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RESUMO

A Inflamacédo € uma resposta fundamental de protecdo primaria do organismo contra
lesdes ou invasdo de patdgenos. A resposta inflamatéria € iniciada por uma infinidade
de estimulos enddégenos e exdgenos com sintomas caracteristicos. Os compostos
isolados de plantas com atividade anti-inflamatodria tém sido fontes terapéuticas
alternativas, que substituem muitos medicamentos com efeitos colaterais
insatisfatorio. Uma fonte interessante de produtos naturais para tratar diversas
condicBes patoldgicas sao as plantas medicinais, dentre elas esta a Casimirella ampla
(C. ampla) que possui poucos estudos investigando seus efeitos terapéuticos, porém
em suas raizes possuem compostos diterpenoides que sdo investigados quanto ao
seus envolvimento durante a resposta inflamatoria, sendo assim uma promissora fonte
de moléculas. O presente estudo tem como objetivo avaliar o possivel efeito anti-
inflamatério do diterpeno annonalida (An) extraido da C. ampla em modelos de
inflamacé&o geral em camundongos. A atividade anti-inflamatéria do composto An foi
investigada por meio de modelos animais, no qual tiveram uso aprovado na comissao
de ética no uso de animal (CEUA) da Universidade Federal do Piaui — UFPI sob o
namero 020/19. Os protocolos experimentais seguiram as normas e diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo animal (COBEA). Foram utilizados
camundongos Swiss pesando ente 25-30g, sendo 6 animais por grupo. Para a
avaliacao anti-inflamatoria, os animais foram pré-tratados com An nas doses de 0,1;
1,0 ou 10 mg/kg via oral (v.0.) e posteriormente submetidos a um edema de pata
induzido por carragenina (Cg) 500 ug por pata afim de avaliar uma possivel
participacdo anti-inflamatéria desse composto e para fazer a triagem com finalidade
de escolher uma melhor dose com efeito anti-inflamatério que seria usada nos demais
testes, Foi utilizado ainda um grupo que recebeu uma solucéo fisiolégica de salina
0,9% e um grupo com farmaco de referéncia indometacina (Indo) 10 mg/kg. ApGs o
edema de Cg os segmentos da regiao suplantar das patas dos animais foram retirados
e utilizados para a avaliacao histopatoldgica e da enzima mieloperoxidase (MPO). Os
animais passaram ainda por edema de pata pelos mediadores vasoativos histamina
(100 ug/pata) e serotonina (100 ug/pata), foi induzido também peritonite com uma
injecdo de 250 ug de Cg intraperitoneal (i.p.) nos camundongos e o liquido peritoneal
foi avaliado quanto a migracéo de leucocitos e niveis de glutationa (GSH). Os animais
tratados com An 0,1 mg/kg apresentaram resultados pertinentes e estatisticamente
significativos na reducéo do edema causado por Cg, assim como na resposta vascular
pela diminuicdo dos edemas vasculares causados por histamina e serotonina.
Ademais, o referido composto apresentou eficacia na reducdo das lesdes
microscopicas do tecido da pata, niveis da enzima MPO e migracéo de células para a
cavidade peritoneal, bem como no aumento de niveis de GSH. Os resultados obtidos
permitem inferir que o composto derivado da C. ampla An na dose de 0,1 mg/kg possui
efeito anti-inflamatério e atenua o estresse oxidativo revelando um potencial
farmacoldgico do composto como um promissor agente anti-inflamatorio.

Palavras-chave: Antioxidante. Diterpeno. Inflamacéo. Plantas medicinais.



ABSTRACT

Inflammation is a fundamental response of primary protection of the organism against
injury or invasion of pathogens. The inflammatory response is initiated by a multitude
of endogenous and exogenous stimuli with characteristic symptoms. The compounds
isolated from plants with anti-inflammatory activity have been alternative therapeutic
sources, which replace many drugs with unsatisfactory side effects. An interesting
source of natural products to treat various pathological conditions are medicinal plants,
among them is Casimirella ampla (C. ampla) which has few studies investigating its
therapeutic effects, but in its roots they have diterpenoid compounds that are
investigated for their involvement. during the inflammatory response, thus being a
promising source of molecules. The present study aims to evaluate the possible anti-
inflammatory effect of diterpene annonalide (An) extracted from C. ampla in mouse
models of general inflammation. The anti-inflammatory activity of compound An was
investigated using animal models, in which their use was approved by the Committee
on Ethics in Animal Use (CEUA) of the Federal University of Piaui — UFPI under
number 020/19. The experimental protocols followed the norms and guidelines of the
Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA). Swiss mice weighing between
25-30g were used, with 6 animals per group. For the anti-inflammatory evaluation, the
animals were pre-treated with An at doses of 0.1; 1.0 or 10 mg/kg orally (v.0.) and
subsequently submitted to a paw edema induced by carrageenan (Cg) 500 ug per paw
in order to evaluate a possible anti-inflammatory participation of this compound and to
perform the screening with the purpose of choose a better dose with anti-inflammatory
effect that would be used in the other tests. A group that received a physiological saline
solution 0.9% and a group with the reference drug indomethacin (Indo) 10 mg/kg were
also used. After Cg edema, the segments of the supplant region of the animals' paws
were removed and used for histopathological and myeloperoxidase (MPO) enzyme
evaluation. The animals also underwent paw edema by the vasoactive mediators
histamine (100 ug/paw) and serotonin (100 pg/paw), peritonitis was also induced with
an injection of 250 ug of Cg intraperitoneal (i.p.) in the mice and the peritoneal fluid
was evaluated for leukocyte migration and glutathione (GSH) levels. The animals
treated with An 0.1 mg/kg showed relevant and statistically significant results in the
reduction of edema caused by Cg, as well as in the vascular response due to the
reduction of vascular edema caused by histamine and serotonin. Furthermore, said
compound was effective in reducing microscopic lesions of the paw tissue, MPO
enzyme levels and cell migration to the peritoneal cavity, as well as increasing GSH
levels. The results obtained allow us to infer that the compound derived from C. ampla
An at a dose of 0.1 mg/kg has an anti-inflammatory effect and attenuates oxidative
stress, revealing a pharmacological potential of the compound as a promising anti-
inflammatory agent.

Keywords: Antioxidant. Diterpene. Inflammation. Medicinal plants.
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1. INTRODUCAO

A Inflamacéo é uma resposta fundamental de protecao primaria do organismo
contra lesdes ou invasdo de patogenos (ALMEIDA et al., 2017). A resposta
inflamatoria € iniciada por uma infinidade de estimulos end6genos e exdgenos que
podem acabar levando ao desenvolvimento agudo ou crénico com sintomas
caracteristicos, que incluem dor, calor, rubor, edema e perda da funcionalidade
(WINAND; SESTER; NETT, 2021) que resultam da resposta local de células imunes,
vascular e parenquimatosa durante a lesao tecidual (TABAS; GLASS, 2013). Essa
resposta envolve interacdes complexas de mediadores sollveis, moléculas da matriz
extracelular, células residente e células infiltrantes (TASNEEM et al., 2019).

Um numero consideravel de medicamentos analgésicos estd atualmente
disponivel com a finalidade de tratamento da inflamacdo e da dor. A terapia
medicamentosa para tratar a inflamacdo e seus sinais na sua grande maioria é
baseada em anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) que séo eficazes para uma
ampla gama de condi¢cdes que envolvem a inflamacéo (ALMEIDA et al., 2017). No
entanto, seu uso é limitado devido aos seus efeitos colaterais relacionados, incluindo
toxicidades gastrointestinais, lesdes renais, hepatotoxicidade (BINDU; MAZUMDER,;
BANDYOPADHYAY, 2020), vbmito ap0s o tratamento com opioides, e graves efeitos
cardiovasculares associados ao uso prolongado de anti-inflamatérios ndo esteroides
(AINEs) (OKUSADA et al., 2011).

Os compostos isolados de plantas com atividade anti-inflamatéria tém sido
fontes terapéuticas alternativas, que substituem muitos medicamentos com efeitos
colaterais insatisfatorio. Assim as plantas sdo constantemente examinadas com
relacdo a seu potencial anti-inflamatério (STANKOVIC et al.,, 2016). As plantas
medicinais sdo uma fonte interessante de produtos naturais para tratar diversas
condicdes patoldgicas. Os agentes terapéuticos e as aplicagdes de novos compostos
vém aumentando de forma gradual nos dltimos anos (SHAZHNI; RENU;
VIJAYARAGHAVAN, 2018; NUNES et al., 2020).

As plantas produzem diversos compostos com atividades terapéuticas, essas
pequenas moléculas organicas (VIRSHETTE; PATIL; SOMKUWAR, 2019; NUNES et
al., 2020) representam uma fonte para o desenvolvimento de medicamentos
(YILMAZER et al., 2016; BATISTA et al., 2020) que continuam fornecendo novos meio
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terapéuticos para a industria farmacéutica. Produtos naturais ou derivados de plantas
representam mais de 50% de todos medicamentos em uso clinico no mundo
(BATISTA et al., 2020).

A literatura abrange um numero significativo de compostos com atividades
biolégicas isoladas de diferentes espécies de plantas, que incluem ervas, especiarias
e plantas medicinais. Dentre esses compostos as classes que se destacam sao 0s
polifenodis (VAZQUEZ-FRESNO et al., 2019) alcaloides (PYNE; NARCROSS, 2019;
NUNES et al., 2020), fenilpropandides (SA et al., 2014) e terpenos por possuirem
atividade anti-inflamatoria (NUNES et al., 2020).

