacdo de
animais de laboratorio. Ao término dos ensaios, os animais foram sacrificados e,
posteriormente, congelados e armazenados, até o recolhimento de materiais bioldgicos
realizados pela empresa SERQUIP Tratamentos de Residuos AL Ltda., empresa
responsavel pela coleta e posterior descarte seguro de materiais bioldgico,
infectocontagiosos e perfurocortantes, através de cronograma estabelecido previamente
pelo ICBS.

Todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo com
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), com aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFAL (protocolo n° 040/2018) — Anexo 1.
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5.4.5 Padronizacdo do modelo de inducdo da artrite induzida por Adjuvante Completo

de Freund

Este ensaio consiste na administracéo de 20 uL de adjuvante completo de Freund
(emulsdo viscosa, incolor, constituida de 85% de 6leo mineral, 15% de emulsificante
com 500 pg de M. tuberculosis inativada por mililitro de emulséo - 1 mg/mL) por via
intraplantar na face dorsal da pata do camundongo.

O ensaio teve uma duracdo de 21 dias, nos quais 0s animais foram pesados
diariamente e o volume de suas patas foi mensurado com auxilio de pletismémetro apds
a realizacdo da inducdo da artrite no dia zero.

A partir do 14° dia, com excecdo do grupo branco (onde ndo houve inducdo de
artrite, nem tratamento com substancias), os animais foram tratados de acordo com o
seguinte planejamento, conforme mostra a Tabela 1: grupo controle negativo —
tratamento com veiculo (solucéo salina, NaCl 0,9%), 10 mL/kg, v.0.; grupo controle
inflamatorio (com inducdo de artrite e sem tratamento; grupo controle positivo —
tratamento com dexametasona, 1 mg/kg, v.0.; grupos testes — tratamento com FCCS ou
FMCS, nas doses de 100 mg/kg cada, v.0o. O tratamento foi mantido até o 21° dia de
tratamento. No 22° dia, os animais foram eutanasiados e o baco, estbmago, figado e rim
foram removidos de cada animal para analise macroscépica. Os estdmagos foram
pesados e analisados em uma lupa quanto a possiveis lesdes gastricas seguindo 0s
scores: 0,5 — vermelhiddo; 1,0 — pontos ulcerosos; 1,5 — estrias hemorragicas; 2,0 —
ulceras < 5; ulceras > 5.

A pontuacdo média de cada grupo tratado, menos a média da pontuacdo do
grupo controle, foi considerado como indice de gravidade de lesdo da mucosa gastrica
(CIOLI et al., 1999).
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Tabela 1 — Distribuicdo dos animais por grupo no ensaio de artrite induzida por
Adjuvante Completo de Freund.

Ensaio de artrite induzida por adjuvante completo de Freund

Via de

r anci D o . nti Animai
Grupo Substancia ose Administracio Quantidade de ais

1 Sem tratamento e Naﬁ >¢ N&o se aplica 6 (fémeas)
sem inducdo de aplica
artrite
Solucdo Salina .
2 (NaCl 0.9%) 10 ml/Kg V.0. 6 (fémeas)
3 Dexametasona 1 mg/Kg V.0. 6 (fémeas)
100 A
4 FCCS ma/Kg Vv.0. 6 (fémeas)
100 A
5 FMCS ma/Kg Vv.0. 6 (fémeas)
Total 30 (fémeas)

5.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média, conforme
indicado nas legendas das tabelas e figuras e as diferencas estatisticas entre 0s grupos
experimentais e controle foram verificadas por Analise de Variancia (ANOVA) seguida
pelo teste de Dunnet. Os valores foram considerados significantes quando p*< 0,05.

Todas as analises foram realizadas no tutorial GraphPad Prism®, verséo 5.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Preparo e obtencao das fracoes de C. spiralis

No final do processo extrativo, podemos observar que o extrato bruto tem como
caracteristicas uma consisténcia pastosa, de cor escura (marrom esverdeado).
Utilizando-se 50,0 g das folhas da C. spiralis, o rendimento médio é de 3,0 g de extrato
bruto.

Ja as fracOes apresentaram uma consisténcia um pouco mais sélida e uma
tonalidade mais clara (marrom claro). A partir dos 3,0 g de extrato bruto foi obtido as
fracbes que foram avaliadas quanto as propriedades farmacoldgicas. O rendimento

médio das fracdes esta descrito na tabela 2.