Os terpenos (isoprenos) sdo compostos formados de combinacfes de varias
unidades de 5 carbonos, contemplam uma variedade de classes de metabdlitos
secundéarios de férmula quimica (CsHs)n. Modificagbes enzimaticas subsequentes por
reacOes redoxes atribuem propriedades funcionais diferentes a varias terpenos
(RUBIO et al., 2013). Entre os terpenos, destaca os diterpenos na qual € um dos
constituintes principais da C. ampla (anteriormente Humirianthera ampla) (LUIZ et al.,
2007), por possuirem propriedades farmacoldgicas dos extratos vegetais com énfase
nas atividades antiofidica (STRAUCH et al., 2013) antitlceras, anti-inflamatérias e
antitumorais (LUIZ et al., 2007), esses compostos naturais sdo encontrados em varias
ervas e plantas medicinais (RUBIO et al., 2013). Além disso, a raiz de C. ampla
também é utilizada por povos indigenas da regido amazénica como fonte alimenticia
rica em amido (RIBEIRO, 2018).

Estudos farmacologicos revelaram uma ampla gama de diterpenos com
atividades anti-inflamatérias com potencial a se tornarem agentes terapéuticos
eficientes. (HERAS; HORTELANO, 2009; GONZALEZ et al., 2015). Os interesses pela
manipulacdo quimica medicinal de produtos naturais sdo responsaveis pela
descoberta de grande maioria dos farmacos com potencial terapéuticos contra
distarbios inflamatérios. Assim, moléculas bioativas, derivadas de compostos naturais
emergem como novas opc¢Oes terapéuticas permitindo o desenvolvimento de
alternativas farmacoldgicas efetivas e seguras para o tratamento de condicbes
inflamatorias (ALMEIDA et al., 2017).

Desta forma, o uso de produtos naturais como 0s diterpenos, com potencial
terapéutico tem sido bastante discutido em todo mundo. Entdo, sabendo da

capacidade promissora dessa classe de compostos, a pesquisa com composto
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isolado de C. ampla, séo justificaveis os aprofundamentos das pesquisas que possam
evidenciar ainda mais a sua possivel capacidade anti-inflamatéria devido

principalmente a necessidade de terapias alternativas eficazes e com efeitos

colaterais menos nocivos.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Inflamacgéo

A inflamacdo € um processo fisioldgico acionado sempre que um agente
agressor fisico, quimico ou bioldgico, ultrapassa a barreira de defesa do corpo
humano. Este processo tem como objetivo principal recompor a homeostase do tecido
lesado através da ativacao de diversos mediadores especificos e ndo especificos da
imunidade (PAUL, 2013).

A inflamacdo caracteriza-se como uma matriz de ativacdo bioquimica,
ativacao enzimatica, liberacdo de mediadores, extravasamento vascular, migracao de
células, degradacéo e reparo tecidual (ALMEIDA et al., 2017). Diversos mediadores
inflamatorios séo sintetizados e secretados durante a resposta inflamatoria. Durante
a inflamacao, células imunes como linfdcitos, neutréfilos e mondcitos se infiltram nos
tecidos lesados (ZHANG et al., 2021).

Esse processo compreende uma complexa participacdo de uma cascata de
eventos celulares e bioquimicos nos quais estdo envolvidos a ativacdo enzimatica,
extravasamento de fluidos para a matriz extracelular, liberacdo de mediadores
inflamatorios, sensibilizacdo e ativacao de receptores, migracado de células de defesa
e posterior lise e reparo tecidual. A inflamacao resulta na liberacdo de mediadores,
qgue incluem a histamina, bradicinina e serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5HT),
resultando na migracdo imediata de leucdcitos polimorfonucleares. Os leucécitos
posteriormente sdo fagocitados por macrofagos, contribuindo para a resolucdo do
processo inflamatério (PAUL, 2013; BUCKLEY et al., 2014).

O processo inflamatério pode ser dividido em trés etapas: 1) Uma fase aguda,
gue caracteriza uma vasodilatacao local e um aumento na permeabilidade capilar; 2)
Uma fase subaguda marcada pela infiltracdo de leucocitos e células fagocitarias; 3) E
uma fase crénica proliferativa onde ocorre a degeneracao do tecido e fibrose (MURI,
2016).
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Esta estabelecido que os sinais clinicos da inflamacédo sao os resultados da
vasodilatacao (Calor e rubor), do aumento do fluido intersticial (Tumor ou edema) e
acumulo de leucocitos e, da estimulagéo dos terminais nervosos por mediadores (Dor)
e inibicdo do reflexo muscular, rompimento da estrutura do tecido (Perda de Funcéo)
(ALLER, 2007; OLIVEIRA, 2014).

2.2. Mecanismos e células envolvidas naresposta inflamatoéria

A inflamacao é uma reacao complexa de defesa, que consiste em reposta nos
vasos sanguineos e o envolvimento de proteinas plasmaticas e leucécitos com intuito
de neutralizar agentes causadores da lesdo e promover o reparo do tecido. Esse
processo baseia-se em recrutar células de defesa que estao presentes na circulagédo
para o local da agressdo, provocado pelas alteracbes morfofuncionais da
microcirculacdo (GABAY, 2006).

Em um nivel de sinalizacdo, a infeccdo ou dano tecidual inicialmente é
detectado pelos receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) que tem finalidade
de reconhecer padrées moleculares associados a patdogenos (PAMPS) e / ou padrbes
moleculares associados ao dano (DAMPSs) (TABAS; GLASS, 2013).

Com a lesdo tecidual no processo de inflamacgéo, inicialmente ocorrem
medidas relativamente imediatas, sucedendo respostas tais como mudancas no ténus
vascular (vasoconstricdo/vasodilatacdo) e coagulacdo, na tentativa de promoc¢éao da
hemostasia; na sequéncia acontece a sinalizacdo para ocorrer o recrutamento e a
atividade subsequente de uma variedade de células inflamatérias e liberacdo de
mediadores inflamatoérios no sitio da lesdo (BONECCHI; GRAHAM, 2016).

Os mediadores de defesa da resposta inflamatéria abrangem os leucécitos
fagécitos, anticorpos e proteinas que fazem parte do sistema complemento, essas
células normalmente circulam pelo sangue, de onde podem ser rapidamente
recrutadas para uma resposta imediata a inflamacédo. Outros mediadores sdo 0s
soluveis derivados de células e precursores plasmaticos, como aminas vasoativas,
peptideos vasoativos, produtos do sistema complemento, mediadores lipidicos, 6xido
nitrico, prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas
(IWALEWA et al., 2007; CRUVINEL et al., 2010).
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A génese e manutencdo dos sinais da inflamacdo envolvem a liberacdo de
inimeros mediadores quimicos como as cininas, neuropeptidios e histamina no local
da leséo tecidual, bem como componentes do sistema complemento, citocinas e
outros produtos dos leucocitos e das plaguetas (SILVA, 2015; RANG et al., 2007).
Véarios mediadores inflamatérios, como bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos,
serotonina, histamina, substancia P, tromboxanos, fator de ativacdo plaquetaria,
adenosina, ATP, prétons e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio atuam no
desenvolvimento da resposta inflamatéria (GODIN, 2014).

As aminas vasoativas, como histamina e serotonina, por serem mediadores
pré-formados armazenados nas células, sdo os primeiros mediadores a serem
liberados, principalmente através dos mastécitos e mondcitos, promovendo
vasodilatacao local e aumento da permeabilidade capilar. Além disso, sdo ativados
componentes do sistema de cininas, do sistema complemento e do sistema de
coagulacéo, sendo juntamente liberadas citocinas e quimiocinas (KAWAHARA et al.,
2015).

A resposta local ou de fase aguda normalmente acompanhada por resposta
sistémica, essa fase ocorre com intuito de ajustar a homeostasia tissular, podendo ser
fisiologia, bioquimica ou comportamental, como resposta fisioldgica alteracbes os
eventos que ocorrem sdo: aumento do catabolismo proteico para ocorrer o reparo
tecidual, aumento da lipogénese hepatica, aumento na lipdlise no tecido adiposo,
aumento de gliconeogénese, queda de zinco e ferro no plasma, aumento de citocinas
no plasma, aumento de sintese de fatores quimiotaticos. Como fatores fisioldgicos,
ocorre aumento da secrecdo de glucagon e catecolaminas, alteracbes na
hematopoiese, leucocitose, aumento da temperatura corporal (febre), dentre as
alteracées comportamentais, em decorréncia dos eventos da inflamagéo pode haver
sonoléncia e perda de apetite (SILVA; MACEDO, 2011).

As primeiras células que respondem o processo inflamatério sdo os
leucdcitos, especificamente neutrofilos que se deslocam para os tecidos com fungao
de remover os elementos que estdo causando a lesdo liberando substancias
citoplasmaticas como proteases lisossomais. A inflamacédo também leva a formacéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (figura 1) como resultado da ag&o do anion
superéxido (O27) que é convertido em H202, pela enzima superoxido dismutase. O

anion superoxido pode ser produzido pelos neutrdfilos ativados pela NADPH oxidase,
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que reduz o oxigénio do meio em radical Oz~ e pela enzima MPO. Isso favorece a
formacéo de acido hipocloroso (HCIO) a partir de H20:2 e ions cloro (CI) produzindo
que é um potente microbicida (MARTIN et al., 2004; TIDBALL, 2005).

Figura 1. Representacdo esquematica da formacao de espécies reativas de oxigénio
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Fonte: Autoria prépria

A imunidade inata corresponde a primeira barreira de defesa do organismo
gerada em um dano tecidual, a resposta a agresséo do tecido durante a inflamacéo
envolve varios sistemas bioquimicos. A resposta inflamatéria ocorre quando o agente
agressor é reconhecido pelas células e moléculas do hospedeiro, promovendo a
ativacdo de um complexo citosélico multiproteico (inflamassomos), no qual induz a
producédo de IL-1 caracterizada como uma das principais citocina pro-inflamatoéria que
possui atividade de ativacéo leucocitaria (CRUVINEL et al., 2010)

Nesse processo de reconhecimento, células dendriticas e os macréfagos
podem atuar como células apresentadoras de antigenos (APCs), causando a
potencializacdo da ativacdo de linfécitos T e B pela expressdo de moléculas que
coestimulam e liberam citocinas pro-inflamatérias como interleucinas (IL-1, I1L-6, IL-

12), TNF-a e quimiocinas, culminando no recrutamento e ativagéo de leucécitos e
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proteinas do plasma para o local que esta localizado o agente causador da agressao
gue origina no local uma exacerbacéo da resposta inflamatéria e dano tecidual pela
degranulacao de mastocitos e de neutrofilos afim de controlar e reparar o tecido lesado
(CRUVINEL et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012).

A migracdo de leucocitos dos vasos sanguineos para o endotélio € feita
através de uma cascata de eventos classicos de rolamento, quimiotaxia, adesao firme
e diapedese, dependente de uma classe de moléculas da superficie celular conhecida
como moléculas de adesdo. As principais familias de moléculas de adesao celular
incluem as selectinas, a superfamilia das imunoglobulinas e as integrinas. As trés
importantes selectinas na adesao célula-a-célula séo: a L-selectina, constitutivamente
expressa em leucocitos; a P-selectina, pré-formada e armazenada nas plaguetas ou
em células endoteliais; e a E-selectina, que apresenta exclusivamente em células
endoteliais (MESQUITA et al., 2008; CHANG et al., 2015).

A superfamilia de imunoglobulina inclui a molécula de adesdo da célula
intercelular-1 (ICAM-1) e a molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM-1). As
integrinas sdo uma grande familia de proteinas que medeiam a adeséo, migracao e
ativacao celular. As moléculas de adesdo sao expressas apos estimulacdo por
citocinas, como interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a)
(MESQUITA et al., 2008; CHANG et al., 2015).

2.3. Terapia e efeitos colaterais decorrentes do uso de anti-inflamatorios néo

esteroidais — AINEs

Os AINESs constituem uma classe importante de medicamentos com aplicacdes
que ja duram varios séculos. O tratamento de doencas inflamatérias sobrevém o
classico aspirina (acido acetilsalicilico) descoberta por Felix Hoffman da industria
Bayer, Alemanha, em 1897, até a ascensao dos inibidores seletivos de COX-2, fato
que fez os AINEs desfrutar de um status de sucesso de bilheteria na industria
farmacéutica (RAU; KNAUS, 2008; MONTINARI, 2019; BINDU, 2020).

Até o momento, os AINEs estdo entre os medicamentos de venda livre mais
populares em todo o mundo, constituindo 5% de todos os medicamentos prescritos.
Esse grupo de famacos sédo usados principalmente para o tratamento de pacientes

que sofrem de dor e condi¢des inflamatorias, como dor cronica, osteoartrite, artrite
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reumatoide, condic¢des cirdrgicas de pds-operatério, célicas menstruais e até mesmo
sendo usado extensivamente como analgésicos e antipirético. A facilidade no acesso
de AINEs faz com que eles estejam entre os mais utilizados nas préaticas de
automedicacao. Estima-se que os Estados Unidos respondem por mais de 70 milhdes
de prescricdes e mais de 30 bilhdes de comprimidos de venda livre comercializados
anualmente. No Brasil, diferentes estudos de utilizacdo de medicamentos situam 0s
AINEs entre os mais utilizados pela populacdo (BUDOFF, 1979; TSUTSUMI, 2004;
GUPTA; BAH, 2016; OLIVEIRA, 2019).

Uma das caracteristicas dos anti-inflamatérios € sua agéo analgésica, uma vez
gue o processo inflamatério induz a dor. Estudos tem demonstrado a existéncia de
uma isoforma de ciclo-oxigenase, a COX-3, possivelmente uma variante da COX-1,
ela é encontrada principalmente no cortex cerebral, medula espinhal e coracéo, tendo
funcdo semelhante a COX-2 na producdo de prostaglandinas no processo
inflamatorio, a liberacdo desses mediadores inflamatérios sensibiliza os receptores
nociceptivos, com consequente diminuicdo do limiar nociceptivo e aumento da
capacidade de resposta a dor, a analgesia decorrente a acao dos AINEs € devido a
inibicdo da sintese de prostaglandinas (WOOLF, 1997; BERENBAUM, 2004; POSSO,
2014).

As doencas que envolvem respostas inflamatérias e consequentemente que
implicam dor estéo entre as que mais afetam a humanidade, e influenciam de forma
marcante a qualidade de vida dos individuos, isto faz com que a populacédo faca o uso
terapéutico recorrente de AINEs para aliviar a dor e o desconforto associado a
condicBes crbnicas, esses farmacos apesar de serem seguros, podem trazer efeitos
adversos (AMERICAN SOCIETY OF HOSPITAL P, 2010; MCCARBERG, 2013).

Com relacao aos efeitos deletérios dessa classe de medicamentos, a datar do
ano 2000 novos anti-inflamatoérios, inibidores seletivos da COX-2, prometeram
diminuir esses efeitos adversos, porém trouxeram a tona a possibilidade de aumentar
o risco para infarto do miocardio e acidente vascular cerebral. Isso levou a retirada de
mercado de alguns desses medicamentos, bem como no caso do Brasil, levou a
ANVISA a lancar nota técnica em 2008 exigindo a venda sob prescricdo em receita
de controle especial, 02 vias, com retengdo de uma coOpia, dos chamados inibidores
seletivos da COX 2 (MARTINEZ-GONZALEZ, 2007; ANVISA, 2008).
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Além disso, os AINEs tém uma série de outros efeitos adversos que afetam
principalmente os sistemas gastrointestinal, renal e hepatico (ESSEX, 2013). No trato
gastrointestinal os efeitos colaterais mais comuns dos AINEs séo relatados como
eventos leves, como dispepsia, azia e ndusea e estdo mais limitados ao trato gastro
intestinal (TGI) superior. Eles sdo facilmente perceptiveis pelo paciente e séo
prontamente diagnosticados na clinica (SOSTRES, 2010; DAMASCENO, 2013;
NICOLAU, 2017). Como complicacao do trato Gl pela acédo dos AINEs tem-se o efeito
toxico menos frequente, mas potencialmente mais grave dos AINES, que ocorre nos
segmentos mais distais do TGI, é frequentemente ignorado, e variam de lesfes a
estenose do limen chamada doenca do diafragma, as complicacbes também podem
levar ao surgimento de gastrites e Ulceras (KIM, 2005; NICOLAU, 2017).

O rim € o segundo 6rgao mais afetado pelos efeitos adversos desses farmacos.
Estima-se que 1-5% dos usuérios de AINEs podem desenvolver efeitos adversos
renais como a insuficiéncia renal aguda (IRA) ou crénica (IRC) (MICHELIN, 2006;
HARIRFOROOSH, 2009; MUSU, 2011).

A principal preocupacdo associada ao uso de AINEs é a lesdo renal aguda.
Apesar disso, IRA e outros efeitos adversos como disturbios de fluidos e eletrélitos
raramente desenvolve em pacientes com poucos ou nenhum fator de risco para leséo,
uma histéria de insuficiéncia renal aguda torna o paciente mais propenso a versao
cronica da complicacao (KURTH, 2003; AGODOA, 2008).

A insuficiéncia renal cronica ocorre quando uma agressao, doenga ou toxinas
danificam os rins, resultando na remocéao inadequada de liquidos e residuos. Embora
raros, 0os AINEs causam IRC secundaria a nefrite intersticial ou necrose papilar. A IRC
pode ser uma doenca terminal. O risco de IRC é aumentado em pacientes que
sofreram IRA (EJAZ, 2004; NDERITU, 2013). A injdria renal associada ao uso de
AINEs ainda pode apresentar reducao da filtracdo gromerular, necrose papilar renal,
sindrome nefrética com nefrite intersticial aguda (LAMEIRE, 2005; VIEUX, 2010;
BROADIS, 2010).

Os AINEs também estao associados a lesao hepatica induzida por drogas, que
€ uma condi¢do que pode imitam a maioria dos tipos de patologias hepaticas agudas
e cronicas e € a causa mais comum de insuficiéncia hepatica aguda (REUBEN, 2010;
BECHMANN, 2014). Varios AINEs foram retirados do mercado devido reagdes

adversas a medicamentos no figado (bromfenaco, ibufenaco, benoxaprofeno,
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droxicam, pirprofeno, fenclofenaco e, mais recentemente, lumiracoxib); outros, como
a nimesulida, nunca foram comercializados em alguns paises ou retirados em outros
(MERLANI, 2001, PAGE, 2008; DONATIL, 2016).

Os efeitos deletérios oriundos do uso de AINEs motiva a reflexdo por novas
abordagens a ser implementadas para evitar ou reduzir as respostas adversas,
principalmente aos 6rgados mais afetados como o TGI, os rins, o figado bem como o
sistema cardiovascular. Dentre as abordagens tem-se o0 uso de AINEs com baixo
potencial toxico, reducéo ou eliminacdo dos agentes que atuam causando injarias e
intensificacdo da defesa da mucosa. Porém, nem todas essas medidas tém
demonstrado muito sucesso (JUNIOR, 2020; PEREIRA, 2021).