Tabela 2 — Rendimento médio das fracdes da C. spiralis a partir de 3,0 g de extrato
bruto.

Fracdes Rendimento (mg) %
FCCS 30 1
FMCS 160 53

Fonte: SILVA, 2013.
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6.2 Ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT

Os ensaios de citotoxicidade fornecem, prioritariamente, informacdes sobre
diferentes funcdes ou compartimentos celulares, tais como a perda seletiva da
permeabilidade celular, a reducdo da fungdo mitocondrial e as mudancas na morfologia
e replicacgdo celular (AZEVEDO, 2005).

No entanto, a perda da funcdo mitocondrial é uma das respostas mais comuns e
pode ser utilizada como sinal precoce de citotoxicidade (MELO et al., 2006).
Inicialmente foi investigado um possivel efeito toxico das fracGes de C. spiralis através
do ensaio de viabilidade celular, utilizando macrofagos da linhagem J774 Al, foi

possivel avaliar o possivel efeito citotdxico.

A citotoxicidade é um fator limitante para a liberacdo e consumo de farmacos,
sendo assim, a andlise da citotoxicidade associada a atividade bioldgica de um
composto séo fatores primordiais para determinar sua aplicacdo, bem como seu indice
terapéutico (FRESHNEY, 2009).

O método de MTT é um ensaio colorimétrico que avalia a atividade de
desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente, a
viabilidade celular, € quantificada pela reducdo do sal de MTT a formazan pela
atividade destas enzimas. Desta forma, a reducdo do MTT a formazan, sera diretamente

proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

Os resultados obtidos, conforme mostra o Grafico 1, demonstraram que néo
houve reducédo da viabilidade celular dos grupos tratados com as concentrac6es de 0,05,
0,5, 1,5, 5, 15, 50 e 100 pg/mL FCCS e FMCS, em comparagdo com 0 grupo controle.
Analisando o farmaco padrdo, a dexametasona, observa-se que houve uma reducdo da
viabilidade celular na concentragdo de 100 pmol/mL em relagdo as demais

concentragdes, contudo néo significante.
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Grafico 1 — Efeito da FCCS e FMCS no ensaio de MTT
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Nota: Os dados representam a média = e.p.m. dos grupos tratados comparados ao
controle através de uma Analise de variancia (One-way ANOVA), seguidos do Teste de
Dunnet, onde foram considerados significantes quando ***p < 0,001.

Para que determinada substancia seja aprovada no ensaio de citotoxidade in
vitro, ndo deve ocasionar a morte celular ou afetar suas fun¢ées (ROGERO et al., 2003).
N&o foram constatados neste estudo sinais de citotoxicidade para a FCCS e FMCS.
Estes resultados representam indicios de seguranca na utilizacdo terapéutica da espécie

vegetal nos testes pré-clinicos in vivo.
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6.3 Ensaio de artrite induzida por adjuvante completo de Freund

A artrite foi estabelecida em todos os camundongos pela administracdo do
adjuvante completo de Freund. Como esperado, 0s animais controle ndo apresentaram
nenhuma alteracdo no didmetro da pata, uma vez que nestes foram administrados apenas
salina (Figura 9 A). Nos animais que receberam o adjuvante observou-se inflamacéo na
pata administrada (Figura 9 B).

Figura 9 - Pata dos camundongos no ensaio de artrite induzida por adjuvante
completo de Freund.

Fonte: Autor, 2019.

Nota: animal Controle normal (A) e animal artritico administrado com adjuvante (B)
apos 14 dias de inducdo da artrite — eritema e edema na pata direita do animal artritico
causados pela administracdo do Adjuvante Completo de Freund.

O tratamento com FMCS nao foi capaz de reduzir o volume da pata estimuladda
pelo adjuvante completo de Freund, quando comparada ao controle positivo, durante os
sete dias de tratamento. Por outro lado, a FCCS causou uma inibigdo estatisticamente
significante do tamanho da pata (***p < 0,001) quando comparada ao controle positivo
a partir do 19° dia. O farmaco padrdo utilizado, dexametasona, foi capaz de inibir o
aumento de volume da pata significativamente no periodo de 18 a 21 (Gréfico 2).
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Graéfico 2 — Efeito da FCCS e FMCS no ensaio de artrite induzida por Adjuvante
Completo de Freund
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Nota: Os dados representam a média + e.p.m. dos grupos comparados ao controle
através de uma Analise de variancia (One-way ANOVA) seguidos do Teste de Dunnet,
onde foram considerados significantes quando ***p < 0,001.