2.4. A especie Casimirella ampla como fonte de moleculas bioativas

Ao longo dos tempos, produtos de origem vegetal foram a base para o
tratamento de diversas patologias. A constante busca de produtos naturais que
possuem compostos com propriedades farmacolégicas contribuem de forma
significativa para o éxodo da descoberta de substancias com importantes aplicacdes
terapéuticas (CALDERON et al., 2009).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define uma planta
medicinal como planta ou parte dela que em sua composi¢cdo contenha elementos
capazes de possuir uma resposta terapéutica. As plantas com propriedades
medicinais sdo utilizadas, h4 muito tempo pelos humanos, sendo incentivada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), tendo como principio a amplificacdo de
fitoterapicos nos tratamentos dos agravos de saude (BORTOLUZZI; SCHMITT,
MAZUR, 2020).

As plantas possuem um papel importante na sadde humana desde a
antiguidade (NUNES et al., 2020). Ainda persistem como sendo o tipo de tratamento
mais usado no mundo nos dias atuais, especialmente em paises tropicais e em paises
subdesenvolvidos (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019). No contexto de
prospeccao de novos compostos com propriedades biolégicas, a biodiversidade
brasileira destaca-se com uma das maiores fontes de produtos naturais. A Floresta
Amazobnica, possui uma regido com maior biodiversidade de plantas presente no
mundo, oferecendo uma grande rigueza vegetal com capacidade produtora de

moléculas que possuem algum tipo de atividade biologica, isso é de grande valor para
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o desenvolvimento de novas drogas e exploracéo biotecnolégica (CALDERON et al.,
2009).

Dentre as plantas com potencialidade bioativa da regido amazénica, encontra-
se a C. ampla que pertence a familia Icacinaceae. Esta é conhecida popularmente por
surucuina, maird ou maird, € um arbusto que apresenta uma raiz tuberosa bastante
desenvolvida, galhos angulosos, caules com tricomas simples hialinos e folhas com
apices obtusos acuminado, com bases atenuadas e rotundas (figura 2) (RIBEIRO,
2018).

Figura 2. Raiz tuberosa da Casimirella ampla.

Fonte: GUIMARAES, 2005.

Existem poucos estudos sobre a espécie C. ampla investigando seus efeitos
terapéuticos. Entre suas aplica¢des descritas na literatura é destacada a sua utilizagéo
para tratar lesées causadas por picadas de cobras (MING; GAUDENCIO; SANTOS,
1997). Estudos com o extrato etandlico de C. ampla presentou reducéo de hemorragia
causada por veneno de cobra, atividade anticoagulante, atividade proteolitica, ati-
edematogénico apos injecdo de veneno Bothrops jararacussu, Bothrops atrox e
Bothrops jararaca no membro posterior de camundongos (STRAUCH et al., 2013).
Esse fenbmeno foi evidenciado também nos estudos de Guimaraes (2005), sendo
possivel observar que o extrato demostrou acéo inibitéria em veneno de cobras das
espécies Bothrops atrox, Bothrops jararacussu e Bothrops jararaca, exibindo um
elevado potencial antiofidico. Além disso, o extrato foi eficaz em testes de nocicepcao
inflamatéria, inibindo de forma significativa a nocicep¢do neurogénica quimicamente
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induzida. Em estudos de Luiz et al. (2007) também foi possivel observar que o extrato
etandlico de raizes deste de C. ampla também tem efeito na nocicep¢cdo contra
modelos neurogénicos e inflamataorios.

O composto isolado annonalida foi testado em linhagens celulares de cancer
humano, os tipos mais prevalentes no mundo foram estudados para avaliar a atividade
citotoxica desse composto frente a essas células tumorais, sendo evidenciado a
citotoxicidade significativa em HL-60 (leucemia), PC-3 (carcinoma da proéstata), SF-
295 (glioblastoma), HCT-116 (célon humano) (MARQUES et al., 2018).

Os diterpenos estdo vastamente distribuidos em plantas e fangos e sédo
classificados em diferentes subgrupos de acordo com sua estrutura contendo carbono
resultante de diferentes arranjos do geranilgeranil pirofosfato (GGPP), sendo este
composto precursor de todos os diterpenos. (MASI; EVIDENTE, 2021; ZHANG et al.,
2022). Os precursores centrais geranil pirofosfato (GPP), fasnesil pirofosfato (FPP) e
geranilgeral pirofosfato (GGPP) formam a base estrutural dos terpenos superiores em
sua grande maioria. As terpeno-sintases convertem esses pirofosfatos intermediarios
em terpenos (PYNE; NARCROSS, 2019). Todos os terpenos sao derivados de blocos
de construcdo isomérica de 5 carbonos, o isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil
difosfato (DMAPP) (ZHOU; PICHERSKY, 2020).

Os diterpendides e outros terpenos tém sido intensamente investigados porque
neutralizam a inflamacdo aguda, crénica e dor (LUIZ et al., 2007). Além disso, sdo
uma classe promissora de moléculas de metabdlitos secundarios com uma gama de
atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana, antiparasitaria, antiviral e
anticancerigena (GONZALEZ et al., 2015).

Entre os diterpenos, o0s pimaranos formam um subgrupo bastante
representativo que apresentam diversas atividades biolégicas interessantes
(REVEGLIA et al., 2018; MASI; EVIDENTE, 2021).Estudos realizados por Marques
(2011) proporcionou o isolamento de compostos das raizes de C. ampla conhecidas
na literatura, sendo majoritario o diterpenodide pimarano annonalida (15-oxo-16-ol,

3B,20-epoxi-3a-hidroxi-9-epi-7-pimarano-19,63-olida) representado na figura 2.

Figura 3. Representacao estrutural da annonalida (15-ox0-16-ol, 33,20-ep0xi-

3a-hidroxi-9-epi-7-pimarano-19,63-olida).
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Estrutura 2D Estrutura 3D

Fonte: NEGREIRO, 2021.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito anti-inflamatério da annonalida em modelos de inflamacao

geral em camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

v

Averiguar a possivel atividade anti-inflamatério da annonalida oriunda da C.

ampla em edema de pata induzido por carragenina em camundongo;

Verificar o provavel efeito anti-inflamatério da annonalida oriunda da C. ampla

em edema de pata induzido por mediadores vasoativos: histamina e serotonina.

Avaliar a possivel acao anti-inflamatoria da annonalida oriunda da C. ampla a
partir da analise histopatolégica do tecido inflamado da pata pela injecdo de

carragenina;

Verificar a participagcdo da annonalida oriunda da C. ampla sobre a atividade

da enzima MPO nos tecidos das patas.

Analisar o potencial efeito anti-inflamatéria da annonalida oriunda da C. ampla
no evento de migragdo de células inflamatorias para a cavidade peritoneal

induzido por carragenina em camundongos;

Avaliar o provavel envolvimento da annonalida oriunda da C. ampla sobre os

niveis de GSH a partir do exsudato peritoneal.
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material e extragdo da annonalida da Casimirella ampla.

O composto natural isolado da planta C. ampla (Icacinaceae) foi coletado na
regido amazonica e a identificacdo botanica da espécie foi realizada no herbario do
parque Zoobotanico da Universidade Federal do Acre, sua exsicata encontra-se
depositada sob o numero 12159. Registrada no Sistema Nacional de Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob codigo AB60DA6
(Anexo 1). A extracdo e caracterizacdo do composto An foi feito por Marques (2011),
no Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica da Universidade Federal do
Ceara (UFC), a partir das raizes tuberosas de C. ampla, que foram fragmentadas em
pequenos pedacos e posteriormente trituradas, o material vegetal foi submetido a
extracdo a frio por solventes organicos hexano, acetato de etila, e etanol,
respectivamente, e a sua estrutura foi determinada através de cromatografia de
adsorcao em coluna e espectrofotometria de massa, infravermelho e de ressonancia

magnética nuclear.

4.2. Animais Experimentais

Para este estudo foram utilizados camundongos Swiss fémeas, pesando entre
25-30g, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os
animais foram acondicionados em caixas com xilana + maravalha estéril (3:1),
limpadas periodicamente, em ambiente com temperatura média de 22 + 2°C e
luminosidade controlada em ciclos de claro/escuro de 12 horas, com acesso a agua e
racao padrao ad libitum. Nos protocolos, os camundongos foram divididos em grupos

de 6 animais cada.

4.3. Questodes éticas

O presente projeto foi realizado seguindo todos os principios e normas para a
utilizagdo de animais em projetos de pesquisa de acordo com o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos foram realizados de
acordo com a Lei Federal 11.794 de outubro de 2008, ditada pela Sociedade Brasileira

de Ciéncias de Animais de Laboratorio. O projeto foi submetido e aprovado na
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comissao de ética no uso de animal (CEUA) da Universidade Federal do Piaui — UFPI

sob o protocolo 020/19 (Anexo ).

4.4 Métodos experimentais utilizados nos ensaios para avaliacao do efeito anti-

inflamatorio

4.4.1 Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata por Cg é comumente utilizado para triagem de novos anti-
inflamatorios (SOBEH et al., 2020). Para testar a An, inicialmente, foram feitos testes
com trés doses do composto afim de estabelecer uma melhor dose que pudesse
reverter os parametros anti-inflamatoérios analisados e que assim fosse utilizada nos
experimentos subsequentes (FURASAWA et al., 2003). Antes da inducdo do edema,
os animais foram pré-tratados por gavagem (via oral — v.0.) com salina (grupo | -
controle negativo/néo tratado), tween 2% com solucéo salina afim de comprovar que
o tween (agente solubilizante) ndo interfere no possivel efeito da An, Indo 10 mg/kg
(grupo Il — controle/farmaco referéncia), ou An (grupos lll, IV e V - grupos testes) nas
doses de 0,1; 1,0 e 10 mg/kg. Apdés 30 minutos, o edema foi induzido pela injecéo
intraplantar de Cg (i.pl.) de 50 pl de uma suspensao de Cg (500 pg/pata) em solugao
salina 0,9% na pata traseira direita dos camundongos. Um grupo recebeu apenas o
agente inflamatério Cg (grupo VI — controle positivo), o grupo controle negativo
recebeu apenas 50 ul de salina (0,9 %). O volume da pata foi medido antes no tempo
0 (volume basal), e apés 1, 2, 3 e 4 horas da administracdo de Cg, utilizando um
pletismdmetro (Panlab LE75000) como descrito previamente (WINTER et al., 1962).
Apoés as leituras dos volumes das patas, os animais foram eutanasiados com uma

dose letal de quetamina (240 mg/kg) associada a xilazina (30 mg/kg) por via i.p.
4.4.2 Avaliacao histopatolégica

Apoés a leitura do volume das patas foram retirados segmentos da regiao
subplantar dos animais experimentais e feito a analise histologica de acordo com
Sousa et al. (2018). Os fragmentos de tecidos das patas foram fixados em solucéo de
formaldeido tamponado com fosfato a 10%, lavados e submetidos a desidratacéo
gradual decrescente com solugdes alcoolicas de 30%, 50%, 70%, 90% em intervalos

de 1h cada e posteriormente no alcool absoluto por uma hora e meia. Em seguida, o
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processo de diafanizacéo foi realizado em xilol | durante 45 min e em xilol Il por mais
45 min, inclusdo em parafina liquida para banho | por 15 a 20 minutos a 80°C e
parafina liquida para inclusédo Il a 80°C. Apods o derretimento e resfriamento da
parafina, essa foi aparada em um bloco apropriado e cortada com auxilio de um
microtomo (LUPETEC®, MRP 09) na espessura de 4 mm. A desparafinizacao foi feita
com xilol I por 7 min e mais 3 min com xilol 1l. Logo apés, foi feito o processo de
hidratacdo com alcool absoluto por 7 min, seguido de alcool 90%, 75%, 50%, 30%,
adgua destilada | e 4gua destilada Il por 2 min cada. A coloracdo foi feita com
hematoxilina e eosina e lavado em agua corrente, foi escoado naturalmente em
temperatura ambiente, em seguida as laminas foram montadas e observadas a um
microscopio de luz. As laminas foram avaliadas por um histopatologista de acordo
com os critérios propostos por Appleyard e Wallace (1995) com modificacdes,
descritos nas tabelas que avaliam infiltrado inflamatério (tabela 1), pontuacédo de
edemal/inchaco (tabela 2) e densidade da derme (tabela 3) avaliando uma area de

45.000 um2 de tecido com microscopia de luz (NOVA®, Piracicaba, SP, Brasil).

Tabela 1. Avaliacédo dos escores de infiltracdo de células inflamatérias para os tecidos

da pata.
Critérios Escores
Infiltrac&o de células inflamatérias fisiolégicas 1

Infiltrac&o de células inflamatdrias de forma leve

Infiltrac&o de células inflamatorias de forma moderada

A WO DN

Infiltrac&o de células inflamatorias de forma grave

Fonte: Modificado de Appleyard e Wallace (1995).

Tabela 2. Avaliacao dos escores microscopios de edema/inchaco nos tecidos da pata.

Critérios Escores

Presenca de edema fisiologico 1
Presenca de edema leve 2
Presenca de edema moderado 3
Presenca de edema grave 4

Fonte: Modificado de Appleyard e Wallace (1995).
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Tabela 3. Avaliagdo dos escores microscopios de lesdo quanto a densidade da derme.

Critérios Escores

Presenca fisiologica de espaco nas fibras colagenas 4
Presenca de leves espaco nas fibras colagenas 3
Presenca de moderado espaco nas fibras coldgenas 2
Presenca de grave espaco nas fibras colagenas 1

Fonte: Modificado de Appleyard e Wallace (1995).

4.4.3 Edema de pata induzido por mediadores inflamatoérios

Para a realizagdo do edema de pata induzido por alguns mediadores
inflamatorios, serd utilizada a melhor dose de An obtida no experimento de edema de
pata induzido por Cg. Os animais foram pré-tratados por gavagem com solucéo salina
0,9% (grupo | controle negativo), Indo 10 mg/kg (grupo Il — grupo controle/farmaco
referéncia), ou An (grupo Ill - grupo teste). Ap6és 30 minutos do tratamento foi
administrado 50 ul de salina estéril (0,9 %), ou serotonina (100 ug/pata), ou histamina
(100 pg/pata) na pata traseira direita dos animais, como adotado no modelo de Silva
e colaboradores (2013). O volume da pata dos animais foi mensurado por meio de
pletismometria (Panlab LE75000), sendo as leituras realizadas antes da administragéo
dos agentes flogisticos (volume basal) e em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min apds a
administracdo para os diferentes grupos de animais. Os resultados foram expressos

como variacao do volume da pata (ml).

4.4.4 Determinacdo da migracdo de leucdécitos para a cavidade peritoneal

induzida por carragenina

Inicialmente foi administrado 250 pl de solucao salina (0,9%) i.p. (grupo | -
controle negativo), ou indo 10 mg/Kkg i.p. (grupo Il — controle/farmaco referéncia), ou a
melhor dose de An v.o. (grupo lll — teste). Trinta minutos depois, foi administrado Cg
(250 pl / 500 pg/cavidade) i.p. nos camundongos dos grupos I, Il e em um grupo que
recebeu apenas Cg (grupo IV — controle positivo). Logo apés o periodo de 4 horas, foi

feita a eutanasia dos animais e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 ml de solucéo
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salina tamponada com fosfato de heparina (PBS) para colher células peritoneais
segundo a metodologia adaptada por Chaves et al. (2013).

Para a contagem total de células presentes no liquido peritoneal foi utilizado 20
pL do lavado apds ser diluido em liquido de Turkey (380 pl) e realizada a contagem
em uma camara de Neubauer com auxilio de um microscopio 6ptico com aumento de
40x. Os resultados foram expressos como numero total de leucécitos por cavidade.
Foram coletados também liquido peritoneal para posteriormente realizar dosagem dos
niveis de GSH.

4.4.5 Atividade da enzima mieloperoxidase

A atividade da MPO foi medida de acordo com o método previamente descrito
por Bradley e colaboradores (1982). Amostras da regido subplantar das patas dos
animais foram retiradas e foi utilizado 50-100 mg de tecido e colocados em tamp&o de
brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) com fosfato de potassio. Posteriormente,
foram trituradas em um macerador Polytron (13000) e foram centrifugados a 4000
rotacdes por minuto (rpm) durante 15 min a 4°C. O sobrenadante foi misturado com
dihidrocloridrato de o-dianisidina e 1 % de peroxido de hidrogénio e a atividade da
MPO na reacao foi analisada através da medi¢cdo da absorbancia a 450 nm em um
leitor de microplaca. Os resultados foram expressos como unidade de MPO por mg
de tecido (UMPO/mg de tecido). A unidade da atividade de MPO foi definida pela

conversao de 1 ymol de H202 em agua em 1 minuto a 22 °C.
4.4.6 Analises das concentragcdes de Glutationa

A concentracdo de GSH em amostras de exsudato peritoneal foi analisada
conforme o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para determinacdo dos
niveis de grupos sulfidrilicos n&o-protéicos, amostras dos exsudatos peritoneais dos
animais foram centrifugados a 1500 rpm durante 15 minutos em uma temperatura de
4°C. Em seguida, aliquotas em volumes de 400uL foram misturadas em 320uL de
agua destilada e 80uL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para que ocorra a
precipitacdo de proteinas. Os microtubos com o material foram centrifugados
novamente por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Apls esse tempo, 400uL do
sobrenadante foi adicionado a 800uL de tampao Tris 0,4M (pH 8.9) e 20uL de acido
ditio-nitrobenzoico - DTNB (reagente de Ellman) 0,01M. A mistura foi entdo agitada
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por 3 minutos e a absorbancia lida a 412 nm em espectrofotdmetro. As concentracdes

de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos foram expressas em ug de GSH/g de tecido.