O modelo de artrite induzida por adjuvante em camundongos é amplamente
utilizado para avaliagio da atividade anti-inflamatéria cronica de diversos compostos. E
um experimento imunopatolégico que apresenta caracteristicas semelhantes a artrite
reumatoide em humanos. Neste modelo, a artrite se desenvolve dentro de duas semanas
e € caracterizada por edema de pata, bem como o desenvolvimento de lesdes

inflamatorias.

A artrite reumatoide é uma desordem sistémica autoimune caracterizada por
hiperplasia sinovial e inflamacdo cronica e dor nas articulagdes persistentes
(CALABRESI et al., 2018). Embora as causas exatas da artrite reumatoide permanegam
desconhecidas, desregulacdo imunoldgica por citocinas inflamatorias pode estar

envolvidos no seu desenvolvimento (WANG et al., 2005).
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Na artrite reumatoide sdo produzidos altos niveis de IL-1 e TNF-a, que
desempenham papéis essenciais na progressao da destruicdo conjuntiva e proliferacdo
da membrana sinovial. Estudos demonstraram que a IL-1 e TNF-a reforcam a
proliferacdo de fibroblastos, estimulam a producdo de PGE2, aumento da expressdo de
citocinas e colageno por células sinoviais. O TNF-a exerce a sua atividade através da
inducéo de IL-1 (AKRAMAS, 2017).

Assim, a IL-1 e TNF-a sao dominantes na inducdo de inflamagao e erosio ossea.
Prostaglandinas estdo envolvidas em uma série de atividades bioldgicas relevantes para
a patogénese da artrite. Estudos sugerem que alguns dos aspectos pro-inflamatorias da
doenca sé&o mediados por PGE2. A neutralizacdo da PGE2 com anticorpos monoclonais
reduziram tanto os sinais inflamatdrios quanto os niveis de marcadores de doenca (XU
etal., 2010).

Corroborando com os achados do presente estudo, foram vistos na literatura dois
estudos que versam sobre a acdo da FCCS e FMCS em outras espécies de Costus. O
primeiro estudo avalia os efeitos da fracdo metanol de Costus spicatus em modelos
animais. Para tanto, foi utilizado o modelo de artrite induzida por carragenina. Os
animais receberam doses da fracdo metanol de C. spicatus, nas concentracdes de 200 e
400 mg / kg (i.p.).

Ambas as concentracGes nao apresentaram reducao do volume da pata, o fato é
que a toxicidade do metanol é considerada baixa, porém, no seu processo metabdlico, é
produzido aldeido férmico e acido formico, os quais podem diminuem o processo de
absorcdo (ONAJOBI et al., 2014).
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Quintans e colaboradores (2010) trouxeram em seu estudo a atividade anti-
inflamatoria da fragdo cloroformio de Costus afer em modelos de ratos artriticos. Os
animais controle nos quais a artrite foi induzida com carragenina, acido araquidénico,
formaldeido ou CFA apresentaram aumentos significantes (P <0,05) no edema de pata
quando comparados aos animais normais. O tratamento dos ratos com a fragdo
cloroférmio de C. afer na dose de 100 mg/kg v.o. suprimiu o edema. O cloroférmio
possui acdo anestésica, que ocorre devido ao fato deste ser muito volatil, desta forma ele
absorve calor da pele, a qual tem temperatura diminuida, o que faz com que 0s nervos
sensitivos que mandam as informagdes ao cérebro ficam inativos e a sensacdo de dor é

diminuida.

E interessante considerar que os animais utilizados neste experimento possuem
uma postura quadripede e ndo uma postura bipede, como a humana. O animal
quadrupede apresenta boa estabilidade, pois ao caminhar, desloca a projecdo do seu
centro de gravidade em uma base retangular, formada pelos quatro membros. Ja o
centro de gravidade do ser humano quando caminha, se desloca apenas poucos
centimetros, pois 0s pés se localizam proximos a linha média do corpo, possuindo
menos estabilidade na marcha, e assim, exigindo mais dos musculos e das articulaces
dos membros inferiores (BORGES FILHO; ALMEIDA, 2004)

Considerando também que, neste estudo, foi realizada uma monoartrite, ou seja,
a inducdo de artrite apenas em uma pata, durante a deambulacdo os animais
permaneceram com trés patas “livres de dor” para o apoio (ndo ¢ possivel afirmar que
estes animais ndo sentiram dor nas outras patas). Em humanos, isto ndo seria possivel,

devido ao apoio bipodal e pela caracteristica simétrica da artrite reumatoide.
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Depois da eutanasia dos animais foram retirados baco, estdmago, rim e figado
para pesagem e analise macroscopica, respectivamente. O Gréafico 3 demonstra que o
tratamento com nenhuma das fragdes testadas foi capaz de reduzir a massa do bago, tal
qual é vista quando este parametro foi estatisticamente significante para o grupo tratado
com dexametasona (***p < 0.001), um glicocorticoide que se caracteriza por apresentar

acao imunossupressora.

Graéfico 3 - Média de peso dos érgaos dos camundongos submetidos ao tratamento
com veiculo, dexametasona ou fragdes de C. spiralis no ensaio de artrite induzida
por adjuvante de Freund
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Nota: A — média do peso dos bacos; B — média do peso dos estbmagos; C — média do
peso dos figados; D — média dos pesos dos rins. Os dados representam a média + e.p.m.
dos grupos comparados ao controle através de uma Analise de variancia (One-way
ANOVA) seguidos do Teste de Dunnet, onde foram considerados significantes quando
***p < 0,001.
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Como imunossupressor, a dexametasona atua na reducdo da concentracdo de
linfocitos dependentes do timo, mondcitos e eosinofilos, na inibicdo a sintese ou
liberagdo de interleucinas, na estimulagdo do catabolismo, como também no aumento a
disponibilidade de glicose (TURESSON, 2013).

Para exercer seus efeitos anti-inflamatorios e imunossupressores, 0s corticoides
inibem a liberacdo de mediadores quimicos da inflamacao. Assim, inibem a via do acido
araquidoénico através da inibicdo da enzima fosfolipase A2, as aminas vasoativas, 0S
radicais livres do oxigénio, as citocinas, e na reacdo alérgica reduzem a expressao das
moléculas de adesdo e a liberacdo de mediadores de neutréfilos, eosinofilos, mastocitos,
monacitos, plaguetas e linfocitos (DIASIO, 2016). Dessa forma, em doses terapéuticas,
reduzem a amplificacdo e a cronificacdo do processo, além de diminuirem a repercussao
clinica da inflamacé&o.

Ao contrério dos anti-inflamatérios ndo esterdides (AINE), que sdo drogas
ulcerogénicas da mucosa gastroduodenal por inibicdo na sintese de prostaglandinas, ndo
ha definicdo se os glicocorticoides causam danos a mucosa gastrica, se predispde a
mucosa aos danos induzidos por outros agentes e se interferem apenas com o reparo dos

danos existentes.
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7. CONCLUSAO

e AFCCS e FMCS de C. spiralis ndo foram toxicas para macréfagos J774.Al;

e O tratamento com a FCCS de C. spiralis foi capaz de reduzir o volume do
edema de pata no ensaio de artrite induzida por Adjuvante Completo de

Freund;

e Os resultados obtidos neste trabalho déo suporte ndo somente a pesquisa
com plantas medicinais, como também a pesquisa por novos farmacos

analgeésicos e anti-inflamatorios;

e Novos estudos sdo necessarios para definicdo dos mecanismos de acdo da
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria das FCCS e FMCS da C.
spiralis, porém os resultados encontrados comprovam o uso popular da

planta.
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ANEXO - Certiddo de aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA)/UFAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS C
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA E l_a'.%
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO
* 2% Via

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo do potencial anti-inflamatério no
iratamento da artrite com extrato das folhas de Costus Spiralis”, registrada com o n°
40/2018, sob a responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Eliane Campesatto, que
envolve a utilizago de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto 0
homem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Alagoas (CEUA/UFAL), em reunido de 08.02.2019.
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