4.4.7 Andlise estatistica

De todos os experimentos foram calculadas as médias + erro padrdao da media
(EPM) de certo numero de eventos (n) em cada grupo, com excecao dos escores
histologicos que foram expressos como mediana. Para realizacdo dos testes
estatisticos foi utilizado o software Prisma versdo 6.0 da GraphPad Software. A
diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de analise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de comparagbes multiplas de Newman-Keuls. Uma
diferenca de p<0,05 foi considerada estatisticamente significativa.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Efeito da Annonalida extraida da C. ampla sobre o edema de pata induzido

por carragenina

O composto An da C. ampla nas doses de 0,1; 1,0 e 10 mg/kg foi testado com
finalidade de estabelecer uma melhor dose que possa ter efeito anti-inflamatério eficaz
gue pode ser aplicada nos ensaios posteriores. Foi observado que a dose de destaque
frente as doses testadas foi a de 0,1 mg/kg como pode-se observar na figura 4. Uma
vez que a referida dose provocou reducdo do edema de maneira significativa em todo
o curso temporal (1h — 0,067 £ 0,008 ml; 2h - 0,047 = 0,007 ml; 3h - 0,026 + 0,006 ml;
4h - 0,015 £ 0,005 ml) em relacdo ao grupo que recebeu o agente inflamatério Cg (1h
- 0,105 + 0,014 ml; 2h - 0,098 + 0,010 ml; 3h - 0,110 + 0,007 ml; 4h - 0,080 + 0,007
ml) e ao grupo que recebeu Cg e foi pré-tratado com twenn (1h - 0,070 + 0,016 ml; 2h
- 0,088 + 0,010 ml; 3h - 0,098 + 0,007 ml; 4h - 0,094 + 0,004 ml). Comprovando assim
gue o twenn ndo participa durante a resposta anti-inflamatério do composto. Foi
notdrio também a diminuicdo do edema nas outras doses observadas de An 1 mg/kg
(1h - 0,056 + 0,006 ml; 2h — 0,076 + 0,004 ml; 3h - 0,044 + 0,007 ml; 4h - 0,040 £ 0,004
ml) e em An 10 mg/kg (1h - 0,0325 + 0,005 ml; 2h — 0,060 £+ 0,012 ml; 3h - 0,047 *
0,002 ml; 4h - 0,062 *+ 0,005 ml), porém a dose de 0,1 mg/kg foi a mais expressiva
diminuindo de forma contundente os efeitos edematogénicos. Foi observado ainda

que a referida dose teve um efeito redutor do edema mais satisfatorio (com diferencas
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significativas) que o grupo que foi tratado com indo (1h - 0,043 + 0,003 ml; 2h — 0,051
+0,012 ml; 3h - 0,062 £ 0,003 ml; 4h - 0,040 £ 0,002 ml). Portanto, a dose do diterpeno
An utilizada para os demais testes inflamatorios foi a dose de 0,1 mg/kg.

Figura 4. Efeito do diterpeno annonalida sobre o edema de pata induzido por

carragenina.
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Os animais foram pré-tratados com An (0,1; 1,0 ou 10 mg/kg) 30 min antes da administracdo de Cg
(500 pg) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e apés 1, 2, 3 e 4 horas da administracéo
do agente edemtogénico. Os valores foram representados como média + E.P.M. da variacdo do volume
da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A analise
estatistica foi realizada por meio do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.
Legenda: Sal: Salina, Cg: carragenina, An: Annonalida, Cg+Tw: grupo pré-tratado com tween e induzido

Carragenina, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

O agente flogistico Cg € um agente pro-inflamatorio amplamente utilizado em
modelos de inflamacdo com um método introduzido por Winter em 1962, sendo
utilizado até os dias de hoje para pesquisa de novos agentes com potencial anti-
inflamatorio. O edema induzido por Cg € caracterizado por edema bifasico, com duas
fases, a primeira € marcada pela agdo de mediadores como histamina, serotonina e
bradicinina que permite o aumento da permeabilidade vascular ocorrendo dentro de 1
- 2 horas. A segunda se caracteriza com producdo excessiva de prostaglandinas,
oxido nitrico (CRUNKHORN; MEACOCK, 1971; CARDIA et al., 2018), com infiltrac&o
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de células polimorfonucleares (DAMASCENO et al., 2014), e varias citocinas como IL-
1B, IL-6, IL-10 e TNF-a (RAMOS et a., 2020) ocorrendo dentro de 3 - 4 horas.

O presente estudo mostrou que os camundongos que receberam Cg
subplantar, apresentaram aumento no volume da pata atingindo um pico maximo na
terceira hora apés a injecao, ja o grupo que recebeu um pré-tratamento com An 0,1
mg/kg apresentou um volume de pata menos edemaciado, com resultados
significacantes em todo curso da inflamacédo, no entanto, com mais expressao na
terceira e quarta hora ap0s a inducdo do edema, pode-se evidenciar também que o
composto An 0,1 mg/kg teve efeito mais expressivo que os obtidos pelo grupo indo.
Resultados semelhantes foram observados no estudo de Sobeh e colaboradores
(2020), na qual o diterpeno de Thymus fontanesii mostrou efeito redutor do edema na

pata em camundongos.

5.2 Efeito da Annonalida sobre os critérios microscoépicos de lesdo do tecido da

pata no edema induzido por Carragenina

Os tecidos das patas dos animas foram submetidos a analise histopatoldgica
de forma randomizada através de investigacao fotomicrogréfica (figura 5). No qual os
resultados mostram que os animais do grupo salina apresentaram as menores
pontuacdes de escores de edemal/inchago (0,143 £ 0,143) (figura 6) e escores de
células inflamatdérias presentes no tecido (0,143 + 0,143) (figura 7) com anéalise feita
de forma semiquantitativa, ja nos escores de densidade da derme o grupo apresentou
as maiores pontuacoes (3,857 £ 0,143) em que foi avaliado a presenca de espaco nas
fibras colagenas dos tecidos (figura 8), demostrando a preservacao da arquitetura
tecidual das patas assim como a manutencdo das condi¢cdes homeostaticas do tecido
subplantar como demostrado na figura 5A. Em contraste, o grupo que recebeu injecéo
de Cg apresentou significativa mudanca em todos os parametros histopatologicos
estudados (figura 5B), com alta pontuacdo no escore de edemal/inchaco (3,857 +
0,143) (figura 6), alta infiltracdo de células inflamatérias (2,857 + 0,143) (figura 6) e
mudanca do aspecto tecidual com maior espacamento das fibras colagenas
observados no escore de densidade da derme (0,143 + 0,143) (figura 7). O diterpeno
An 0,1 mg/kg foi capaz de melhorar de forma significativa os parametros avaliados
(figura 5C), diminuindo os escores de edemalinchaco (1,143 = 0,143) (figura 6),

infiltrado inflamatério (1,833 + 0,167) (figura 7) e preservando a densidade da derme
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da pata dos animais (3,167 £ 0,167) (figura 8). Como esperado, por seus mecanismo
anti-inflamatérios ja estabelecidos, a indo 10 mg/kg reduziu os escores microscopicos
de edemalinchaco (0,714 % 0,184) e infiltrado inflamatorio (0,500 + 0,223) como
observado nas figuras 6 e 7 respectivamente, além de preservar as fibras colagenas
(3,43 = 0,202) quando comparado ao grupo Cg (figura 8), podendo ser observado
esses parametros na figura 5D.

Figura 5. Microfotografia (50 pum) retratando o efeito da annonalida sobre os danos
microscoépicos de lesdo provocado pelo edema de pata induzido por carragenina.

§

Tecido da pata do animal que recebeu apenas solugédo salina a 0,9% i.pl. (A); tecido da pata do animal

que recebeu Cg 500 pg/pata (B); tecido da pata do animal com edema por Cg e tratado com An (0,1
mg/kg, v.0.) (C); tecido da pata de um animal com edema por C e tratado com Indo 10 mg/kg, i.p. (D).
Os valores séo expressos como média + E.P.M. por grupo, analisada pela andlise de variancia ANOVA
seguida pelo teste de Newman Keuls. Coloragéo feita por hematoxilina e eosina (HE). Microfotografia

com objetiva de 40x. Fonte: Autoria propria.
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Figura 6. Efeito da annonalida no escore de Edemal/inchaco na avaliacao

histopatoldgica da pata
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Os escores microscopicos de lesdo foram mensurados apés o edema de pata induzido por Cg (500
ug/pata). Os valores foram representados como média £ E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por
meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.*p<0,05 comparado com o
grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. Legenda: Sal: Salina, An: Annonalida, Indo:

Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

Figura 7. Efeito da Annonalida no escore de infiltrado inflamatorio na avaliagéo

histopatoldgica da pata
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Os escores microscopicos de lesdo foram mensurados apds o edema de pata induzido por Cg (500
pg/pata). Os valores foram representados como média + E.P.M. A analise estatistica foi realizada por
meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls.*p<0,05 comparado com o
grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. Legenda: Sal: Salina, An: Annonalida, Indo:

Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.
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Figura 8. Efeito da annonalida no escore de densidade da derme na avaliacao

histopatoldgica da pata.
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Os escores microscopicos de lesdo foram mensurados apés o edema de pata induzido por Cg (500
ug/pata). Os valores foram representados como média + E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por
meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-Keuls. *p<0,05 comparado com o
grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. Legenda: Sal: Salina, An: Annonalida, Indo:

Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

Os danos microscopicos nos tecidos das patas foram evidentes com alteracdes
nos parametros histopatolégicos como é perceptivel na figura 5 e complementados
pelos gréficos representados na figura 6, 7 e 8. Tais escores de edema, infiltracéo de
células inflamatorias e o espagamento das fibras coldgenas no grupo Cg representam
de forma clara caracteristicas de um processo inflamatério. Os achados mostraram
gue o composto An atenuou significativamente os danos microscépicos nos tecidos
das patas dos camundongos, por preservar a estrutura tecidual, manter a densidade,
diminuir o influxo de células inflamatérias e inibicdo da acdo edematogénica
provocada pela Cg. De maneira semelhante ocorreu em animais com tratamento
coma droga de referéncia (Indometacina), e no grupo salina 0,9% foi mantida todos
estrutura basal e escores normais. A analise histopatolégica contribui de forma
imprescindivel para averiguar o percurso da inflamacdo, tendo em vista que a
resolucdo do processo inflamatério leva a restauracdo da homeostase do tecido
agredido. Uma falha na resolugao da inflamagéo pode desencadear uma resposta
cronica com dano tecidual grave e fibrose com consequente desenvolvimento de

diversos tipos de patologias (ROCK et al., 2010). Alguns estudos com diterpenos
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apoiam a acao desses compostos durante a inflamacéo quando observado aspectos
histolégicos, o Triptolite um diterpenoide extraido de Tripterygium wilfordii Hook. f.
demonstrou efeito na supressao da inflamagédo em camundongos em modelos de
artrite, com efeito na histologia desse tecido (LIN et al., 2007), o carnosol também
atenuou o dano renal e escores de lesdo (ZHENG et al., 2018), Li et al. (2019) também

demonstrou em seu estudo o efeito protetor na lesdo pulmonar com Salvia officinalis.

5.3 Efeito da Annonalida sobre a atividade da enzima mieloperoxidase na pata

A regido subplantar das patas dos animais foram retiradas para analisar os
tecidos quanto a atividade da enzima MPO. Como observado na figura 9, o grupo Cg
apresentou uma intensa atividade da enzima MPO nos tecidos das patas (48,58 *
2,846 UMPO/mg) em relacdo ao grupo salina (2,309 + 1,006 UMPO/mg). O grupo
tratado com An 0,1 mg/kg apresentou reducéo significativa de MPO (2,847 + 0,552
UMPO/mg) que se aproximou inclusive dos valores basais dos animais que receberam
apenas solucdo salina (2,886 + 0,8675 UMPO/mg). Sendo evidenciado pela anélise
estatistica que constatou que nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
resultados obtidos dos animais do grupo que recebeu An (0,1 mg/kg) + Cg (500
ug/pata) e do grupo que recebeu somente salina. Foi notério também que o grupo indo
teve efeito reduzindo a enzima MPO de forma significativa (2,539+ 1,006 UMPO/mg)

em relacdo ao grupo que recebeu apenas Cg.

Figura 9. Efeito da annonalida sobre a atividade da enzima mieloperoxidase na pata.
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A atividade da MPO foi determinada por espectrofotometria ap6s a retirada da regido subplantar das

patas dos animais. Os valores foram representados como média + E.P.M. de unidade da enzima
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MPO/mg de tecido. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A
analise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-

Keuls. Legenda: Sal: Salina, An: Annonalida, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

A enzima MPO é expressa de forma predominantemente em granulos
azurdfilos de neutrdéfilos (NIU et al., 2013; ODOBASIC et al., 2016) produzindo acido
hipocloroso, um potente oxidante que apos reagir com H202 e Cl- que provoca danos
aos tecidos (COLOMBO et al., 2018). A atividade da enzima MPO tem sido
considerada um marcador confiavel por refletir bioquimicamente a atividade dos
polimorfonucleares durante os eventos inflamatorios agudos (CAN et al., 2015).
Evidéncias mostram que a enzima MPO é um marcador indireto de infiltracdo de
neutroéfilos nos tecidos (CARDIA et al., 2018), sendo muito estudada em condicbes
inflamatdrias, também por estar envolvida durante o estresse oxidativo e contribuindo
para a patogénese da inflamacéo (LOREAL et al., 2008).

Estudos com terpenos de plantas demonstraram reducdo da atividade da
enzima MPO, como o estudo de Fachini-Queiroz et al. (2012) com 6leo essencial de
Thymus vulgaris L., Pinho et al. (2014) no edema de pata por Cg, com canfora em
edema geral (SILVA-FILHO et al., 2014), Alecrim (Rosmarinus officinalis) em modelo
de colite experimental (JUHAS et al., 2009), carnosol no tecido renal (LI et al., 2019).
Neste estudo ficou evidente que houve a reducédo de MPO com o uso do composto
An 0,1 mg/kg, isso indica de forma indireta a reducéo de polimorfonucleares para os
tecidos das patas dos animais tratado com este composto, de forma congruente foi
observado no grupo tratado com indo 10 mg/kg, um farmaco de referéncia utilizado
durante processos inflamatorios, em contrapartida o grupo Cg apresentou valores
altos da enzima MPO indicando uma aumentada atividade bioquimica dos

polimorfonucleares nos tecidos.
5.4 Acdo da Annonalida sobre o edema de pata induzido por Histamina

A injecdo i.pl. de Histamina (100 pg/pata) ocasionou um intenso efeito
edematogénico, com pico maximo observado nos primeiros 30 minutos (0,0600 +
0,0036 ml), que é confirmado quando contrastado com os valores obtidos dos animais
do grupo salina (0,017 £ 0,003 ml). Apds os 30 minutos iniciais o edema provocado
pela histamina comecgou a decair, porém acentuada e manteve uma constante nos
tempos: 60 min (0,038 = 0,004), 90 min (0,035 + 0,003) e 120 min (0,038 + 0,002), o
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gue pode ser verificado pelo acentuado volume das patas dos animais que receberam
o estimulo flogistico. A An (0,1 mg/kg) foi capaz de diminuir o edema associado a
injecdo i.pl. de histamina de maneira significativa em todos o curso temporal
estabelecido: 30 min (0,033 + 0,003), 60 min (0,010 + 0,004), 90 min (0,007 £ 0,002)
e 120 min (0,008 + 0,002). Como apresentado na figura 10.

Figura 10. Acao da annonalida sobre o edema de pata induzido por histamina.
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Os animais foram pré-tratados com 0,1 mg/kg de An 30 min antes da administracdo de histamina
(100pg) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e ap6s 30, 60, 90 e 120 min da administracdo
do agente edematogénico. Os valores foram representados como meédia + E.P.M. da variacdo do
volume da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo Hist; #p<0,05 comparado com o grupo salina.
A analise estatistica foi realizada por meio do teste de varidncia ANOVA seguido pelo teste de Newman-

Keuls. Legenda: Sal: Salina, Hist: Histamina, An: Annonalida. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

A histamina é um importante mediador quimico que causa vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular, além de ser um potente mediador inflamatorio,
promove alteracdes vasculares e teciduais com atividade quimioatrativa (BRANCO et
al., 2018). Como foi observado, a administracéo de histamina levou um aumento do
volume da pata dos camundongos, pois houve um aumento de liquido no espago
intersticial causado por suas propriedades vasodilatadoras na microcirculacdo. O
composto An diminuiu o edema causado por histamina em todos os tempos de leitura,
podendo também possuir uma participacdo em eventos vasculares por receptores

especificos, uma vez que a histamina possui receptores presente no endotélio, como
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o receptor H1 sendo capaz de impulsionar a migracdo celular e vasodilatacao
(THNGAM et al.,, 2018), demonstrando assim um efeito inibitério na resposta

inflamatdria por esse composto testado.

5.5 Acdo da Annonalida sobre o edema de pata induzido por Serotonina

No edema de pata induzido por Serotonina (5-HT 100 pg/pata), o grupo controle
positivo recebeu injecdo i.pl. do inflamogeno que causou um edema intenso nos
primeiros 30 minutos nas patas dos camundongos em relacdo aos que receberam
apenas solucao salina i.pl. (figura 11) (5-HT — 0,047 £ 0,005 ml versus Sal — 0,002 +
0,002 ml), e foi diminuindo paulatinamente, mas mantendo diferenca significativa para
0 grupo salina. O diterpendide An reduziu de forma significativa o edema provocado
por Serotonina em todos os tempos testados e de forma acentuada no pico maximo
do edema no tempo 30 min (0,020 £ 0,004 ml) e seguiu diminuindo o volume do edema
consideravelmente nos tempos posteriores 60 min (0,014 = 0,002 ml), 90 min (0,014
+ 0,003 ml) e 120 min (0,008 + 0,002 ml).

Figura 11. Acdo da annonalida frente ao edema de pata induzido por Serotonina.
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Os animais foram pré-tratados com 0,1 mg/kg de An 30 min antes da administracdo de Serotonina
(100pg) na pata. O volume da pata foi medido no tempo 0 e ap6s 30, 60, 90 e 120 min da administragédo
do agente edemtogénico. Os valores foram representados como média + E.P.M. da variagéo do volume
da pata em ml. *p<0,05 comparado com o grupo 5-HT; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia ANOVA seguido pelo teste de Newman-

Keuls. Legenda: Sal: Salina, 5-HT: Serotonina, An: Annonalida. Fonte: Graphpad prisma 6.0.
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As aminas (histamina e serotonina) possuem acao sobre vasculatura, agindo
rapidamente nos vasos sanguineos, desencadeando vasodilatacdo com aumento de
fluidos para o compartimento intersticial (RAMOS et al.,, 2020). S&o produzidas e
ativam o endotélio vascular, expressando moléculas de adesdo que medeia o
rolamento, adeséo celular e transmigracéo de neutrofilos (COSTA et al., 2020). Esses
eventos ocorrem normalmente na inflamacéo. Desta forma, como foi evidenciado
durante o edema induzido por serotonina, An agiu coibindo a vasodilatacdo e o
aumento da permeabilidade vascular por promover a inibicdo do edema de pata
induzido por serotonina durante todos os tempos testados. Sugerindo assim uma agao
de An frente ao mediador serotonina e em eventos vasculares relacionados ao

processo inflamatorio.

5.6 Efeito da Annonalida na Contagem total de células na peritonite induzida por

carragenina

O liquido peritoneal foi coletado dos animais ap0s a eutanasia e as células
leucocitarias foram contadas em camera de Neubauer. Analisando a figura 12, pode-
se observar que o diterpeno An (0,1 mg/kg) atenuou em 53,40% (3,438 + 0,341) a
migracao de leucécitos para a cavidade peritoneal dos animais quando comparado ao
grupo Cg (6,438 + 0,404), ficando evidente 0 aumento na contagem de leucécitos
ocasionada pela injecdo do agente inflamégeno ao se deparar com os valores do
grupo Salina (3,438 = 0,450). Pode ser observado também que nédo houve diferenca
significativa na contagem total de leucécitos na cavidade peritoneal dos animais que
receberam Indo na dose de 10 mg/kg (3,333 + 0,241) quando comparado ao grupo
An.
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Figura 12. Efeito da annonalida na Contagem total de células durante a peritonite

induzida por carragenina.
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Os animais foram pré-tratados com 0,1 mg/kg de An 30 min antes da inducdo da peritonite com
administracdo de Cg (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como média = E.P.M. de
leucécitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia seguido pelo teste de Newman-Keuls.

Legenda: Sal: Salina, An: Annonalida, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma 6.0.

O modelo de peritonite também ¢é usado para o rastreio de drogas anti-
inflamatdrias, podendo ser avaliados o acumulo de exsudato na cavidade pleural e
migracdo de leucdcitos para a cavidade. (FACHINI-QUEIROZ et al.,, 2012). Foi
relatado que inibicdo da migracdo leucocitaria para a cavidade peritoneal pode ser
resultante de inibicdo da expressao de substancias quimiotaticas e / ou por supressao
de producdo de moléculas de adesdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
SOBEH et al., 2020). No referido modelo, An na dose de 1 mg/kg reduziu de forma
significativa o numero de células migradas, com resultados comparaveis ao grupo
salina, esse fenbmeno também foi observado no grupo que recebeu indo 10 mg/kg,
em contraste com o grupo Cg, cujo o numero de células que migraram para a cavidade
peritoneal foram o dobro em relagdo ao grupo salina. Esses dados corroboram com
dados de estudos anteriores com terpenos que demostram efeito anti-inflamatério na
diminuicdo da migracédo de leucocitos para a cavidade pleural quando pré-tratados
com extratos com Thymus fontanesii (SOBEH et al., 2020), tomilho (Thymus vulgares)
(FACHINI-QUEIROZ et al., 2012), gengibre (Zingiber officinale Roscoe) (MELO et al.,
2011).
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5.7 Acdo da Annonalida sobre os niveis de GSH no exsudato peritoneal

Os grupos dos animais que receberam Cg apresentaram como resultado um
alto consumo dos niveis de GSH (35,67 + 1,594 ugNPSH/ml) quando comparado ao
grupo que recebeu apenas solugcdo salina (146,0 £ 5,669 ugNPSH/mI). O grupo
tratado com o diterpeno An na dose de 0,1 mg/kg v.o. apresentou menor nivel de
consumo de GSH (146,3 + 2,948 ugNPSH/mIl) mantendo significativamente os niveis
da enzima. O grupo An apresentou diferenca significativa (p<0,05) quando comparado
ao grupo salina e com o grupo que recebeu a droga de referéncia indo 10 mg/kg (138,6
+ 4,756 ugNPSH/mI) (figura 13).

Figura 13. A¢do da annonalida sobre os niveis de glutationa no exsudato peritoneal.
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Os animais foram pré-tratados com 0,1 mg/kg de An 30 min antes da inducdo da peritonite com
administracdo de Cg (500ug) intraperitoneal. Os valores foram representados como média = E.P.M. de
leucécitos totais. *p<0,05 comparado com o grupo Cg; #p<0,05 comparado com o grupo salina. A
andlise estatistica foi realizada por meio do teste de variancia seguido pelo teste de Newman-Keuls.
Legenda: Sal: Salina, Hist: Histamina, An: Annonalida, Indo: Indometacina. Fonte: Graphpad prisma
6.0.

Esse agente antioxidante enddgeno natural € capaz de atuar na prevencao das
lesbes oxidativas nas células e tecidos, sendo um importante biomarcador de
oxidacéao tecidual (ROSSI et al., 2006). Os dados obtidos mostraram que 0s animais
que foram tratados com An 0,1 mg/kg que sofreram peritonite ndo tiveram consumo

significativo dos niveis de GSH, mantendo-se os niveis semelhantes aos niveis do
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grupo que recebeu apena salina 0,9%. Esses dados reforcam os resultados obtidos
com a enzima MPO, que de forma indireta mostrou uma menor infiltracdo de
polimorfonucleares em grupos tratados com An, pois a manutencdo dos niveis de
GSH também significa menor nimero dessas células, uma vez que sédo produtoras de
espécies reativas de oxigénio durante o processo inflamatorio. Os estudos de Juhés
et al. (2009) com diterpenos extraidos do alecrim (Rosmarinus officinalis) demonstram
possuir efeitos antioxidante no curso da colite experimental, o que respalda o potencial
antioxidante dessa classe de compostos.

Uma variedade de diterpenos tém sido investigados pelo seu potencial anti-
inflamatorio e apresentado resultados positivos (HERAS; HORTELANO, 2009;
GONZALEZ et al., 2015; NUNES et al., 2020). Os resultados apresentados
corroboram com essa premissa uma vez que o composto An apresentou resultados

satisfatorios nos testes de inflamacéo geral provocada por agentes flogisticos.

6. CONCLUSAO

Os estudos de compostos naturais em conjunto com informagdes fisio-
farmacoldgicas e etnobotanicas contribuem de forma significativa para o surgimento
de novos farmacos. Os resultados alcancados deste estudo sugerem que 0 composto
diterpendide An, extraido da C. ampla tem efeito durante a resposta anti-inflamatoria
e na atenuacdo do estresse oxidativo. Estes achados foram comprovados pela
reducado significativa de parametros inflamatoérios analisados nos edemas de pata
induzidos pelos agentes edematogénicos, Cg, serotonina e histamina; nas avaliacbes
bioguimicas da enzima MPO e GSH, migracdo de leucdcitos para a cavidade
peritoneal e avaliacao histopatoldgica do tecido subplantar das patas. Diante disso, o
presente trabalho revela um potencial farmacolégico do composto An como um
promissor agente anti-inflamatério, podendo servir como fonte de novas moléculas
naturais para uso na inflamacédo, necessitando assim de mais estudos que possa
comprovar 0s seus efeitos de forma mais abrangente para aplicabilidades

farmacoldgicas.
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ANEXO | - Declaracéo de acesso ao Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN)

Declaro para os devidos fins que o trabalho de conclusdo de curso intitulado:
AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO DO DITERPENO ANNONALIDA
ORIUNDO DA Casimirella ampla (Miers) EM MODELOS EXPERIMENTAIS DE
INFLAMACAO GERAL, desenvolvido em cumprimento & exigéncia para obtencéo do

titulo de bacharel em Biomedicina, pelo discente Antdnio Kleiton de Sousa e

orientacéo do professor Dr. André Luiz dos Reis Barbosa.

N&o é abrangido pelo escopo da Lein®13.123, de 20 de maio de 2015,

() regulamentada pelo Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016, por ndo
implicar em acesso ao patrimbnio genético ou ao seu conhecimento
tradicional associado.

Foi desenvolvido de acordo com a Lei n° 13.123, de 20 de maio de
2015, regulamentada pelo Decreto n° 8.772, de 11 de maio de 2016,
e:
N&o apresenta prazo para cadastramento das atividades de
acesso ao patrimbnio genético ou ao seu conhecimento
tradicional associado, por estar no ambito da:
(__)|Resolucdo CGEN n° 6, de 20/03/2018
(__)|Resolucdo CGEN n° 7, de 20/03/2018
(X)) | (__)|Resolucdo CGEN n° 8, de 20/03/2018
(___)|Resolucdo CGEN n° 10, de 19/06/2018
(__)|Resolucdo CGEN n° 13, de 18/09/2018
(___)|Resolucdo CGEN n° 16, de 09/10/2018
(__)|Orientacdo Técnica CGEN n° 7, de 18/09/2018
(__)|Orientacdo Técnica CGEN n° 10, de 09/10/2018
Possui__acessos ao patrimbnio genético e/ou ao seu
(X) |conhecimento tradicional associado, devidamente

cadastrados, com o numero de registro: ABDCOE1

Y " f e e
Professor orientador
SIAPE: 1690196
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ANEXO Il — Carta de aprovacao no comité de ética no uso de animais (CEUA)

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Campus Ministro Reis Velloso, Av. S3o Sebastido, n. 2819, Parnaiba, Piaui, Brasil; CEP: 64204-035

Telefone (86) 3323-5251 e-mail: ceuacmrv(@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

e

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagdo da atividade anti-flamatdria e

antinociceptiva da annonalida oriunda da Humirianthera ampla e de seu derivado

semissintético de bromo em modelos de inflamagao"., registrada n°® 020/19, sob a

responsabilidade do Prof. Dr. André Luiz dos Reis Barbosa do Curso de Fisioterapia

do Campus Ministro Reis Velloso/lUFPI que envolve a produgdo, manutengcdo ou

utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos),

para fins de Pesquisa Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794,
de 8 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 de Experimentagao Animal (CONCEA), e foi
Aprovado pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade

Federal do Piaui, em

Reuniao na presente data 13/12/2019.

Finalidade ( )Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da Autorizagdo Agosto/ 2019 a Julho/ 2023
Espécie/Linhagem/ragca Camundongos (Mus musculus/ Swiss)
N° de Animais 353
Peso/ Idade 25-30g
Sexo Fémeas
Origem Biotério Central da Universidade Federal do Piaui

Parnaiba, 16 de dezembro de 2019./
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ProfxDr_-Daerfiel Fernando Pereira Vasconcelos
(Coordenador da CEUA/CMRV-UFPI)



